DETERMINACION DE HONGOS INTERNOS, PRESENTES EN LA
SEMILLA DE POROTO'

Identification of internal fungi, present in bean seeds

Jorge Nitsche M.? y Claudio Cafati K.2

period.

SUMMARY
Seed samples of bean cultivars currently grown in Chile were harvested from fields in commercial
farms and experimental stations (INIA), located between the Metropolitan Region and the VIl Re-

gion, at different phenological periods of the crop: 15, 30 and 45 days after physiological maturity.

The seed internal fungi were subjected to in vitro and paper towel analyses and their counts were
recorded. The isolated fungi were used in pathogenicity tests.

Results showed excellent sanitary conditions of the seeds, specially in samples of the second harvest
The isolated fungi, that demonstrated to be pathogens on beans, were: Rhizopus stolonifer Lind,
Rhizoctonia solani Kuhn, Botrytis cinerea Pers.; and Fusarium oxysporum Schlecht.

Some saprophytic fungi genera were also isolated; Alternaria, Stemphylium, Aspergillus, Penicillium,
Epicoccum, Sclerotium, Macrophomina, Helminthosporium and Chaetomium.

INTRODUCCION

Aproximadamente el 500/0 de os agentes causantes
de las enfermedades mds importantes del cultivo del
poroto pueden ir dentro de la semillay, por lo tanto,
éstas pueden constituir un significativo medio de dise-
minacion, asi como una fuente de indculo primario
de estas enfermedades (Ellis y Galvez, 1980).

Por otra parte, uno de los principales problemas de es-
te cultivo es el ataque de diversas especies de hongos,
que causan desde pudriciones en la semilla hasta la
muerte de plantas adultas. Numerosos investigadores
(Baker, 1972; Choriny Halfon—Meiri, 1962; Dhingra,
1978; Ellis, Gélvez y Sinclair, 1976a, by c¢; Prasad,
1979) revelan que la mayoria de estos hongos patoge-
nos pueden infectar internamente a la semilla.

! Recepcidn de originales: 8 de agosto de 1984,
Parte de la tesis presentada por el primer autor, para optar
al grado de Licenciado en Ciencias Agricolas de la Escuela
de Agronomia de la U. de Chile. Profesor Gufa: Claudio
Cafati K. (segundo autor). ’ )

2 Estacion Experimental La Platina (INIA), Casilla 5427, San-
tiago, Chile.

La mayor parte de los hongos alojados en el interior
de la semilla se encuentra dentro de la testa, registran-
dose relativamente pocas infecciones en el cotiledén o
en el embrién (Bolkan, R. de Silva y Cupertino, 1976).
Especies del género Fusarium se concentran en el inte-
gumento superficial, hilum y cotiledones (Diaz,1970).

Otros hongos saproéfitos, de los géneros Aspergillus,
Mucor, Penicillium, Rhizopus, Alternaria y Stemphy-
lium, se encuentran en la mayoria de los casos en el
integumento superficial {Bolkan y otros, 1976; Diaz,
1970).

Macrophomina phaseoli se localiza en cotiledones vy
embriones; Rhizoctonia solani se encuentra con ma-
yor frecuencia en lesiones externas o cotiledonares
(Draz, 1970).

Debido a gue muchos de estos hongos han sido deter-
minados en Chile (Mujicay Vergara, 1980) y causan
dafio al cultivo del poroto, el presente estudio tuvo
por objeto:

1. Obtener antecedentes sobre la presencia de hongos
patogenos en el interior de la semilla de poroto,
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producida bajo condiciones normales de cultivo en el
pais;y

2. Precisar posibles factores de variacion de esta con-

taminacion interna, por medio de un andlisis des-
criptivo de muestras de semillas de poroto obtenidas
en Chile.

MATERIALES Y METODOS

Los andlisis se realizaron en los laboratorios e inverna-
deros de la Estacion Experimental La Platina (INIA)
y en el laboratorio de semillas de la Escuela de Agro-
nomia de la U. de Chile.
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Las 35 muestras de semillas se obtuvieron en cultivos
comerciales de poroto y en siembras realizadas en es-
taciones experimentales del INIA, a lo largo del Llano
Central, desde la Region Metropolitana hasta la Re-
gion del Biobio, entre los meses de enero v abrif de
1982 (Cuadro 1). Cada variedad fue muestreada en
tres épocas.

— La época | (15 dias después de la madurez fisiol 6-
gica del cultivo) coincide con el momento en que
el grano presenta un contenido de humedad ade-
cuado para su cosecha (15 — 169/0).

CUADRO 1. Descripcion de los cultivos de poroto muestreados

TABLE 1. Description of the bean crops sampled

Region Muestra Variedad Ha!"tf’ de Ubicacion del Cultivo
No crecimiento
Metropolitana
1 Orfeo INIA Tipo Il La Platina (Santiago)
2 Tértola Diana Tipo HI La Platina {SantiagoQ
3 Apolo Tipo | La Platina (Santiago)
4 Negro Argel Tipo H La Platina {Santiago)
5 Arroz—3 Tipo 11 La Granja (Santiago)
6 Coscorrén Tuniche Tipo I} La Granja (Santiago)
Sexta
7 Coscorrén Tuniche Tipo I San Francisco de Mostazal
8 Tortola INTA Tipo 1 Graneros
9 Tértola Tipo {1 Graneros
10 Tértola Diana Tipo i1 Olivar Alto {Rancagua)
11 Negro Argel Tipo 11 Olivar Alto (Rancagua)
12 Apolo Tipo | Oflivar Alto (Rancagua)
13 Francisca Tipo | Rosario
14 Cristal Bayo Tipo | Rosario
15 Apolo Tipo 1 Rosario
16 Orfea INIA Tipo I} San Fernando
17 Coscorron Tipo 1 Chimbarongo
18 Arroz—3 Tipo I Chimbarongo
19 Negro Argel Tipo Il Chimbarongo
20 Toértola Tipo i1l Chimbarongo
Septima
21 Tortola Diana Tipo tH Teno
22 Tértola INTA Tipo IH Teno
23 Negro Argel Tipo 11 Linares
Octava
24 Blanco INIA Tipo | Cato (Chillan)
25 Seaway Tipo | Cato (Chillén)
26 Arroz—3 Tipo 11 Cato (Chilian)
27 Apolo Tipo | Cato (Chillan})
28 Tértola Tipo 1 Cato (Chillan)
29 Tortola Diana Tipo 11 Cato (Chillan)
30 Tértola INIA Tipo 111 Cato (Chilldn)
31 Hallados Alemanes 114 Tipo | Cato (Chillan)
32 Orfeo INIA Tipo 11 Cato (Chiltdn)
33 Negro Argel Tipo I Cato (Chillan)
34 Red Mexican Tipo 1l Cato (Chillan)
Tipo | Cato (Chilldn)

35 Redkloud
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— La época Il (30 dias después de la madurez fisiolo-
gica del cultivo) corresponde al momento en que
generalmente se cosecha el poroto, en un cultivo
tradicional en Chile.

— La época 1l (45 dias después de la madurez fisio-
l6gica del cultivo) representa una cosecha tardfa,
comun en nuestros campos, donde el poroto queda
mucho tiempo en el terreno, expuesto a contami-
naciones.

Se definié como madurez fisiologica del cultivo el
momento en que el 909/o de las vainas en una pobla-
cion ha cambiado de color verde a color amarillo, En
esta etapa, el llenado de las vainas estd practicamente
concluido y queda determinado el rendimiento final
(Bascur, 1981).

Cada muestra estuvo fromada por los granos limpios
y sin dafios visibles, producto de 200 vainas recolecta-
das en un total de 100 plantas (dos vainas por planta),
escogidas aleatoriamente de la totalidad de la drea cul-
tivada. Para uniformar la altura de obtenciéon de las
vainas, entre cultivares, se recolectaron aquéllas desa-
rrolladas en la parte mas baja de la planta, que no es-
taban en contacto con el suelo.

Analisis de las muestras: Cada muestra se dividioé en
dos submuestras: 25 semillas destinadas al andlisis in
vitro y 50 semillas destinadas al andlisis en papel se-
cante corrugado. Para lograr la aislacién de hongos
presentes en el interior de las semillas, se siguié el mé-
todo de desinfeccion propuesto por Ellis y otros
{1976b), utilizando una solucion de hipoclorito de so-
dio (2,50/0) durante 2,5 min vy, luego, alcohol etilico
al 709/0, por 2 min.

Andélisis in vitro: Cada submuestra de 25 semillas y
previamente desinfectada externamente, se sembrd en
cinco placas Petri con ADP (agar—papa—dextrosa)
mas &cido l4ctico, hasta llegar a un pH de 5,b. Estas
placas se incubaron en estufa de cultivoa 240 C,

Los hongos desarrollados a partir de cada semilla, se
aislaron e identificaron hasta el nivel de género. Se
contabilizd el porcentaje de granos contaminados, en
total y por cada género de hongos.

Anélisis en papel secante corrugado: Las 50 semillas
de cada muestra, desinfectadas externamente, se sem-
braron en bandejas plasticas, con papel secante corru-
gado mojado a saturacion con agua destilada estéril.

Las bandejas se ubicaron en cdmaras himedas a 240 C,

Los recuentos vy aislaciones se realizaron cuando las
plantas tenfan sus hojas primarias completamente de-
sarrolladas.

Se contabilizaron los porcentajes de semillas germina-
das que dieron origen a plantulas sanas y normales, es
decir, que no presentaban sintomas o signos que evi-
denciaran la presencia de hongos ni dafios o malfor-
maciones, en ninguna de sus estructuras. Ademas, se
contabilizaron los porcentajes totales de plantulas ata-
cadas vy los de plantulas atacadas por cada género de
hongos.

Pruebas de Patogenicidad: Se probé la patogenicidad
de las aislaciones obtenidas en |os anédlisis in vitro v en
papel secante corrugado.

Cada aislacion se multiplicd en avena, para luego ino-
cular tres vasos con arena estéril, en cada uno de los
cuales se sembraon 15 semillas de poroto cv. Térto-
la—INIA. Previamente, la semilla se desinfect6 por in-
mersion en agua a 550 C por 10 minutos. En la misma
forma se sembré un testigo, con avena sin inocular.

Las aislaciones mds virulentes se enviaron a identificar
al Commonwealth Mycological Institute (Londres).

RESULTADOS Y DISCUSION

Como se puede apreciar en las figuras 1y 2, no se en-
contraron diferencias claras en la contaminacién in-
terna de las semillas entre las distintas regiones anali-
zadas. Solamente en el andlisis in vitro, en la primera
época de muestreo, tienden a aumentar los porcenta-
jes de contaminacion en la Region del Biobio (VIII);
esto no se reflejé de igual forma en el andlisis en pa-
pel secante corrugado.

Los porcentajes de contaminacion obtenidos in vitro
fueron siempre mayores que aquéllos obtenidos en
papel. Esto se debid a que en el primer método las se-
millas se ubican en un medio nutritivo, sobre el cual
pueden desarrollarse fécilmente los hongos, en su ma-
yorfa sapréfitos; en el andlisis en papel, no existe este
medio nutritivo, disminuyendo enormemente la recu-
peracion de hongos, sobre todo sapréfitos, que no se
desarrollan bajo estas condiciones.

En los cuadros 2 y 3 se exponen las frecuencias de ob-
tencion de los distintos niveles (0/o0) de contamina-
cion interna por hongos; se puede apreciar que la se-
milla producida en Chile tiene niveles de contamina-
¢ibn interna extraordinariamente bajos, en general.

El andlisis in vitro mostré que alrededor del 800/0 de
las muestras presentaban porcentajes de contamina-
cion interna menores al 89/oy alrededor del 400/0 de
ellos estaban completamente libres de hongos en su
interior (Cuadro 2). El anélisis en papel secante corru-
gado, que por sus caracteristicas tiende a favorecer la
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FIGURA 1. Andlisis in vitro. Porcentajes de semillas de poroto contaminadas internamente por hongos.

FIGURE 1. In vitro Analysis. Percentages of bean seeds internally contaminated by fungi.
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FIGURA 2. Andlisis en papel secante corrugado. Porcentajes de semillas de poroto contaminadas internamente por hongos.

FIGURE 2. Analysis in corrugated blotting paper. Percentages of bean seeds internally contaminated by fungi.
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recuperacion de hongos patdgenos y dificulta el desa-
rrollo de los saprofitos, indicod que entre el b0 y 800/0
de las muestras estaban completamente libres de con-
taminaciones internas de la semilla (Cuadro 3).

Por otra parte, se encontraron diferencias claras en los
porcentajes de contaminacion interna de la semilla, al
variar la época de cosecha. En la época Il] (tardia),
aumenta el nimero de muestras que se ubican en los
porcentajes mds altos de contaminacion. En cambio,
en las épocas | (temprana) y || (normal), las muestras
tienden a concentrarse en los porcentajes mds bajos
de contaminacion.

Con los dos tipos de analisis, el mayor nimero de
muestras sin contaminacién se encontrd en la época
|1. Esto pudo deberse a que el grano alcanzd meno-
res porcentajes de humedad que en la época |, lo que
dificultd la penetracion de hongos a la semillay afec-
t6 la viabilidad de los que ya estdn en su interior. En

la época 111, aumentd la incidencia de precipitaciones,
1o que facilitd la contaminacion por hongos.

Los porcentajes de germinacion promedios fueron de
96,7; 97,1 v 94,80/0, en las épocas I, I, y I, respec-
tivamente. Los mas bajos encontrados fueron: 920/o,
en la muestra NO 20 de la época |, 920/0 en las mues-
tras NOs 9y 21 de la época |1, y 720/0 en la muestra
NO 17 de la época |1, Estos resultados comprueban
las excelentes condiciones en que se encuentra en Chi-
le la semilla de poroto al momento de la cosecha, so-
bre todo si se tiene el cuidado de no dejar el granoun
tiempo excesivo en el campo, expuesto a precipitacio-
nes y a variaciones en su porcentaje de humedad.

En los cuadros 4 y 5 se expone el niimero de aislacio-
nes patdgenas v total de cada género de hongos, en
los andlisis in vitro y en papel secante corrugado, res-
pectivamente,

CUADRO 2. Analisis in vitro. Frecuencia de porcentajes de contaminacion interna, por
hongos, en 35 muestras de poroto recolectadas entre la Region Metropolitana y la VIII,
en tres épocas de muestreo

TABLE 2. /n vitro analysis. Frequency of different percentages of internal fungi contamination in 35
bean samples, collected between the Metropolitan and Vil Regions, in three sampling periods

. EPOCA | EPOCAII EPOCA I

Contaminacion T T e—

{9/0) No %/o Ne - O/o No %/o

0 15 429 17 48,6 12 34,3

4-8 15 42,9 14 .. 40,0 12 34,3

12—16 0 0.0 3 8,5 8 22,8

>20 5 14,2 1 29 3 8,6

TOTAL 35 100,0 35 100,0 35 100,0

CUADRGO 3. Analisis en papel secante corrugado. Frecuencia de porcentajes de
contaminacion interna por hongos, en 35 muestras de poroto recolectadas entre la Region
Metropolitana y la Viil, en tres épocas de muestreo

TABLE 3. Analysis in corrugated blotting paper. Frequency of different percentages of internal fungi
contamination in 35 bean samples, collected between the Metropolitan and VII| Regions in
three sampling periods

., EPOCA | EPOCA 1! EPOCA Iil
Contaminacion _— —— ———
(%/o} No %/o No %/o0 No %o
0 24 68,5 28 80,0 17 48,6
2—4 10 28,6 6 171 11 31,4
6—8 1 29 1 29 5 14,3
210 0 0.0 0 0,0 2 5,7
TOTAL 35 100,0 35 100,0 35 100,0
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CUADRO 4. Andlisis /n vitro. Aislaciones patogenas y totales, obtenidas en 35 muestras
de poroto recolectadas entre la Region Metropolitana y la V11l Region en tres
épocas de muestreo

TABLE 4. /n vitro analysis. Pathogenic and total isolations obtained from 35 bean samples coliected
between the Metropolitan and V111 Regions, in three sampling periods

Total Aislaciones Porcentaje

Género aislaciones patégenas patogenas
Alternaria 52 0 00
Stemphylium 29 0 0,0
Rhizoctonia 13 11 84,6
Botrytis 9 9 100,0
Rhizopus 12 9 75,0
Penicillium 10 0 00
Aspergillus 8 0 0,0
Epicoccum 5 0 0.0
Sclerotium 2 0 0,0
Helminthosporium 1 0 0,0
Macrophomina 1 0 00
Chaetomium 1 0 0,0
TOTAL 151 29 19,2

CUADRO 5. Andlisis en papel secante corrugado. Aislaciones patdgenas y totales,
obtenidas en 35 muestras de poroto recolectadas entre la Region Metropolitanay la VIII
Regién, en tres épocas de muestreo

TABLE 5. Analysis in corrugated blotting paper. Pathogenic and total isolations obtained from 35
bean samples collected between the Metropolitan and V| Region, in three sampling periods

Total Aislaciones Porcentaje

Género aislaciones patbgenas patogenas
Rhizopus 24 16 66,7
Alternaria 23 0 0.0
' Fusarium 10 4 40,0
¥ Rhizoctonia 6 6 100,0
Stemphylium 6 0 0,0
Botrytis 4 4 1000
TOTAL 73 30 41,0

In vitro, sblo demostraron ser patdgenas aislaciones
de Botrytis, Rhizoctonia y Rhizopus.

En papel secante corrugado, cuatro géneros mostraron
patogenicidad al poroto; Alternaria y Stemphylium
resultaron completamente inocuos.

Estos dos UGltimos géneros tienen la particularidad de
contaminar la testa de la semilla y pueden desarrollar-
se sobre ella, sin causar dafio a la semilla en germina-
cion, cuando existen condiciones de alta humedad y
temperatura. De aqui el gran nimero de aislaciones
de estos géneros obtenidos en los dos tipos de andlisis.

In vitro, muchos hongos patbgenos son enmascarados
o inhibidos en su desarrollo por el crecimiento violen-
to de los saprofitos, que aprovechan en mejor forma
las sustancias nutritivas del medio. El andlisis en papel
tiende a favorecer el desarrollo dé hongos patdgenos,
capaces de penetrar y utilizar los tejidos vegetales vi-
vos como sustrato (Cuadros 4 v b).

Es importante hacer notar el elevado niimero de aisla-
ciones y la patogenicidad que mostraron Rhizopus y
Botrytis, en relacion a los otros géneros. Hasta la fe-
cha, no existian referencias en Chile de que estos gé-
neros estuvieran causando dafios a las semillas y plan-
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tulas de poroto (Mujica y Vergara, 1980), aun cuando
numerosos investigadores {os citan como contaminan-
tes internos de las semillas, (Bolkan y otros, 1976;
Ellis y Galvez, 1980; Ellis y otros, 1976a y b; Prasad,
1979}

Las aislaciones patdgenas del género Rhizopus corres-
pondieron a R. stolonifer Lind (C.M.l.). Este hongo
causo pudriciones himedas del hipocotilo y yema ter-
minal de las plantulas, que redujeron al 500/0 el por-
centaje de emergencia en las aislaciones mas virulen-
tas. Las plantas que no alcanzaron a ser atacadas antes
de emerger, no presentaron, posteriormente, ningin
tipo de dafio en su parte aérea o radicular.

Las aislaciones del género Botrytis correspondieron a
B. cinerea; Pers (C.M.l.) vy se caracterizaron por ser
todas patogenas a las semillas y pldntulas. Esto no ocu-
rrid con los géneros Rhizoctonia, Fusarium y Rhizo-
pus, enlos cuales existieron aislaciones no patogenas.

Botrytis cinerea causd muerte de pre y post emergen-
cia. El sintoma tipico en las plantulas fue una pudri-
cion himeda, localizada en el hipocotilo, inmediata-
mente bajo los cotiledones. También hubo pudricio-
nes del dpice y de las hojas primarias. Sobre las pudri-
ciones, se desarrollaron abundantes conidios de color
gris y aspectos pulverulento.

Las aislaciones patbgenas de Rhizoctonia correspon-
dieron a R. solani Kuhn {C.M.l.} y causaron muerte
de pre y post emergencia. En aquellas plantas gue no
murieron, se encontraron en los tallos chancros de di-
versos tamafios y bordes bien definidos, de color ca-
fé—rojizo.

Las aislaciones patdgenas del género Fusarium corres-
pondierona F. oxysporum Schlecht v causarcon atraso
en la emergencia, muerte de pre y post emergencia,
muerte de raicillas y dafios en el cuello vy raiz princi-
pal de las plantas. Esta especie no habia sido descrita
en Chile como patdgena del poroto.

CONCLUSIONES

1. No existen variaciones claras en la contaminacion

interna de la semilla de poroto, al avanzar desde la
Region Metropolitana a la del Biobfo (VIIil). Desgra-
ciadamente, en el afio en estudio, la VIil Region pre-
sentd una precipitacién bajo lo normal durante la
época de cultivo, lo que pudo incidir en una disminu-
cion de las contaminaciones de las muestras prove-
nientes de ella.

2. Los niveles de contaminacion interna de la semilla
son extremadamente bajos en Chile, y estan consti-
tuidos principalmente por hongos no patogenos a las
semillas o plantulas de poroto, lo que se traduce en
elevados procentajes de germinacion de aquéllas.

3. La Il época de cosecha (45 dias después de la ma-

durez fisioldgica del cultivo), mostré aumentos en
los porcentajes de contaminacion interna por hongos.
No existieron diferencias claras entre la | y || época
de cosecha (15 y 30 dfas después de la madurez fisio-
logica del cultivo, respectivamente).

4, Los géneros de hongos que presentaron aislaciones
patdgenas fueron: Rhizoctonia, Rhizopus, Botry-
tis v Fusarium. Ademds, se realizaron aistaciones sa-
profitas de los géneros Alternaria, Stemphylium, Peni-
cillium, Aspergillus, Epicoccum, Sclerotium, Helmin-
thosporium, Macrophomina y Chaetomium.

5. Las aislaciones patdgenas correspondieron a !os

hongos Rhizoctonia solani Kuhn; Rhizopus stolo-
nifer Lind; Botrytis cinerea Pers.y Fusarium oxyspo-
rum Schlecht.

6. El andlisis in vitro favorece el desarrollo y facilita
la aislacion de los hongos sapréfitos que se encuen-
tran en el interior de la semilla.

7. El andlisis en papel secante corrugado dificuita el

desarrolio de la mayoria de los hongos sapréfitos
y facilita la aislacion de hongos patégenos, desde se-
millas o pldntulas atacadas.
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RESUMEN

Se analizaron muestras de semillas de poroto, de va-
riedades cultivadas actualmente en Chile, para detec-
tar la presencia de hongos patdgenos en su interior.

Las muestras se obtuvieron en cultivos comerciales y
siembras en estaciones experimentales del INIA, entre
la Region Metropolitana v la del Biobio (VII1), en
tres épocas de cosecha: 15, 30 y 45 dfas después de la
madurez fisioldgica del cultivo.

Se realizaron andlisis in vitro vy en papel secante corru-
gado, para contabilizar y aislar los hongos presentes
en el interior de las semillas. Con estas aislaciones, se
realizaron pruebas de patogenicidad.

Los andlisis mostraron una extraordinaria sanidad de
las semillas, sobre todo en los muestreos correspon-
dientes a la segunda época de cosecha.

Los hongos aislados, que resultaron patogenos al po-
roto, fueron: Rhizopus stolonifer Lind, Rhizoctonia
solani Kuhn, Botrytis cinerea Pers. y Fusarium oxys-
porum Schlecht. Ademds, se obtuvo un bajo ndimero
de aislaciones saprofitas, de los géneros Alternaria,
Stemphylium, Aspergillus, Penicillium, Epicoccum,
Sclerotium, Macrophomina, Helminthosporium vy
Chaetomium.
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