Scientia Agropecuaria 14(3): 347-358 (2023) Patifo-Moscoso et al.

SCIENTIA
AGROPECUARIA Facultad de Ciencias

SCientia Agr’opecuaria Agropecuarias

Universidad Nacional de
Truiillo

RESEARCH ARTICLE

Molecular identification and prevalence of fungal contaminants in seeds of
semi-annual crops

Web page: http://revistas.unitru.edu.pelindex.php/scientiaagrop

Identificacion molecular y prevalencia de contaminantes fungicos en semillas de
cultivos semestrales

Manuel Alfonso Patifio-Moscoso' ™ “”; Karen Viviana Osorio-Guerrero' “; Deisy Lorena Flérez-Gémez' &,

Luisa Fernanda Sarmiento-Moreno' “; David Napoledn Vargas-Ramirez?

T Corporacién Colombiana de Investigacion Agropecuaria - AGROSAVIA, Sede Central, Departamento de Semillas. Km 14 via Mosquera-
Bogoté. Coédigo Postal 250047. Colombia.

2 Corporacién Colombiana de Investigacion Agropecuaria - AGROSAVIA, Centro de Investigacion Tibaitata. Km 14 via Mosquera-Bogota.
Codigo Postal 250047. Colombia.

* Corresponding author: mpatino@agrosavia.co (M. A. Patifio-Moscoso).

Received: 12 April 2023. Accepted: 16 August 2023. Published: 18 September 2023.

Abstract

Seed quality is affected by fungal contamination. These cause abortion, rot, or necrosis of the seed, as well as seedling damage that results
in the development of diseases in later stages of growth. Their identification and characterization are essential to establish appropriate
management. The objective of this work was to identify and determine the prevalence of fungal contaminants present in the seed of
thirteen plant varieties of rice, soybean, corn, and forage sweet sorghum produced in the municipality of El Espinal, Tolima, Colombia. This
research was carried out at the Tibaitata Research Center of the Colombian Agricultural Research Corporation AGROSAVIA (Cundinamarca,
Colombia) during the second semester of 2021. By means of a blotter test, fungal contaminants and their prevalence in germinated and
non-germinated seeds were identified. A total of 65 fungal isolates were obtained, which were grouped into twenty-eight molecularly
identified morphotypes (44 soybean, 5 rice, 7 sorghum and 9 corn). The genera Diaporthe and Fusarium were the ones with the highest
total prevalence and in ungerminated seeds. The fungi found include possible pathogens such as Fusarium spp, Curvularia spp and
Diaporthe spp. and saprophytic fungi such as Penicillium spp and Aspergillus spp. The isolates of Fusarium equiseti and Diaporthe sp. in
soybean seed, Curvularia penniseti in rice seed, Diaporthe melonis in sorghum seed and Fusarium verticillioides in corn seed can be
considered as potential seed-borne pathogens that caused a negative effect on germination capacity.

Keywords: plant health; seed quality; seed crops; pathogenic fungi; seedborne pathogens.

Resumen

La calidad de las semillas se ve afectada por la contaminacién por hongos. Estos ocasionan el aborto, pudricién o necrosis de la semilla,
asf como el dafio de las plantulas que resulta en el desarrollo de enfermedades en etapas posteriores del crecimiento. Su identificacion y
caracterizacion es esencial para establecer el manejo apropiado. El objetivo de este trabajo fue identificar y determinar la prevalencia de
los contaminantes fungicos presentes en la semilla de trece variedades vegetales de arroz, soya, maiz y sorgo dulce forrajero producidas
en el municipio de El Espinal, Tolima, Colombia. Esta investigacion se realizé en el Centro de Investigacion Tibaitatd de la Corporacion
colombiana de investigacién agropecuaria AGROSAVIA (Cundinamarca, Colombia) durante el segundo semestre del 2021. Por medio de
un blotter test se identificaron los contaminantes fingicos y su prevalencia en semilla germinada y sin germinar. Se obtuvieron en total 65
aislamientos de hongos que fueron agrupados en veintiocho morfotipos identificados molecularmente (soya 44, arroz 5, sorgo 7, maiz 9).
Los géneros Diaporthe y Fusarium fueron los de mayor prevalencia total y en semillas sin germinar. Los hongos encontrados incluyen
posibles patégenos como Fusarium spp, Curvularia spp y Diaporthe spp. y hongos sapréfitos como Penicillium spp y Aspergillus spp. Los
aislamientos de Fusarium equiseti'y Diaporthe sp. en semilla soya, Curvularia penniseti en semilla de arroz, Diaporthe melonis en semilla
de sorgo y Fusarium verticillioides en semilla de maiz pueden ser considerados como potenciales patdgenos transmitidos por semilla que
ocasionaron un efecto negativo en la capacidad germinativa.
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1. Introduccion

La semilla es uno de los factores tecnoldgicos de
mayor importancia al ser considerada como el in-
sumo basico en los sistemas de produccién agricola
ligado directamente al potencial de rendimiento o
productividad de los cultivos (Paliwal, 2001). Asi-
mismo, son el producto final de los programas de
fitomejoramiento, los cuales son exitosos sola-
mente cuando ese producto puede llegar y ser
efectivamente utilizado por los agricultores a través
de un programa eficiente de produccién que defina
los objetivos y las necesidades especificas de
quienes lo utilizan.

En los sistemas de semillas, la calidad entendida
desde sus cuatro atributos (fisioldgico, genético, sa-
nitario y fisico) es fundamental para su produccion.
Una semilla de baja calidad limita el rendimiento
potencial, reduce la productividad (FAO, 2006) e in-
crementa el riesgo de plagas y patégenos, entre
otros problemas; esto ligado a los procesos de ob-
tencion y distribucion de semilla los cuales poseen
elementos adicionales que incrementan la comple-
jidad de estos procesos. Por ende, se requiere de
lineamientos claros y definidos para producir semi-
lla de calidad y en cantidad.

La calidad de las semillas se puede ver afectada di-
recta e indirectamente por la contaminacion por
hongos. En el caso de los primeros dos grupos, las
pérdidas causadas pueden ocurrir durante las eta-
pas de desarrollo, almacenamiento o germinacion.
El dafio resulta en la pérdida de la viabilidad de la
semilla o en la infeccion de la plantula después de
la germinacion. Asf mismo condiciones de alta hu-
medad y temperatura en las etapas de cosecha y
postcosecha aumentan la incidencia de hongos,
que pueden aparecer en la fase de almacena-
miento si la temperatura y la humedad no se man-
tienen adecuadamente (Amza, 2018).

La afectacion directa se atribuye al crecimiento y
desarrollo del hongo en la semilla y la produccién
de metabolitos como micotoxinas. Entre las repor-
tadas con mayor frecuencia estan las aflatoxinas,
obtenidas principalmente del género Aspergillus y
las ocratoxinas, producidas por Aspergillus y
Penicillium (Omori et al., 2018).

La afectacion indirecta esté asociada con la trans-
mision y establecimiento de problemas fitosanita-
rios que generan reduccion en la germinacion y vi-
gor de la semilla, o infeccion de la plantula posterior
a la germinacion que ocasiona pérdidas en la pro-
ductividad (Amza, 2018). Desde un punto de vista
econdmico, los hongos transmitidos por semillas se
pueden clasificar en tres grupos: (a) patégenos de
plantas que son transmitidos por semillas, los cuales
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invaden la semilla durante su desarrollo o madurez,
(b) hongos que reducen la calidad de las semillas y
los granos, generalmente hongos saprofitos no es-
pecializados que invaden el grano maduro himedo
y (c) hongos que no generan efectos perjudiciales
(Martin et al., 2022).

Un patdégeno transmitido por semilla puede causar
el aborto, la pudricién o necrosis de esta y la reduc-
cion o eliminacion de la capacidad de germinacion,
asi como el dafio de las plantulas que resulta en el
desarrollo de enfermedades en etapas posteriores
del crecimiento por infeccién sistémica o local
(Naqvi & Rehman, 2013, Goko et al., 2021; Hill et al.,
2021).

Es asf como en los Ultimos afios, el panorama agri-
cola mundial ha enfrentado una preocupacion cre-
ciente por la aparicion y diseminacion de enferme-
dades destructivas propagadas a través de las se-
millas (Martin et al., 2022). Este fenémeno subraya
el papel critico que desempefian las semillas como
posibles vectores para la transmision de varios pa-
tégenos capaces de causar dafios sustanciales a los
cultivos. Esta diseminacion ha llevado a riesgos més
elevados, ya que estos patdbgenos encuentran nue-
vos entornos y hospederos en los que establecerse
(Dell'Olmo et al., 2023). Una consecuencia particu-
larmente preocupante de este fendmeno es el po-
tencial de pérdidas de rendimiento de hasta un
50%, atribuidas a la actividad de hongos transmiti-
dos por semillas responsables de provocar enfer-
medades fungicas (Erasto et al., 2023). En este con-
texto, la identificacion y caracterizacion de conta-
minantes fungicos es un componente esencial del
manejo enfocado a reducir la afectacion en la cali-
dad de semilla (Naqvi & Rehman, 2013).

El objetivo de este trabajo fue identificar y determi-
nar la prevalencia de los contaminantes fungicos
presentes en la semilla de trece variedades vegeta-
les de cuatro especies agricolas de interés comer-
cial: arroz, soya, maiz y sorgo dulce forrajero pro-
ducidas en el municipio de El Espinal, Tolima,
Colombia.

2. Metodologia

Lugar de estudio

Esta investigacion se realizd en el 2021, en los La-
boratorios de Microbiologia Agricola y Produccion
Vegetal del Centro de Investigacion Tibaitaté de la
Corporacion Colombiana de Investigacion Agrope-
cuaria (AGROSAVIA), ubicado en el municipio de
Mosquera del departamento de Cundinamarca
(Colombia), latitud N 4°41'43.1349", longitud W
74°12118.7666", y altitud de 2600 m.
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Material vegetal

Las semillas usadas para el experimento fueron ob-
tenidas de los campos de multiplicacion de semilla
ubicados en El Espinal — Tolima durante el primer
semestre del 2021y correspondieron a trece varie-
dades vegetales producidas en cuatro especies
agricolas de interés comercial: arroz (AGRVAT y
AGRVA2); soya (AGRVSY1, AGRVSY2, AGRVSY3,
AGRVSY4, AGRVSY5, AGRVSY6 y AGRVSY7); maiz
(AGRVM1, AGRVM2 y AGRVM3), y sorgo dulce fo-
rrajero (AGRVSRY).

Aislamiento y purificacién de los patdgenos

Por medio de un blotter test modificado (técnica de
diagndstico de patdgenos en semillas) (Agarwal &
Gaur, 1997; Tsedaley, 2015) se identifico, caracterizd
y determind la prevalencia de los contaminantes
fungicos presentes en la semilla. En recipientes
plasticos herméticos de capacidad de 0,9 L con
doble servilleta estéril (toallas absorbentes en Z 24
cm x 25 c¢m) se generaron condiciones de cdmara
himeda con agua destilada estéril. Sobre la
servilleta humeda fueron dispuestas las semillas de
cada material por separado con tres repeticiones
por material, cada una con 50 semillas que
constituyeron la muestra de evaluacion. Las semillas
dispuestas por recipiente fueron sometidas a
condiciones de temperatura entre 25 °C + 3 Cy HR
~ 90% + 5% por siete dias (Ordon et al., 2009).
Siete dias después del montaje de las camaras hu-
medas se revisaron todos los recipientes con las
muestras con el fin de observar el crecimiento mi-
celial de hongos presentes en la semilla (Ordon et
al., 2009). El micelio emergente sobre la superficie
de las semillas fue sembrado posteriormente en
medio PDA pH 4,5 (Ajustado con Acido Lactico) o
PDA + Cloranfenicol. Los aislamientos se incubaron
en oscuridad a 25 °C durante 7 dias. El micelio ge-
nerado de los aislamientos de los tejidos se repicéd
en el mismo medio de cultivo.

Al finalizar el proceso de germinacién en camaras
humedas, siete dias después de la siembra para to-
das las variedades (Ordon et al., 2009; Wain-Tassi
et al,, 2012; Chrapaciené et al.,, 2022), se determind
el % de germinacion total, % de semillas sanas, %
de semillas sanas germinadas y % de prevalencia
de hongos contaminantes diferenciado por género
de hongo contaminante y semilla germinada o sin
germinar (Ordon et al., 2009).

Identificacidon molecular

Los aislamientos puros fueron identificados mole-
cularmente. Se realizd la extraccion de ADN de
acuerdo con la metodologia propuesta por Griffith
& Shaw (1998). Posteriormente, se realizd la amplifi-

Patifio-Moscoso et al.

cacion por PCR con los primers ITS1F-ITS4 (ITS1-F
5'-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3" y ITS4 5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"). Las secuencias re-
sultantes fueron comparadas con la region 1TS1-
5.85- ITS2 correspondiente de las secuencias de la
base de datos GenBank del Centro Nacional para la
Informacién Biotecnoldgica (NCBI, 2022). Los bioti-
pos de hongos aislados se conservaron en medio
PDA a -4 °C (tres copias de cada aislamiento) y en
Crioviales en solucion de crioconservacion (Glicerol
20 % y Peptona al 0,5 %) a -80 °C.

Anélisis estadistico

Para la determinacién de prevalencia de hongos
contaminantes en semilla de las diferentes varieda-
des se utilizd un disefio en bloques al azar con trece
tratamientos (variedades) tres repeticiones y un re-
cipiente con 50 semillas como unidad experimental.
Se determinaron medidas de tendencia central y
analisis multivariado con el programa R Studio® (R
Core Team, 2020).

3. Resultados y discusién

Las variedades de arroz AGRVATy AGRVA2 y de
mafz AGRVMZ2 y AGRVM3 presentaron porcentajes
de germinacion superiores al 90% y esta Ultima
mostrd el mayor porcentaje de semillas sanas y se-
millas sanas germinadas. Los porcentajes de germi-
nacion mas bajos se observaron en las soyas
AGRVSY6, AGRVSY3 y AGRVSY4, estas dos Ultimas
con porcentajes mas bajos de semillas sanas y sa-
nas germinadas. En general los porcentajes de se-
millas sanas sin germinar fueron inferiores al 8 %
(Tabla 7).

Se obtuvieron en total 65 aislamientos de hongos
que, por su morfologfa macroscopica, microscopica
y signos en la semilla fueron agrupados en 28 mor-
fotipos los cuales fueron identificados molecular-
mente (Tabla 2). En AGRVSY2 se obtuvieron 8
aislamientos. En sorgo (AGRVSR1) se encontraron 7
hongos. En AGRVSY3, AGRVSY4, AGRVSYS5,
AGRVSY6 y AGRVSY7 se aislaron 6 hongos de cada
variedad. Del material AGRVAT fueron aislados 2
hongos, mientras que de AGRVA2, AGRVSY1 vy
AGRVSY7 se obtuvieron 3 aislamientos. En los
cultivares de maiz AGRVM3, AGRVMZ2 y AGRVMT1 se
hallaron entre 2 y 4 aislamientos (Anexos).

A partir del blotter test fue posible distinguir dife-
rentes signos de afectacion en la semilla de cada
uno de estos materiales, como la presencia de es-
tructuras reproductivas (conidiéforos) del género
Aspergillus (cabeza negra, verde claro) o el creci-
miento de micelio de diferentes colores y morfolo-
gias de hongos filamentosos (Figura 1).
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Figura 1. Presencia de hongos filamentosos contaminantes en semillas de soya, arroz, sorgo y maiz. De izquierda a derecha y de arriba
abajo: Fusarium equiseti en soya, Aspergillus awamori en soya, Diaporthe sp. en soya, Aspergillus flavus en soya, Lasiodiplodia theobromae
en soya, Fusarium equiseti en soya, Aspergillus flavus en soya, Fusarium oxysporum en arroz, Curvularia penniseti en arroz, Fusarium
proliferatum en arroz, Aspergillus flavus en arroz, Aspergillus niger en maiz, Fusarium verticillioides en maiz, Fusarium verticillioides en maiz,
Penicillium sp. en maliz, Aspergillus niger en sorgo, Curvularia lunata en sorgo, Diaporthe melonis en sorgo, Talaromyces pinophilus en
sorgo, Aspergillus flavus en sorgo.

Soya

En semilla de soya se identificaron 8 especies de
hongos filamentosos. Fusarium equiseti y Diaporthe
sp. fueron las mas frecuentes en cada uno de los
materiales evaluados y las de mayor prevalencia en
semillas sin germinar. Algunas especies como A.
awamori estuvieron presentes en la semilla de to-
dos los materiales, pero presentaron un porcentaje
de prevalencia bajo en semillas sin germinar con
respecto a otros hongos (Tabla 3).

Los resultados encontrados en la semilla de soya
analizada son similares a otros estudios donde se
relacionan a las especies Aspergillus spp. Fusarium
equiseti, Diaporthe longicolla y Penicillium citrinum

como las mas frecuentes (Fresneda et al., 2009;
Escamilla et al., 2019).

Fue posible evidenciar que en los tres cultivares de
soya existe una relacion directamente proporcional
entre la prevalencia de especies de Fusarium y de
Diaporthe. Esto es similar a los hallazgos de Gally
(2006) que indica que Fusarium equiseti ha sido re-
portado junto con otras especies de este género
como F. solani, F. moniliforme, F. oxisporum y F.
graminearum en la zona pampeana de Argentina,
las  cuales se encuentran  asociadas a
Diaporthe/Phomopsis. En el presente estudio se
identifico mas de una especie del género Diaporthe
en semilla de soya. Esto concuerda con Nishmitha
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et al. (2021) quienes reportan que en soya, P.
phaseolorum, P. longicolla, P. eres y P. helianthi
pueden infectar con éxito y causar lesiones.

Se encontrd que los patdbgenos del género
Fusarium tienden a presentar una mayor preva-
lencia en las semillas no germinadas. Esto sugiere
que su presencia puede afectar la calidad fisioldgica
de la semilla de soya. Lo anterior es sefialado por
Formento et al. (2016) quienes encontraron varias
especies de Fusarium en las semillas de soya las
cuales ocasionaron podredumbre y muerte de la

Tabla 1

Patifio-Moscoso et al.

semilla, y determinaron una correlacion negativa y
significativa entre la germinacién y la incidencia de
Fusarium. Los bajos resultados de germinaciéon de
semilla (< 70%) se asocian con la mayor prevalencia
de Fusarium equiseti. Esto concuerda con Fresneda
et al. (2009), quienes encontraron que el género
Fusarium se incrementa en la semilla con germina-
ciones por debajo de 85%, pues en soya es consi-
derado el hongo que produce mayor nimero de
pudriciones, asociado a altas temperaturas y alta
humedad al final del ciclo del cultivo.

Porcentaje de semillas sanas (germinadas y no germinadas) en trece variedades vegetales producidas de arroz, maiz, soya y sorgo

Variedad Promedio de

Promedio de semillas

Promedio semillas Promedio de semillas

germinacion (%) sanas (%) sanas germinadas (%) sanas sin germinar (%)
Arroz
AGRVAT1 933 £3,0 49,0 + 3,7 47,6 + 4,6 13+£12
AGRVA2 98,0 £ 3,5 360+77 360+77 00+00
Maiz
AGRVMI1 826 +19 381+ 6,6 375+75 0610
AGRVM2 96,5 £ 2,5 43,5+ 3,0 43,5+ 3,0 00+00
AGRVM3 934+ 11 61,0+ 61 596 +74 13+23
Sorgo
AGRVSRI1 76,7 £ 23,3 142 +73 139+74 03+08
Soya
AGRVSY2 54 +17,9 18,5 £ 15,2 18,5 + 15,2 00+00
AGRVSY6 43 £55 206 + 2,1 178 2,5 28+24
AGRVSY3 32+38 6,7 +46 6,7+ 4,6 00+£00
AGRVSY4 20+ 11,8 19,0 £ 10,8 M1+63 78+78
AGRVSY5 62 + 4,0 39,6 £ 5,1 357 £ 4,0 39+18
AGRVSY1 69 + 13,2 249+ 54 19,6 + 8,1 53+ 4.2
AGRVSY7 67 +90 27,3 £18,0 24,7 £ 16,0 2,7+3/1
Tabla 2
Resultados de identidad en GenBank de secuencias ITS del ADNr de hongos aislados de semillas
Morfotipo Especie de procedencia Identidad en GenBank Identidad Tamafio (pb) Accesién
DO1 Soya Aspergillus awamori 100,00% 559 KX621965.1
D02 Soya Aspergillus awamori 100,00% 559 KX621965.1
D03 Soya Fusarium equiseti 99,78% 530 KU565733.1
D04 Soya Fusarium proliferatum 99,56% 536 KY848358.1
D05 Soya Diaporthe longicolla 93,77% 585 MTO012104.1
D06 Soya Diaporthe sp. 99,22% 653 MG976358.1
D07 Soya Aspergillus flavus 100,00% 552 HQ122936.1
D08 Soya Lasiodiplodia theobromae 99,79% 520 MT075442.1
D09 Soya Diaporthe sp. 99,41% 653 MG976346.1
D10 Soya Fusarium equiseti 100,00% 485 MF993089.1
D1 Soya Diaporthe sp. 99,18% 486 KF466206.1
D12 Soya Fusarium proliferatum 99,58% 555 MK817049.1
D13 Sorgo Diaporthe melonis 86,73% 602 MT422108.1
D14 Sorgo Aspergillus flavus 100,00% 565 LC106118.1
D15 Sorgo Talaromyces pinophilus 100,00% 584 MK336630.1
D16 Sorgo Aspergillus niger 100,00% 568 MN474007.1
D17 Sorgo Penicillium polonicum 100,00% 578 MT487786.1
D18 Sorgo Curvularia lunata 100,00% 684 MK204512.1
D19 Arroz Aspergillus flavus 100,00% 563 MT528892.1
D20 Arroz Fusarium culmorum 100,00% 506 MK226295.1
D21 Arroz Fusarium oxysporum 100,00% 51 MN988760.1
D22 Arroz Fusarium proliferatum 100,00% 553 MT123028.1
D23 Maiz Aspergillus niger 99,62% 597 MH855928.1
D24 Maiz Penicillium sp. 99,60% 575 MN093874.1
D25 Maiz Fusarium verticillioides 99,78% 520 MK790050.1
D26 Maiz Talaromyces pinophilus 86,34% 576 MK646032.1
D27 Soya Lasiodiplodia pseudotheobromae 99,57% 531 MNB887200.1
D28 Arroz Curvularia penniseti 99,80% 571 MH858447.1
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Tabla 3
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Prevalencia (en %) de hongos aislados en semilla de trece variedades vegetales de arroz, maiz, soya y sorgo

Especie

Hongo contaminante

soya (Glycine max)

AGRVSY1 AGRVSY2

AGRVSY3 AGRVSY4

AGRVSY5 AGRVSY6 AGRVSY7

A. awamori 19+33 1311
A. flavus 06 +11 13+11
A. niger = =

C. lunata = =

C. penniseti =
D. longicolla 11,2 +59
D. melonis -
Diaporthe sp. -

F. culmorum =
F. equiseti 39 £ 12,1
F. oxysporum =

F. proliferatum - -
F. verticillioides - -
L. pseudotheobromae
L. theobromae

P. polonicum
Penicillium. sp - -

4,6 +1.2
39,7 +80

229+ 2,7

n7+25

22,3+£90

73 +49 13 +11
198 +68 13+23

= 29,4 £10,2

279 + 8,1 36,6 + 10,1

199+88 6,5+49
186 + 84 =
= 13+23

11+44 54+21 33+42
59+20 95+48 -

135+53 9.0+87 =

97+35 24,6 £9,0 =

99 +£55 219 + 4,6 62,7 + 8,2

= = 53 +3/1
13+23

104 + 0,6 1.8 +55

Talaromyces pinophilus - -

Especie

Hongo contaminante arroz (Oryza sativa)

sorgo (Sorghum bicolor)

maiz (Zea mays L.)

AGRVSR1 AGRVM2 AGRVM3

AGRVA1 AGRVA2
A. awamori -
A. flavus -
A. niger =
C. lunata
C. penniseti
D. longicolla
D. melonis = =
Diaporthe sp. - -
F. culmorum = 52,5 +10,3
F. equiseti - -
F. oxysporum 6,7+3,0 -
F. proliferatum 10,8 £ 5,0
F. verticillioides - -
L. pseudotheobromae = =
L. theobromae = =
P. polonicum = =
Penicillium. sp - -
Talaromyces pinophilus - -

07+12

44,3 +59 =

AGRVM1
= = = 19,2 + 8,0
28,5+35 - - -
1322 - 28+12 -
20+0,1 = = =

357+33 - - -

- 339+63 449+ 89 -

93+£6.2 - - -
= 1,6+09 8,9 +10,0 199+20

14,6 + 12,3 98 +44 -

La prevalencia de Diaporthe en las semillas de soya
no germinadas es similar a lo expuesto por Wallen
& Seaman (2011), Petrovi¢ et al. (2018) y Lavilla
(2019), quienes sefialan que las especies de este ge-
nero afectan negativamente la germinacion y la ca-
lidad de la semilla, en consecuencia, se generan
pérdidas severas en rendimiento. Esto es soportado
por Sanchez et al. (2015), quienes sefialan que
Diaporthe spp es uno de los causantes de varias
enfermedades en zonas productoras de soya, este
género unido con Phomopsis constituyen un
complejo fungico que generan enfermedades y
pérdidas en cultivos de soya.

Arroz

Se identificaron 5 especies de hongos filamentosos
en la semilla de los dos materiales de arroz. Los
mayores porcentajes de prevalencia, los ocuparon
Curvularia penniseti y Fusarium culmorum. Sin

embargo, estos presentaron una baja prevalencia
en semillas sin germinar, situacion que puede ser
explicada por la existencia de mayor tejido vegetal
susceptible expuesto a la accion de los hongos en
la semilla germinada (Tabla 3).

La mayor prevalencia de los géneros Fusarium y
Curvularia en semilla de arroz, concuerda con lo
reportado por Kwaloe et al. (2018), quien indica que
Fusarium equiseti, Fusarium moniliforme,
Verticillium cinnabarinum y Curvularia inaequalis
son las de mayor incidencia en semillas de arroz.
Los resultados concuerdan con estudios previos
que reportan a Fusarium spp. como las segundas
especies mas prevalentes en semillas de arroz
después de R. solani, estas especies estan asociadas
con la pudricion de plantulas en el 50% de los casos
(Gaire et al,, 2023).

Las especies F. proliferatum y F. culmorum encon-
tradas en la semilla analizada, han sido reportadas
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como patdgenos transmitidos por semilla de arroz,
sin embargo, en este estudio no se vio afectada la
calidad fisiolégica de estas (Chinchilla et al., 2020).
Dentro del grupo de especies conocidas como
complejo F. fujikuroi, se identificd Unicamente la
presencia de F. proliferatum en las semillas de arroz.
Investigaciones previas han demostrado que entre
las especies de este complejo presentes en las se-
millas de arroz (FFSC), se encuentran F. andiyazi, F.
fujikuroi, F. proliferatumy F. verticillioides, las cuales
estan asociadas con la enfermedad conocida como
Bakanae en el arroz. Esta enfermedad puede tener
un impacto negativo en la capacidad de germina-
cién de las semillas (Jiang et al., 2020).

El aislamiento de Curvularia penniseti encontrado
se trata de un patdgeno transmitido por semilla de
arroz. Su presencia puede resultar determinante en
la aprobacién o rechazo de un lote de produccion
de semilla (Barrios & Pérez, 2005). Se ha reportado
la presencia de C. penniseti en semilla de arroz, pro-
vocando marchitez del semillero, manchas en las
hojas, coloraciéon negruzca del grano, marchitez de
la panicula y manchado del grano (Neninger et al,,
2003).

La baja prevalencia total y en semillas no germina-
das de arroz de Aspergillus flavus, indica que se
trata de un hongo saproéfito y no un hongo pato-
geno que afecta la calidad fisioldgica de la semilla.
Sin embargo, existe reportes de este hongo como
patégeno de semilla (Quintana, 2010).
Probablemente la afectacién por los hongos en-
contrados en estas semillas esté asociada a las ca-
racteristicas genéticas y fisicas de los arroces eva-
luados; los cuales probablemente presentan algin
grado de tolerancia al ataque de estos hongos en
la etapa de germinacion (Chinchilla et al., 2020).

Sorgo

En el cultivar de sorgo se identificaron 6 especies
de hongos filamentosos. El mayor porcentaje de
prevalencia total y en semillas no germinadas lo
ocup6 Diaporthe melonis. En contraste, Aspergillus
flavus tuvo una prevalencia total alta pero su
frecuencia en semillas no germinadas fue menor al
1% (Tabla 3).

Los géneros Penicillium, Aspergillus y Curvularia
encontrados en la semilla analizada han sido
previamente reportados (Islam et al, 2009), sin
embargo, no se encuentran reportes de D. melonis
afectando semilla ni plantas de sorgo (Sorghum
bicolor).

La mayor prevalencia de D. melonis en semillas no
germinadas sugiere que puede afectar el desarrollo
de plantulas normales. Varias especies de Diaporthe
se asocian con la presencia de chancros en tallos,

Patifio-Moscoso et al.

manchas foliares e incluso la muerte de estas plan-
tas, por lo que se generan dafios econémicos con-
siderables (Gao et al., 2017). Debido a que el com-
plejo fungico Diaporthe/Phomopsis posee un am-
plio rango de plantas hospederas, es posible que se
trate de un patégeno transmitido por semilla.
Durante el aislamiento se evidenciaron presencia
de chancros rojizos en la radicula, presentando
cierta variabilidad en relacion con los dos morfoti-
pos encontrados de la especie D. melonis. Grijalba
& Ridao (2014) confirman que el complejo Dia-
porthe/Phomopsis generalmente se distingue por
presentar variaciones morfologicas en sus colonias,
ya sea por la formacion, el color, el tamafio de los
estromas, la velocidad de crecimiento micelar o
forma de las ascosporas. Lo anterior también es
descrito por Gao et al. (2017) quien sefiala que el
género Diaporthe es parafilético.

Aspergillus flavus, no afecto el potencial germina-
tivo de las semillas de sorgo. Este microorganismo
ha sido reconocido como productor de aflatoxinas,
que son perjudiciales en plantas y animales. Proba-
blemente la concentracién de metabolitos secun-
darios como aflatoxinas toxigénicas no fue lo sufi-
cientemente alta para afectar la calidad fisiologica
en términos de germinacion y vigor de plantulas
(Divakara et al., 2017).

La baja incidencia de Curvularia lunata en la semilla
es contrastante con lo sefialado por varios autores,
quienes reportan a C. lunata como el patdbgeno con
mayor prevalencia en las semillas de sorgo cau-
sando una disminucion de hasta el 25,3 % de la ger-
minacion (Prom, 2004; Girish et al., 2011; Hidayat &
Ramadhani, 2019). Probablemente la presencia de
este hongo se deba a la ocurrencia de condiciones
de altas temperaturas y alta humedad durante la
fase de llenado de grano (Montes-Garcia et al.,
2010).

Talaromyces pinophilus no ha sido asociado como
patdgeno en semilla de sorgo, y en este estudio se
demostrd que tiene mayor prevalencia en semillas
germinadas, sin embargo, se ha relacionado en cul-
tivos de trigo Triticum aestivum como estimulante
del crecimiento y por su capacidad de fitorremedia-
cion (El-Shahir et al., 2021).

Maiz

Finalmente, en los tres cultivares de maiz evaluados
fueron predominantes Penicillium sp y Fusarium
verticillioides. Este Ultimo caracterizado por ser el de
mayor prevalencia en semillas germinadas y no
germinadas (Tabla 3).

De los hongos encontrados en las semillas evalua-
das son los usualmente reportados en otros casos
de estudio junto con Alternaria alternata y Fusarium
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moniliforme (Basak & Lee, 2002). Los resultados
presentados concuerdan con Hernédndez-Delgado
et al. (2007) quienes encontraron que tanto en los
maices de grano amarillo como blanco se presenta
la mayor incidencia de ataques por hongos de los
géneros Aspergillus y Penicillium; mientras que en
campo la prevalencia de Fusarium tiende a ser su-
perior. Al igual que en el presente trabajo la con-
centracion en la semilla de estos tres tipos de hon-
gos varia con el genotipo.

La mayor prevalencia de F. verticillioides en los tres
materiales de maiz evaluados probablemente se
deba a que durante los periodos tempranos de la
infeccion, el hongo adquiera una fase bidtrofa lo
que lo convierte en un patégeno capaz de sobre-
vivir como enddfito en la semilla y en el tallo de las
plantas sin causar dafios visibles (Bucio et al., 2007;
Luzén et al, 2007). Esto soporta los estudios de
Uribe-Cortés et al. (2020) quienes encontraron ce-
pas del género Fusarium (Fusarium subglutinans, F.
temperatum y F. verticillioides) en grano de maiz
asintométicos. Esto indicarfa que Fusarium es un
tipo de hongo con la capacidad de generar cierta
coexistencia con la semilla y que la seleccion visual
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de los granos no es suficiente para determinar la
presencia o ausencia del patdgeno.

La transmision de F. verticillioides a la semilla pudo
haberse dado por la presencia del patdgeno en los
campos de multiplicacion. La infeccion por F. verti-
cilloides, pudo haberse ocasionado desde la fase de
plantula, dada la capacidad de supervivencia del
hongo y haberse traslocado a otras partes de la
planta incluida la mazorca o en el periodo de flora-
cién por acumulacion de cepas infecciosas en la in-
florescencia femenina. Otra posibilidad de infeccion
son los dafios mecénicos ocasionados principal-
mente por insectos como lepiddpteros, trips y
crisomélidos como Diabrotica sp (de la Torre-
Hernandez et al.,, 2014).

Se debe prestar especial atencion a los hongos pro-
ductores de micotoxinas presentes en la semilla
como Aspergillus, Penicillium y Fusarium. Reportes
previos indican que sembrar semillas infectadas con
hongos patégenos productores de micotoxinas
contribuye al inéculo de hongos micotoxigénicos
en el suelo, los cuales luego contaminan el grano
cosechado con diversas micotoxinas en el siguiente
ciclo de produccion (Erasto et al., 2023).

contrib
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Figura 2. Andlisis de componentes principales de variables de prevalencia de hongos contaminantes encontrados en semilla de trece

variedades vegetales de arroz, maiz, soya y sorgo.
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Los resultados del analisis de componentes princi-
pales se presentaron en un BiPlot (Figura 2). La
agrupacion de las muestras en diferentes regiones
dentro del BiPlot indica que existen patrones de si-
militud y diferenciacion en términos de la calidad
sanitaria de las semillas. La variabilidad observada
entre las muestras parece estar influenciada por la
presencia y prevalencia de especies de hongos
especificos para cada cultivo evaluado (Martin et al.,
2022).

La prevalencia y el grado de infeccidon de hongos
dependen en gran medida de las condiciones am-
bientales durante el desarrollo de las semillas. En
general, la humedad prolongada durante la madu-
racion de la semilla aumenta la incidencia de estas
enfermedades. Las diferencias en las condiciones
climaticas, las fechas de siembra y cosecha, la den-
sidad de siembra y la infestacién de insectos pue-
den influir significativamente. Asi mismo, es evi-
dente que existen variaciones considerables entre
semillas de diferentes variedades con respecto a la
susceptibilidad de la infeccién por hongos (Martin
et al,, 2022).

Este estudio en general permiti¢ identificar hongos
contaminantes presentes en semillas. Las especies
de hongos encontradas incluyen posibles patoge-
nos que afectan la capacidad germinativa de la se-
milla y hongos saprofitos que son contaminantes
habituales en las etapas de post- cosecha y alma-
cenamiento. Las especies identificadas y los valores
de prevalencia reportados, pueden servir como re-
ferencia para otros estudios complementarios en-
focados en estudios relacionados con el asegura-
miento de la calidad en las semillas.

4. Conclusiones

Las especies Fusarium equiseti y Diaporthe sp. en
semilla soya, Curvularia penniseti en semilla de
arroz, Diaporthe melonis en semilla de sorgo y
Fusarium verticillioides en semilla de maiz, se
pueden considerar como patdgenos transmitidos
por semilla que ocasionan un efecto negativo en la
capacidad germinativa.

La mayor o menor afectacién por patdgenos en
semilla puede estar asociada a las caracteristicas
genéticas v fisicas de los materiales. Es asi como la
semilla de las variedades de arroz AGRVA1 y de
maiz AGRVMT presentaron la menor contamina-
cién por hongos, dado el recubrimiento y dureza
de la testa de las semillas.

La prevalencia de hongos en semilla almacenada
puede convertirse en una condicion relevante para
tener en cuenta, principalmente sobre los cuidados
necesarios en almacenamiento. Las condiciones no
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propicias de humedad y temperatura, benefician la
proliferacion de hongos en etapa de almacena-
miento e incrementa la posibilidad de que los
patdgenos se transfieran a campo y repercutan en
la salud animal o humana dependiendo del destino
de la cosecha.

Es necesario evaluar el grado de patogenicidad de
estos aislamientos y posteriormente evaluar trata-
mientos fisicos o quimicos para lograr una reduc-
cion significativa de los niveles iniciales en las po-
blaciones de los hongos. Sin embargo, més alla de
la desinfeccion de semillas, esta debe implemen-
tarse junto con otras estrategias preventivas como
buenas practicas agricolas (limpieza, almacena-
miento y manipulacion de semillas), buenas préacti-
cas de manipulacion y analisis de riesgos.
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Anexos

Anexo 1

Prevalencia de hongos aislados en semillas de soya (Glycine max) variedades AGRVSY1, AGRVSY2, AGRVSY3

Especie hongo it L i e el Prevalencia semillas no germinadas (%)
(%) germinadas (%)
AGRVSY1
Fusarium equiseti 31,7 £ 10,4 17,2 £+ 12,8 14,5 + 6,5
Lasiodiplodia theobromae 223 +90 7614 4,7 + 4,2
Diaporthe longicolla 12+59 10,6 + 4,7 07+12
Fusarium equiseti 73+58 39+40 33+3/1
Aspergillus flavus 06+ 11 06 +11 0,0+ 0,0
Aspergillus awamori 19+33 13+£22 06+11
AGRVSY2
Diaporthe sp. 229+ 4,4 72+24 15,7 £ 21
Lasiodiplodia theobromae 104 + 3,9 26+22 78 £17
Fusarium equiseti 229+ 27 210 £ 4,6 19+19
Diaporthe longicolla 46 +12 46+12 0,0+00
Aspergillus awamori 1311 1311 07+12
Diaporthe sp. 16,8 £ 11,5 72+70 9,6 + 8,1
Lasiodiplodia theobromae 13+11 00+00 1311
Aspergillus flavus 13+11 13+11 00+00
AGRVSY3
Aspergillus awamori 73+49 6,6 + 4,1 07 +11
Fusarium equiseti 120+12 10,0+80 20+35
Fusarium proliferatum 199+88 6,6 +29 13314
Fusarium equiseti 159+ 50 20+00 13,9+ 51
Aspergillus flavus 19,8 + 6,8 132 +49 6,6 + 3,1
Lasiodiplodia pseudotheobromae 186 +84 33+12 152+ 81

Anexo 2

Prevalencia de hongos aislados en semillas de soya (Glycine max) variedades AGRVSY4, AGRVSY5, AGRVSY6, AGRVSY7

Especie hongo P S Pl el 23 Prevalencia semillas no germinadas (%)
(%) germinadas (%)

AGRVSY4

Aspergillus awamori 1311 07 +11 07 +11
Fusarium proliferatum 6,5+ 4,9 0,7 +11 0,7 +11
Diaporthe sp. 294 +£10,2 20+34 27,5+90
Fusarium equiseti 36,6 £ 10,1 59+34 30,7 £9,9
Lasiodiplodia theobromae 13+£23 0,0+ 0,0 13+23
Aspergillus flavus 13+£23 0,0+ 0,0 13+23
Virus 46 +49 20+20 2,6+ 4,5
AGRVSY5

Diaporthe longicolla 135+53 58+36 78 £16
Aspergillus awamori M1+44 105 +4,38 07+12
Fusarium equiseti 99 +55 26+10 7364
Lasiodiplodia theobromae 104+ 06 72 +24 32+29
Diaporthe sp. 9735 83 +45 13+12
Aspergillus flavus 59+20 26+12 32+ 11

-357-



Scientia Agropecuaria 14(3): 347-358 (2023)

Patifio-Moscoso et al.

AGRVSY6

Diaporthe sp. 24,6 £ 9,0 82+ 35 15,8 + 6,7
Aspergillus awamori 54 +21 54+ 2,1 0,0+ 0,0
Aspergillus flavus 9,5+ 4,8 8,2 + 3,4 13+23
Lasiodiplodia theobromae 1,8 £ 5,5 35+13 8,3 +43
Fusarium equiseti 219 £ 4,6 103 +55 16+09
Diaporthe longicolla 90+87 84 +95 28+33
AGRVSY7

Fusarium equiseti 34,7 + 14,7 32,7 + 15,3 2,0+20
Fusarium equiseti 233 +76 47 + 8,1 18,7 £ 1,2
Fusarium proliferatum 53 +3/1 1312 40+20
Aspergillus awamori 33+42 33+4.2 00+0,0
Fusarium equiseti 47 +2,3 33+3/1 1312
Lasiodiplodia theobromae 13+23 0,7 1.2 0,7 1.2

Anexo 3

Prevalencia de hongos aislados en semillas de arroz (Oryza sativa)

Reafo s fianee Prevalencia Prevalencia en semillas Prevalencia en semillas no
(%) germinadas (%) germinadas (%)

AGRVA1

Fusarium oxysporum 6,7+3,0 4,7 £11 20+20
Curvularia penniseti 443 £59 410+ 7,0 33+ 11
AGRVA2

Fusarium proliferatum 10,8 + 5,0 95+30 13+23
Fusarium culmorum 52,5 +10,3 52,5 +10,3 00+00
Aspergillus flavus 0712 00+00 07+12

Anexo 4

Prevalencia de hongos aislados en semillas de sorgo (Sorghum bicolor)

Especie de hango Prevalencia Prevalencia en semillas Prevalencia en semillas no
(%) germinadas (%) germinadas (%)
AGRVSR1
Penicillium polonicum 93 +6,.2 87 +5/1 07+12
Aspergillus flavus 28,5+3,5 212+ 0,8 73+32
Curvularia lunata 20+01 07+12 13 £11
Aspergillus niger 13+22 0611 06 +11
Talaromyces pinophilus 14,6 + 12,3 11,4 +£10,3 33+£30
Diaporthe melonis 337+45 159 £ 5,1 178+79
Diaporthe melonis 20+20 13+£23 06 +11

Anexo 5

Prevalencia de hongos aislados en semillas de maiz (Zea mays L.)

Repeafo o Faaes Prevalencia Prevalencia en semillas germinadas  Prevalencia en semillas no
(%) (%) germinadas (%)

AGRVM1

Fusarium verticillioides 29+20 23+10 06 +1,0
Fusarium verticillioides 2671+79 22,6 + 6,5 35+18
Penicillium sp. 1,6 £0,9 11,0 £19 0,6+ 10
Talaromyces pinophilus 98 +44 93+36 06+10
AGRVM2

Aspergillus niger 2812 2812 0000
Fusarium verticillioides 449 + 89 414+ 8.2 28+13
Penicillium sp. 8,9 £ 10,0 89 +10,0 0000
AGRVM3

Fusarium verticillioides 192 +£80 159 £ 86 3+11
Penicillium sp. 199+ 20 179 +22 0+20
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