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AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE HONGOS FITOPATOGENOS DE LA
SEMILLA DE ACACIA JAPONESA (Acacia melanoxylon R.Br.) LAUREL DE
CERA (Morella pubescens Humb. & Bonpl. Ex Wild. Wilbur) Y ALISO (Alnus

acuminata H.B.K)!

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF PHYTOPATHOGENIC FUNGI OF
JAPANESE ACACIA (Acacia melanoxylon R.Br.) LAUREL WAX (Morella pubescens
Humb. & Bonpl. Former Wild. Wilbur) AND ALDER (Alnus acuminata HBK) SEED.

Katherine Moreno G.?
Gina Zambrano B.?
Claudia Quiroz 0.2

RESUMEN
La semilla es el principal medio de diseminacion de patogenos, por lo tanto cuando se
propagan especies arbdreas con simiente contaminada, se presentan enfermedades en pre y
pos emergencia de las plantulas. Teniendo en cuenta lo anterior, en el laboratorio de
Sanidad Vegetal e invernadero de la Universidad de Narifio, se aislaron e identificaron
hongos asociados a la semilla de Acacia melanoxylon R.Br., Morella pubescens H.&.B. Ex
Wild. Wilbur y Alnus acuminata H.B.K, de procedencia natural y comercial, se evalu6 el
porcentaje de contaminacién de la misma y se comprob6 la patogenicidad de los hongos
encontrados. La identificacién se basé en la metodologia de Agrios (1996) y claves
taxondmicas de Barnett y Hunter y para evaluar el porcentaje de contaminacion se utilizé
un disefio irrestrictamente al azar (DIA), en un arreglo factorial 3 x 2, donde el factor A

fueron las especies forestales y factor B la procedencia de las semillas, con 6 tratamientos y
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4 repeticiones, siendo la unidad experimental 3 cajas petri (10 semillas/caja Petri), los datos
obtenidos fueron sometidos a analisis de varianza y pruebas de comparacion de Tukey. Se
presentaron diferencias significativas en cuanto a la procedencia de la semilla,
encontrandose porcentajes de contaminacion superiores al 90% en la obtenida de fuentes
naturales; Aspergillus sp., Penicillium sp., Fusarium sp., Myrothecium sp., Trichothecium
sp. y Paecilomyces sp. fueron los hongos identificados, comprobandose la patogenicidad de
Aspegillus sp. y Penicillium sp. como causantes de pudricion en semillas y Fusarium sp.
como agente causal del Mal del talluelo, con incidencias del 76%, 69 %, 67% para A.

melanoxylon, M. pubescens. y A. acuminta, respectivamente.

Palabras clave: semillas, hongos, patdgenos, contaminacién, incidencia.

ABSTRACT
The seed is the primary means of spreading pathogens, therefore when tree species
contaminated seed spread, diseases occur in pre and post seedling emergence. Considering
the above, in the Plant Health Care laboratory and the greenhouse, of the University of
Narifio, Acacia melanoxylon R.Br., Morella pubescens H.&.B. former. Wiild Wilbur and
Alnus acuminata HBK natural and commercial sources seed was evaluated, in order to
isolate and and identify the fungi present, the contamination rate was evaluated in the same
and pathogenicity of fungi found was found. The identification was based on the
methodology and taxonomic keys Agrios Barnett and Hunter and to evaluate the percentage
of pollution demands unrestrictedly randomized design (DIA) was used in a 3 x 2 factorial
arrangement, where the factor A forest species were factor B and the origin of the seeds,
with 6 treatments and 4 repetitions, being the experimental unit 3 petri dishes (10 seeds /
Petri dish), the data obtained were subjected to analysis of variance and Tukey comparison
tests. There were significant differences in terms of seed origin, finding percentages higher
than 90% in pollution obtained from natural sources; Aspergillus sp., Penicillium sp.,
Fusarium sp., Myrothecium sp., Trichothecium sp. and Paecilomyces sp. fungi were

identified, proving the pathogenicity of Aspergillus sp. and Penicillium sp. to cause seed rot
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and Fusarium sp. as a causal agent of damping-off, with incidences of 76%, 69%, 67% for
A. melanoxylon, M. pubescens. and A. acuminta respectively.

Keywords: seeds, fungi, pathogens, pollution incident.

INTRODUCCION

La calidad de las semillas es un aspecto considerado actualmente como fundamental para
garantizar el éxito de la obtencion de material vegetal sano. (Arguedas et al, 1997). Sin
embargo, frecuentemente, los agricultores adquieren semillas de caracteristicas sanitarias
desconocidas, lo que puede incidir negativamente, debido a que normalmente se evalua el
poder germinativo y vigor de la semilla a sembrar, mas no se considera su calidad sanitaria
(March, et al, 2002.). Los patogenos de las estructuras reproductivas de especies forestales,
pueden producir problemas econdémicamente importantes, ya que afectan su
comercializacion, destruyen parcial o totalmente los lotes, infectan sustratos de
germinacién, producen enfermedades y las diseminan de una regién a otra (Arguedas y
Torres, 1996; Arguedas, 1995).

Las semillas de forestales pueden ser infectadas por microorganismos causantes de
enfermedades, cuando adn se encuentran en el &rbol, en contacto con el suelo o bien
durante su fase de vivero, transporte y almacenamiento (Arguedas et al, 1997). En cuanto a
germinadores y viveros la enfermedad mas comin y de mas amplia distribucién es la
Ilamada el “Mal del talluelo”, se denomina asi, al grupo de sintomas producidos por una
amplia gama de hongos habitantes del suelo y generalmente parésitos facultativos que se
pueden diseminar en semilla y restos de cosecha. Los géneros mas importantes son:
Rhizoctonia sp., Fusarium sp., Pythium sp., Phytophthora sp., Cylindrocladium sp. y
Botrytis sp. cada uno de estos géneros producen sintomas caracteristicos, como son la
aparicion de un necrosamiento en la parte basal del tallo y posterior muerte de la plantula,
sin embargo, generalmente actdan varios en forma conjunta, por lo que se recomienda

hacer aislamientos de los mismos para realizar un diagnéstico correcto (CONIF, 2002).
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En la India se han identificado los géneros Colletotrichum sp., Curvalaria sp., Fusarium
sp., y Phoma sp. como los principales organismos diseminados por la semillas de Acacias
spp. (Old, et al. 1997), en Costa Rica para la especie A. acuminata, se reportan a Fusarium
sp. y Trichoderma sp. como hongos que pueden provocar dafios en las semillas (Arguedas y
Espinoza, 2007), para M. pubesences no se han relizado investigaciones sobre afectacion de
hongos directamente en semilla, pero si al momento de encontrarse en etapa de vivero, ya
que ellos habitan naturalmente en el suelo y causan dafio a las plantulas, siendo los mas
comunes: Fusarium sp, Phytium sp. y Rhizoctonia sp., que ocasionan marchitamiento y

estrangulamiento del tallo, sintomas tipicos del Mal del Talluelo (Mufioz y Luna, 1999).

Es asi, que la mayoria de hongos reportados como patdgenos de las especies arboreas
anteriormente mencionadas, se encuentran cominmente en las listas de hongos asociados a
otros forestales como son: E. grandis, Eucaliptus spp, Toona ciliata, (Dayan, 1986). En
Cuba se han identificado los principales hongos que afectan a Pinus tropicalis Morelet, se
informa de 16 géneros de hongos pertenecientes a Deuteromycetes (10), a Ascomycota (1)
y Basidiomycota (5). Presentes en semillas se encontraron 8 géneros de hongos: Aspergillus
sp., Penicillum sp., Memnoniella sp., Rhizophus sp., Fusarium sp., Alternaria sp.,
Tricoderma sp. y Monilia sp.; en vivero se registraron tres géneros de hongos Fusarium sp.,
Alternaria sp. y Monochaetia sp.; sobre plantaciones se registr6 la incidencia de hongos
pertenecientes a los géneros Ceratocytis sp. y Ceratocystiopsis sp., y finalmente en madera

se reportd Pori sp., Pleurotus sp., y Lentinus sp. (Guerra, et al. 2004.)

De igual manera, Lezcano, et al. 2007 en Peru, en las semillas de Leucaena leucocephala
cv. detectd nueve géneros fungosos (Aspergillus sp. , Penicillium sp., Rhizopus sp.,
Chaetomium sp., Fusarium sp., Alternaria sp., Cladoesporium sp., Trichoderma sp., y

Pestalotia sp.); identificados como los responsables del deterioro de las semillas.
Por lo tanto, se plante6 como objetivo general de este estudio aislar e identificar los

principales microrganismos fitopatdgenos (hongos) asociados a las semillas A.

melanoxylon, M. pubescens y A. acuminata.
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MATERIALES Y METODOS

Localizaciéon. El presente trabajo se realizé en el Laboratorio de Sanidad Vegetal —
GRISAV, a cargo del Grupo de Investigacion de Sanidad Vegetal - GRISAV y en el
invernadero, situados en la Universidad de Narifio, ubicada a una altitud de 2474 m, latitud

1°14° 01,7” y longitud 77° 17’ 37.8”, sede Torobajo (Fuente: Esta Investigacion).

PRIMERA ETAPA

Recoleccion: Las semillas de las tres especies forestales (acacia, laurel de cera y aliso) se
recolectaron de los arboles en pie, con edad aproximada de 4 afios, ubicados en las veredas
de Botana y el Encano pertenecientes al municipio de Pasto. Se cosech¢ directamente con
la mano de ramas bajas; aumentar la eficiencia, se tiraron las vainas sobre mantas de
recoleccion extendidas en el suelo; se tomaron aproximadamente 300 semillas por cada
especie, teniendo en cuenta su madurez fisioldgica. Una vez cosechada la semilla se
etiquetaron y almacenaron por 10 dias en empaques secos con cierre hermético, en el
laboratorio de la universidad en condiciones de oscuridad, con poca humedad, y a una

temperatura aproximada de 4 °C, para evitar su germinacion.

La semilla de procedencia comercial, fue obtenida de una casa distribuidora de semilla
certificada, afirmando ser tratada con anti fungicos, ademas de reportar un 90 % de pureza.

Esterilizacion de las semillas: Previo a la siembra, se esterilizd las semillas con
hipoclorito de sodio al 3 %, durante 3 minutos, seguidamente se enjuagaron tres veces con
agua destilada estéril, procedimiento que se realizd con el fin de eliminar cualquier

patdgeno contaminante del ambiente.

Siembra de las semillas: Esta actividad se realizo en camara de flujo laminar, en
condiciones de asepsia, con el fin de minimizar el riesgo de contaminacion al momento de
la siembra de la simiente de cada especie forestal. Para el aislamiento de los hongos se

sembraron un total de 240 semillas por especie, 120 obtenidas comercialmente y 120
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recolectadas en campo, se distribuyeron 10 semillas por caja Petri con el medio de cultivo
PDA, se tom0 cada una de las semillas con una pinza esterilizada al calor y se la sembré en
el medio de cultivo. Una vez sembradas las semillas en cada caja Petri, se llevaron a una
incubadora por 15 dias, a una temperatura de 20 °C (Noelting et al., 2004; Besnier, 1990),

con el fin de facilitar el desarrollo de los microorganismos.

Purificacion: Una vez desarrolladas las colonias de hongos después del periodo de
incubacion, se procedid hacer la purificacion de los mismos de acuerdo a la metodologia
descrita por Castafio (1998), segun la cual, se toman partes del cultivo y se transfieren a
cajas de Petri con medio de cultivo Sabouraud para el crecimiento de hongos.
Procedimiento que se realiz6 por triplicado, para lograr una purificacion adecuada de los

hongos ayudando en su identificacion y caracterizacion.

Identificacién: para la identificacion de los hongos, se empled la metodologia descrita por
Agrios (1996) y Obreque (2004), para lo cual, se colocd una gota de azul de lactofenol
sobre un portaobjetos y se afiadié parte del micelio con el fin de identificar las estructuras
reproductivas caracteristicas de cada especie, se realizaron observaciones al microscopio

con objetivo 40X.

La identificacién se hizo teniendo en cuenta las caracteristicas macro y microscopicas de

los hongos y las claves taxondmicas internacionales de Barnett y Hunter, (1972).

SEGUNDA ETAPA

Pruebas de Patogenicidad: La evaluacién de la patogenicidad se realizé con tres géneros
de hongos (Aspergillus sp., Penicillium sp. y Fusarium sp.) siendo los més representativos,
y los de mayor presencia en las tres especies evaluadas. Estas pruebas se realizaron con el
fin de comprobar mediante los postulados de Koch, que estos microorganismos fueron los

causantes de enfermedades tanto a la semilla como en el germinador.
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Preparacion del material a inocular: Previo a la inoculacion, las semillas fueron
sometidas a la escarificacion mecanica y aplicacion de acido Giberélico (40 ml a 100 ppm)
como tratamientos pre germinativos, para facilitar asi su germinacion, posteriormente se
desinfectaron con hipoclorito de sodio al 3% segun lo descrito por Castafio (1998), en
cuanto al sustrato se utilizaron 2 kilogramos de turba, la cual fue desinfectada con agua
hirviendo para eliminar asi cualquier contaminacion del ambiente. Se utilizaron 50 semillas

para inocular y 25 como testigo.

Preparacion de Inoculo: Para preparar el inoculo, se realizé un raspado de las esporas y
micelio de los cultivos puros de los hongos a evaluar; se mezclé con 40 ml de agua
destilada estéril, se agitd y se aplico Tween 80 para facilitar la dispersion de esporas y su
respectivo conteo. Posteriormente se tom6 1 ml del indculo y se realizo el recuento de las
esporas en camara Neubauer, obteniendo una suspension a una concentracién de 1x10°

esporas/ml de agua. (Castafio y del Rio, 1997; Hartung et al., 1981).

Inoculacion: Para los géneros de Aspergillus sp. y Penicillium sp. la inoculacion se realizé
directamente a las semillas en cAmara himeda, tal como lo describe Madia (1994), para
Fusarium sp. se efectué en el momento de la siembra, tanto en las semilla como en el

sustrato, en un ambiente de alta humedad por el método de aspersion.

VARIABLES EVALUADAS
Porcentaje de semilla contaminada: Se registré el nimero de semillas contaminadas en
cada tratamiento, el porcentaje de contaminacion se obtuvo mediante la formula (Pabéon y

Castario, 2012):

Semillas contaminadas por tratamiento x 100

Contaminacion (%) = - - -
Numero total de semillas por tratamiento
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Porcentaje de germinacion: Se realizd para Aspergillus sp., Penicillium sp. y Fusarium
sp. por ser los géneros de mayor presencia en esta investigacion y ser reportados como
inhibidores de la germinacion, para esto, se registré el niumero de semillas germinadas por
cada especie y se determin0 el porcentaje de germinacion mediante la formula (Pabon y
Castafio, 2012):

Semillas germinadas por especie x 100

Germinacion (%) = . - -
(%) Numero total de semillas por especie

Incidencia de la enfermedad: Se determind solo para el género Fusarium sp, registrando
el nimero de plantulas afectadas en cada especie forestal, el porcentaje de incidencia se

obtuvo mediante la formula (Pabén y Castafio, 2012):

Plantulas afectadas por especie x 100

Incidencia (%) =
ncidencia (%) Numero total de plantulas por especies

Analisis estadistico: Se emple6 un disefio irrestrictamente al azar (DIA) en un arreglo
factorial 3 x 2, donde el factor A hace referencia a las especies forestales y el factor B la
procedencia de las semillas (Comercial y Natural) para un total de 6 tratamientos con 4
repeticiones y 24 unidades experimentales, siendo el Ti: Acacia comercial, T,: Acacia
natural, Ts: Laurel comercial, T,: Laurel Natural, Ts: Aliso Comercial y Tg: Aliso Natural.
En el andlisis estadistico, para determinar el porcentaje de contaminacion de semillas, se
realiz6 un analisis de varianza y pruebas de comparacion de medias de Tukey al 5% de
probabilidad, con ayuda de InfoStat software estadistico, version 2013; para determinar el

porcentaje de contaminacion de semillas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de varianza indico diferencias significativas con un (p = 0.0005) para la
interaccion especie x tipo de semilla, siendo las semillas de A. acuminata de procedencia
natural, las que presentaron el mayor porcentaje de contaminacién con un 90.83%, seguidas
de A. melanoxylon 70.83% y M. pubescens 58,33%. Los porcentajes mas bajos de semilla
contaminada, se presentaron en la semilla de procedencia comercial, encontrandose a M.
pubescens y A. acuminata con el 8.33% y 1,67% respectivamente; en cuanto a A.
melanoxylon n6 presento ningun tipo de contaminante (Figura 1). Duarte et al., (2000),
afirman que las semillas de varias coniferas y latifoliadas son propensas a los ataques por
hongos, aunque la patogenicidad de muchos de ellos ha sido muy debatida, debido a que

algunos hongos se desarrollan sobre la superficie y otros causan infecciones internas.

En cuanto a los porcentajes obtenidos para las semillas de A. acuminata de procedencia
natural, se debe a las caracteristicas de sus frutos, los cuales tienen una apariencia similar a
una diminuta pifia de Pino, llevando en su interior decena de semillas pequefias y con alas
aplanadas; por la falta de uniformidad tanto de frutos como de semillas se facilita la

adhesion de esporas de hongos a sus superficies desiguales (Arguedas y Espinoza, 2007).

Las semillas de A. melanoxylon de procedencia natural, presentaron un porcentaje
considerable de contaminacion, debido a la presencia de una arilo de tonalidad rosa palido
que se desprende de la semilla, Mittal et al., (1990) afirman que dicho arilo es caracteristico
de las diferentes especies de acacias, convirtiéndose en un albergue para el crecimiento de

distintos tipos de patégenos.

En el caso de las semillas M. pubences de procedencia natural, presentaron una baja
contaminacion, posiblemente a la presencia de ceras, las cuales son consideradas como un
mecanismo de defensa estructural que se presenta en plantas de algunas especies, con el fin

de repeler el ataque de microorganismos (Agrios 1996).
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Figura 1. Porcentaje de semilla contaminada por patogenos

Fuente: Esta investigacion

En cuanto a la procedencia de la semilla, se encontré diferencias significativas con un (p =
< 0.0001), entre la semilla de procedencia natural y comercial, identificAndose mayores
porcentaje de contaminacion en la simiente obtenida naturalmente. Por lo general en la
cotidianidad, no se tienen claramente establecidas las caracteristicas deseables de los
arboles donde se recolectaran semillas para la obtencién de material vegetal, los cuales
deben ser grandes, con frutos bien formados, buen tamafio de las hojas y fitosanitariamente
sanos, lo que si ocurre en semilla proveniente de semilleros certificados o autorizados para
la distribucion de la misma. Actualmente la calidad sanitaria de la simiente de especies
forestales, es una de las caracteristicas a tener en cuenta, debido a las afecciones que
algunos hongos les causan, llevando incluso a pérdidas considerables tanto de semillas
como de plantulas. Mittal et al., (1990), afirman que el deterioro de semillas de arboles
causado por hongos implica problemas que difieren en varios aspectos, por ejemplo las
semillas estan expuestas a diversas condiciones antes del almacenamiento, con frecuencia
se recolectan semillas y se guardan en puntos de recoleccion o plantas de procesamiento
por diversos periodos de tiempo bajo condiciones que favorecen el desarrollo de hongos

antes de su utilizacion.

Por el contrario las semillas procedentes de la casa comercial, presentaron bajos niveles de

contaminacion por provenir de rodales semilleros, los cuales se encuentran en condiciones
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controladas, ademas del tratamiento anti-fingico a las que son sometidas. Mesen et al.,
(1996), afirman que los rodales semilleros se forman por la seleccion de pies para la
produccién de semillas, siendo estos vigorosos, sanos y bien conformados, ademaés se
aplican fertilizantes para incrementar la cosecha y se atiende a la cubierta del suelo en la

forma mas conveniente.

Identificacién de hongos

Segun las caracteristicas macro y microscopicas de los hongos, se identificaron 6 géneros
Aspergillus sp., Penicillium sp., Fusarium sp., Trichothecium sp., Paecilomyces sp. y
Myrothecium sp., siendo los de mayor presencia en las semillas de las tres especies
forestales evaluadas, Aspergillus sp., Penicillium sp., Fusarium sp., se identificaron s6lo en

las especies de M. pubescens y A. melanoxylon.

Las caracteristicas macro y microscopicas de los hongos enumerados a continuacion,
coinciden con las caracteristicas de los hongos encontrados en esta investigacion, como se

puede evidenciar en las figuras 2 y3.

La principal caracteristica macroscopica para la identificacion del genero Aspergillus sp.
(Figura 2. a, a.1), es la coloracion del micelio ya que al inicio de su crecimiento se observo
una coloracion blanca, posteriormente tomo un color obscuro, en cuanto a las
caracteristicas microscopicas se observo cabezas conidiales presentan cuatro formas
béasicas: globosa, radiada, columnar o claviforme y a simple vista las mas grandes suelen
parecer diminutos alfileres sobre el substrato lo cual coincide por lo reportado por
(Kozakiewicz, 1989).

Segun Pitt (1980), el género Penicillium sp., (Figura 2. b, b.1), se caracteriza por formar
conidios en una estructura ramificada semejante a un pincel que termina con células
conidiogenas llamadas fialides, las colonias de este género son circulares si no hay

impedimento alguno para su crecimiento, mostrando el color del micelio, el cual es
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generalmente blanco al inicio de su crecimiento, y torndndose verde a medida que ha

madurado.

La forma y tamafio de las esporas es la caracteristica principal para el reconocimiento del
género Fusarium sp. (Figura 2. c, c.1), las esporas estan dispersas en el micelio aéreo o en
esporodoquios 0 masas limosas (pionotos). Los macroconidios son curvados, pluriseptados,
con una célula apical mas o menos puntiaguda y en muchas especies con una célula basal
en forma de pie. Las colonias de los distintos fusarios crecen en forma circular, sus color

caracteristico es el purpura o blanco y la textura del micelio es algodonosa. (Seifert, 2001).

Figura 2. Caracteristicas macro y microscopicas de a., a.1. Aspergillus sp. b., b.1.

Penicillium sp. c., c.1. Fusarium sp.

Foto: Moreno y Zambrano 2014

Con respecto a Trichothecium sp. (Figura 3. d, d.1), Sutton, Fothergill, y Rinaldi (1998)
indican que, esta especie es un hongo filamentoso. Las colonias son planas, granulosas y
polvosas, en el anverso, el color es blanco. Microscopicamente presenta hifas hialinas

septadas, conidi6foros y conidios visibles, siendo de dos células, suaves, de paredes

Pag. 17



ligeramente gruesas, van de ligeramente coloreado a hialino con forma de pera, su punto de

unién al conidioforo es prominentemente truncado.

En el genero Paecilomyces sp. (Figura 3. e, e.1), se observar una red enredada de hifas
aéreas que le dan textura a las colonias un poco lanosa o extremadamente algodonosa, la
mayoria de las especies son de color blanco, o ligeramente coloreadas cuando el desarrollo
de conidios es maximo, los conidiéforos son formados en el extremo de la fialide y se
agrupan normalmente en largas cadenas, estos son hialinos. Algunas especies tienden a
producir colonias himedas y cremosas, sobre todo en las etapas tempranas de crecimiento
(Brown y Smith, 1957).

Por altimo, el género Myrothecium sp., (Figura 3. e, e.1), presenta esporodoquios en forma
de colchén, algunas veces con setas hialinas marginales, conidiéforos subhialinos o
coloreados, repetidamente ramificados que producen conidias apicales subhialinas a

oscuras unicelulares, ovoides a elongadas (Barnett y Hunter, 1972).

Figura 3. Caracteristicas macro y microscépicas d., d.1. Trichothecium sp. e., e.1.
Paecilomyces sp. f., f.1. Myrothecium sp.

Foto: Moreno y Zambrano 2014
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Seguln ésta investigacion los hongos con mayor frecuencia en las tres especies forestales
fueron Aspergillus sp. y Penicillium sp., tanto en semillas natural como comercial,
coincidiendo con la informacion que brindan Lezcano et al., (2007) acerca de la micobiota
de las semillas de Leucaena leucocephala cv en Per(, donde Aspergillus, Penicillium,
Rhizopus sp. y Chaetomium sp. atacaron a las semillas ortodoxas durante el
almacenamiento. De igual manera Pérez et al., (2005) en México, aislaron doce géneros
fungosos en Eucalyptus grandis Hill: Maid, reportando en semilla los géneros Alternaria

sp., Aspergillus sp., Chaetomium sp., Cladosporium sp. y Penicillium sp.

Ademaés de los resultados reportados por Zunini y Orrego (2013), quienes identificaron en
semilla de Toona ciliata los géneros Fusarium sp. Phomopsis sp, Aspergillus sp.,
Colletotrichum sp., Penicillium sp., Alternaria sp. y Curvularia sp., resultados que
coinciden con lo mencionado por Lazarotto et al. (2012), quienes trabajando con la sanidad,
transmision via semilla y patogenicidad de hongos en semillas de Cedrella fissillis,

identificaron los mismos géneros, ademas de Pestalotia sp. y Rhizoctonia sp.

Sweet (2009), reporta que la presencia de hongos como Aspergillus sp., al parecer depende
del mal manejo que se le realiza a la semilla después de la cosecha y en el almacenamiento.
Mittal y Sahrma (1980), afirma que la colonizacion de forma explosiva de Aspergillus sp.
se origina cuando la humedad relativa esta sobre el 70%, desencadenando un fenémeno de
brotacién, de igual manera Carrillo (2003), reporta que la ubicuidad de Aspergillus sp. se
debe a la capacidad para crecer a diferentes temperaturas sobre sustratos con diferentes
contenidos de humedad.

Con respecto a Penicillium sp, Carrillo (2003), afirma que la mayor esporulacion de este
hongo ocurre en los depositos, donde se mantienen las esporas desde una cosecha anterior,
esto se corrobora con lo dicho por Martinez (2003), quien afirma que se puede aislar este
patdgeno de granos recién cosechados, indicando que el hongo se desarrolla en condiciones

de campo.
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En cuanto al género Fusarium sp, se presento en la especie A. melanoxylon de tipo natural y
en M. pubensces, tanto en natural como en comercial, concordando con lo reportado por
Guerra et al., (2004), donde las principales afectaciones en las semillas de Pinus tropicalis

Morelet en el pais de Cuba, son causadas por este género.

Fusarium sp., es un habitante del suelo, capaz de sobrevivir en residuos vegetales por
muchos afios bajo condiciones adversas, su presencia puede atribuirse al contacto de las
semillas con el suelo o recipientes de cosecha contaminados por el hongo, el cual encuentra

alli las condiciones ambientales adecuadas para reproducirse (Vieira et al., 2003).

Referente a los géneros Paecilomyces sp. y Myrothecium sp. su incidencia fue minima
identificandose solo en la especie de M. pubensces de procedencia natural, el género
Trichothecium sp. se aislé e identifico tanto para M. pubensces como para A. melanoxylon.
Mittal, Anderson y Mathur, (1990), afirman que estos géneros de hongos se consideran
saprofitos. Gibson (1957), encontrd que las especies extremadamente comunes y numerosas
de hongos de moho entre estas Trichothecium sp., coloniza la superficies de bellotas de
Quercus o entra a los tejidos de la superficie sin causar la pérdida de germinabilidad de las

bellotas.

Pruebas de Patogenicidad

Para comprobar la patogenicidad de los hongos encontrados se utilizaron cultivos de
Aspergillus sp., Penicilliun sp. y Fusarium sp. por ser los tres géneros reportados como
hongos fitopatdgenos en especies forestales (Duarte et al., 2000; Guerra et al., 2004; Pérez,
2005; Lezcano et al., 2007; Mufioz et al., 2007), ademas por ser los mayor incidencia en
esta investigacion. De igual manera se tom6 en cuenta lo reportado por Moreno (1988),
quien afirma que las semillas son infectadas por diversos tipos de hongos en el campo,
entre ellos Fusarium sp., Alternaria sp. y Helminthosporium sp., por otra parte, las semillas
también son invadidas por hongos de este tipo, siendo Aspergillus sp y Penicillium sp. los

principales géneros.
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Como resultados de las pruebas de patogenicidad con Aspergillus sp y Penicillium sp., se
encontraron altos grados de contaminacion y deterioro de las semillas de las tres especies
forestales, observandose la presencia de micelio caracteristico de estas especies y
hallandose una afectacion del 95% y 98% de la semilla de A. melanoxylon con Aspergillus

sp. y Penicillium sp respectivamente (Figura 4).

Para M. pubensces y A. acuminata se encontré el 100% de semilla afectada con los géneros
Aspergillus sp. y Penicillium sp ( Figura 5), lo cual coincide con lo reportado Gibson
(1957), quien encontrd que los hongos Aspergillus sp., Penicillum sp. y Rizohpus sp. de la
microflora de la testa podrian, bajo condiciones favorables, invadir los tejidos de las
semillas germinantes inhibiendo el desarrollo de Pinus patula . De igual manera Carrillo
(2003), afirma que Aspergillus sp. produce la inhibicion de la germinacion junto con
cambios en el color, calentamiento, amohosado, apelmazado y finalmente podredumbre de

las semillas

Figura 4. Porcentaje de contaminacién de semillas inoculadas con Aspergillus sp. y

Penicillium sp.

Fuente: Esta investigacion

Figura 5. Semillas inoculadas con Aspergillus sp. a. A. melanoxylon b. A. acuminata c. M.

pubensces. Con Penicillium sp. d. A. melanoxylon e. A. acuminata f. M. pubensces
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Foto: Moreno y Zambrano 2014
En cuanto al porcentaje de germinacion evaluado en la semilla inoculada por Fusarium sp,

se obtuvo un 24% de germinacion para A. melanoxylon y M- pubensces y en A. acuminata
un 38% (Figura 6), por el contrario los testigos correspondientes a cada una de las especies
forestales evaluadas alcanzaron el 95, 85 y 91% de germinacion en A. melanoxylon y M-
pubensces y en A. acuminata respectivamente (Figura 7), permitiendo afirmar asi, que
Fusarium sp. afecta directamente la germinacion de las tres especies, generando una

cubierta en la superficie de las semillas, que impide su germinacion (Neegaard, 1979).

Figura 6. Porcentaje de germinacion e incidencia de Fusarium sp. en plantulas

Fuente: Esta investigacion
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Figura 7. Pruebas de patogenicidad con Fusarium sp. a. Testigo b. Incidencia del patdgeno

Foto: Moreno y Zambrano 2014

Con respecto a la incidencia de la enfermedad en este caso el Mal del Talluelo, ocasionado
por Fusarium sp., los resultados fueron: para A. melanoxylon del 76%, M. pubensces del
69% y para A. acuminata del 67% (Figura 6). Solano y Brenes (2012), reportan a Fusarium
sp., como uno de los hongo que més se presenta en campo Yy ser el principal causantes del
Mal del Talluelo en la etapa temprana de muchas especies, influyendo negativamente en el

crecimiento y desarrollo de las plantulas.

En A. melanoxylon se observd el volcamiento de algunas plantulas, ademas de un
necrosamiento en la parte basal del tallo, sintomas evidentes del Mal de Talluelo en post-
emergencia, lo que coincide con lo investigado por Pawuk (1978), quien aisl6 el género
Fusarium sp. de semillas de Pinus patula, el cual disminuyo significativamente la
germinacién y aumento el porcentaje de la enfermedad, de igual manera Saxena (1985),
detecto 30 especies de hongos en las semillas E. grandis y relaciono la mortandad de las
plantulas a la micoflora de las semillas y Michail et al, (1986), informaron sobre la
enfermedad de los alméacigos o Mal del Talluelo de post — emergencia de Eucalyptus spp.

causada por este genero de hongos.

Salas (2002), afirma que el Fusarium sp, resulta el principal causante del Mal de Talluelo.
Se trata de un parésito facultativo que habita en el suelo, compuesto por un micelio septado,
con desarrollo de clamidosporas y una multitud de conidios, el cual produce un crecimiento

algodonoso blanco sobre los tejidos afectados. ElI hongo sobrevive en materia en
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descomposicion en forma de micelio o clamidosporas. Entre los sintomas caracteristicos de
infecciones causadas por este patdgeno, y que lo diferencia de otros, es que se observa una

coloracion rojiza en los tejidos dafiados o el oscurecimiento en los tejidos internos del tallo.

En cuanto a de M. pubensces y A. acuminata se encontrd que las semillas no germinadas
estaban cubiertas por un halo blanco, siendo otro sintoma evidentes de fitopatologias
causadas por Fusarium sp. Segun Giachino et al., (2004), la enfermedad se evidencia
facilmente como un desarrollo micelial algodonoso de colores rosa claro, amarillento o
blanco cuando la muestra esta expuesta a condiciones de alta humedad mayores al 80% vy
temperaturas de 25 °C

La aplicacién de los postulados de Koch permitieron corroborar que los hongos Aspergillus
sp. y Penicillium sp., aislados de semillas de A. melanoxylon, M. pubensces y A. acuminata
e inoculados en semillas de las mismas especies inhibieron la germinacién de semillas, con
relacién a Fusarium sp., que presento las misma inhibicién ademas de reproducir los

sintomas de la enfermedad conocida como el “Mal del talluelo”.

Benetti et al, (2009) también verificaron la patogenicidad de Fusarium sp. aislados de
semillas Toona ciliata, mostrando la asociacion patogénica de este hongo y coincidiendo

con los resultados de esta investigacion.

CONCLUSIONES

Los porcentajes de mayor contaminacion por hongos se presentaron en las semillas
provenientes de fuentes naturales, ya sea para A. melanoxylon, M. pubensces, y A.
acumintata, comprobandose asi que las semillas de estas especies forestales son un medio
para la diseminacion de microorganismos fitopatogenos bien sea en campo 0 en

condiciones de almacenamiento.
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Los hongos identificados en la simiente de las tres especies arboreas, obtenidas ya sea de
fuentes naturales o en casa comercial, corresponden a los géneros Aspergillus sp.,
Penicillium sp., Fusarium sp., Myrothecium sp., Trichotecium sp. y Paecilomyces sp.,
evidenciando la ubicuidad de estos microorganismos, los cuales una vez depositados sobre

un huésped susceptible y bajo condiciones ambientales favorables causan enfermedad.

Se comprobd, la patogenicidad de Fusarium sp., identificandose como el agente causal del
Mal del talluelo en A. melanoxylon, e inhibidor de la germinacion de M. pubensces y A.
acuminata, ademas del deterioro de las semillas en condiciones de almacenamiento en A.
melanoxylon., M. pubensces y A. acuminata debido al efecto de Aspergillus sp. y
Penicillium sp., los cuales disminuyeron significativamente la viabilidad y germinacion de
las mismas.
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