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Presentacion

Este manual tiene por objeto brindar al lector una guia rapida para el reconoci-
miento temprano y confiable de hongos patdgenos y contaminantes presentes en
semillas. Asi mismo, busca acercar al lector a los conceptos de calidad sanitaria,
y sensibilizarlo sobre los tipos de contaminantes fingicos y los riesgos que estos
representan. Este manual describe algunas metodologias y protocolos para la deter-
minacion de la calidad sanitaria de semillas de maiz, soya, arroz y sorgo. Cuenta
ademds con fotografias e ilustraciones que orientan la identificaciéon de patégenos y
contaminantes fungicos en semilla.

El manual esta dividido en dos secciones. La primera parte describe las técnicas de
deteccion de hongos contaminantes en semilla, asi como las metodologias y consi-
deraciones generales para determinar la patogenicidad y el grado de virulencia de
un patogeno fungico transmitido por semilla. La segunda seccién describe las carac-
teristicas macroscopicas, microscdpicas, signos y tipos de dafno de algunos hongos
contaminantes de semillas de maiz, soya, arroz y sorgo. La presente publicacion esta
dirigida a productores, comunidades campesinas y étnicas, investigadores, especia-
listas, docentes, profesionales y estudiantes universitarios.

Alcance

La informacion contenida en el presente manual es el resultado de la identificacion,
caracterizacion y determinacién de la prevalencia de los contaminantes fungicos
presentes en las semillas de trece variedades vegetales de cuatro especies agricolas de
interés comercial: maiz, soya, arroz de secano y sorgo producidas en el municipio de
El Espinal, Tolima, Colombia.

Las metodologias empleadas corresponden a la integracion de diferentes técnicas
que pueden ser aplicadas de forma parcial o total segtin las capacidades con que se
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cuente y el objetivo que se tenga. Existen muchas técnicas con diferentes niveles de
complejidad para el diagnostico de hongos contaminantes en semillas. Las presen-
tadas en este manual son solo algunas de ellas, las cuales han mostrado un grado de
especificidad, sensibilidad, rapidez, simplicidad y rentabilidad para que puedan ser
llevadas a cabo por empresas especializadas en la produccion de semilla, centros de
investigacion, universidades, asi como por productores campesinos y comunidades
étnicas que deseen garantizar la disponibilidad y acceso a semillas de calidad en
sus territorios. Es responsabilidad del lector aplicar estas metodologias propuestas y

continuar enriqueciendo su conocimiento en torno a la calidad sanitaria.

Las especies de hongos presentadas en este manual hacen parte de la diversidad de
contaminantes fingicos de semilla para estas especies. La identificacion de los ais-
lamientos obtenidos fue llevada a cabo inicialmente mediante la visualizacién de
estructuras macroscopicas y microscopicas diagnosticas. Algunos de los aislamien-
tos no desarrollaron estructuras caracteristicas que permitieran hacer una apro-
ximacién al menos a nivel de género. Por esta razén se emplearon posteriormente
técnicas moleculares, especificamente PCR convencional y secuenciacién Sanger de
los productos amplificados para identificar cada uno de los aislamientos a nivel de
especie. Esto se logré comparando las secuencias resultantes con la regién ITS1-5.85-
ITS2 de las secuencias de la base de datos GenBank del Centro Nacional para la
Informacion Biotecnoldgica (National Center for Biotechnology Information [NcBI],
2022).
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Introduccion

Para una produccion agricola sostenible, rentable y eficiente es imprescindible el uso
de semillas de calidad. La calidad se evaliia en cuatro dimensiones: fisica, fisiologica,
genética y sanitaria, todas ellas determinantes para el rendimiento de los cultivos
junto con los factores ambientales y de manejo en campo (Gomez et al., 2021).

La calidad sanitaria se refiere a la presencia de plagas o enfermedades en la semilla,
causadas por hongos, bacterias, nematodos y virus (Farras, 2018). De estos, los hon-
gos constituyen el grupo mas grande entre los patégenos transmitidos por semillas.
Muchos patdgenos flingicos las infectan durante su desarrollo y maduracion, lo que
disminuye tanto su rendimiento como su calidad, al limitar o inhibir la germinacién
y la emergencia de las plantulas (Herndndez et al., 2007). Por ello, resulta crucial
identificar los hongos presentes en la etapa de poscosecha de la produccion de semi-
llas de arroz, maiz, soya y sorgo. Estas especies no solo son fundamentales como
fuente de alimento directo para los humanos, sino también para la alimentacion
de animales domésticos, desempefiando asi un papel significativo en la seguridad
alimentaria y nutricional.

La calidad sanitaria desempena un papel fundamental en el comercio de semillas,
ya que los paises exigen productos inocuos, libres de plagas o patégenos que puedan
afectar la calidad fisiolégica de las semillas (es decir, la expresion de su potencial
genético, crecimiento y desarrollo) y que puedan propagar problemas sanitarios en
regiones libres de estos (Delgado et al., 2002). Un ejemplo destacado es la regulacion
del Instituto Colombiano Agropecuario (1ca) en Colombia. Esta entidad establece
los requisitos fitosanitarios para la comercializacion, importacion y exportacion de
semillas, con el objetivo de garantizar su calidad. Antes de permitir la entrada de
estas al pafis, el 1cA exige que se realicen analisis y certificaciones fitosanitarias para
asegurar que estén libres de plagas y enfermedades. Asi mismo, en Estados Unidos,
el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (uspa) regula el comer-
cio de semillas a través de la Division Reguladora y de Pruebas de Semillas (Seed
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Regulatory and Testing Division, [sRTD]), del Programa de Ciencia y Tecnologia, la
cual es responsable de hacer cumplir la Ley Federal de Semillas (Federal Seed Act,
[Esa]) y facilitar asi el comercio nacional e internacional. Para el caso de la Unidén
Europea (UE), la calidad fitosanitaria también es una preocupacion importante. La
UE cuenta con regulaciones especificas, como la Directiva 2002/55/CE, que establece
las normas minimas de calidad para las semillas de plantas cultivadas.

El1ca proporciona claridad en los procesos de certificacion de semillas en Colombia,
centrandose especialmente en el componente sanitario. Sin embargo, es preocupante
que solo el 15 % de las semillas usadas en los cultivos de arroz esté certificado, a pesar
de que este cultivo es fundamental para la alimentacién en el pais (Fenalce, 2020).
En contraste, otros cultivos como el sorgo presentan una tasa mas alta de uso de
semilla certificada, llegando al 47 %, segtin la Asociacién Colombiana de Semillas y
Biotecnologia (Acosemillas, 2023).

En este contexto, es fundamental asegurar la calidad sanitaria de las semillas
mediante el monitoreo permanentemente del estado fitosanitario de los cultivos,
especialmente en la etapa reproductiva desde la formacion del grano. Durante este
periodo, las plantas son mas susceptibles a plagas o enfermedades, sobre todo a las
causadas por hongos, lo que puede tener un impacto directo en el rendimiento del
cultivo y la calidad de las semillas. Esta medida permite tomar acciones preventivas
y oportunas.

Al hablar de hongos, es esencial comprender que estos organismos presentan una
amplia variedad de estilos de vida, muchos de los cuales son benéficos para los eco-
sistemas. Dentro de estos estilos de vida beneficiosos se encuentran las micorrizas,
que establecen simbiosis con las raices de las plantas, mejorando asi su absorcion de
nutrientes. Asi mismo, existen hongos biocontroladores que limitan el crecimiento
de patégenos, y hongos solubilizadores de fésforo que mejoran la disponibilidad de
este nutriente para las plantas. Los hongos desempefan un papel crucial en la des-
composicion de residuos organicos y minerales, degradando grandes cantidades de
materia y contribuyendo al ciclaje de nutrientes en los ecosistemas (Leake, 2005).
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Algunos sintomas de enfermedades causadas por hongos en las plantas son necrosis
de tejidos (manchas foliares), reduccion del crecimiento de drganos de la planta o
crecimiento anormal en algunas partes, pudricion de raices, tlceras, ahogamiento,
pudricion de tallo, antracnosis y marchitez (Bailly et al., 2019; Mancini y Romanazzi,
2014). En semillas infectadas por hongos se llega a reducir el porcentaje de emergen-
cia, vigor, rendimiento y el tiempo de almacenamiento (Marcenaro, 2013).

Este documento presenta algunas herramientas e ilustraciones para el reconoci-
miento de hongos contaminantes en semilla, identificados mediante metodologias
convencionales (visualizacion de estructuras caracteristicas) y técnicas moleculares,
las cuales son explicadas en el “Capitulo I”. Por tanto, brinda la posibilidad de cono-
cer algunos de los hongos que estdn presentes en semillas de especies agricolas como
el maiz, la soya, el sorgo y el arroz. Su objetivo es permitir la identificacion temprana
de estos microorganismos, lo que contribuye a evitar pérdidas econdmicas. Segun la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (Fao),
el 25% de los cultivos alimentarios del mundo se ven afectados por hongos produc-
tores de micotoxinas (Escola et al., 2020), por lo que es importante caracterizarlos
e ilustrarlos, mediante un manual que facilite la toma de decisiones en cuanto a la
produccién, almacenamiento y oferta de semilla de calidad en Colombia para las
especies de maiz, soya, sorgo y arroz, las cuales tienen una gran importancia econé-
mica en la agricultura.






Capitulo |

Metodologias y técnicas
empleadas para la deteccion
de hongos en semillas

El flujo de germoplasma vegetal representa un riesgo
significativo de diseminacién de problemas fitosa-
nitarios. Las semillas en particular son un vehiculo
eficaz para la propagacion de plagas y enfermedades
(Gergerich et al., 2015; Mancini et al., 2016). Incluso,
una baja concentraciéon de inéculo presente en una
semilla puede conducir a graves pérdidas de culti-
vos, especialmente si se trata de un patégeno cuaren-
tenario (Mancini et al., 2016). Esta estrecha relacion
entre los hongos y las semillas facilita la superviven-
cia a largo plazo y la propagacion generalizada de
estos patogenos (Brodal y Asdal, 2021; Mancini et
al., 2016).

Muchos paises cuentan con el respaldo de técnicas
de deteccion de plagas y enfermedades en semillas
para la formulacién, preparacion y desarrollo de
politicas, planes, programas, proyectos, medidas y
procedimientos para limitar o prevenir que aque-
llas puedan afectar su estatus sanitario y fitosanita-
rio (Bebber et al,, 2014; Buja et al., 2021; Comisién
Europea, 2013). Generalmente, los bajos niveles de
indculo y la distribucion desigual dentro de los lotes
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de semillas hace que las pruebas de deteccion precisas y rapidas de contaminantes
fungicos para el cumplimiento de las reglamentaciones fitosanitarias sean una tarea
mas compleja (Kumar et al., 2020).

En muchos casos, para detectar la presencia de hongos en las semillas, se deben
seguir varios pasos secuenciales que incluyen (figura 1): a) la toma de muestras
representativas del lote de semillas; b) la eleccion de la técnica de deteccion; la cual
implica c) la incubacion de las semillas en medios de cultivo o sustratos especifi-
cos para favorecer el crecimiento de hongos; d) el aislamiento de los hongos; e) su
caracterizacion (macroscopica y microscdpica) e identificacion, ya sea mediante f)
la visualizacion de estructuras caracteristicas o g) mediante pruebas seroldgicas y
moleculares; h) finalmente, se deben desarrollar pruebas de germinacién y patoge-
nicidad con los aislamientos obtenidos.

Muestreo de semillas

Para verificar la calidad de las semillas de maiz, soya, arroz o sorgo, es importante
seleccionar cuidadosamente la muestra de trabajo. Para ello, se sugiere seguir los
lineamientos de la Asociacién Internacional de Pruebas de Semillas (International
Seed Testing Association [1STA], 2018). De acuerdo con estas directrices, se reco-
mienda tomar muestras primarias, que consisten en una porcion inicial de semillas
recolectadas de manera aleatoria de cada inventario. Esta tarea constituye el primer
paso para obtener una muestra representativa del lote. Posteriormente, se mezclan
las muestras primarias de un mismo lote para conformar una compuesta, de la cual
se obtiene una muestra homogenizada para su analisis. Este proceso de seleccion de
la muestra es esencial para garantizar que el lote sea debidamente representado y
evaluado en términos de calidad.

Aspectos generales de las técnicas para la deteccion de
hongos contaminantes en semillas

A lahora de detectar hongos en semillas, es importante elegir la técnica adecuada en
funcion del tipo de hongo que se busca. Existen diversos métodos fundamentados
en la morfologia, fisiologia y sintomas de los patégenos. Los métodos tradicionales
implican la inspeccion directa de semillas secas bajo microscopio o estereoscopio,
identificando esporas, estructuras de resistencia, cuerpos fructiferos o sintomas
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Figura 1. Pasos secuenciales para detectar la presencia de hongos en semillas.

Fuente: Elaboracion propia
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caracteristicos del hongo. Otras mas sofisticadas incluyen la aplicacion de pruebas
seroldgicas y el empleo de técnicas moleculares (Walcott, 2003). Estas técnicas varian
en complejidad y alcance, desde la observacion directa hasta el uso de herramien-
tas de laboratorio mas sofisticadas (Mancini et al., 2016). La eleccion de la técnica
dependera del objetivo de deteccion y de los recursos disponibles para llevar a cabo
el analisis. A continuacion, se presentan las técnicas mas utilizadas:

1. Observacion directa de semillas: consiste en examinarlas visualmente en busca
de signos de contaminacion por hongos, como manchas, crecimiento micelial o
cambios en la textura (Mancini et al., 2016).

2. Incubacion en papel humedo (blotter test): consiste en colocar las semillas en
papel absorbente humedecido y observar la aparicion y desarrollo de hongos
(Majumder et al., 2013).

3. Pruebas moleculares: mediante el uso de técnicas de biologia molecular, como
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se detecta y amplifica una seccion
del ADN de los hongos presentes en las semillas, lo que permite su identificacién
precisa mediante secuenciacion del fragmento amplificado (Tsedaley, 2015).

4. Pruebas seroldgicas: se basan en la deteccion de proteinas especificas producidas
por los hongos mediante la utilizacién de anticuerpos (Kumar et al., 2020).

5. Incubacién en medios de cultivo: las semillas se siembran en medios de cultivo
adecuados, donde los hongos presentes pueden crecer y ser identificados poste-
riormente (Marcinkowska, 2002).

En cualquier caso, una técnica de deteccion de contaminantes fungicos en semillas

debe cumplir seis requisitos esenciales (Mancini et al., 2016; Marcinkowska, 2002;

Tsedaley, 2015):

1. tener la capacidad de distinguir un organismo objetivo en particular de otros
que se encuentran en las semillas analizadas (especificidad);

2. permitir detectar organismos, incluso cuando la concentracion del in6culo en
las semillas es baja (sensibilidad);

3. ser rapida (velocidad) y simple, es decir, debe incluir el menor nimero de etapas
posibles para reducir la probabilidad de ocurrencia de error (simplicidad);
poder ser efectuada por personal que no necesariamente sea altamente calificado;

5. ser barata (rentabilidad) y
ser una metodologia reproducible y lo suficientemente robusta para que los
resultados sean repetibles entre muestras del mismo lote de semillas, indepen-
dientemente de quien la aplique.
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Metodologias existentes para la deteccion de hongos
en semillas

Incubacion de las semillas

En estas pruebas la muestra de semillas se somete a unas condiciones de temperatura
y humedad por un tiempo determinado con el fin de evidenciar el desarrollo de los
signos caracteristicos del hongo contaminante (Nasir, 2003). Una de las técnicas mads
frecuentes que emplean métodos de incubacion son las pruebas en papel absorbente
o blotter test (figura 2). Estas permiten la deteccion de hongos contaminantes (sapro-
fitos y patogenos) y el desarrollo de la infeccién en las plantulas germinadas. Esta téc-
nica combina las ventajas de las pruebas in vitro con las pruebas in vivo. Las semillas
(muestra de trabajo) son dispuestas sobre o entre 1 y 3 capas de papel absorbente o
almohadillas de celulosa humedecidos con agua estéril o una solucién tampén. Una
vez alli, son colocadas frecuentemente en recipientes plasticos herméticos para gene-
rar las condiciones de cdmara humeda (Mancini et al., 2016; Marcinkowska, 2002;
Tsedaley, 2015), esta tltima se entiende como un ambiente controlado que simula las
condiciones 6ptimas para el desarrollo de hongos en las semillas, es decir, altas tem-
peraturas combinadas con alta humedad. Las condiciones de incubacién usualmente
son de temperaturas entre 25°C+3°C y HR~90% +5% por siete dias. Al finalizar el
proceso de incubacion se determinan los porcentajes de germinacion total, semillas
sanas, semillas sanas germinadas y prevalencia de hongos contaminantes, diferencia-

dos por género de hongo contaminante y semilla germinada o sin germinar (figura 3).

Foto: Manuel Alfonso Patifio M.

Figura 2. Montaje de pruebas de calidad sanitaria de semilla

en papel absorbente dentro de cdmara de flujo laminar.



24 Manual ilustrado de hongos presentes en semillas de cultivos semestrales: arroz, maiz, soya y sorgo

Foto: Manuel Alfonso Patino M.

Figura 3. Lectura de pruebas de calidad sanitaria de semilla en papel
absorbente.

Otra de las técnicas que emplea métodos de incubacion es la prueba en medios de
cultivo solidificados con agar, como agar papa dextrosa (ppa), o medios selectivos
usualmente acidificados o con algtin antibiético de amplio espectro que inhiban el
crecimiento de contaminantes bacterianos. Estos métodos proporcionan informa-
cion sobre la viabilidad de un inéculo en una muestra de semilla infectada y son
empleados cuando las pruebas en papel absorbente no proporcionan las condiciones
adecuadas para el desarrollo de los signos del hongo contaminante en plantulas y
semillas (crecimiento micelial, estructuras reproductivas, etc.) (Mancini et al., 2016;
Ustiin et al., 2021). Las semillas (muestra de trabajo) son dispuestas en el medio
de cultivo para el crecimiento de hongos y sometidas a periodos determinados de
tiempo, temperatura y luminosidad (figura 4). Generalmente, se someten a tiem-
pos de incubacién de 5 a 10 dias aproximadamente, a temperaturas de 20°C a 28°C
con el fin de promover sobre el agar el crecimiento de los hongos presentes en las
semillas (Mancini et al., 2016; Marcinkowska, 2002; Ustiin et al., 2021). Cuando los
hongos contaminantes crecen muy lentamente en medios de cultivo artificiales o no
desarrollan estructuras diagnosticas (cuerpos fructiferos, esporas, etc.), se emplean
técnicas basadas en métodos de tincidn, que consisten en la aplicacion de colorantes
especificos a las estructuras fungicas para facilitar su visualizacién en el micros-
copio. Estas técnicas siguen siendo la base de las pruebas de calidad sanitaria en
semillas, sin embargo, consumen tiempo, requieren una experiencia y un conoci-
miento de taxonomia especializados y a veces no son lo suficientemente sensibles
para detectar niveles bajos de infeccién (Martin et al., 2022).
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anuel Alfonso Patir

Figura 4. Lectura de prueba de calidad sanitaria de
semilla en medio de cultivo solidificado con agar.

Aislamiento de hongos

Es el proceso posterior a la etapa de incubacion de las semillas. Consiste en la sepa-
racion del hongo de una muestra compleja, la siembra en un medio de cultivo y
su posterior incubacion bajo condiciones especificas para garantizar su purificaciéon
y poder llevar a cabo su caracterizacion. Para realizar el aislamiento, se requiere
tomar un fragmento del micelio con un instrumento estéril como un asa, cuchilla o
pinzas, dentro de una camara de flujo laminar o bajo condiciones asépticas. Luego,
se siembra en medios de cultivo no selectivos como PpA pH4,5 (ajustado con acido
lactico), PpA +antibidtico de amplio espectro o medios especificos segtin el hongo de
interés. Por lo general, los aislamientos se incuban en oscuridad a temperaturas de
25°C a 28°C durante un periodo de 7 dias. Posteriormente, el micelio generado de
los aislamientos de los tejidos se replica en el mismo medio de cultivo hasta obtener
el crecimiento de una colonia pura del hongo contaminante (figura 5). Estas colo-
nias puras obtenidas se utilizan para identificar el hongo a nivel de género y especie,
preservarlas a largo plazo o ser empleadas como fuente de indculo en pruebas de
patogenicidad (Mufioz et al., 2020).
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Figura 5. Colonias puras de hongos contaminantes comunes en semillas.

Fotos: Manuel Alfonso Patinio M.
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Técnicas para la caracterizacion de hongos presentes
en semillas

Se refiere al proceso de describir y determinar las caracteristicas de un hongo, tales
como su identidad, apariencia macroscépica y microscopica, su modo de repro-
duccién, su patogenicidad, su respuesta a ciertos factores ambientales, entre otros
aspectos.

En los siguientes apartados se exploraran tanto los métodos tradicionales como los
moleculares utilizados para la caracterizacion de hongos contaminantes en las semi-
llas. Estos enfoques van desde la observacion microscdpica y el cultivo en medios de
agar, hasta las técnicas mds avanzadas basadas en la amplificacion de dcidos nuclei-
cos. A través de esta revision, se buscara destacar las ventajas, limitaciones y apli-
caciones de cada método, proporcionando una vision completa de las herramientas
disponibles para la caracterizacion de hongos contaminantes.

Visualizacion macro y microscopica

La identificacién de hongos puede llevarse a cabo a partir de su caracterizaciéon
microscdpica y microscopica y, con esto, llegar al reconocimiento de algunas estruc-
turas diagndsticas. Para la visualizacion de estas estructuras se realizan montajes
directos de los hongos creciendo sobre las semillas o de los aislamientos puros.

Los montajes permiten examinar la colonia en su totalidad, tanto a nivel macros-
copico como microscopico. Al observarla macroscopicamente, se analizan aspectos
como la forma, el color, la textura y la produccién de pigmentos, los cuales son de
gran utilidad para identificarla. En cuanto a la morfologia microscdpica, se puede
observar la presencia de cuerpos fructiferos, estructuras de resistencia, tipos de
esporas, tamafo y disposicion de las hifas (Barnett y Hunter, 1972). La prepara-
cion del material para la observacion microscopica se realiza en fresco, a través de
improntas hechas con cinta adhesiva transparente o mediante cultivo sobre portaob-
jetos (figura 6).
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Seleccionar una
colonia pura y
joven del hongo

Disponer de un
portaobjetos

Agregar una gota
de azul de
lactofenol en el
portaobjetos

4 Tomar una parte
del tejido del
hongo o una
impronta de la
colonia

Pegar la impronta
en el portaobjetos
con el azul del
lactofenol

Disponer el
montaje sobre la
platina del
microscopio

Enfocar hasta
observar
estructuras
caracteristicas de
los hongos

Fotos: Manuel Alfonso Patifnio M.

Figura 6. Pasos para la visualizacién macroscdpica y microscépica de hongos contaminantes en
semillas.
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Pruebas basadas en técnicas moleculares

Tradicionalmente, las técnicas que se han usado para deteccion de hongos transmi-
tidos por semillas se basan en la incubacién y métodos de crecimiento. Estas técni-
cas consumen mucho tiempo, requieren habilidades micoldgicas y algunas veces no
son muy sensibles a las concentraciones bajas de indculo. Sin embargo, para mejo-
rar la sensibilidad y especificidad en la deteccion de patdgenos se han desarrollado
técnicas moleculares, las cuales estdn basadas en el andlisis del ADN, como la Pcr
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convencional, adecuada para la deteccion de hongos por su rapidez, especificidad,
sensibilidad y facil interpretacion (Mancini et al., 2016). El anélisis de ADN ayuda
a diferenciar las especies de patdgenos, ya que se ha comprobado que el genoma
posee zonas que brindan muy buena informacion para su identificaciéon taxonémica
(Ramos-Fernandez et al., s. f.). Las pruebas moleculares facilitan la deteccion del
patogeno convirtiéndolo de indetectable a detectable, al facilitar la amplificacion y
multiplicacion de la secuencia de ADN.

A continuacidn, se detallan técnicas recientes como la PCR anidada, que permite la
deteccion a bajas concentraciones de indculo; PCrR multiple para detectar simulta-
neamente varios patdgenos; PCR en tiempo real y PCR por captura magnética, entre
otras; ademas, se describen otras técnicas en la tabla 1. Asi mismo, algunos cebado-
res comunes para la identificacion de patogenos de semillas se detallan en la tabla 2.

Reaccion en cadena de la polimerasa (pcr) convencional

Esta técnica de biologia molecular se basa en la multiplicacién de un gran numero
de copias de un fragmento de ADN en particular (Gonzalez-Garza, 2017). La ampli-
ficaciéon de ADN mediante PCR involucra varios elementos clave. En primer lugar,
se emplea una enzima termoestable conocida como ADN-polimerasa, siendo la mas
comun la Taq polimerasa, la cual es estable a 95°C. Durante cada ciclo de amplifica-
cion se involucran dos cebadores (Marcinkowska, 2002). Estos cebadores son oligo-
nucleétidos que permiten la duplicacion del fragmento de ADN seleccionado y deben
tener ciertas caracteristicas, como una longitud entre 18 a 25 nucleétidos; entre un
40 a 60 % de contenido de Citocina y Guanina (Cy G) —es recomendable que la ter-
minacion del extremo de la cadena sea C o G— y las temperaturas de fusion de los
cebadores usados en la misma reaccién no deben superar los 5°C (Marcinkowska,
2002).

Para que la enzima termoestable funcione adecuadamente, se requieren cationes
divalentes, especialmente el Mg**. Por otro lado, se hace uso de un buffer de amplifi-
cacion para mantener el pH éptimo durante la reaccién PCR. Asi mismo, se incorpo-
ran adyuvantes como el TritonX-100 o la formamida para mejorar la especificidad
de la pcr. Por ultimo, el ADN molde actiia como patrén a partir del cual se amplifica
el fragmento de interés (Bartlett y Stirling, 2003).
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Se emplean cuatro pasos:

1. Desnaturalizacion a alta temperatura, la cual oscila entre 94 y 95 °C para separar
las hebras del AbDN molde.

2. Hibridacion de cebadores a su secuencia complementaria en sus dos hebras de
ADN, en donde se asocian los cebadores al fragmento que se requiere amplificar.
En este paso la temperatura desciende a un rango entre 40 y 60 °C, lo que facilita
la union del cebador a la secuencia complementaria.

3. Extension o sintesis de la doble cadena que hace la ADN polimerasa a partir del
extremo donde se unié el cebador. La temperatura se eleva a 72 °C, la adecuada
para la actividad optima de la enzima. Los pasos 1 a 3 se repiten al menos 40
ciclos con el fin de obtener el nimero de copias necesarias del fragmento de
interés. Se realiza un ciclo de extension o polimerizacion final que oscila entre
5y 10 minutos, con el fin de que la ADN polimerasa sintetice fragmentos de ADN
simple que no fueron amplificados (Gonzalez-Garza, 2017).

Los fragmentos amplificados se pueden visualizar por electroforesis en un gel de
agarosa (figura 7).

=3

oto: Manuel Alfonso Patino M.

Figura 7. Gel de electroforesis donde se visualizan fragmentos de Ap~N amplificados de las mues-
tras a. hasta lal. C(-) corresponde al control negativo y C (+) al control positivo.

Esta prueba se usa para la identificacién molecular de muchos hongos en semillas,
empleando los cebadores ITS1F-ITS4 (ITS1-F 5-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-
3'y ITS4 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') para amplificar la regiéon ITS1-5.85-
ITS2 (Henras et al, 2015).
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PCR anidada

La pcr anidada o Nested PCR es usada para aumentar la sensibilidad de la pcr al
realizar dos rondas de amplificacion con distintos pares de cebadores en cada etapa.
Inicialmente, se realiza una amplificacion con los cebadores externos, cuyo producto
se utiliza como molde para una segunda amplificacion con cebadores internos, lo que
incrementa la sensibilidad de la técnica. Esta técnica se usa generalmente cuando la
concentracion del patégeno es muy baja, ademas, resulta ttil en la deteccién de fito-
plasmas (Gonzalez-Garza, 2017) y begomovirus en soya (Leyva et al., 2019).

Asi mismo, ha sido utilizada para la deteccion en semilla de cana de las bacterias
Xanthomonas albilineans 'y Leifsonia xyli subsp. Xyli, agentes causales de la escalda-
dura foliar y del raquitismo de las zocas, respectivamente; asi como del fitoplasma
SCYP (SUGAR CANE LEAF YELLOWS PHYTOPLASMA), causante del amarillamiento
foliar. Estas tres enfermedades pueden permanecer latentes, por lo que la PCRr ani-
dada es una de las pocas técnicas utilizadas para su deteccion.

BIO-PCR

Es una técnica, previa a la PCR, que busca aumentar la biomasa del patdgeno fun-
gico mediante una incubacidn de la semilla contaminada (Mancini et al., 2016). Este
enfoque incluye un aumento previo de la biomasa del hongo contaminante en medio
solido enriquecido para, posteriormente, llevar a cabo la extraccion de ADN y la PCR
con sus cebadores especificos. El objetivo principal es aumentar la concentracion de
los patégenos y mejorar su deteccion.

El proceso comienza con el remojado de las semillas en una solucién de 750 mL
de Tween 20 al 0,01% en agua estéril, a una temperatura de 4°C durante la noche.
Posteriormente, se toman submuestras del extracto de las semillas y se colocan
en placas de agar peptona sacarosa (psa) por duplicado. Estas placas se incuban a
27°C durante dos dias hasta la aparicion de las colonias de hongos; posteriormente,
sobre esta biomasa fungica, se realiza de forma convencional el proceso de extrac-
cion de ApN y amplificacion posteriori por PCR (European and Mediterranean Plant
Protection Organization [EPPO], 2007).
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PCR en tiempo real

Es una técnica que permite monitorear de manera continua la acumulacién de ADN
amplificado durante el proceso de pcr. En esta metodologia, el ADN amplificado se
detecta y cuantifica en tiempo real a medida que la reaccién avanza. Para lograrlo
se utiliza una molécula fluorescente que se asocia al AbDN amplificado. El incremento
de la fluorescencia es proporcional al incremento de la cantidad de moléculas de
ADN amplificado. Algunas de las sondas mds conocidas son sYBR Green, una sonda
reversible, rapida y de bajo costo, que se une a la doble cadena de ADN y aumenta su
fluorescencia mas de mil veces; y la sonda TagMan, que es altamente especifica y con
la cual se puede realizar ademas pcr multiplex (Chirinos-Arias, 2015).

Esta técnica ha demostrado ser confiable para la deteccion de hongos y bacterias
en semillas, como Magnaporthe grisea en arroz (Deza et al.,, 2015), y también para
identificar Xanthomonas en arroz y otros hongos transmitidos por semillas (Cho et
al., 2011). Una diferencia importante de esta técnica frente a la PCR convencional es
que esta ultima arroja datos cualitativos, mientras que la PCR en tiempo real permite
cuantificar los fragmentos de ApN amplificado. Esto se logra mediante un fluoré-
metro integrado que genera una sefial fluorescente en tiempo real, proporcionando
informacién sobre la cinética de la reaccién (Mancini et al., 2019).

PCR multiplex

Es una técnica que utiliza varios cebadores en una misma reaccion, y puede imple-
mentarse mediante PCR convencional, asi como con PCR en tiempo real (Mancini
et al,, 2019). Al mezclar varios cebadores en la misma reaccion, se logra amplifi-
car simultaneamente varios patégenos, y los fragmentos amplificados se separan y
visualizan por electroforesis (Hariharan y Prasannath, 2021).

El objetivo de esta técnica es obtener multiples copias de secuencias especificas de
ADN a partir de un proceso de amplificacion, lo que permite obtener cantidades
significativas de ADN de una sola molécula inicial (Méndez-Alvarez y Pérez-Roth,
2003). Esta técnica ha sido exitosamente aplicada en el diagndstico de patégenos
fangicos en cultivos como maiz, al identificar especies como Fusarium verticillioides
y F. subglutinans, asi como en platano para reconocer Fusarium oxysporum. Aunque
el método es rapido y confiable (Hariharan y Prasannath, 2021), la pcr multiple es
relativamente costosa y susceptible de contaminaciones. Por lo tanto, se requiere de
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personal especializado para evitar y controlar estos casos (Méndez-Alvarez y Pérez-

Roth, 2003).

Tabla 1. Caracteristicas de las diferentes técnicas de deteccion de patdgenos fungicos en semillas

Método de

diagnéstico

Examen
visual

Técnica de
lavado de
semilla

Incubacion
en papel
secante

Incubacion
en agar

PCR
convencional

BIO-PCR*

Tiempo

requerido

Muy alto

Muy alto

Bajo

Bajo

Moderado
aalto

Moderado

Sensibilidad

Baja

Baja

Bajo a
moderado

Bajo a
moderado

Moderado
aalto

Muy alto

Especifici-

dad

Baja

Baja

Moderado

Moderado

Moderado
aalto

Alto

Facilidad de
implementa-
cién

Requiere
habilidades

micolégicas

Requiere
habilidades

micolégicas

Requiere
habilidades
micolégicas

Requiere
habilidades
micolégicas

Requiere
habilidades en
biologia mole-
cular, de facil
interpretacion

Requiere
habilidades en
biologia mole-
cular, de facil
interpretacion

Ejemplo de pato-

genos detectados

Phomopsis spp.
Cercospora
kikuchii
Peronospora
manshurica

Cylindrocladium
parasiticum

Colletotrichum
dematium

Peronospora
manshurica

Alternaria dauci
Alternaria
radicina

Leptosphaeria
maculans

Alternaria dauci
Alternaria
radicina
Alternaria
carotiincultae

Verticillium
dahliae

Fusarium spp.

Botrytis spp.

Burkholderia
glumae

Xanthomonas
oryzae

Semillas

Soya

Mani

Soya

Zanahoria

Brassicaceae

Zanahoria

Cucurbitaceae

Cebolla

Arroz

Arroz

(Continda)
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(Continuacion tabla 1)

Método de

diagnéstico

Tiempo
requerido

Facilidad de
implementa-
cién

Especifici-

Sensibilidad dad

Ejemplo de pato-
genos detectados

Semillas

Colletotrichum Friiol
Requiere lindemuthianum )
habilidades en
pcr anidada Moderado  Muy alto Alto biologia mole-
cular, de facil
interpretacién ~ Fitoplasmay Sova
Begomovirus ¥
ch}‘_icrc Xanthomonas sp.  Arroz
P‘CR en Alto Muy alto Alto hab1l11dadrcs
tiempo real en biologia
molecular Colletotrichum .
. . Frijol
lindemuthianum
Requiere i
hal(alilidades Ib)zdymella Cucurbitaceae
MCH-PCR Alto Muy alto Alto L LS
en biologia
molecular Botrytis spp. Cebolla
Fuente: Elaboracion propia con base en EPPO (2007) y Mancini ctal. (2016)

Tabla 2. Cebadores comunes para la identificacion de patégenos de semillas

Region de . 5
Hongo egion Secuencia de cebadores Tamaio
interés

Todos los
hongos

Todas las
levaduras

Fusarium

Aspergillus
Penicillium

Fuente: Elaboracion propia con base en Centers for Discase Control and Prevention [cpc] (2(€

ITS

D1D2

Elongacién
Factor la

p-tubulina

Adelante: ITS-1 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG
(0) ITS-5 5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG
Reverso: ITS-4 5"TCCTCCGCTTATTGATATGC

Adelante: NL-1
5-GCATATCAATAAGCGGAGGA
Reverso: NL-4 5"TTGGTCCGTGTTTCAAGACG

Adelante: EF-1
5-ATGGGTAAGGARGACAAGAC
Reverso: EF-2 5-GGARGTACCAGTSATCATG

Adelante: Bt2a
5-GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC
Reverso: Bt2b
5'-ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC

)22)

Aproximadamente 600
pares de bases de la region
ITS1-5.8S-1TS2 del gen
ribosomal

Aproximadamente 620
pares de bases de la region
28S del gen ribosomal

Aproximadamente 717
pares de bases de la region
codificante del gen EF-1a.

Aproximadamente 495
pares de bases de exones e
intrones en el extremo 5'
del gen de la B-tubulina
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Pruebas de germinacion

Segtn la International Seed Testing Association [15TA], la germinacion es la emergen-
ciay desarrollo de las plantulas en una fase en donde sus estructuras esenciales sefialan
si podran desarrollarse totalmente y de forma normal bajo condiciones favorables de
campo o en el proceso de siembra en su sitio definitivo. El porcentaje de germinacion
indica la proporcion del nimero de semillas que han producido plantulas clasificadas
como normales bajo condiciones y periodos de tiempo especificos (15TA, 2018). Se con-
sideraran como plantulas normales aquellas que muestran potencial para continuar su
desarrollo hasta llegar a plantas, cuando crecen en suelos de calidad y bajo condicio-
nes favorables de humedad, temperatura y luz. Dentro de este criterio se incluiran las
plantulas intactas, con sus estructuras esenciales (sistema radicular, eje de brotacién
y cotiledon) bien desarrolladas, completas y sanas; las plantulas con defectos leves en
sus estructuras esenciales, siempre que demuestren un desarrollo equilibrado y satis-
factorio comparable al de las plantulas intactas de la misma prueba; y las plantulas con
infeccion secundaria, tanto intactas como con defectos leves que han sido afectadas
por hongos o bacterias de otras fuentes diferentes a la semilla original (1sT4, 2018).

Segtin 1sTA (2018), las semillas que no germinaron al final del periodo y bajo las
condiciones de evaluacion se clasifican en: a) semillas duras: semillas que al final
del periodo de anilisis permanecen duras porque no absorbieron agua; b) semillas
frescas: semillas que no han germinado en las condiciones de la prueba de germina-
cion, pero que permanecen limpias y firmes, y tienen el potencial de desarrollarse
junto con las semillas normales; ¢) semillas muertas: semillas ni duras ni frescas, que
tampoco han producido ninguna parte de una plantula.

Las plantulas anormales serdn aquellas que no muestren potencial de desarrollarse
hasta una planta normal cuando crezcan en suelos de calidad y bajo condiciones favo-
rables de humedad, temperatura y luz. Dentro de este componente se incluiran las
plantulas con cualquiera de las estructuras esenciales faltantes o con dafos graves e
irreparables; las plantulas que presenten un desarrollo débil o cambios fisiolégicos en
los cuales las estructuras esenciales se deforman o estan fuera de proporcion y las plan-
tulas con cualquiera de sus estructuras esenciales enfermas o descompuestas como
resultado de una infeccidén primaria, que impide el desarrollo normal (1sTA, 2018).

La determinacion del tiempo que dura la prueba y el medio que se debe usar para esta
(suelo, sobre papel o entre papel) dependera de la especie que sea objeto del andlisis.
En semillas de arroz las pruebas se realizan sobre papel (sp), entre papel (EP) y sustrato



36 Manual ilustrado de hongos presentes en semillas de cultivos semestrales: arroz, maiz, soya y sorgo

(s); en el caso de soya y maiz las evaluaciones se consideran validas en medio EPy s y,
finalmente, para sorgo las pruebas de germinacion se pueden realizar sp y EP.

Segun recomendaciones de 1sTA (2018) para las especies relacionadas en este manual,
las pruebas de germinacién en promedio deben estar bajo condiciones de tempera-
tura de aproximadamente 25°C. Las lecturas iniciales se realizan a los 4 dias para
las especies maiz y sorgo, con lectura final de germinacion a los 7 y 10 dias respecti-
vamente. Para las especies soya y arroz, la lectura de germinacion inicial se realiza a
los 5 dias y finaliza a los 8 y 14 dias respectivamente, tiempos en los cuales se pueden
obtener lecturas correctas y aproximadas del poder germinativo de la semilla anali-
zada. La prueba usualmente para todas las especies en mencién requiere un minimo
de 400 semillas puras (100 por réplica x 4 réplicas), para evaluar el nimero de semi-
llas no germinadas, plantulas normales y plantulas anormales. Los resultados para
cada componente se expresaran como porcentaje.

Pruebas de patogenicidad

El hecho de que un hongo reportado como patégeno haya sido encontrado en un lote
de semilla no significa que este sea un patdgeno transmitido por semilla. Para asegu-
rarse de que se trata de un patdgeno transmitido por este medio es necesario llevar
a cabo unas pruebas de patogenicidad (Istikorini et al., 2022; Shabana et al., 2021).
El principio basico de estas pruebas consiste en inocular la semilla (en este caso) con
el hongo, posteriormente se evidencia el desarrollo de la enfermedad en la planta y
se cuantifica la incidencia y la severidad de la enfermedad, por ultimo, se aisla dicho
hongo del tejido enfermo o de la semilla producida (Wanjiku et al., 2020). Para esto
es necesario estandarizar varios procesos con el fin de asegurar la confiabilidad y
reproducibilidad de la prueba (Ramadan y Zrary, 2014).

Ajustar el protocolo de desinfeccién de la semilla que va a ser
inoculada con el hongo

Esto implica establecer qué soluciones (etanol, hipoclorito de sodio, etc.), tiempos de
desinfeccion y etapas secuenciales seran aplicadas a la semilla con el fin de remover
todos los contaminantes microbiologicos superficiales, sin afectar negativamente su
calidad fisioldgica y asegurarse de que no seran los patogenos que no fueron elimi-
nados con la desinfeccion los que causen la enfermedad.
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Los protocolos existentes de desinfeccion superficial de semilla para maiz
(Davoudpour et al., 2020), sorgo (Oyebaniji et al., 2009), arroz (Miché y Balandreau,
2001) y soya (Escamilla et al., 2019) frecuentemente consisten en sumergir las semi-
llas de forma secuencial en soluciones de hipoclorito de sodio, etanol en diferen-
tes concentraciones y agua destilada estéril a diferentes temperaturas y por tiempos
determinados (Kim et al., 2022). Se recomienda evaluar los protocolos en los mate-
riales de interés y hacer los ajustes respectivos (Li, 2018; Si et al., 2022). A conti-
nuacion (tabla 3), se presenta a manera de ejemplo un protocolo de desinfeccion de
semillas con solucion de hipoclorito de sodio al 5 %.

Tabla 3. Protocolo de desinfeccion de semillas para pruebas de patogenicidad

1. Materiales y reactivos necesarios:

« Semillas de maiz, sorgo, arroz y soya
o Agua destilada estéril

« Hipoclorito de sodio (solucion al 5%)
« Papel de filtro estéril

« Placas de Petri

« Pinzas estériles

o Gasa estéril
« Colador

2. Preparacion de la solucién de hipoclorito de sodio:

« Diluir hipoclorito de sodio hasta alcanzar una concentracién de 5% en agua destilada.
o Agitar suavemente para asegurar una mezcla homogénea.

3. Preparacion de las semillas:

o Seleccionar semillas de calidad y libres de dafios visibles.
« Esterilizar las pinzas sumergiéndolas en alcohol al 70 % y flamedndolas hasta que se hayan enfriado.
» Tomar las semillas necesarias con las pinzas estériles y transferirlas a un papel de filtro estéril.

4. Desinfeccion de las semillas:

o Colocar las semillas sobre el papel de filtro o servilleta estéril.

» Sumergir las semillas en la solucién de hipoclorito de sodio al 5%, asegurandose de cubrir todas las
semillas de manera uniforme.

o Dejar las semillas en inmersion durante 10 a 15 minutos.

5. Lavado y enjuague de las semillas:

« Retirar las semillas de la solucion de hipoclorito de sodio con ayuda de un colador o una gasa y trans-
ferirlas a un recipiente limpio.

o Lavar las semillas con agua destilada para eliminar el exceso de hipoclorito de sodio.

« Repetir el lavado con agua destilada al menos tres veces.

6. Secado de las semillas:

o Transferir las semillas a un papel de filtro o servilleta estéril.
« Dejar que las semillas se sequen al aire en condiciones estériles hasta que estén completamente secas.
« Evitar la exposicion a la luz solar directa durante el secado.

(Continta)
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(Continuacién tabla 3)

7. Almacenamiento de las semillas:

o Transferir las semillas desinfectadas y secas a bolsas o recipientes estériles.

« Etiquetar adecuadamente las bolsas o recipientes con la informacion relevante, como la especie y
variedad de la semilla y la fecha de desinfeccion.

o Almacenar las semillas en un lugar fresco, seco y oscuro hasta su uso en las pruebas de patogenicidad.

FLICI](CZ Elllb()l'&( ion PI'OPI‘J

Estandarizar el proceso de produccion masiva del patégeno

La produccién masiva es un paso critico para evaluar la patogenicidad de un aisla-
miento. Esta consiste en producir la cantidad suficiente de estructuras infectivas para
inocular el hospedero (en este caso, la semilla) y causar enfermedad. Estandarizar el
proceso significa determinar el tipo de cultivo que se empleara, el medio o sustrato
de multiplicacion (fuentes de carbono, nutrientes, antibiéticos, etc.), la concentra-
cién del indculo inicial que se va a sembrar en el medio o sustrato, las condiciones
de incubacion (luz, temperatura, humedad relativa, agitacion, tiempo, etc.) y el ren-
dimiento en términos de cantidad de estructuras infectivas del patégeno (oospo-
ras, zoosporas, clamidosporas, macroconidias, microconidias, esclerocios, micelio
estéril, etc.) por cantidad de sustrato (Zhang et al., 2018). Por ejemplo, en el caso
de Fusarium verticillioides, un hongo fitopatégeno transmitido por semilla de algu-
nos cereales, la produccién masiva se podria llevar a cabo mediante fermentacion
liquida en caldo estéril de ppA con extracto de raiz de maiz (4,5g/L) bajo agitacion
orbital a 125 rpm durante 8 dias a 25°C, partiendo de una concentracion inicial de
5x10°microconidias/mL, para obtener un rendimiento de 1x10® microconidias/mL

de medio de cultivo agotado.

Definir el protocolo de inoculacion de la semilla con el hongo

Constituye quizas uno de los puntos de consideracién mas importantes, ya que
establece la forma en que se garantizara que el patégeno entre en contacto con la
semilla para causar infeccién. Un protocolo de inoculaciéon implica la definicion de
las estructuras infectivas del patégeno que seran aplicadas en las semillas y que fue-
ron producidas de forma masiva previamente (oosporas, zoosporas, clamidosporas,
macroconidias, microconidias, esclerocios, micelio estéril, etc.). Ademas, es necesa-
rio determinar la concentracion y el volumen de in6culo que recibira una determi-
nada cantidad de semillas, por ejemplo, 50mL de una suspension del patégeno en
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una concentracion de 1x10”microconidias/mL (estimada a través de un recuento
en camara Neubauer) en 20g de semilla. Asi mismo, se debe establecer la forma
de inoculacién del patégeno en la semilla en la concentracion establecida, ya sea
por inmersién de la semilla en una solucién del patégeno, aspersion de la semilla
con el patégeno, inoculacion del sustrato (drench, mezcla del sustrato con el paté-
geno, etc.), puncion, etc. (Giiney y Giildiir, 2018; Li, 2018; Sukanya y Jayalakshmi,
2016). Algunas veces es necesario aplicar el patégeno mediante un recubrimiento
de semillas. Esta técnica, empleada frecuentemente para el aprovechamiento de
microrganismos benéficos de plantas, consiste en la aplicacion uniforme de sustan-
cias exdgenas en la semilla, tales como goma arabiga, vermiculita, perlita, quitosan,
bentonita, carbonato de calcio, talco, tierra diatomacea, arena y polvo de madera,
las cuales favorecen y aseguran la supervivencia y adherencia del microorganismo
a la semilla (Paravar et al., 2023). A continuacidn, se presenta un protocolo general
de inoculacion de hongos para determinar su patogenicidad en semillas de cereales.

Tabla 4. Protocolo de inoculacion de hongos en semillas de cereales para determinar su patogenicidad

Objetivo: Describir los pasos para llevar a cabo la inoculacion de hongos en

semillas de cereales con el fin de evaluar su patogenicidad.

Materiales requeridos:

« Semillas de cereales (por ejemplo, arroz, trigo, maiz, cebada) de calidad previamente desinfectadas
« Colonias puras de los hongos que se desean evaluar

o Medio de cultivo adecuado para el crecimiento de los hongos

« Instrumentos estériles (espatulas, atomizador, etc.)

« Cubetas plasticas con tapade 2,5 L

o Camara de crecimiento

o Agua destilada estéril

« Solucion salina NaCl al 0,85 %

« Etanol al 70 %

Procedimiento:
1. Inoculacion de las semillas:

o A partir de las colonias puras y esporuladas de los hongos de interés, preparar una suspension de
esporas de los hongos en solucion salina NaCl al 0,85 %. La concentracion de esporas debe ser ajus-
tada en cimara de Neubauer para obtener una concentracién de indculo determinada, usualmente de
alrededor de 1x10° esporas/mL.

« Disponer las semillas esterilizadas en las cubetas plasticas, distribuyéndolas uniformemente.

o Aplicar la suspension de esporas sobre las semillas, asegurandose de que todas las semillas estén
cubiertas uniformemente. Esto se puede lograr empleando un atomizador o sumergiendo las semillas
en la suspension de esporas.

« Preparar cubetas control utilizando semillas desinfectadas sin la suspension de esporas como testigo
absoluto.

o Transferir las semillas y colocarlas sobre servilletas estériles himedas en cubetas con tapa con el fin
de generar condiciones de cdmara humeda.

(Continta)
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(Continuacién tabla 4)

Objetivo: Describir los pasos para llevar a cabo la inoculacion de hongos en

semillas de cereales con el fin de evaluar su patogenicidad.

2. Incubacién y observacién:

o Colocar las cubetas con las semillas inoculadas y las cubetas de control en una cdmara de crecimiento
a la temperatura optima para el crecimiento del hongo, generalmente entre 25y 28°C.

« Mantener un registro de las condiciones de incubacién, incluyendo la temperatura, humedad y dura-
cién del periodo de incubacion.

o Observar y registrar regularmente la aparicién de sintomas de patogenicidad en las semillas inocula-
das, como decoloracion, manchas, pudriciéon o deformaciones.

« Comparar los resultados obtenidos entre semillas inoculadas y sin inocular para determinar si los
hongos inoculados son patégenos para las semillas de cereales.

Fuente: Elaboracién propia

Determinar la metodologia de evaluacién de la incidencia y se-
veridad de la enfermedad causada por el potencial patégeno

Una vez definido el protocolo de inoculacion, sera necesario determinar la meto-
dologia de evaluacion de la incidencia y severidad de la enfermedad causada por el
potencial patégeno transmitido por semilla. Esto dependera del tipo de patégeno, los
tipos de dafno (damping off, podredumbre, chancro, manchas foliares, tizon, lesiones
en raiz, etc.), los tejidos de la planta donde se observan los sintomas de la enfer-
medad, el tiempo de aparicion de los sintomas, las condiciones ambientales para la
expresion de la enfermedad (luz, temperatura, humedad relativa), etc. A manera de
ejemplo, se presenta un formato (tabla 5) para el registro de las variables de inciden-
cia y severidad de damping off en plantulas de maiz, cuya semilla fue inoculada con
un aislamiento de Fusarium oxysporum.
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La evaluacion de la incidencia y severidad se lleva a cabo en laboratorio bajo con-
diciones in vitro, donde la plantula crece en un medio de cultivo sélido, semisolido
o liquido estéril. También, se pueden llevar a cabo bajo condiciones de inverna-
dero, casa de malla o casa de cristal donde las semillas inoculadas son sembra-
das en contenedores con suelo o sustrato previamente desinfectado (Sivachandra
y Banniza, 2017). De igual forma, son posibles las evaluaciones en condiciones de
campo abierto. Estas ultimas son menos recomendables cuando se tratan de pato-
genos foliares, ya que no se garantiza que el indculo provenga de la semilla infec-
tada. Siempre sera necesario desarrollar una escala de severidad visual que permita
establecer el nivel de dafio generado por el patégeno (Sivachandra y Banniza, 2017).
Estas escalas consisten en la representacion visual de una serie de plantas o partes
de plantas que exhiben los sintomas de una enfermedad en diferentes niveles de
severidad. Estas representaciones suelen ser ilustraciones o fotografias (figura 8) que
permiten la evaluacion de la severidad de la enfermedad de manera estandarizada y
precisa (Hernandez y Sandoval, 2015).
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Grado y descripcion
de sintomas

Grado y descripcion de
sintomas

Fotografia Fotografia

1. Clorosis en una o
0. Sin sintomas dos hojas (incluyendo

cotiledones)

3. E1100 % de las hojas

2. Marchitamiento en .
presentan marchita-

30-50% de las hojas, . . -
. miento, evidente pérdida

clorosis moderada en

primeras hojas verda-

deras y leve en hojas

de estrato medio

de turgencia, clorosis
moderada en estrato
medio, absicion de hojas
cloréticas

4. Clorosis severa
con necro
hojas, defoliacion

moderada, marchi-

sen

5. Doblamiento de tallo,

. planta muerta
tamiento severo,

evidente retraso del
crecimiento

Figura 8. Escala visual y descripcion de sintomas para evaluar la severidad de la enfermedad de
marchitamiento vascular causada por Fusarium oxysporum 4 semanas después de la inoculacion.
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Con los datos periddicos de incidencia y severidad, se calcula el drea bajo la curva
de progreso de la enfermedad (ABCPE), segtin la ecuacion descrita por Campbell y
Madden (1990):

n-1

ABCPE = )" [(X; + Xi11)/2](tia |10

i=1
Donde n es el nimero de evaluaciones, X es la proporcion de la enfermedad y es el
intervalo entre dos evaluaciones consecutivas. La estimacion del drea bajo la curva
de progreso de la enfermedad (ABcPE) ha sido empleada con éxito para estimar la
patogenicidad de aislamientos de hongos presentes en semillas de leguminosas (Li,
2018), cereales (Perell6 et al., 2017) y forestales (Soleha et al., 2022). En la figura 9, se
presenta un ejemplo de las curvas de incidencia, severidad y del ABCPE.
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Figura 9. Curvas del progreso de la incidencia y severidad de la enfermedad y drea bajo la curva del
progreso de la enfermedad. a. Curva del progreso de la incidencia de la enfermedad; b. Curva del pro-

greso de la severidad de la enfermedad; c. Area bajo la curva del progreso de la enfermedad.
Fuente: Elaboracion propia









47

Capitulo I

Puntos criticos de aparicion
de hongos contaminantes
en semillas

A continuacion, se detallan las fases de produccion
de semilla de calidad de las especies sorgo (figura 11),
arroz (figura 12), maiz (figura 13) y soya (figura 14),
en donde se considera el momento de preparacion de
la siembra, el establecimiento del cultivo en campo,
las etapas vegetativa y reproductiva, y las fases de
beneficio y almacenamiento de las semillas. De igual
manera, se puntualizan los tiempos de duracion de
las etapas de produccion en condiciones ambienta-
les de los valles interandinos colombianos (a manera
de ejemplo), y se identifican las fases en las cuales se
pueden presentar los hongos contaminantes y sobre

las que se sugieren realizar monitoreos, muestreos e
implementar estrategias de control preventivo y en
caso de contingencia.

Existen estrategias de control de los hongos contami-
nantes que se recomiendan para disminuir el riesgo
de afectacion de la calidad sanitaria de la semilla. A
continuacion, se explican algunas de estas medidas,
considerando las fases de produccion de semillas de
especies de cultivos semestrales.
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Presiembra y siembra

Antes de producir semilla de calidad de los cultivos semestrales (maiz, arroz de
secano, soya y sorgo), es fundamental seleccionar cuidadosamente el lote. Para
lograrlo, es necesario conocer su historial de uso y los registros sanitarios corres-
pondientes, con el fin de determinar sus condiciones de sanidad (Organizacién de
las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura [FA0] y Ministerio de
Ambiente y Desarrollo Sostenible [MADSs], 2018; Fenalce et al., 2009). También, se
debe recopilar informacion sobre los eventos climaticos que han ocurrido en la zona.
Ademas, se recomienda llevar a cabo pruebas para evaluar el estado sanitario de la
semilla que se utiliza para la siembra, de manera que se puedan detectar oportu-
namente posibles problemas antes de establecer el cultivo. Durante la siembra, se
sugiere el uso de semillas tratadas con fungicidas para prevenir infeccion de paté-
genos y evitar sembrar bajo condiciones de exceso de humedad (Flérez et al., 2021;
Lépez-Cardona et al., 2017).

Una vez seleccionado el lote y evaluada la calidad sanitaria de las semillas, se debe
proceder a la preparacion del terreno. Inicialmente, se recomienda la eliminacién de
residuos de cosecha del cultivo anterior y la rotacion de cultivos para evitar la acu-
mulacién de hongos contaminantes en el suelo. Seguidamente, se pueden emplear
técnicas de labranza que promuevan la aireacion y el drenaje, lo cual reduce la hume-
dad en el suelo y disminuye la presencia de agentes patégenos (Fao, 2018).

Etapa vegetativa

La etapa vegetativa inicia con la emergencia, la cual depende de la especie, la varie-
dad sembrada, la profundidad de siembra, el ambiente, el suelo, densidades de siem-
bra, recursos hidricos y malezas presentes. Contintia con el desarrollo del 4rea foliar
y el sistema radicular, con lo que la planta comienza a crecer (Semillas Valle, 1995).
En esta etapa es importante efectuar el manejo agrondmico recomendado segiin
el material de siembra, considerando aspectos como el control de plagas, enferme-
dades, malezas, la fertilizacion, la aplicacion de riegos complementarios y drena-
jes segun sea necesario. La implementacion de estas practicas permite obtener una
mejor repuesta en el rendimiento potencial de semillas para cultivar y contribuye
al aseguramiento de su calidad en sus cuatro atributos: genético, fisico, fisiolégico y
sanitario.
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Un control fitosanitario efectivo durante el desarrollo vegetativo disminuye el riesgo
de transmision de hongos patdgenos a estructuras reproductivas en las fases poste-
riores y, con ello, una afectacion directa a la semilla (Semillas Valle, 1995). En el caso
de las plantas acompanantes, resulta efectivo su control oportuno, ya que pueden ser
hospederos alternos de algunos patdgenos fingicos (Toledo, 2006). En relacion con
los requerimientos nutricionales de las plantas, es necesario garantizar un adecuado
plan de fertilizacion enfocado en minimizar la susceptibilidad al ataque de artrépodos
vectores y agentes fitopatogenos (Sanchez et al., 2015). Finalmente, la dotacién hidrica
repercute en la incidencia y severidad de hongos contaminantes dadas las condiciones
ambientales propicias para su desarrollo, en este sentido una dotacion hidrica elevada
acompanada de altas temperaturas genera condiciones de alta humedad relativa den-
tro del cultivo lo que favorece el desarrollo de hongos (Giménez, 2017).

Etapa reproductiva

La fase reproductiva en los cultivos se destaca por tener como principal caracteris-
tica la formacién de la semilla y su desarrollo, en esta etapa se acumulan sustan-
cias de reserva que se traducen finalmente en mayor o menor rendimiento por area
(Mantilla, 2008). Por lo tanto, el control de enfermedades en esta etapa debe ser
prioritaria.

Para el control de hongos contaminantes que se pueden presentar durante la fase
reproductiva de los cultivos en estudio y que se transmiten a la semilla, se reco-
mienda el manejo apropiado del riego y buena fertilizacion, lo cual genera plantas
mds sanas que toleraran la aparicién de algunas enfermedades de importancia (Fao,
s. f.). Una de las practicas mas usuales para el control de enfermedades es el descarte
o eliminacién de plantas con sintomas de la enfermedad, que deben ser retiradas del
lote con el fin de minimizar el in6culo que podria diseminarse en época de floracion
y ser persistente después de esta. Si dentro de los lotes sembrados se presentan afec-
taciones mas frecuentes o con mayor incidencia, el uso de controladores biolégicos
como Bacillus sp. y Streptomyces sp. han resultado ser eficaces contra diferentes tipos
de hongos, al suprimir su desarrollo micelial y la germinacién de los conidios, como
en el caso de Curvularia spp. (Basha y Ulaganathan, 2002; Bressan, 2003; Secretaria
de Agricultura y Desarrollo Rural y Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y
Calidad Agroalimentaria [Senasica], 2020a).
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El control quimico es otra de las alternativas disponibles cuando se presentan por-
centajes de incidencia y prevalencia que superen el 30 %; durante su aplicacion se
deben tener presentes las buenas practicas de produccion y la rotaciéon de cultivos
para no inducir resistencias. Existen diferentes grupos quimicos para el control de
enfermedades y la preservacion de la calidad de las semillas como los benzimida-
zoles, triazoles, estrobilurinas o mezclas de estos (Distéfano y Gadban, 2009). En la
mayoria de los casos, no se recomienda la aplicacién quimica durante floracion sino
en estados vegetativos o reproductivos avanzados, puesto que se evidencian algu-
nos retrasos en la llegada de los cultivos a madurez fisioldgica. Por ejemplo, se ha
comprobado que las aplicaciones en mezcla de triazoles y benzimidazoles en estado
reproductivo (Rs) en soya reducen significativamente la incidencia y severidad de
Cercospora sp. y tiene un efecto positivo en la calidad de las semillas para cosecha
(Distéfano y Gadban, 2009). Sin embargo, es de suma importancia conocer el marco
regulatorio vigente de los fungicidas permitidos en Colombia, Estados Unidos y
Europa para cumplir con los requisitos legales orientados a la proteccion de la salud
humana, el medioambiente y los individuos que no son blanco de los productos
empleados. En Estados Unidos, la regulacién de los fungicidas se rige por la Ley
Federal de Insecticidas, Fungicidas y Raticidas. Por otro lado, la Unién Europea se
cifie a los reglamentos (CE) n.° 1107/2009 y (UE) n.° 283/2013, los cuales establecen los
criterios y procedimientos de autorizacion de productos fitosanitarios en el territorio
europeo, incluyendo fungicidas (Santos et al., 2018). En el caso de Colombia, la sub-
gerencia de proteccion vegetal del 1ca ha restringido y prohibido el uso de algunos
plaguicidas en el pais a través de resoluciones (ica, 2023).

Cosecha

Existen diferentes practicas que se deben implementar en la etapa de cosecha para
disminuir el riesgo de contaminacién por hongos en semilla. La cosecha puede ser
manual o mecanizada y debe coincidir con época seca (Patifio et al., 2022). Antes
de cosechar, las herramientas o implementos que se usen deben estar calibra-
dos y desinfectados para evitar dafo fisico y contaminacién de las semillas (Rice
Knowledge Bank, s. f.; Romero et al., 2020). La cosecha de semillas con porcentajes
de humedad muy altos puede ocasionar su deterioro y dafio durante el proceso de
desgrane (Florez et al.,, 2021), ademas de favorecer la apariciéon de hongos. Por lo
tanto, es importante realizar la cosecha tan pronto como el contenido de hume-
dad permita un dafno minimo al grano (Rice Knowledge Bank, s. f.). La semilla estd
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apta para ser cosechada cuando el grano alcanza su madurez fisiologica y las plantas
han acumulado la maxima cantidad de materia seca (Tapia et al., 2020). Por con-
siguiente, es necesario monitorear la humedad de la semilla desde campo hasta su

almacenamiento.

En el cultivo de la soya, el momento de cosecha se reconoce cuando al menos el 90 %
del cultivo adquiere una coloracion café (Florez et al., 2021). En cuanto al arroz, se
evidencia que estd listo para ser cosechado cuando entre el 92 % y el 95 % de los gra-
nos adquieren un tono amarillo palido; ademas, el contenido de humedad del grano
debe encontrarse dentro de un rango de 18 % a 24 %; este puede ser estimado utili-
zando un determinador de humedad portatil, el cual requiere una muestra de semi-
llas del lote de produccién (Romero et al., 2020). Por otro lado, en el caso del maiz, se
considera la cosecha oportuna cuando al menos el 80 % de las mazorcas estan ago-
biadas (figura 10), es decir, cuando comienzan a desprenderse del tallo y muestran
una inclinacion hacia el centro de gravedad, ademas, se espera que el grano presente
una humedad menor al 20 % (Tapia et al., 2020).

Fotos: Deisy Lorena Flérez

Figura 10. Lote de produccion de semilla de maiz con mazorcas agobiadas.

En esta etapa es imprescindible evitar el ataque de pajaros y roedores a las vainas,
mazorcas o panojas. Se sugiere realizar una primera seleccién manual de las plantas,
vainas, mazorcas o panojas en campo, es decir, al momento de la cosecha (Tapia
et al., 2020). De acuerdo con lo anterior, se deben descartar aquellas que muestren
dafios por plagas o enfermedades, asi como mazorcas, panojas o vainas que caigan
al suelo, que presenten malformaciones, un mal llenado de granos o que sean muy
pequenas (Tapia et al., 2020).
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Poscosecha

Una vez cosechada la semilla es importante prepararla para su almacenamiento con
el fin disminuir el riesgo de contaminacién por hongos, prolongar su vida en el lugar
de almacenamiento y mantener su calidad. A continuacion, se explican las activida-
des de poscosecha que incluyen la prelimpieza, el secado, la limpieza y el empaque
de la semilla.

Prelimpieza

Consiste en eliminar las impurezas mds gruesas que acompafan a los lotes de semi-
llas, como hojas, tallos, piedras u otros elementos, mediante el uso de equipos como
desbrozadoras, aspiradoras, mdquinas sopladoras de aire y zarandas. Esta labor
es indispensable, ya que permite manipular las semillas, eliminar materiales que
podrian contaminarlas y causar dafios fisicos. Ademas, facilita su clasificacion y
contribuye a mantener su calidad. Esta actividad puede llevarse a cabo de forma
manual, utilizando zarandas y aprovechando la ayuda del viento, o de manera meca-
nica mediante equipos especializados de prelimpieza para eliminar los residuos de la
cosecha (Bonilla, 2014).

Secado de las semillas

Sila humedad de las semillas al momento de la cosecha es muy alta para su almace-
namiento, se sugiere que, antes del desgrane o trilla de las mazorcas o panojas, estas
se sometan a un proceso de secado (Tapia et al., 2020), ya sea en maquinas secadoras
o extendiendo las semillas en superficies limpias.

Antes de iniciar el proceso de secado es fundamental asegurar la limpieza y la desin-
feccion de todo el equipo correspondiente y cualquier otra superficie en contacto con
las semillas. Esto ayudard a reducir la presencia de patdgenos que puedan afectarlas.
Ademas, es importante procurar que el proceso de secado se realice en un area ais-
lada y protegida, lejos de otras fuentes de contaminacion para ayudar a prevenir la
contaminacion cruzada con patogenos externos (Bonilla, 2014).

Este proceso se puede realizar mediante equipos, sin embargo, al momento del secado,
se tiene que mantener la temperatura del aire a menos de 40°C. Si el contenido de
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humedad del lote de semillas es mayor al 18 %, se aconseja no dejar que la temperatura
del aire de secado pase los 35°C (Bonilla, 2014). También se hace de manera natural
con el uso de la energia solar y el viento, en un lugar donde se pueda colocar una carpa
limpia, remover constantemente las semillas para aumentar la superficie expuesta al
sol y monitorear constantemente la humedad para no sobrepasar el tiempo de seca-
miento (Romero et al., 2020).

Limpieza

Una vez secada la semilla, es importante realizar un proceso de limpieza definitiva
usando nuevamente zarandas, donde se eliminen por completo las impurezas que hayan
quedado de la prelimpieza y del proceso de secado, como residuos muy pequefios de
cosecha, semillas vanas, enfermas, partidas, tierra, entre otros (Romero et al., 2020).

Las empresas fabricantes de equipos de acondicionamiento de semillas han presen-
tado avances tecnologicos para realizar la limpieza y la clasificacion a través de sepa-
racion por colores, con la incorporacion de microprocesadores, camaras dpticas de
alta velocidad y precision (Bonilla, 2014).

Empaque

El empaque tiene como finalidad mantener las cualidades fisiologicas de calidad de
las semillas, es decir, su viabilidad, germinaciéon y humedad. Por esta razén, es reco-
mendable que semillas con contenidos de humedad cercanos al 12 % se empaquen en
recipientes impermeables para que no absorban humedad del ambiente y se afecte su
calidad (Bonilla, 2014). Los materiales con los cuales estan hechos los recipientes para
el empaque garantizan la germinacion a través del tiempo y el mantenimiento de las
cualidades fisioldgicas. Materiales como el vidrio, lata, laminados en aluminio o plas-
tico son impermeables y evitan que la semilla gane humedad (McCormack, 2004).

Almacenamiento

El método mas eficiente y usado para la conservacion de los recursos fitogenéticos es
el almacenamiento de semillas; condiciones en almacenamiento de bajas tempera-
turas y baja humedad incrementan su longevidad (Martin et al., 2022). Por periodos
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cortos, se pueden almacenar semillas bajo condiciones ambientales, siguiendo la
Regla de Harrington, la cual establece que la sumatoria de temperatura y humedad
no debe exceder el valor de 100. Sin embargo, lo mas aconsejable es la conservacion
de semillas en bodegas de almacenamiento en condiciones de temperatura y hume-
dad controladas (Bonilla, 2014).

Aspergillus y Penicillium son los géneros de hongos mas comunes en almacenamiento de
semillas. Otras especies de menor relevancia, pero que se llegan a presentar, son Rhizopus,
Mucor o Chaetomium. Estos hongos estan casi siempre presentes y son ampliamente
diseminados. La mayoria de ellos se encuentran en el suelo y producen dafios evidentes
en las estructuras reproductivas, generan decoloracion del embrién, disminucion de la
germinacion y produccién de micotoxinas que puede traducirse en una disminucién
potencial en el rendimiento final cercano al 50 % (Martin et al., 2022; Presello et al., 2016).

Los requerimientos para almacenamiento de semilla de soya son temperatura de 5
a 18°C (Bonilla, 2014) y humedad relativa de 45 a 50 % (McCormack, 2004). En el
maiz, las condiciones ideales de almacenamiento para evitar deterioro en la calidad
fisioldgica son temperaturas< 18 °C y humedad relativa<60 % (Bayer, 2022). Para el
almacenamiento de arroz, las mejores condiciones oscilan para temperatura entre 15
y 20°C y humedad relativa entre 60 y 75 % (Braunbeck y Kolb, 2022). Para la semilla
de sorgo, el ambiente ideal de almacenamiento estd en el rango de 8 a 12°C de tem-
peratura y de 50 a 60 % de humedad relativa (Castro, s. f.).

Para el almacenamiento de semillas, se deben tener en cuenta las siguientes
consideraciones:

1. los factores mas importantes son la temperatura y la humedad de la semilla; por
cada 5°C que se reduzca la temperatura y por cada 1 % que se reduzca la hume-
dad de la semilla, el potencial de tiempo de almacenamiento se duplica;

2. condiciones de altas temperaturas y humedad facilitan la reproduccion y creci-
miento de hongos e insectos de almacén;

3. la calidad de la semilla no mejora con el almacenamiento, ya que el proceso de
deterioro es irreversible (Bonilla, 2014);

4. los contenedores o las instalaciones de almacenamiento se deben limpiar para
eliminar la suciedad, el polvo y otros materiales extranos, restos de cultivos, paja
y restos de granos;

5. sedeben someter a cuarentena aquellas semillas portadoras de enfermedades e insec-
tos, y prevenir que ingresen a los lugares de almacenamiento (Patifio et al., 2022).
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Figura 11. Etapas clave del proceso de produccién de semilla de sorgo en los valles interandinos co-
lombianos para monitorear hongos contaminantes de semilla.

[lustraciones: [vin Mauricio Patino. Fuente: Elaboracién propia
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Figura 12. Etapas clave del proceso de produccion de semilla de arroz en los valles interandinos co-
lombianos para monitorear hongos contaminantes de semilla.

llustraciones: Ivan Mauricio Patifio. Fuente: Elaboracion propia
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Figura 13. Etapas clave del proceso de produccion de semilla de maiz en los valles interandinos co-
lombianos para monitorear hongos contaminantes de semilla.

llustraciones: Ivan Mauricio Patifio. Fuente: Elaboracion propia
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Figura 14. Etapas clave del proceso de produccion de semilla de soya en los valles interandinos colom-
bianos para monitorear hongos contaminantes de semilla.

Huscraciones: Ivan Mauricio Patifio. Fuente: Elaboracion propia









Capitulo IlI

llustraciones de estructuras para
la identificacion de los hongos

La identificaciéon de los hongos contaminantes en
semillas es fundamental para la prevencion y el con-
trol de las enfermedades fungicas en las plantas.
La primera aproximacioén para la identificacién de
estos hongos es el reconocimiento de sus estructuras
microscopicas y las caracteristicas macroscdpicas. A
nivel macroscdpico, se observan las caracteristicas
tisicas y las formas de crecimiento de las colonias fin-
gicas en las semillas. Estas caracteristicas incluyen la
forma, el tamafio, el color, la textura y la elevacion de
las colonias. Algunos hongos producen pigmentos y
sustancias extracelulares que pueden ayudar a identi-
ficarlos. A nivel microscopico, se observan sus estruc-
turas reproductivas y vegetativas, como las esporas,
las hifas y las estructuras de reproduccion sexual. Su
observacion bajo un microscopio permite una identi-
ficacion mas precisa de la especie del hongo presente.

Es importante destacar que la identificacion de los
hongos contaminantes en semillas puede requerir
la utilizacién de técnicas especializadas y una for-
macion adecuada en micologia. Ademas, llega a ser
complicada debido a la existencia de especies con
estructuras similares o a la presencia de hongos que
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no desarrollan estructuras diagnosticas. En este capitulo, se presentan ilustraciones

detalladas de las estructuras reproductivas (figuras 15, 16 y 17) y vegetativas (figura

18) de la mayoria de los hongos filamentosos que se encuentran en semillas, asi como

las caracteristicas macroscopicas de las colonias que forman (figuras 19, 20 y 21). Las

ilustraciones de las estructuras vegetativas y reproductivas permitiran a los lectores

comprender mejor la biologia y la morfologia de estos hongos. Ademads, se explora-

ran las caracteristicas macroscopicas de las colonias, incluyendo su color, textura y

forma, para proporcionar una descripcion completa de estas especies.

Conidiéforo no
ramificado con vesicula
globosa

Conidiéforo con métulas
en arreglo de pincel o
penacho

Conididforo simple con
conidios septados

Conidiéforo ramificado
con conidios unicelulares

Conididforo simple con
conidios en tabiques
septados

Conidioforos simples con
conidios rectos aislados
en cadenas cortas

Conididforos con
ramificacion piramidal

Figura 15. Estructuras reproductivas: conidi6foros.

Ilustraciones: Ivan Mauricio Pacifio. Fuente: Elaboracién propia
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Cleistotecio Peritecio Ascostroma Apotecio Ascas desnudas

Figura 16. Estructuras reproductivas: ascocarpos.

Ilustraciones: Ivin Mauricio Patifio. Fuente: Elaboracion propia

%

Conidia mul-
Macroconidias Microconidias Clamidosporas tinucleada Fragmoconidios
(Alpha-conidia)

Figura 17. Estructuras reproductivas: conidias.

[lustraciones: Ivin Mauricio Patifio. Fuente: Elaboracion propia

Cenocitica Segmentada

Figura 18. Estructuras vegetativas: hifas.

Ilustraciones: Ivin Mauricio Patifio. Fuente: Elaboracion propia
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Redondeada con bordes Redondeada con bordes
Redondeada Arrugada
fragmentados elevados

Redondeada con bordes

Concéntrica Irregular y extendida Filamentosa iliad
ciliado

Redondeada con bordes

radiados Filiforme Rizoide Multiple

Figura 19. Formas de las colonias de hongos.

Ilustraciones: Ivin Mauricio Patifo. Fuente: Elaboracion propia
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Plano (entero) Ondulado Lobulado Irregular
oollien, o, i,
Ciliado Ramificado Lanoso Filamentoso
Enrulado Filiforme Rizado Lobulado

Figura 20. Bordes de colonias de hongos.

llustraciones: Ivan Mauricio Patifio. Fuente: Elaboracion propia

Delgado Elevado

A

Convexo

Esférico

e,  olas

Mamelonado Quebrado

-

Insertado en el medio

Crateriforme

Figura 21. Formas de elevacion de la colonia de hongos.

[lustraciones: Ivin Mauricio Patifo. Fuente: Elaboracion propia
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Hongos contaminantes
identificados en semillas de
arroz, maiz, sorgo y soya

En este capitulo se presenta la informacion para el
reconocimiento de hongos contaminantes en semi-
llas de arroz de secano, maiz, soya y sorgo, los cuales
afectan su calidad sanitaria (figura 22). Se abor-
dan aspectos de clasificacién taxonémica, nombres
comunes y sinonimia, ademds de ofrecer detalles
sobre la caracterizaciéon macroscdpica y microsco-
pica, asi como el tipo de hongo y las especies vege-
tales que se ven afectadas en su semilla. También
se describen los signos y sintomas en la semilla que
produce el agente fungico. En sintesis, este capitulo
brinda una visién completa de los hongos contami-
nantes presentes en semillas que ayudara a entender
el impacto en su calidad y en la produccion agricola,
lo que resulta fundamental para el control y manejo
de aquellos. Aunque los hongos en esta seccion han
sido presentados a nivel molecular, es importante
destacar que una identificacion basada en caracte-
risticas morfologicas y el uso de claves taxondmicas
también permite alcanzar un nivel de especie. Sin
embargo, para llevar a cabo esta tarea se requieren
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habilidades especializadas y conocimientos avanzados en micologia, los cuales no

son el objetivo principal de este manual.

Especies vegetales

:
H

Hongos contaminantes

Figura 22. Especies vegetales y sus hongos contaminantes.

Fuente: Elaboracién propia
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Aspergillus flavus Link (1809)

Nombre cientifico del hongo Aspergillus flavus

Familia: Trichocomaceae
Clasificacion taxonémica Género: Aspergillus
Especie: A. flavus Link

Aspergillus flavus f. magnasporus (Sakag, & G. Yamada)
Nehira

Aspergillus fasciculatum Batista & H. Maia

Aspergillus flavus var. wehmeri (Costantin & Lucet) Blochwitz
Aspergillus humus E. V. Abbott

Aspergillus luteus (Tiegh.) C. W. Dodge

Aspergillus parasiticus Speare

Aspergillus wehmeri Costantin & Lucet

(Centre for Agricultural Bioscience International [caBI],
2022a).

Sinonimia

Nombre comiin Aspergillus

Tipo de hongo contaminante Hongo de almacenamiento, saprofito

Caracteristicas macroscopicas

A. flavus desarrolla colonias redondeadas de borde lanoso y elevacion quebrada, de
color verde olivaceo a verde amarillento, micelio blanco y esclerocios, cuando estan
presentes son de color marrén oscuro a verde oscuro (figura 23). Presenta varia-
ciones en forma y tamano, lo que se traduce en un rasgo de caracter fenotipico; su
reverso es incoloro, marrén claro o anaranjado (Abarca, 2000).

=
=
Z
=
%

Figura 23. Colonias color verde olivaceo a verde amarillento de Aspergillus flavus aisladas de

semillas de a. soya; b. arroz.
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Caracteristicas microscopicas

A. flavus presenta cabezas conidiales uniseriadas y biseriadas, principalmente
radiales o columnares; posee estipes generalmente rugosos, hialinos o de color café
palido. Ademas, tiene vesicula esférica; métulas que ocupan la superficie de la vesi-
cula (figura 24); conidios globosos o elipsoidales, lisos o ligeramente rugosos. La
vesicula tiene forma esférica o alargada con 1 o 2 series de fialides (Abarca, 2000).

Fotos: Manuel Alfonso Patino M.

Figura 24. Cabezas conidiales radiales (a), conidios hialinos (b) y de café palido (c) de Aspergillus
flavus.

Especies vegetales que afecta en semillas

A. Flavus se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza, por lo que afecta
numerosas especies de plantas como frutales, citricos, avellanas, mani, hortalizas,
palma de aceite, soya, algoddn, tubérculos, musdceas, pimienta, maiz, sorgo, mari-
huana y jengibre, por nombrar algunas.

Signos y sintomas en semillas de arroz, soya y sorgo

Los principales signos y sintomas de A. flavus son la pérdida de color en las semillas,
pudricién, aparicién de un moho verdoso amarillento (figuras 25, 26 y 27), dismi-
nucion del porcentaje de proteina y almidén y produccién de aflatoxinas (potentes
metabolitos teratogénicos y carcinogénicos), sustancias toxicas que afectan a huma-
nos y animales (CABI, 2022a; Palacio, 2016). En arroz es causante del manchado del
grano y la semilla, invadiéndolos en fase de campo o en el almacenamiento, asi como
de la disminucién de la germinacion de la semilla (Sandoval-Martinez et al., 2022).
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Figura 25. Signos y sintomas de A. flavus en semilla de arroz, aparicién de moho verdoso amari-
llento creciendo sobre la semilla.
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Figura 26. Signos y sintomas de A. flavus en semilla de soya. Aparicién de moho verdoso amari-

llento creciendo sobre la semilla.
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Fotos: William Giovanny Manzano

Figura 27. Signos y sintomas de A. flavus en semilla de sorgo. Apariciéon de moho verdoso amari-
llento creciendo sobre la semilla.

Aspergillus niger Van Tieghem (1867)

Nombre cientifico del hongo Aspergillus niger Tiegh.

Familia: Trichocomaceae
Clasificacion taxonémica Género: Aspergillus
Especie: A. niger Van Tieghem

Aspergillus ficuum (Reichardt) Thom & Currie
Sinonimia Sterigmatocystin niger Tiegh
(Global Biodiversity Information Facility [GBIF], 2023).

Nombre comun Moho negro

Tipo de hongo contaminante Hongo de almacenamiento, saproéfito

Caracteristicas macroscopicas

A. niger desarrolla colonias densas, granulares y extendidas de borde filamentoso y
elevacion quebrada, de color negro o marrén muy obscuro (figura 28); posee micelio
blanco o amarillo palido (Abarca, 2000).
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Figura 28. Colonias densas, granulares y extendidas de borde filamentoso y elevaciéon quebrada,
de color negro o marrén muy obscuro de Aspergillus niger aisladas de semillas de a. sorgo; b. maiz.

Caracteristicas microscopicas

A. niger muestra cabezas conidiales biseriadas y radiales; estipes de paredes gruesas
y lisas; hialinos septado amarillentos o de color marrén claro; vesicula esférica con
métulas que ocupan casi toda su superficie; conidios globosos de color café oscuro

(figura 29), rugosos, irregulares y protuberancias (Abarca, 2000).
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Figura 29. Cabezas conidiales radiales liberando conidios globosos de color café oscuro de A.
niger. Se aprecia la presencia de burbujas propias del montaje. a. Aumento 40x; b. Aumento 10x.

Especies vegetales que afecta en semillas

A. niger esta presente en mas del 85 % de los paises del mundo y afecta numerosas espe-
cies de plantas como cebolla, ajo, manzana, guandul, chiles, garbanzo, café, melén, ahu-
yama, zanahoria, maiz, S0rgo, lenteja, guayaba, musaceas, cacao y citricos. Se evidencia
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en la semilla la aparicién de moho negro, decoloracion, pudricion seca inicialmente y
luego humeda (GBIF, 2023; Matamoros y Rugama, 2006; Simén y Golik, 2018).

Signos y sintomas en semillas de sorgo y maiz

Al inicio de la infeccién con A. niger es posible que no se aprecien sintomas visibles
del hongo. A medida que avanza la contaminacion, este puede causar pudricion de la
mazorca y las panojas. En la semilla de maiz y sorgo formadas, el hongo disminuye la
germinacion, la viabilidad y genera decoloracién, apelmazamiento y arrugamientos.
Cuando las semillas estdn completamente infectadas se evidencia pudriciéon completa
del grano con la aparicién de una cubierta de moho negro alrededor (figuras 30 y 31).

rr e
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Foros: William Giovanny Manzano

Figura 30. Signos de A. niger en semilla de sorgo. Aparicion de moho negro y masa de conidiéfo-
ros en la superficie de la semilla.

Foto: Manuel Alfonso Patifnio M.

Figura 31. Signos y sintomas de A. niger en semilla de maiz germinada. Aparicion de masas de coni-
didforos en la superficie de la semilla.



Capitulo IV Hongos contaminantes identificados en semillas de arroz, maiz, sorgo y soya ‘ 75

Curvularia lunata (Wakker) Boedijn (1933)

., Curvularia lunata (anamorfo)
Wb A i e d El oD Cochliobolus lunatus (teleomorfo)

Familia: Pleosporaceae

Género: Curvularia

Especie: C. lunata (Wakker) Boedijn
(ePPO, 2002b; Schoch et al., 2020).

Clasificacion taxonémica

Acrothecium lunatum Wakker
Curvularia lunata (Wakker) Boedijn Pseudocochliobolus lunatus

St (R.R. Nelson & Haasis) Tsuda, Ueyama & Nishihara
(epPO, 2002b).
Nombre comtn Mancha foliar por Curvularia

Patdgeno facultativo, es decir, que puede habitar en el hospedero
Tipo de hongo contaminante sin producir dafo (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural y
Senasica, 2020a).

Caracterizacion macroscopica

Las colonias de C. lunata en el PDA presentan en el anverso una tonalidad blanca gri-
sacea (figura 32), su reverso es de color negro, con apariencia algodonosa con forma
concéntrica, borde filamentoso y ligeramente elevado.

~
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Figura 32. Colonia de apariencia algodonosa con forma concéntrica, borde filamentoso y ligera-

mente elevado de C. lunata aislada de semillas de sorgo. a. Anverso de la colonia; b. Reverso de
la colonia.
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Caracterizacion microscopica

C. lunata se caracteriza por desarrollar hifas septadas, ramificadas subhialinas a
pardas, lisas a asperuladas, las cuales presentan un tamano que oscila de 1,5 a 5
um de ancho aproximadamente (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural y
Senasica, 2020a). Sus conidi6foros son simples con conidios septados, el tamano de
los conidi6foros es de 39 a 430 um de largo, 4 a 9 um de ancho en la base y 2,5 a 6 um
de ancho hacia el centro; presentan células conididégenas, cuyo tamafio varia de 4 a
20x3 a 13um y estan provistas de poros, ademas de ser terminales e intercalares,
politréticas, subcilindricas y subglobosas; sus conidios son fragmoconidios lisos o
asperulados, geniculados y septados transversalmente, tienen una célula intermedia
abultada de forma asimétrica, esta suele ser de color marrén a marrén oscuro (figura
33), mientras que las células terminales son subhialinas a marrén claro (Hoog et
al., 2000; Manamgoda et al., 2012; Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural y
Senasica, 2020a).

Foto: Manuel Alfonso Patino M.

Figura 33. Fragmoconidios lisos y septados transversalmente de Curvularia lunata.

Especies vegetales que afecta en semillas

C. lunata se ha identificado como patdgeno en cereales, entre los que sobresalen
las semillas de sorgo, arroz, maiz y de trigo (Triticum aestivum). De igual manera,
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su presencia se ha detectado en semillas de los cultivos de mostaza blanca (Sinapis
alba) (Bressan, 2003; Butt et al., 2011; Girish et al., 2011; Hidayat y Ramadhani, 2019;
Montes-Garcia et al., 2010; Prom, 2004; Sistema Nacional de Vigilancia y Monitoreo
de plagas [Sinavimo], s. f. a).

Signos y sintomas en la semilla de sorgo

Los danos que produce el hongo en la semilla de sorgo inician con la formacion de
pequeiias manchas circulares negras en la testa (figura 34), se observan a simple vista
como puntos negros en la cubierta seminal. Si el desarrollo del patdgeno es avan-
zado, las semillas presentan una coloracion negra parcial o total, dependiendo de
la severidad, puesto que el micelio negro de apariencia algodonosa cubre la semilla.

Fotos: Manuel Alfonso Patino M.

Figura 34. Daiios ocasionados por C. lunata en la semilla de sorgo. a. Formacion de pequenas

manchas circulares negras a marrones; b. Crecimiento de moho negro de C. lunata en la testa de
la semilla de sorgo.

Curvularia penniseti (Mitra) Boedijn (1933)

Nombre cientifico del hongo Curvularia penniseti

Familia: Pleosporaceae

Género: Curvularia

Especie: C. penniseti (Mitra) Boedijn
(Schoch et al., 2020).

Sinonimia Acrothecium penniseti

Clasificacion taxon6mica

Nombre comin Curvularia

Tipo de hongo contaminante Patégeno
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Caracterizacion macroscopica

Las colonias de este hongo patdgeno en el PDA presentan en su anverso una pigmen-
tacion de color marrén grisaceo (figura 35) con bordes de color marrén oscuro, el
reverso tiene una coloracién de marrén oscuro a negro. Su tipo de esporulacion es
uniforme, la forma de la colonia es redonda y concéntrica, el borde de la colonia es
plano o entero, presenta una textura algodonosa y es ligeramente elevado.

Foto: Manuel Alfonso Patifio M.

Figura 35. Colonia marrén grisdceo con bordes de color
marr6n oscuro de C. penniseti aislada de semillas de arroz.

Caracterizacion microscopica

C. penniseti presenta un conidiéforo simple que produce conidios septados o frag-
moconidios que tienen un tamano que oscila de 29 a 42 um con una celda media
agrandada (Marin-Felix et al., 2020). Presenta hifas septadas, la forma de la espora
es fragmospora o fragmoconidia cilindrica y el color es pigmentado (figura 36)
(Hurtado, 2020).
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Foto: Manuel Alfonso Patifio M.

Figura 36. Fragmoconidia cilindrica, de color pigmentado (a) e hifas septadas (b) de C. penniseti.

Especies vegetales que afecta en semillas

C. penniseti tiene la capacidad de infectar semillas de arroz (Oryza sativa L.) y semi-
llas de millo perla (Pennisetum glaucum (L.) R. Br.), en donde el indculo afecta la ger-
minacion de las semillas y la supervivencia de las plantulas (Barrios y Pérez, 2005;
Singh et al., 2008).

Signos y sintomas en la semilla de arroz

Los sintomas de C. penniseti se identifican por la aparicion de pequefias manchas de
pigmentaciéon marrén oscuro a negro que da la apariencia de lineas negras (figura
37). La semilla presenta infeccion en el pericarpio, en el endospermo y en el eje
embrionario; dependiendo de la severidad, se aprecia un micelio ramificado y tabi-
cado (Singh et al., 2008).
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Fotos: Manuel Alfonso Patino M.

Figura 37. Pequefias manchas irregulares de pigmentacion marrén oscuro a negro que da la apa-

riencia de lineas negras de C. penniseti en semilla de arroz. a. Cubrimiento en semilla completa;
b. Detalle de signos del patogeno.

Diaporthe sp. Nitschke (1870)

Nombre cientifico del hongo Diaporthe sp.

Familia: Diaporthaceae
Género: Diaporthe
Especie: Diaporthe sp.
(Schoch et al., 2020).

Clasificacion taxonomica

Sinonimia Phomopsis sp.
Nombre comin Cancro del tallo o podredumbre de vainas
Tipo de hongo contaminante Patogeno

Caracterizacion macroscopica

La colonia del género Diaporthe sp. En medio de cultivo pDA se caracteriza por pre-
sentar un micelio de color blanco cuyo aspecto es comprimido y denso, que luego
se observa algodonoso (figura 38). Se aprecian estromas de pigmentaciéon negra y
esféricos distribuidos en el medio del cultivo. La forma de la colonia es filamentosa

con borde ramificado y presenta una ligera elevacion.
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Foto: Manuel Alfonso Patino M.

Figura 38. Colonia de color blanco con estromas de pigmentacion
negra de Diaporthe sp. aislada de semillas de soya.

Caracterizacion microscopica

El género Diaporthe sp. se caracteriza por presentar peritecios, ademds de que
sus conididforos son simples y producen distintos tipos de conidios, entre ellos se
encuentran las clamidosporas, conidias y ascosporas. Las hifas que presentan son
septadas (figura 39).

Foto: Manuel Alfonso Patino M.

Figura 39. Septos de hifas de Diaporthe sp.
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Especies vegetales que afecta en semillas

El género Diaporthe sp. esta relacionado con semillas de soya (Batzer y Mueller,
2020; Petrovic et al., 2021).

Signos y sintomas en la semilla de soya

Este género se caracteriza por producir micelio blanco algodonoso en la cubierta
seminal, el cual, cuando se va desarrollando, llega a cubrir por completo la semilla.
En estados avanzados se reconoce la aparicion de lesiones negras y de coloracion

rojiza sobre la cubierta seminal de la semilla de soya (figura 40).

Foto: Manuel Alfonso Patino M.

Figura 40. Signos y sintomas de Diaporthe sp. en la semilla de soya. Aparicion de lesiones negras

y de coloracion rojiza sobre la cubierta seminal de la semilla de soya.

Diaporthe longicolla Thomas W. Hobbs (1985)

Nombre cientifico del hongo Diaporthe longicolla

Familia: Diaporthaceae
Género: Diaporthe

Clasificacién taxonémica e e

(Schoch et al., 2020).
Sinonimia Phomopsis longicolla
Nombre comin Tizo6n de tallos y vainas de soya

Tipo de hongo contaminante Patogeno
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Caracterizacion macroscopica

El aislamiento de D. longicolla desarrolla un micelio compacto de color blanco con
tonos amarillo verdoso y grisaceo, los estromas son oscuros y tienden a extenderse
desde el centro de la colonia hacia los margenes (Hernandez et al., 2015). Presenta

una forma filamentosa con borde ciliado y ligeramente elevado (figura 41).

Foto: Manuel Alfonso Patifio

Figura 41. Colonia de D. longicolla aislada de semillas de soya.

Caracterizacion microscopica

En el reconocimiento de D. longicolla se observan conidiéforos simples que produ-
cen conidias multinucleadas, asi mismo, los ascocarpos corresponden a peritecios y
sus hifas son septadas (figura 42). Los picnidios del patégeno tienen una apariencia
costrosa y asimétrica, el cuello o pico tiene un tamano superior a 400 um de largo y

se exudan solo conidios alfa (Herndndez et al., 2015).
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Foto: Manuel Alfonso Patifio M.

Figura 42. Septos de Diaporthe longicolla (a) con formacion de conidias multinucleadas (b).

Especies vegetales que afecta en semillas

Esta especie esta asociada principalmente con las semillas de soya (Abdelmagid et
al., 2022; Lopez-Cardona et al., 2022; Pérez-Piza et al., 2020).

Signos y sintomas en la semilla de soya

D. longicolla es un patédgeno que se asocia con la podredumbre de semillas de soya,
por lo cual se afecta el numero, el peso y la calidad de las semillas (Hernandez et al.,
2015). En la semilla inicialmente se aprecian unas lesiones negras dispersas a manera
de puntos y posteriormente se desarrolla el micelio blanco algodonoso que cubre la
semilla. Cuando el dafio es avanzado, los tejidos seminales tienden a presentar una

coloracion rojiza y se van pudriendo (figura 43).

Fotos: Manuel Alfonso Patinio M.

Figura 43. Danos en la semilla de soya. a. Micelio algodonoso de coloracion rojiza; b. Lesiones negras
y pudricion en la semilla de soya por dafio de Diaporthe longicolla.
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Diaporthe melonis Beraha & M. J. O'Brien (1979)

Nombre cientifico del hongo Diaporthe melonis

Familia: Diaporthaceae

Género: Diaporthe

Especie: D. melonis Beraha & O’Brien
(Schoch, et al. 2020).

Clasificacion taxonémica

Sinonimia Phomopsis squash McKeen (1957)
Nombre comin Podredumbre negra y tallo morado
Tipo de hongo contaminante Patogeno

Caracterizacion macroscopica

La colonia de D. melonis presenta una coloracion blanca y apariencia algodonosa
(figura 44). Su forma es filamentosa y rizoide, presenta un borde ramificado y una
ligera elevacion.

Foto: Manuel Alfonso Patifnio M.

Figura 44. Colonia de D. melonis aislada de semillas de sorgo.
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Caracterizacion microscopica

D. melonis genera numerosos picnidios que corresponden a estructuras globulares
de pigmentacién negra, cuyo tamafio es aproximadamente de 0,5mm. En la parte
terminal de los picnidios se hayan los conidiéforos hialinos y se presentan coni-
dios tanto alfa como beta, que reciben su nombre de acuerdo con su forma. Los
conidios alfa son unicelulares (figura 45), fusiformes a elipsoidales con dimensiones
de 8,3 2,6 um, mientras que los conidios beta son filiformes, unicelulares y curva-
dos con una medida promedio de 24,7 x 1,3 um (Institut national de recherche pour

l'agriculture, I'alimentation et I'environnement [Inrae], 2021).

Fotos: Manuel Alfonso Patino M.

Figura 45. Conidios y picnidios de D. melonis. a. Alfa conidios; b. Picnidios de D. melonis.

Especies vegetales que afecta en semillas

D. melonis ha sido reportado como patogeno en cultivos de soya (Glycine max L.),
kiwi (Actinidia chinensis) y melon (Cucumis melo) (Castro et al., 2017; Dissanayake
et al., 2017; Gomes et al., 2013).

Signos y sintomas en la semilla de sorgo

D. melonis forma un micelio de color blanco, el cual cubre la semilla y tiene un
aspecto algodonoso (figura 46). Cuando la severidad del hongo es mayor, el micelio

se empieza a tornar de color rojizo.
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Fotos: Manuel Alfonso Patifio M.

Figura 46. Cambio en la severidad de D. melonis en semilla de sorgo. a. Micelio blanco; b. Micelio

rosado algodonoso.

Fusarium culmorum (Wm. G.Sm.) Sacc. (1892)

Nombre cientifico del hongo Fusarium culmorum

Familia: Nectriaceae
Género: Fusarium
Especie: F. culmorum
(caBI, 2022b).

Clasificacion taxonémica

Fusarium roseum f. sp. Cerealis cv. Culmorum
Fusarium roseum cv. Culmorum
Sinonimia Fusisporium culmorum
Fusarium culmorum var. leteius
Fusarium culmorum var. majus

Nombre comun Fusariosis, podredumbre de la raiz en cereales

Tipo de hongo contaminante Patégeno

Caracterizacion macroscopica

La colonia de F. culmorum, aislada en medio de cultivo Ppa, se diferencia por pre-
sentar un micelio de color blanco concéntrico (figura 47) y bordes ondulados que,
con el tiempo, puede tomar tonalidades café oscuro.
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Foto: Manuel Alfonso Patino M.

Figura 47. Colonia de F. culmorum aislada de semillas de arroz.

Caracterizacion microscopica

El género F. culmorum se caracteriza por presentar filides generalmente finas, sim-
ples o ramificadas con bordes ligeramente redondeados que son cortos o largos. Las
clamidosporas son ovales y globosas (figura 48), formadas en cadenas o racimos,
con paredes o terminales lisas o rugosas. Los macroconidios de F. culmorum tienen
forma globosa y pueden producir microconidios agrupados en fialides pequefias con
hifas septadas. Estas estructuras se constituyen como una fuente de indculo impor-
tante, pues en el suelo se convierten en macroconidios que pueden permanecer por
mucho tiempo y seguir infectando las raices de las plantas (Secretaria de Agricultura
y Desarrollo Rural y Senasica, 2020b; Sempere et al., 2004).

Foto: Manuel Alfonso Patifio M.

Figura 48. Hifas septadas (a) y clamidosporas (b) de F. culmorum.
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Especies vegetales que afecta en semillas

E. culmorum es un patdgeno con capacidad de infectar una gran variedad de plan-
tas, entre las que se destacan cereales, gramineas y pastos (Mauch et al., 2010). Este
hongo produce una enfermedad que se conoce comtinmente como fusariosis, que al
presente es una de las mds importantes enfermedades fungicas. De acuerdo con el
grado de severidad, frecuencia, afectacion directa sobre el rendimiento, la calidad
del grano producido y la produccion de micotoxinas se considera como un hongo de
control prioritario (Chulze et al., 1996; Wang et al., 2021).

Signos y sintomas en la semilla de arroz
En la semilla de arroz contaminada se pueden evidenciar lesiones del hongo de color

negro, agrupadas o individuales, distribuidas sobre la testa de la semilla y un micelio

algodonoso de color rojo (figura 49).

»: Manuel Alfonso Patino M.

Q]

Figura 49. Micelio algodonoso de color rojo de F. culmorum creciendo en la cubierta

de la semilla de arroz.
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Fusarium equiseti (Corda) Sacc. (1886)

Familia: Nectriaceae

Género: Fusarium

Especie: F. equiseti (Corda) Sacc
(ePPO, 2002a).

Clasificacion taxonémica

Sinonimia Gibberella intricans
Nombre comun fusariosis de los cereales, damping off
Tipo de hongo contaminante Patégeno

Caracterizacion macroscopica

En el medio de cultivo PDA, la colonia se observa de color blanco de textura lanosa,
que cambia con el tiempo a café oscuro. El borde de la colonia es elevado en el centro
y lanoso. La forma de la colonia es redonda con bordes festoneados, que se aprecia
mejor en el tiempo (figura 50).

Fotos: Manuel Alfonso Patifio M.

Figura 50. Colonias de Fusarium equiseti. a. Colonia de textura algodonosa joven; b Colonia

lanosa envejecida de F. equiseti aisladas de semillas de soya.

Caracterizacion microscopica

F. equiseti en la semilla de soya genera macroconidias en forma de medialuna, simi-
lares a las de otros géneros de Fusarium, y clamidosporas lisas o rugosas de forma
aislada con hifas septadas (figura 51).
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Fotos: Manuel Alfonso Patino M.

Figura 51. Macroconidios (a) y clamidosporas de F. equiseti (b).

Especies vegetales que afecta en semillas

F. equiseti, como otras razas de Fusarium, puede producir pudricion en tallos y rai-
ces de las plantas por semillas contaminadas. Este hongo infecta principalmente
cereales como arroz, maiz, soya, también zanahoria, y existe un primer registro en
plantaciones de jatropha (Jatropha curcas). Al usarse semillas almacenadas contami-
nadas para siembra, durante el proceso germinativo el patégeno es el responsable de
la muerte de plantulas por damping off y de la obtencién de anormalidad y variacio-
nes en la emergencia y la germinacién (Sinavimo, s. f. b; Herrera et al., 2017).

Signos y sintomas en la semilla de soya

Este hongo se localiza en el tegumento de las semillas para casi el cien por ciento de
las afectadas. En la semilla de soya enferma se ve un recubrimiento algodonoso total
(figura 52) del mismo color de la colonia, inhibiendo el potencial germinativo y la
emergencia de aquella.
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Figura 52. Signos y sintomas de F. equiseti en la semilla de soya. Recubrimiento algodonoso total

de la semilla.

Fusarium oxysporum Schlitdl. (1824)

Nombre cientifico del hongo Fusarium oxysporum

Familia: Nectriaceae

Género: Fusarium

Especie: F. oxysporum Schltdl
(caBI, 2022¢).

Clasificacion taxonomica

Fusarium oxysporum var. orthocerus
Sinonimia Fusarium oxysporum f. betae
Fusarium bulbigenum

Fusariosis vascular
Nombre comun Marchitez por fusarium
Podredumbre fusariana

Tipo de hongo contaminante Patégeno

Caracterizacion macroscopica

La colonia de F. oxysporum en medio de cultivo PDA se caracteriza por presentar un
micelio de color blanco algodonoso de forma irregular extendida que, cuando enve-

jece, se percibe naranja oscuro (figura 53).
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Foto: Manuel Alfonso Patino M.

Figura 53. Colonia de F. oxysporum aislada de semillas de arroz.

Caracterizacion microscopica

El género F. oxysporum se caracteriza por presentar macroconidios en forma de luna
o media luna, traslucidos y septados. Los microconidios se caracterizan por tener
forma oval (figura 54), eliptica o similar a la forma de un rifién sin septos y sus cla-

midosporas presentan monofialides cortas y con escasas polifidlides (Renteria et al.,
2020).

Fotos: Manuel Alfonso Patino M.

[ Py, o

Figura 54. Conidios (a) y clamidosporas (b) de F. oxysporum.
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Especies vegetales que afecta en semillas

E. oxysporum es un patégeno causante de la enfermedad de marchitez en muchos
cultivos y existe en varias formas patogénicas, parasitando mas de 100 especies
botdnicas de gimnospermas y angiospermas. Su forma cosmopolita ha generado un
amplio rango de hospederos y ha evolucionado para superar las defensas de muchas
plantas (Bosland, 1988). Algunos cultivos de importancia econdémica afectados por
este hongo son: hortalizas, frutales, leguminosas, cereales, plantas productoras de
aceite, forrajeras, algunas coniferas y algunos arboles como el eucalipto (Arbeldez,

2000).

Signos y sintomas en la semilla de arroz

El género Fusarium puede causar marchitez y amarillamiento en semilleros de arroz,
pudricion negra de los nudos y marchitez de la panicula de las plantas (Rivero et al.,
2012). Cuando la semilla de arroz es afectada por este hongo, se pueden ver partes de
la colonia del hongo agrupadas y distribuidas de forma irregular y de color blanco

algodonoso (figura 55).

Foto: Manuel Alfonso Patino M

Figura 55. Micelio algodonoso blanco de F. oxysporum en semilla de arroz.
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Fusarium proliferatum (Matsush.) Nirenberg ex Gerlach
& Nirenberg (1976)

Nombre cientifico del hongo Fusarium proliferatum

Familia: Nectriaceae
Género: Fusarium

Clasificacion taxonémica Especie: F. proliferatum (Matsush.) Nirenberg ex Gerlach &
Nirenberg
(caB1, 2021).

Sinonimia Cephalosporium proliferatum

Nombre comiin Podredumbre del tallo

Tipo de hongo contaminante Patégeno

Caracterizacion macroscopica

La colonia de F. proliferatum fue caracterizada en aislamientos puros en medio PDA.
Se identifica por presentar un micelio de color blanco algodonoso con leves colora-
ciones amarillas, que con el tiempo cambia desde el centro a café oscuro, de forma
concéntrica con bordes ciliados (figura 56).

Fotos: Manuel Alfonso P.

Figura 56. Colonias de Fusarium proliferatum aisladas. a. Semillas de arroz; b. Semillas de soya.

Los cambios en las coloraciones de las colonias pueden deberse a factores asociados a sus condi-
ciones de crecimiento, como edad de la colonia y desarrollo de pigmentos por exposicion a la luz.
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Caracterizacion microscopica

La colonia del género F. proliferatum se caracteriza por presentar macroconidios
delgados, casi rectos o ligeramente curvos, septados con monofidlides cortas. Los
microconidios son abundantes y tienen forma piriforme (figura 57), sin septos o con
un solo septo, con hifas fragmentadas polifidlides y monofialides escasas (Chinchilla
et al., 2020).

Fotos: Manuel Alfonso Patino M.

Figura 57. Hifas y microconidios de F. proliferatum. a. Aumento de 100x; b. Aumento de 40x.

Especies vegetales que afecta en semillas

F. proliferatum se puede albergar en las semillas constituyéndose en la principal via
de indculo. En el desarrollo de los cultivos afecta directamente a raices, base de los
tallos y entrenudos. Este patégeno ha sido reportado principalmente en cultivos de
arroz, maiz, ajo y cebolla de bulbo (Campos, 2013.; Sinavimo, s. f. ¢). Se ha identifi-
cado, ademas, que afecta agresivamente raices en cultivos de soya (Diaz et al., 2013).

Signos y sintomas en la semilla de soya

En la semilla de soya afectada por este hongo, se identifican pigmentaciones negras
en los tegumentos o cubierta seminal que se logran translocar a los cotiledones. En
estados mds avanzados de proliferacion del hongo, se aprecia la colonia blanca lanosa
que recubre gran parte de la semilla germinada (figura 58).
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s: Manuel Alfonso Patino M

Figura 58. Signos y sintomas de F. equiseti en la semilla de soya. Micelio blanco y pigmentaciones

negras: a. en los tegumentos o cubierta seminal; b. cerca al micrépilo.

o

Signos y sintomas en la semilla de arroz

En semillas de arroz infectadas, se observa una inhibicién completa de la germina-
cion. El micelio del hongo tipo blanquecino recubre la testa de la semilla de forma

irregular y las glumas se ven selladas por efecto del micelio (figura 59).

Patino M

Manuel Alfonso

Figura 59. Signos y sintomas de F. equiseti en la semilla de arroz. Micelio blanquesino

recubriendo la testa de la semilla de forma irregular.
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Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg (1976)

Nombre cientifico del hongo Fusarium verticillioides

Familia: Nectriaceae

Género: Fusarium

Especie: F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg
(epPO, 2001).

Clasificacion taxonémica

Sinonimia Gibberella moniliformis
Nombre comiin Podredumbre de la mazorca y la raiz del maiz
Tipo de hongo contaminante Patégeno

Caracterizacion macroscopica

La colonia de F. verticillioides presenta una colonia con un micelio de color blanco
algodonoso redondeado, con tonalidades purpuras, al envejecer, y bordes radiados
(figura 60).

Fotos: Manuel Alfonso Patino M

Figura 60. Colonias de F. verticillioides aisladas de semillas de maiz. Los cambios en las colora-

ciones de las colonias pueden deberse a factores asociados a sus condiciones de crecimiento, como
edad de la colonia y desarrollo de pigmentos por exposicion a la luz.

Caracterizacion microscopica

En F. verticillioides, se ven largas cadenas de microconidias ovales (figura 61), asi
como elipticas tipo rifdn (Acuiia, 2019); con monofidlides cortas o medias, que se
localizan sobra la hifa de forma fragmentada, y clamidosporas dispuestas en pares o
de forma individual (Macias et al., 2015).
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Fotos: Manuel Alfonso Patino M.

Figura 61. Microconidios de F verticillioides.

Especies vegetales que afecta en semillas

F. verticillioides es un hongo cosmopolita que se puede encontrar de forma natural
en todos los suelos. El hongo llega a infectar plantas y semillas sin provocar sintomas
evidentes y es uno de los mayores productores de fumonisinas (compuestos toxicos
generados y acumulados en la semilla por F. verticillioides y F. proliferatum) que se
conocen (Velluti, 2002). F. verticillioides se encuentra distribuido a nivel mundial y
es aislado frecuentemente de cultivos de maiz, cuya productividad se ve afectada por
este hongo.

Signos y sintomas en la semilla de maiz

F. verticillioides penetra de forma directa el pericarpio y las células de la epidermis
de las raices, tres dias después de que se siembran las semillas infectadas por el pato-
geno. En la semilla de maiz, la infecciéon del hongo se puede observar principalmente
en la base del pedicelo. Ademas, se evidencian marcas blancas del micelio y marcas
rosa similares a un manchado en el grano (figura 62).



Fotos: Manuel Alfonso Patinio M.

Figura 62. Signos y sintomas de F. verticillioides en semilla de maiz. a. Aparicién de moho rosado

en semilla; b. Manchado rosado en la semilla.

Lasiodiplodia pseudotheobromae

Nombre cientifico del hongo Lasiodiplodia pseudotheobromae

Familia: Botryosphaeriaceae
Género: Lasiodiplodia
Especie: L. pseudotheobromae
(eppo, 2021).

Clasificacion taxonomica

Sinonimia no aplica
Nombre comuin Pudricién del fruto
Tipo de hongo contaminante Patégeno

Caracterizacion macroscopica

La colonia de L. pseudotheobromae presenta una colonia con un micelio de color
blanco denso, que se va tornando gris con el paso del tiempo (figura 63). Produce
picnidios negros sobre tejidos colonizados, mas bien redondos, y que contienen una
o mas cavidades. La formacion de conidios es estimulada por una exposicion supe-
rior a las 16 horas a la luz (Picos-Muinoz et al., 2015).
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Foto: Manuel Alfonso Patino M.

Figura 63. Colonia de L. pseudotheobromae aislada de semillas de soya con

formacion escasa de picnidios.

Caracterizacion microscopica

L. pseudotheobromae presenta conidios con el apice y la base redondeados, mas
estrechos en el centro. Se ha reportado que produce un pigmento rosa oscuro (Picos-
Muiioz et al., 2015). Los conidios jovenes son ovales, hialinos y de paredes delgadas
sin septos, mientras que los conidios maduros muestran un color marrén oscuro
(figura 64) y de paredes gruesas con un tabique mediano y estriaciones longitudina-
les (Sedeno, 2021).
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Fotos: Manuel Alfonso Patino M.

Figura 64. Estructuras microscopicas de L. pseudotheobromae. a. Hifas; b. Conidios.

Especies vegetales que afecta en semillas

L. pseudotheobromae es el agente causal de numerosas enfermedades de las plantas
en una amplia variedad de hospedantes. Este hongo ocasiona importantes pérdidas
durante el almacenamiento de los frutos. Se manifiesta causando un ennegrecimiento
superficial alrededor de la base del pedicelo del mango, por ejemplo. Afecta cultivos de
cacao, citricos y café; en papaya produce pudricion del pedanculo (Picos-Muiioz, 2017).

Signos y sintomas en la semilla de soya

En semillas de soyas infectadas se observa una inhibicién completa de la germina-
cion. El micelio del hongo tipo blanquecino, pasando a café oscuro, recubre la testa
de la semilla de forma irregular (figura 65).

Fotos: Manuel Alfonso Patino M.

Figura 65. Afectacion por L. pseudotheobromae en semillas de soya. a. Micelio de L. pseudotheobro-

mae tipo blanquecino, pasando a café oscuro o gris, recubre la testa de la semilla de soya; b. Formacion
de picnidios.
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Lasiodiplodia theobromae

Nombre cientifico del hongo Lasiodiplodia theobromae

Familia: Botryosphaeriaceae
Género: Lasiodiplodia
Especie: L. theobromae
(ePPO, 2002¢).

Clasificacion taxonémica

Sinonimia Botryodiplodia elasticae
Nombre comin Pudricién café de la mazorca y podredumbre negra
Tipo de hongo contaminante Patégeno

Caracterizacion macroscopica

La colonia de L. theobromae presenta una colonia con un micelio denso y de color
blanco algodonoso; a los pocos dias va tornandose de color gris hasta adquirir un
color negro (figura 66).

Fotos Manuel Alfonso Patifo M.

Figura 66. Colonia de L. theobromae aislada de semillas de soya.
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Caracterizacion microscopica

En L. theobromae se pueden ver conidias de forma globosa y elipsoide, de color hia-
lino o incoloras, cuando estan inmaduras, y de color marrén en su madurez, con
pared gruesa de color marrén oscuro a negro (figura 67), caracteristicas morfoldgi-
cas similares a las que describe Hernandez (2021).

Fotos: Manuel Alfonso Patinio M.

Figura 67. Hifas septadas (a) y clamidosporas (b) de L. theobromae.

Especies vegetales que afecta en semillas

L. theobromae es el agente causal de numerosas enfermedades de las plantas en una
amplia variedad de hospedantes. Los cultivos de frutas y hortalizas son particular-
mente susceptibles a la infeccion por este hongo (Picos-Muioz et al., 2014), también
encontramos afectaciones en frutales, cacao, algoddn, frijol, mani, entre otros. Este
hongo se encuentra en la semilla de las variedades de soya evaluadas en el presente
trabajo. Aunque no se ha reportado en semillas de soya, se ha encontrado como
patdégeno en semillas de aguacate (Persea americana Mill.), de acuerdo con Ledén y
Mattos (2016). De igual forma, Mori (2016) ha reportado su presencia en semillas de
frijol (Phaseolus vulgaris L.), en donde el indculo afecta la germinacion de las semi-
llas y genera pudricion oscura.

Signos y sintomas en la semilla de soya

En semillas de soya infectadas se observa una inhibicién completa de la germina-
cion. El micelio del hongo tipo blanquecino recubre la testa de la semilla de forma
irregular y las glumas se ven selladas por efecto del micelio (figura 68).
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Fotos: Manuel Alfonso Patino M.

Figura 68. Signos y sintomas de L. theobromae en semilla de soya. a. Micelio de tipo blanquecino y
negro recubriendo la testa de la semilla de soya de forma irregular; b. Formacién de picnidios.

Penicillium polonicum K. M. Zalessky

Nombre cientifico del hongo Penicillium polonicum K. M. Zalessky

Familia: Trichocomaceae

Género: Penicillium

Especie: P. polonicum K. M. Zalessky
(EPPO, 1996; GBIF, 2021).

Clasificacion taxonomica

Sinonimia Penicillium aurantiogriseum var. Polonicum
Nombre comun Moho azul
Tipo de hongo contaminante Hongo de almacenamiento, saprofito

Caracterizacion macroscopica

Las colonias de P. polonicum en el PDA presentan en su reverso una tonalidad crema
amarrén amarillento (figura 69). Los conidios son de forma globosa y subglobosa de

paredes lisas y en columnas.



106 Manual ilustrado de hongos presentes en semillas de cultivos semestrales: arroz, maiz, soya y sorgo

Foto: Manuel Alfonso Patino M.

Figura 69. Colonia de Penicillium polonicum aislada de semillas de sorgo.

Caracterizacidon microscopica

En P. polonicum se aprecian hifas subsuperficiales con conidiéforos triverticila-
dos en su gran mayoria, aunque presenta algunos biverticilados y tetraverticilados.
Presenta conidias globosas a subglobosas con paredes lisas (figura 70). Las fialides
son en forma de matraz, con métulas cilindricas con conidios de color verde azulado
(Frisvad y Samson, 2004).

Forto: William Giovanny Manzano

Figura 70. Hifas (a) y conidios (b) de Penicillium polonicum.
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Especies vegetales que afecta en semillas

P. polonicum afecta tubérculos de hame y bulbos de cebolla (Duduk et al.,, 2014).
También, estd reportado en trigo, cebada, centeno, avena, arroz, maiz y mani
(Frisvad y Samson, 2004).

Signos y sintomas en la semilla de sorgo

En semillas de sorgo infectadas con P. polonicum se observa micelio de color grisaceo
que invade toda la semilla y afecta el crecimiento normal de la radicula (figura 71).

Foto: William Giovanny Manzano

Figura 71. Signos y sintomas de P. polonicum en semilla germinada

de sorgo. Micelio de color grisaceo invadiendo toda la semilla.

Penicillium sp. Link (1809)

Nombre cientifico del hongo Penicillium sp.

Familia: Trichocomaceae
Género: Penicillium
Especie: Penicillium sp.
(epPO, 1998)

Clasificacion taxonémica

Sinonimia no aplica
Nombre comin Penicillium, moho gris, moho verde

Tipo de hongo contaminante Hongo de almacenamiento, saprofito
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Caracterizacion macroscopica

Las colonias de Penicillium sp. son de crecimiento rapido, de textura filamentosa,
vellosa o pulverulenta de color gris oliva (figura 72).

Foto: Manuel Alfonso Patino M

Figura 72. Colonia de textura pulverulenta de Penicillium sp.
aislada de semillas de maiz.

Caracterizacion microscopica

Los conidios de Penicillium sp. presentan una estructura ramificada similar a un
pincel, terminando en células conidiégenas denominadas fidlides (figura 73). Posee
ramificaciones biverticiladas y triverticiladas. Las hifas alcanzan un didmetro de
2a3um. Las paredes del estipite pueden ser lisas, equinuladas o rugosas. Las paredes
de las fialides son lisas, con forma de anfora o casi cilindricas con la parte apical en
forma de cono. Los conidios son de pared lisa y van de color verde a verde azulado
(Weber, 2004). Métulas y fidlides presentan longitudes similares y los conidios son
abundantes y esféricos (Bonivento y Merlano, 2008).
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Fotos: Manuel Alfonso Patino M.

Figura 73. Conidioforos ramificados de Penicillium sp. a. Aumento 40x; b. Aumento de 100x.

Especies vegetales que afecta en semillas

Penicillium sp. afecta a la soya y es considerado como un hongo tipico de almace-
namiento (Gally, 2006). Otras plantas que pueden ser infectadas por este hongo son
el eucalipto rosado (Eucalyptus grandis) y el pino taeda (Pinus taeda) (Giachino et
al., 2012); también, plantas forrajeras como la mombasa o guinea (Panicum maxi-
mum) y el mijo perenne (P. coloratum) (Alonso, 1998). Penicillium sp. se presenta
en el aji (Capsicum spp.) (Pérez, 2019) y en semillas de mani en fase fenoldgica Ve
(emergencia) (Aleman, 2013); en plantas medicinales como amaranto (Amaranthus
hypochondriacus) (Bernal et al., 2000), en semillas de trigo (Ros et al., 2018), arroz
(Marchio, 2017) y palma de aceite, entre otros (Sanchez, 1990).

Signos y sintomas en la semilla de maiz

Se observa un color amarillento y en el pericarpio rayas visibles (Centro Internacional
de Mejoramiento de Maiz y Trigo [ciMMYT], 2004). En estados avanzados, se eviden-
cia crecimiento de moho color verde azulado en el pericarpio de la semilla (figura 74).



Fotos: Manuel Alfonso Patinio M.

Figura 74. Signos y sintomas de Penicillium sp. en semilla de maiz. Moho de color verde azulado

en el pericarpio de la semilla.

Talaromyces pinophilus Thom, C. (1910)

Familia: Trichocomaceae
Género: Talaromyces

Especie: T. pinophilus Thom, C.
(Riviere, 2010).

Clasificacion taxonomica

Sinonimia Penicillium pinophilum (GBIF, 2011).
Nombre comun No aplica
Tipo de hongo contaminante Hongo saprofito

Caracterizacion macroscopica

La colonia de T. pinophilus en medio de cultivo PpA se caracteriza por presentar
una textura flocosa (ligeramente algodonosa), radialmente surcada, micelio blanco
a amarillo mostaza (figura 75), esporulacion escasa a moderada, area conidial verde
oliva y purpura palido (Peterson y Jurjevi¢, 2019). En el ppa se observan colonias
color verde, escasa conidiogénesis y micelio color blanco en los bordes. Se encuen-
tra que del sustrato surgen hifas aéreas, como lo registra Romero et al. (2020). Este
hongo es reportado como antagonista no contaminante (Romero et al., 2020),
ademds de ser un controlador bioldgico prometedor contra hongos fitopatogenos
(Abdel-Rahim y Abo-Elyousr, 2018).
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Fotos: Manuel Alfonso Patino M.

Figura 75. Colonia de T. pinophilus aislada de semillas de sorgo. Los cambios en las coloraciones
de las colonias pueden deberse a factores asociados a sus condiciones de crecimiento, como edad
de la colonia y desarrollo de pigmentos por exposicion a la luz.

Caracterizacion microscopica

T. pinophilus presenta conididforos lisos que con el tiempo se vuelven rugosos (figura
76); cojinete terminal biverticilado, aunque algunas veces presenta monoverticila-
dos; de 9 a 11 fidlides; conidios con paredes lisas a finamente rugosas, subglobo-
sos, aunque, cuando la espora es grande, los conidios son ampliamente elipsoidales
(Peterson y Jurjevi¢, 2019).

Fotos: Manuel Alfonso Patino M.

Figura 76. Conidioforos ramificados de Talaromyces pinophilus.
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Especies vegetales que afecta en semillas
T. pinophilus esta relacionado con semillas de sorgo, maiz (Peterson y Jurjevi¢, 2019)
y cebada (S. M. Romero et al., 2020). También, esta reportado como un nuevo micro-
parasito de Botrytis (Abdel-Rahim & Abo-Elyousr, 2018).

Signos y sintomas en las semillas de sorgo y maiz

En la semilla germinada, se observa micelio color oliva (figuras 77 y 78) de textura
vellosa (S. M. Romero et al., 2020).

B

Foto: William Giovanny Manzano

L N
Figura 77. Signos y sintomas de T. pinophilus en semilla
germinada de sorgo. Micelio color oliva de textura vellosa recubriendo la semilla.

Fotos: Manuel Alfonso Patinio M.

Figura 78. Signos y sintomas de T. pinophilus en semilla de maiz. Micelio color verde oliva de

textura polvorienta en la semilla.



Capitulo IV Hongos contaminantes identificados en semillas de arroz, maiz, sorgo y soya 113

Phoma sorghina (Sacc.) Boerema, Dorenb. & Kesteren

(1973)

Nombre cientifico del hongo Phoma sorghina

Clasificacion taxonomica

Sinonimia

Nombre comun

Tipo de hongo contaminante

Familia: Didymellaceae
Género: Phoma
Especie: P. sorghina (Sacc.) Boerema, Dorenb. & Kesteren

Eriosphaeria sacchari

Leptosphaeria sacchari
Leptosphaeria spegazzinii
Leptosphaeria spegazzinii var. Minor
Leptosphaeria spegazzinii var. Spegazzinii
Phaeosphaeria sacchari

Phoma anullata

Phoma glumicola

Phoma sorghina

Phyllosticta glumicola

Phyllosticta sacchari

Phyllosticta saccharicola

Phyllosticta sorghina

Phoma, manchado del grano del arroz

Patégeno

Caracterizacion macroscopica

P. sorghina muestra una colonia redondeada con bordes radiados o lanosos, color

gris a verde oscuro, y elevacion crateriforme de textura aterciopelada (figura 79).

Figura 79. Colonia verde oscuro de textura aterciopelada

de P. sorghina aislada de semillas de arroz.
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Caracterizacion microscopica

P. sorghina presenta una formacion de cadena de clamidosporas alternaroides y cla-
midosporas botrioides. Clamidosporas pseudoparenquimatosas y cadenas de clami-
dosporas unicelulares (figura 80).

Fotos: Manuel Alfonso Patifio M.

Figura 80. Clamidosporas alternaroides (a) y botrioides (b) de P. sorghina.

Especies vegetales que afecta en semillas

P. sorghina se reporta como patégeno en cultivos de cafia de azucar (Saccharum
officinarum), trigo (Triticum aestivum) y sorgo (Sorghum bicolor), donde ocasiona
mancha foliar (Perellé y Moreno, 2005). En cultivos de arroz (Oryza sativa) es trans-
mitido por las semillas y el suelo, y genera lesiones acuosas y pudricion en la espigui-
lla (figura 81). Puede afectar otros hospederos alternos como especies de los géneros
Acacia, Aloe, Citrus'y Eucalyptus (Pérez y Chamorro, 2012).

Signos y sintomas en la semilla de arroz

P. sorghina genera lesiones acuosas, que luego aumentan de tamano y forman man-
chas oblongas o irregulares con margenes de color marrén oscuro o rojizo, estas se

extienden desde la extremidad apical a toda la semilla (figura 81).
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Figura 81. Signos y sintomas de P. sorghina en semilla de arroz. Manchas de color marrén rojizo

creciendo desde la extremidad apical y extendiéndose a toda la semilla.

Rhizoctonia solani J. G.Kiihn (1858)

Nombre cientifico del hongo Rhizoctonia solani

Clasificacion taxon6mica

Sinonimia

Nombre comin

Tipo de hongo contaminante

Familia: Ceratobasidiaceae
Género: Rhizoctonia
Especie: R. solani J. G.Kithn
(ePPO, 2002d)

Botryobasidium solani (Prillieux & Delacroix) Donk
Ceratobasidium filamentosum (Patouillard) Olive
Ceratobasidium solani (Prillieux & Delacroix) Pilat
Corticium areolatum Stahel

Corticium praticola Kotila

Corticium solani (Prillieux & Delacroix), Bourdot & Galzin
Corticium vagum Briosi & Cavara

Hypochnus aderholdii Koloschina

Pellicularia filamentosa (Patouillard) Rogers
Rhizoctonia aderholdii (Ruhl) Koloschina
Rhizoctonia macrosclerotia J. Matz

Rhizoctonia microsclerotia J. Matz

Thanatephorus cucumeris (A.B. Frank) Donk
Thanatephorus praticola (Kotila) Flentje

(EPPO, 2002d).

Anublo de la vaina, mancha de la vaina

Patégeno

Caracterizacion macroscopica

Fotos: Manuel Alfonso Patino M.

Las colonias de R. solani son redondeadas, presentan borde lanoso y elevacion delgada.

Son no esporulantes, incoloras en etapa juvenil y de color café cuando maduran, con
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formacion de esclerocios redondos, duros, de color café a negro; muestran un diame-
tro aproximado de 2 mm en medio de cultivo agar papa dextrosa (ppa) (figura 82).

Fotos: Manuel Alfonso Patino M.

Figura 82. Colonia de R. solani aislada de semillas de arroz.

Caracterizacion microscopica

R. solani se caracteriza por presentar hifas septadas jovenes, ramificadas en angulos
rectos cercanos al septo distal, que tienen una relacién grosor-longitud 5:1. Estas
hifas muestran la formacion de un septo de la ramificacion cerca del punto de origen
(figura 83).

Fotos: Manuel Alfonso Patinio M.

Figura 83. Hifas septadas jovenes ramificadas en dangulos rectos cercanos al septo distal de R.

solani.
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Especies vegetales que afecta en semillas

R. solani es un patéogeno ampliamente distribuido en todo el mundo. Este hongo es
el causante de pérdidas econdmicas de gran magnitud en la mayoria de los cultivos
anuales y perennes, incluyendo un gran porcentaje de cultivos horticolas. Puede lle-
gar a afectar un amplio rango de hospedantes pertenecientes a cerca de 32 familias y
188 géneros (Srinivasachary et al., 2011).

Signos y sintomas en la semilla de arroz

En semilla germinada, usualmente se observan lesiones irregulares de color marrén
en la radicula (figura 84). Sobre las lesiones se forman los esclerocios. Usualmente,

este patdgeno genera estrangulamiento en la base del tallo y pudricion de las raices
(Arcos y Zuiiga, 2015).

Fotos: Manuel Alfonso Patino M.

Figura 84. Lesiones marrones y pudricion en radicula de arroz por R. solani.



Consideraciones finales

Para asegurar la calidad sanitaria de la semilla, resulta fundamental determinar el
grado de patogenicidad de los aislamientos con mayor prevalencia que afectan direc-
tamente su capacidad de germinacién. En ese mismo sentido, se requiere llevar a
cabo estudios sobre la epidemiologia de las enfermedades transmitidas por semilla
para obtener informacion valiosa que permita implementar estrategias efectivas de
prevencion y control.

El éxito del andlisis de la calidad sanitaria esta en funcién del conocimiento de las
fases de produccion de semilla de cada una de las especies trabajadas en este docu-
mento y la identificacion de las etapas en las cuales puede haber presencia de los
hongos contaminantes. La verificacion del estado sanitario de las semillas almace-
nadas es una medida importante para mantener y asegurar la calidad de los lotes.
Mediante las pruebas de sanidad, se pueden detectar diversos hongos contaminan-
tes, que son transmitidos por semilla o que afectan su desempeno fisiologico en tér-
minos de germinacion y vigor. La presencia de los hongos patégenos de los géneros
Fusarium, Diaporthe, Aspergillus y Curvularia en la semilla almacenada puede redu-
cir considerablemente su poder germinativo y aumentar el nivel de deterioro de las
membranas celulares. Por ello, es imprescindible garantizar las condiciones idoneas
de temperatura y humedad relativa para la conservacion de las semillas, de modo
que se evite la proliferacion de los hongos y se disminuya el riesgo de transmisioén de
patdgenos a los cultivos.

Finalmente, cabe sefalar que esta gufa brinda informacién significativa para la
deteccion, reconocimiento y caracterizacion de hongos contaminantes identificados
en semillas de arroz de secano, maiz, sorgo y soya, no obstante, es posible que se
reporten nuevos patogenos que puedan afectar la calidad de estas semillas.



Glosario

Ascas: Célula sexual productora de esporas en los hongos.

Ascospora: Espora contenida en un asca.

Asperulados: Que presenta superficie dspera o rugosa.

Botrioide: Estructura u érgano dispuesto o agrupado en forma de racimo.
Clamidospora: Tipo de esporas de los hongos con capacidad de sobrevivir en condi-
ciones adversas con paredes gruesas.

Colonia: Conjunto de hifas, que a nivel macroscdpico se ve como una masa cremosa,
algodonosa, vellosa, etc.

Conidio: Esporas asexuales externas que se forman en el extremo de un filamento
o hifa.

Conididforo: estructura pequena y especializada en la produccion asexual de miles
de esporas o conidios.

Elipsoidal: Que presenta una superficie curva y cerrada donde tres de sus secciones
ortogonales son elipticas.

Equinulado: Estructura provista de proyecciones rigidas o punzantes en forma de
espina o aguijones.

Esclerocio: Masa compacta de micelio endurecido que contiene reservas alimenticias.
Esporulacion: Formacion y liberacién de una o varias esporas.

Estroma: Estructura dura tipo lefioso que puede almacenar en su interior peritecios.
Filiforme: Con forma o apariencia de hilo.

Fragmoconidios: Conidios con septos transversales.

Fragmospora: Espora que tiene dos o mds septos.

Hifa: Trozo de micelio.

Macroconidio: Esporas asexuales de gran tamao pluricelular y polimorfa.
Métula: Estructura ramificada y corta, que surge de un conidiéforo, y a partir de la
cual se generan otras estructuras especializadas como conidios.
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Micelio: Estructura de los hongos de apariencia similar a una raiz. Conjunto de fila-
mentos ramificados y de textura como de hilo.

Microconidio: Esporas asexuales de tamano reducido unicelular de diferentes for-
mas, generalmente en forma de cadenas.

Micotoxina: Metabolitos secundarios toxicos, de composicion variada producidos
por hongos.

Peritecio: Estructura que presenta forma esférica, propia de organismos pertene-
cientes a la division Ascomycota, y en el interior de la cual se producen las ascas.
Picnidio: Tipo de estructura asexual de reproducciéon presente en algunos tipos de
hongos.

Politrética: Hace referencia a la morfologia de las esporas que presentan mas de dos
células dispuestas en cadena o en fila.

Pseudoparenquimatosas: Apariencia o estructura que se asemeja al parénquima.
Saprofito: Organismo que vive sobre materia organica en descomposicion y se ali-
menta de ella.

Septo: Término usado para referirse a la separacion en las hifas o esporas que pre-
senta un poro.

Subhialina: Hongo de bajo o escaso color o bajo pigmento.

Uniseriado: Dispuesto en una sola serie o fila.

Verticilado: Que esta agrupado en verticilos (en conjunto).

Verticilo: Grupo de érganos que se agrupan o nacen al mismo nivel y alrededor de
un eje.

Vesicula: Estructura globular que se forma en el extremo de la métula y en la cual se
desarrollan los conidios de forma interna.
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