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RESUMEN

Se caracterizaron microorganismos flingicos, presentes en semillas de Araza (Eugenia stipitata),
provenientes de cultivos ubicados en el departamento del Caqueta. Se determind el porcentaje de humedad
y germinacion de las semillas. Se establecié una relacion de los agentes patégenos para las primeras
etapas de crecimiento y desarrollo de la planta. Se identificaron dieciséis (16) géneros de hongos, de los
cuales dos presentaron micelio estéril. Siete de los microorganismos flingicos resultaron ser reconocidos
patégenos de plantas, seis saprofitos facultativos (los cuales en condiciones de estrés pueden llegar a
ser patdgenos) y uno de caracter antagonista. Se obtuvo un porcentaje de humedad en las semillas del
12.6 % y la tasa de germinacién para semillas sometidas a desinfeccién fue del 11%, corroborando
reportes anteriores sobre su recalcitrancia.

PALABRAS CLAVES: patogenos, recalcitrancia, saprofitos, semillas.
SUMMARY

Fungal microorganisms present in Amazon peach (Eugenia stipitata) seeds from crops (locally known as
araza) being grown in the Caqueta department were characterised. Humidity and seed germination per-
centages were determined. An account was made of pathogenous agents for the first stages of plant
growth and development. Sixteen fungal genera were identified, two of them presenting sterile mycelia.
Seven of the fungal microorganisms were recognised as being plant pathogens, six facultative saprophytes
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(which could become pathogens in conditions of stress) and one of them an antagonist. 12.6% humidity
was obtained in seeds and 11% germination rate in disinfected seeds, thereby corroborating previous

reports about their recalcitrance.

Key words: pathogen, recalcitrance, saprophyte, seed.

INTRODUCCION

El Araza, (Eugenia stipitata) perteneciente a la fa-
milia Myrtaceae, es un arbusto arborescente
originario probablemente de la Amazonia peruana
(Mc. Vaugh, 1956). Se encuentra en estado silvestre
y se presume que su domesticacién comenzé en
el occidente de la Amazonia (Filgueiras et al.,
2002). En Brasil y Pert los cultivos son extensos,
pero sigue siendo parte de la agricultura tradicional
de la regién (Giacometti y Lleras, 1992). Su
tecnificacion es escasa, encontrando que Ecuador
y Colombia, poseen cultivos de poca extension.
En Colombia, los cultivos se reducen a muy pocas
regiones de los departamentos de Caquetd,
Amazonas, Putumayo (Barrera et al., 2001) y
recientemente se esta incorporando a regiones del
Tolima y Valle del Cauca.

En estado silvestre presenta porte erecto
alcanzando los 20 m de altura y al rededor de 6 m
en plantaciones agricolas (Falcao et al., 1988). Se
adapta a suelos pobres y acidos, de clima tropical
y subtropical (Giacometti y Lleras, 1999). Posee
hojas elipticas opuestas con apice acuminado y
base obtusa a redondeada. Las flores son
hermafroditas y se encuentran en inflorescencias

MATERIALES Y METODOS

Para las pruebas de germinacién y cultivo de
microorganismos se utilizaron semillas procedentes
de la regiébn amazdnica colombiana, extraidas de
frutos maduros y frescos de la subespecie sororia,
suministradas por Corpoica Macagual, (latitud 1°
30’ N, longitud 75° 44’ O). Las semillas se
seleccionaron de forma aleatoria para cada una de
las pruebas y tratamientos, eliminando impurezas
de manera manual y lavandolas con agua destilada.
Los analisis se realizaron en el Laboratorio de

32

de hasta 5 flores por unidad. (Osorio et al., 2001).
El fruto es tipo baya, oblongo, de color verde opaco
en sus primer estado y amarillento claro en su
estado maduro. Su peso varia entre 150 y 800 g
(Ferreira, 1992; Escobar y Zuluaga, 1996). Las
semillas son de tipo reniforme y alcanzan tamafios
entre (1.4 - 2.5) cm. de largo, y ancho entre (1 - 1.8)
cm. El peso de las semillas fluctda entre (1 - 4.3) g,
aproximadamente (Osorio et al.,2001). El fruto tiene
una alto contenido de proteinas, lipidos, fibras,
tiamina, riboflavina, vitamina C, calcio, potasio,
magnesio, sodio, fosforo y hierro (Filgueiras et al.,
2002). Es apto para producir distintos productos
como jugos, mermeladas (Calzada, 1985; Picon,
1989; Araujo y Ribeiro, 1996; Andrade et al., 1997).
También se obtiene pulpa congelada (Villachica et
al., 1996), fruta disecada (Flores, 1997) e incluso,
sustancias para la elaboracién de perfumes, debido
a su particular aroma (Swift y Prentice, 1983; Clem-
ent, 1990; Villachica et al., 1996). Sus posibilidades
comerciales lo convierten en materia de interés y
es conveniente identificar los posibles agentes
patégenos que afecten la semilla para facilitar el
desarrollo de paquetes tecnol6gicos que permitan
mejorar las técnicas de cultivo.

Fitopatologia de la Universidad del Valle. Se
emplearon cuatro gramos de semilla picada para la
prueba de contenido de humedad.

Para la deteccion de microorganismos fungicos se
tomé un grupo de semillas que fue dividido en dos
bloques de 90 semillas, colocando cada uno de ello
en alcohol al 70% durante 30 segundos.
Adicionalmente un bloque se desinfecto con una
solucién de hipoclorito de sodio al 5% durante un
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minuto. Cada bloque de semillas fue sembrado en
cajas de Petri, cinco por caja para un total de 18,
empleando como medio de cultivo agar papa
dextrosa (International Seed Testing Association,
1999). Para la siembra de muestras (Figura 1) se
siguié la metodologia de aislamiento de hongos
fitopatégenos (Avila, 2004; Torres, 2004). Se
practicaron observaciones diariamente y se registro
el crecimiento de las diferentes colonias
morfolégicamente diferenciadas. Figura 1.

Figura 1. Siembra de semillas en medio de cultivo
agar papa dextrosa (PDA)

Para cada microorganismo aislado y de acuerdo a
los diferentes morfotipos de hongos que se
manifestaron en los medios de cultivo, se realiz6
un analisis cualitativo macroscépico de manera
continua, considerando la textura, topografia de la
colonia, color, crecimiento y formacién de
estructuras reproductivas en la superficie. Las
descripciones de las colonias en cada aislamiento,
fueron elaboradas de acuerdo a protocolos
existentes.

Se realiz6 la identificacién de los microorganismos
utilizando tincién de muestras con lactofenol. Se
observaron estructuras somaticas y reproductivas
(conidias, conidiéforos, tipos de hifas y
coloraciones). Se realizaron placas con los
microhongos usando dos técnicas: la primera, con

microcultivos aislados de las muestras flingicas
obtenidas a partir de las manifestadas
inicialmente en presencia de las semillas; y la
segunda, colocando colonias de hongos sobre
portaobjetos con el uso de cinta adhesiva
(Cuero, 1979). La caracterizacion e
identificacion de los hongos se realiz6 a través
de claves morfologicas (Barnetty Hunter, 1972;
Ellis, 1971; Safiudo et al., 2001; Garcés et al.,
2003; Avila, 2004).

La prueba de germinacion de semillas se llevd
a cabo en condiciones semi-controladas, bajo
las siguientes caracteristicas: Humedad relativa
media de 71%, Temperaturas entre (22° - 34°)
C. Se utilizaron 192 semillas, distribuidas en
dos tratamientos; semillas desinfectadas y
semillas sin desinfectar. (Tabla 1). Para cada
uno de los grupos tratados previamente con
agua destilada estéril se emplearon 96
semillas, que fueron sembradas a una
profundidad de I.5 cm., en arena previamente
esterilizada, puesta en recipientes de aluminio
agujerados en su base. Cada recipiente era
humedecido diariamente con agua hervida. La
prueba se llevd a cabo durante 140 dias.(Figura
2). Tabla 1.

Figura 2. Montaje de semillas sembradas en
arena estéril
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Tabla 1. Caracteristicas de la prueba de germinacion de semillas

Tratamiento o, de Procedimiento previo a la siembra Mo de recipientes Mo de semillas
semillas empleados por recipiente
Semillas ] Desinfeccidn con alcohol al 96%, por B 12
desinfectadas 30 5, solucion de hipoclorito de sodio
al 5%, por un minuta y lavado con
agua destilada estéril
semillas sin H6 Remojo y posterior lavado con agua 8 12
desinfectar destilada estéril

Para la prueba de contenido de humedad se
maceraron cuatro gramos de semilla sometiendo las
muestras a temperatura constante de 103° C durante
17 horas.

Los datos se analizaron mediante tablas de
distribucién de frecuencias y diagramas porcentuales.

RESULTADOS

Manifestacién y diagnéstico de microorganismos
fingicos

Los dos grupos de semillas mostraron crecimiento y
desarrollo de hongos de diversas morfologias y
géneros. El tratamiento de semillas sin desinfectar,
presento el 100% de crecimiento de al menos, una
colonia de hongo. Para el tratamiento de semillas
desinfectadas, se encontraron 66 colonias flngica
(73%), fendbmeno que se presento en la totalidad de
las 18 cajas de Petri pertenecientes a este tratamiento.
Se considera que el desarrollo fingico en las semillas
desinfectadas se debi6 a la existencia de esporas de
hongos en el endospermo.

En ambos tratamientos, se identificaron 14 géneros
diferentes y otros dos géneros adicionales presentaron
el micelio estéril en todas las observaciones
registradas, sin que fuera posible detectar estructuras
reproductivas, impidiendo su identificacion.

Varios de los géneros observados, presentaron
manifestaciones diferentes y caracteristicas
macroscopicas diversas, probablemente debido a la
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Se realiz6 un analisis estadistico, no paramétrico de
tipo Chi-cuadrado, con un nivel de confianza del 95%
para determinar la existencia de comportamientos
aleatorios en la aparicion de las colonias flingicas para
los diferentes tratamientos. Adicionalmente se elabor6
un andlisis adicional Chi-cuadrado en el caso particu-
lar de los cinco géneros de hongos presentes en los
dos tratamientos.

posibilidad de que una misma especie, tome
coloraciones o texturas diferentes en cultivos
separados (Garcés et al., 2003).

Andlisis cualitativo de los microorganismos observados

De los cinco géneros registrados presentes en am-
bos tratamientos, tres son considerados de caracter
fitopatégeno (Colletotrichum sp, Fusarium sp y
Curvularia sp), y dos como saprofitos facultativos u
oportunistas (Aspergillus sp, Penicillium sp). Para
ambos tratamientos se presenta en la Tabla 3 la
descripcién cualitativa de los microorganismos
flngicos.

Respecto a los cuatro géneros identificados para el
tratamiento de semillas no desinfectadas dos son
reconocidos fitopatdgenos (Rhizoctonia sp,
Geotrichum sp), uno es un parasito ocasional
(Thielaviopsis sp) y otro es antagdnico neutralizador
de otros hongos (Trichoderma sp). Adicionalmente se
registraron otros dos microorganismos (H,, H,), los
cuales, al presentar micelios estériles, no se lograron
identificar.
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Tabla 2. Presencia de hongos en cada uno de los grupos de semillas evaluados

Hongo

Desinfectadas

Samillas

Samillas

no desinfectadas

Aspergilius sp
Coltetolrichum sp
Fusarium sp
Farnicillivem s
Cunvulana sp
Rhizoctonia sp
Thielawviopsis sp
Trichoderma sp
Geotrichum sp
Rhizopus sp
Pastalolia sp
Cladosponium sp
Helmintosporium sp
hyrothecium ap
Hy (Micelio astéril)
Hz (Micelio estéril)

El analisis cualitativo de los microorganismos
fingicos presentes Unicamente en el tratamiento de
semillas no desinfectadas se presenta en la tabla 4.

Respecto a los cinco géneros flungicos encontrados
en las semillas sometidas a desinfeccion, dos son
de reconocido caracter fitopatdgeno (Pestalotia sp,
Cladosporium sp, Helmintosporium sp), mientras
gue los otros tres son saprofitos facultativos u
oportunistas (Rhizopus sp, Myrothecium sp).

La tabla 5 muestra el andlisis cualitativo de los
microorganismos fungicos presentes Unicamente en
el tratamiento de semillas desinfectadas es el
siguiente:

Frecuencias relativas de los microorganismos
presentes en ambos tratamientos

Se encontraron cinco géneros presentes en los dos
grupos de semillas. Once se detectaron Unicamente
en alguno de los dos tratamientos evaluados. En el

A

® oM oK X

oM o® oM X

=

KX X XK X X XX

caso de los hongos presentes en ambos
tratamientos, se registraron frecuencias de tamafio
considerable (Figuras 3 y 4). Aspergillus sp fue el
género con el mayor nimero de registros, para am-
bos tratamientos de semillas, alcanzando el 28%
de presencia en semillas desinfectadas, mientras
gue enlas no desinfectadas el porcentaje fue de 22%.

Germinacién y contenido de humedad de las
semillas

La germinaciéon de las semillas registr6 pocos
eventos exitosos. Del tratamiento de semillas
desinfectadas germiné el 11,5%, de las 96 semillas.
Para éste tratamiento la primera germinaciéon se
presento el dia 48. Posteriormente, durante los dias
59, 60y 61, se registrd la germinacién de otras cinco
semillas, las cuales desarrollaron hipocotilos de 1.5
a 4.5 cm. Por dltimo en los dias 65 y 66, germinaron
las dltimas cinco semillas las cuales desarrollaron
hipocétilos de 1.4 a 3.6 cm.
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Tabla 3. Géneros registrados en ambos tratamientos

Hongos: Redno Fungi Caracteristicas maoro y microscopicas
Class; EUBBCOmMy G les Taxlura: algodenasa con flamentos dapueslos parahstaments. La colonia
‘Ordern: Euroialkas presenla una Cokraciin crema que al madunar adguiena unae onalidad
Familia: Trichocomace:ss brilarite.
GErena: Aspaemifies sp Tapografia: lisa y crema.
Parasilo acasional, inbibidor de la Presenta hifas tabicutanes y condidfonss, con cabeza localizada en e exirama
ETTIRAciin de una hifa. Esta camgpuesta par ura vesicula rodeada de falides, can farma
[Wozakiewicz, 1908 de botela y dispuesias alrededor & insefadas dirsclamente sobre la vesicula.

Dw las fidlides se desprenden sespors {conidias).

Clase: Anamorfas Morfalogias macroscdpicas. variables; la primera con textura granulosa,

Orden: Melanconiales micelic café osoura y malices. blances. La capa exter ior amplia Sene micelia

Familia: Melanconizcoas orema redeado por un borde habano flamenioso.

Ganang: Godafotmictum sp Topografia: lsa, crema con matices osouras, en al centro varios punbos
negros dispussics de manera conoénfrica

Parasito necrotrddicn La sagunda tiena teatura gris claro con matices blancos, ¥ una capa ext  anor
amplia da micelic gris osouno redeado por un borde flamenioso de calkor
Srema

Topogralia; liEa, crama con malices cecunas, con conidos hialines, disperscs
@ egripades. de torma clindrica v alargada con axiramas redondeados
Apreario de color calé v de forma davada e imegular (Barmetl y Hurer,

1592),
Clasa! Apamoros Misfalogias varables con micelo exlenshe, & pimers de laxlure Sgosances,
Orden: Maniliaks colof claro ¢ an malices Vokoees, presenda de inos redios proyectatos
Famrilia: Tubsrculariscess desare 6l canire hacia alusns lerminados en un berde delgade blanco, Al
Grna: Fusanium sp. msdurar, presenta una apanencia brilants con exudados an forakdades
Pl necroliifi, amarillenas, Topogralia: isa, radiada, 08 color viekla cacirn.

El segunda, con textura glabrosa, blarca y visas crema; desde el certro se

despliegan fincs flamenios. Topografia: lsa, radiada, crema.

El tercero de micaio blanca, algodonosa no extensivo, con crecimienio
moderada; s& aprecan das capas, la del centro con micelio mas o ]
Topografia: lisa, radada de color oema.

Los antericres morfologias presenian hifas finas, soptadas e hialinas. Farman
conididloros variables delgados, coros @ hialinos. Conidics acragenos. y de
dos tipos: macroconidios de farma Tahbe, fusi Talcados, oomd
padicalados o tablcadas y microconidios pequetos, hialinos, de forma owal ¥
alipica. Los dos tipes da reproducckn an un mismo asporodoquie (cusrpa
Tructifero). Clamidasporas, lerminales @ inlercabiras [Barmesl y Hungar, 1852)

Clase: Euascomycetas Maraloglas variables con micelo extenshen; lap  rimara de allas formando
Orden: Eurotiakes colonias choulares cokir crema, una segunda, con tanaldad blanguecina an la
Familiac Trchocomaceas regitn distal de la colanla, rematada par un margen mas clare de menas de
Género: Pemcilim sp 0.7 mwm, en &l canbro la coloracién de ka colona cambia de onalidades rojizas

a wardes. So aislt una fercera, de taxiura werde, alerciopelada, con mapeness
Hongo oporunista (Lacey, 1883),  mducdos y blanguecines menores a 1 mm, iormando varias colonias
giseminado por insecios y dcaros ciculanes an una Misma muesoa
(Magan y Lacay, 1988) Eni iodas los mariotipas, la superficie de la colonia madura es alerciopelada,
ligeramente algodonosa. Las estructuras microscépicas se encueriran
dispuesias formando conidos con una marfalogia ramficada semej@ante a un
pincesl, ba cual ferminaba an cdlulas fidlides.

Clase: Anamaris Textura: algodencaa, micelic axlensve, gris oscurs con matices gris clars. La
Qrden: Maniliales iopograli es Fea, cecurE,

Famiia: Dematiacess Presenls hilas sepladas, coniditfons recios o lexibles, 8 vecss nudoecs de
Génern: Conlaria sp. color café, Se cbssrvaran células conidibgenas de diferertes fomas

poliléiricas inlercaladas e inlegradas. Conidia apical, cecurna, solilaria, simpla,
Pardzito [Bametl y Hurder, 1092) Trecimenbenmenle durea, elipacadal, arnpliamenta fusforme o pErlonme oom 1nes &
meds sepios ransversales (Eis, 1971)
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Tabla 4. Microorganismos flingicos presentes en el tratamiento
de semillas no desinfectadas

Hongos: Reine Fungi Caracteristicas macra y microscdpicas
Clasa: Basdiamyoates Taxhara: hannosa algodanosa con miceko satansho, blanoo y
Drdan: Caratohasidiaies proyecciones radiakes dafinidas. Su topografla as lisa de color
Familia: Ceratobasidiaceas. ‘CIEEmia.
Génaro: Rfvrooiants sp Se absera presencia de hifas de micelio hialino y café, delgada,
ocan grandes céulas multinudeadas y 1 amificacones can septas
Pardsito (Barmett y Hunter, 19825 desde | hifs prncipal (Garcésef s, 2003).
Clams: Anamorfas Texhura de apanencia efusa, afelpada, con micelio bl anguecing,
Oirden: Maniliakes qus en su dessrollo presanta malices de colar café en lonalidacdes.
Familia: Desnaticacass aacuras ¥ clams, con alpunss ponas rmsadas ¥ axudados an Torma
A TIvela i s de qotas amanilas brilanbes. La lopogralia as e, cald oourm,
Pragerila un conididdan mo ramifacado o imsgul armanka ramifcado,
Parasito o saprofito (Bamed v recie o Nexitde, hisling, lsa, | Imansa pig tado y delgada;
Huntar, 1952} oélulas conididganas temminales o intarcalares; producs conidias
aRpUiBdganas, gruesas, Malnes & sacurad, clindricas, ohlonga,
1n 1 T e ca die 4 @ mas asmias (Elis, 1571)
Clasa: Anamarios La textas: 65 da cokr pardo derc ¥ NANNOSAS CoN 20M&E5 U
Ordan: Maniliales alterman una banda delgada & incolora con olra ancha y de colar
Famiixboniiaceas verdoso. Las colonizs forman niclecs de tamafio relativamenbe
Génare Trichadarme sp raducico, dspuesios en anllles concanincos,

Lios cailtives Observados: lomanon un oolor weeda Diillante debids &
Anlaganisia, saprofito del suelo y de  conglomerados de conidios que se forman en las puntas de las
I madara (Ahmad y Baker. 1957.) hifees {Welasquez ¥ Pinada, 1995a) sin embarga, B8 hen safalaso
rapories indficands gue tambign pusden aer de color blanco o
amarile (Veldsguez y Pineda, 1895k).
El ganere Trichodenma produca esiruchess del fipe de consdas
hialinas unicelutadas, de forma ovosde en conidicforo hialing: largo
no vericilado. Su esiruciura de esporulacian consesbe en conidics, y
BuU esinuciure de resislencia similares @ las da oiros hongos
Tormadores de cdamidosporas [Coben of al, 1983); son imencalares
o berminales, de farma cilindricas a globosa (Windham y Baker,

1586,
Clase: Anamarfos Se cbsersd presencia de escaso micslio adres, de apanendas
Cirdieen; Maniliakes afedpada y tonaldad blanca. La topografia as lsa, exdendida v de
Famdia: Mondiacess credmianlo dreular.
Género: Gaodnchumn sp A nivel microscopico, se obsersan hifes werdaderas que se

ramifican dicotdmicamanta con artrosporas grandes an forma e
Agente causal de pudricidn acida en  baml producidos por Fagmenadon de las ramas lalerales conas
frutabes [Pinedo, 2005) gue salen &n Anguio recio de la hifa pendpal.

He (Misaia eabéeil) La lexiura ea alerciopelada con micelios blansos y finos, Puassan
bordes imegulares de crecimienio lento (lardan 3 dias para se
ragisirar esidiancias de desarmolln da ka mussin). Su opografia es
liea ¥ Blanca, Presenla susendcia de conidias con hifss septadas
delgadas

Hz (Micakia saléil) S batura 85 algodonosa, con micsko bBIangUACnG y IGems tonos

amarlientas. En los bordes, |la oolonia & un poco mas
concamrada, sl orecimienio &5 maderadd (apropmadamenta 4
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Tabla 5. Microorganismos flingicos presentes en el tratamiento

Hongos: Redino Fungi

de semillas desinfectadas

Caracteristicas ¥ mic Copd

Ordan: Mucomles
Familia: Mucaraceas
Género: Rhizopus sp

Hongo aportunista, ubicua ¥
cosmopalita (Pontan of &, 2002)

Clase: Anamorics
Crdian: Melanconiaies
Farniia: Malanoonacsae
Ganero: Festakie sp

Farasio (Barmsatt ¥ Hunler, 1983]

Parasits (Barneil y Hurler, 1002,

Clase: Anamaorfos

Crdan: Monikalas

Familia: Demaliacaas
Génern: Helminlosporiwm sp

Pardsilo o saprabio (Bametl y

Hurbar, 1982}, Produce coni dics

&N Masgas OsCUras sobne les
superficies vegetales

Taxiura algodanasa, da aspecto cor con den ioal
agreo. Coloras de oresmenta rapca al princpio e fenalidadas
Blancas, Gaspusds gris 0scures (oon miceio crema a ligeramenis
masrran). Se reconoce faciimente por sus espolanes hialinos a
PArdLzoas, SUS fizoides NUMerosas ¥ pandas i SUs esporangios san
de calar negra y lustroso.

Es un hango filamentoss que presenta esporangidfonos sin ramificar,
que nacan de un nudo de fzodes bien desarroliades. Los
asporangios son es faricos ascurcs (de hasta 275 pm de didmetra)
con cokamala. ERporangiosponas negras. Abundanbss rizoides v
Bgoaporas ealdnicas de pared groesa, desnuwda (Ponlin e &l 2002}
Clamido=poras susenies.

Taxhara alusa, sogaioncea, e color Dianco Con MAHCES NoEdeacE, Al
madurar el micalo caciress un pood BN el Canirg ¥ an los Dordes su
oalkor ea amarilio, rotands ali axudados negros amaril o8 ¥
hrillartas, La opogralia a3 lisa, da tonaldad amarnilk clare con banda
delgado Hanod, En & canirg aparscan Yarios pUnios Magros.

Su aEiniclers reprduciig 85 LN S0k ceoann, oa fomna discoadal;
oonididdorns cortos y simples: conidia oscurm,  an forme masal o
alsiada con vanas calulas, alongada o fusionada, con dos o mas
apéndices apicales hialings. Hifas finas & hialinas (Bamalt y Hunter,
1842

Textura afelpada, con micelic matizade de colores grissceos,
rodeado por un bande imsgular de onalidad parde dam. Su
topografia es lisa y oscura. Prasenta conidigfonos oscuros.,
ramificadas, en grupos o aistados cerca al Apice. Los conidios son
blastosporas cecuras de 1 a 2 células variables en farma y lamafo
de forma ovoide o rregular. {Bamell y Hunbar, 1982}

Texiura alerciopelsia, micelio con crecimients moderado, de
color gris claro con matices cafés y Mancos; al bomde as
rarcado, delgado, radiado de color crerna. Topogralia lisa,
oon fres capas croulare s imegulares. de tonalidades marman
CON VENS pUN0S Negrog dispersos.

Presanla hifas septadas, conididlonos simples o rarmificados,
arectos o flexibles y cilindricos; la parte meda &5 café oscuna,
FPosae células conididgenss politdiricas, ntegradas,
terminales & infercalses, Poses conidias (pomsparas)
solitanas, simples, uswalmante subhialing. Tana,
Fragmasporas peewdoseptadas recuemamenle con manchas
cafié o negra en la base. Apargcen gn masas o cadenas y en
algunas especias desarollan labaralment & B WBCES an
werticillos (Ellis, 1871)

Drdan: Hypocraales
Geémnaro: Myrothackrm sp
Patdgeno aporunista comuan
sobre diversas especies
ormarmentales, horlicolas y
frutales, ademas de ofros
nemMencsos hospadenis.
[Bunsier y Tormes, 2003)

Taxtura efusa, algodon oA, Micelio desarmolladn con
tonalidedes grises y cremosss. La topografia es lisa con
matices oscurcs. Los conididfores son erecios, ramificados
una o dos vecas, y saptados con cada rama terminando an
figlides verlicliadas, clavadas, rectas y hislinas. L as conidias
=son cilindricas, su coloraciin a5 inicialmante hialina y
paulstinaments tama una tonalidad werde palido.
Posteriormenle, |a masa conidial pasa de ser verdosa, a
OSCUNGCETSR, presantando tamBian una apanencia mas
wiscoga. Por diimo se geca y & w colorscion sa 1omsa mnegra
(Ellis, 1871; Barron, 19848).
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Figura 4. Comparacion de las frecuencias relativas
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Figura 3. Frecuencias relativas de manifestacion
de los microorganismos detectados en los
tratamientos. (a) Semillas desinfectadas (b)

semillas no desinfectadas. ,
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£ F§ ¥ § & §F 5 ¢ registré germinacion del 1%, del total de las 96
- 2 ™ i - A b il “- ] . z .
I 53 f E: semillas, la cual se presenté en el dia 70.
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) ) = Tabla 6. Relacion de los eventos germinativos
Microni s exitosos y su dia de ocurrencia (cada “X” representa
una semilla germinada)
ib)
- Numero de dia 48 59 B0 B1 65 66 70
& 123 Semilas desinfectadas X XX XX X XXX XX
T U
; L Saemillas no desinfectadas X
! 13 I
£ s i
E o I in I | - Resultado de la prueba de contenido de
5 & 3 & A & & B & % B humedad de la semilla
: F F o5 F 3 ¥ F OF OB
i F 4 F F £ E 5 ¥ F ¥ El contenido de agua en la semilla fue del 12.6%,
e F 5 ¢ 3 F & F F o§ F ; i
. D A A A comparativamente alta con la registrada para otros
" | ¥R integrantes de la familia Myrtaceae, como Psidium
Microorganinis N
guajaba (5.5%) y Eucalyptus globulus (6%).
DISCUSION
la humedad relativa del ambiente intergranular es
superior al 70%, sin desencadenar aun el fenébmeno
de germinacion (Eguiazu 1984). Por lo tanto las

Los registros de Aspergillus sp fueron la mayoria
de los 16 géneros hallados. Segun Kozakiewicz
(1989) se debe a la capacidad que posee Aspergil-
lus sp para crecer a diferentes temperaturas y sobre
sustratos con variados contenidos de humedad.
Ademas, la mayoria de especies de este hongo
puede desarrollarse sin problemas en semillas que
contengan un porcentaje de humedad, entre el 10y
el 20% y la colonizacion de semillas por parte de
este moho, se produce de forma explosiva cuando

semillas de E. stipitata, con registros de contenido
de humedad promedio del 11.5%, constituyen

hospederos adecuados para su desarrollo. especies
vegetales (Swift, 1997). De acuerdo con Vera et al.

(2002) el Araza ha logrado aprovechar la presencia
de estos dos hongos en su rizosfera para la

obtencion principalmente de fésforo.
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Colletotrichum sp, registré6 mayor presencia en el
tratamiento de semillas desinfectadas (17%), en
comparacion con las semillas no desinfectadas
(11%), lo cual indica que es un hongo asociado al
endospermo de la semilla. La mayor frecuencia
obtenida para las semillas sometidas a desinfeccion,
podria deberse a que en dicho tratamiento no hubo
presencia de ningiin hongo de caracter antagonista
que logre neutralizar el desarrollo de cepas
fitoparasitas, como es el caso de Trichoderma sp
(Villegas y Castafio, 2000) fendbmeno que si se
registrd en semillas sin desinfeccion.

Con respecto a Fusarium sp, parasito necrético de
gran ubicuidad (Nicholson, 2001), y amplia tolerancia
a los cambios de pH (Carrillo, 1990), su incidencia
en las semillas es mayor en las no desinfectadas
que en las sometidas a desinfeccion (17 y 6%
respectivamente). Sin embargo, salvo F. culmorum,
el cual crece en un rango de temperatura de 5-15°C
(Backhouse, 2001), los fusarios no compiten bien
con las especies de Aspergillus y Penicillium (Lacey,
1989). En los dos tratamientos realizados, ninguna
cepa de Fusarium se observé en semillas que
mostraron crecimiento de Aspergillus sp, lo que
corrobora su vulnerabilidad frente al antagonismo
(Seifert, 2001).

Penicillum sp mostré una frecuencia del 17% para
las semillas desinfectadas y del 7% para el
tratamiento complementario, al igual que Aspergil-
lus sp, es un género que no se afecta por la incidencia
de luz, esporulando facilmente en oscuridad (Lacey,
1989). Curvularia sp, parasito facultativo de vegetales,
se encuentra principalmente en el tropico y el
subtrépico (Anaissie et al., 1989) y registr6 una
frecuencia mayor en las semillas desinfectadas (119%,
contra el 6% del otro tratamiento).

Frecuencias relativas de los microorganismos
presentes en un solo tratamiento

La frecuencia relativa de los 11 géneros de

microhongos presentes en uno de los dos
tratamientos de semillas (Figura 5), fue menor a las
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exhibidas por los hongos presentes en ambos grupos
de semillas. Rhizoctonia sp y Cladosporium sp,
presentaron los mayores porcentajes con 17%Yy 14%
respectivamente. En contraste, Myrothecium sp,
causante de necrosis y clorosis (Bunster y Torres,
2003) y el hongo no identificado H, (micelio estéril),
fueron observados con una frecuencia, del 1%.

Figura 5. Frecuencias relativas de los géneros
observados en uno de los dos tratamientos
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Por su parte Rhizopus sp, Geotricum sp,
Thielaviopsis sp y Trichoderma sp, presentaron
frecuencias respectivas de 11%, 9%, 6% y 4%. De
acuerdo con Garcés et al. (2003) Rhizoctonia sp
€s un microorganismo patégeno generalista el cual,
en compafiia con otros hongos de naturaleza
semejante, parasita estructuras vegetales diversas,
provoca necrosis y marchitamiento en plantas recién
emergidas (Barnett y Hunter, 1992). Geotrichum sp,
microorganismo propio de los suelos es un hongo
patégeno facultativo, encontrado en pulpa de fruta
y genera inconvenientes para la fermentacién in-
dustrial de yogurt (Barnett y Hunter, 1992). Tricho-
derma sp, es un hongo Deuteromicete,
caracterizado por presentar un estado sexual
indeterminado (Rodriguez y Arcia, 1993). De este
microorganismo existen mas de 30 especies, todas
con efectos benéficos para la agricultura, debido a
la notable capacidad antagénica y degradante de
agro toxicos (Paez et al., 2006) y a su competencia
para controlar satisfactoriamente numerosas
especies de hongos fitopatégenos.



Torres - Microorganismos Araza

Volumen 12 - N°1 - Afio 2008

Prueba Chi-cuadrado entre tratamientos

En ambos tratamientos (semillas desinfectadas y
semillas sin desinfectar) se determiné una
distribucién no aleatoria sefialando diferencias
significativas en la proporcién de hongos
encontrados en ambos tratamientos. Para el caso
de los hongos latentes en el interior de las semillas,
los tratamientos en semillas desinfectadas y sin
desinfectar indicaron que su distribucién no es
aleatoria. Al comparar la distribucién de los hongos
hallados en ambos tratamientos, el estadistico de
prueba (EP = & . , = 125.9 > 5.99), indica que
sus distribuciones no son explicables por la
aleatoriedad.

Prueba Chi-cuadrado paralos microorganismos
hallados en ambos tratamientos

Al aplicar la prueba en cada uno de los cinco géneros
hallados en los dos tratamientos (Aspergillus sp,
Colletotrichum sp, Fusarium sp, Penicillum sp,
Curvularia sp), se encontrd que los patégenos no
estan presentes en las mismas proporciones en
los dos grupos de semillas.

Con relacion a la germinacion la mayor cantidad de
eventos se produjo entre los dias 59 y 66, pero el
proceso se detiene a partir del dia 70. Para el grupo

CONCLUSIONES

Se encontraron 14 géneros de microorganismos
fungicos asociados a la semilla de Arazd, y dos mas
sin identificar, debido a sus micelios estériles. Los
microorganismos se encontraron directamente en el
endospermo de la semilla y fueron extraidos del
tratamiento de semillas desinfectadas.

Cinco de los géneros reportados en las semillas
desinfectadas son de caracter oportunista
(Colletotrichum sp, Fusarium sp, Curvularia sp,
Pestalotia sp y Cladosporium sp) y cinco son de
caracter patdgeno y de naturaleza oportunista (As-
pergillus sp, Penicillium sp, Rhizopus sp, Myrothecium
sp y Helmintosporium sp).

de semillas desinfectado, el maximo de germinacion
se alcanza en el dia 66 Segun Pinedo (1984) el
bajo porcentaje de germinacién registrado, puede
explicarse debido a rapidez con que la semilla pierde
su viabilidad después de las primeras 24 horas de
extraidas del fruto, reduciendo su poder germinativo
hasta un 70% después de un periodo de cinco dias.
Ferreira y Gentil (1999), consideran que el rango
Optimo de temperatura para emergencia de la raiz
primaria varia entre 15° y 30° ; y para emergencia
del epicotilo entre 20°, 30° respectivamente.
Temperaturas superiores a 35°C parecen ser letales
para las semillas de Araza (Anjos, 1998). En el caso
del Araza la principal dificultad para la germinacion
de las semillas se debe a la resistencia mecanica
del tegumento (Pinedo, 1984). Sin embargo, tal
explicacién parece no ser del todo satisfactoria frente
alas dificultades germinativas experimentadas aun
con la remocién del tequmento (Ferreira y Gentil,
1999).

En el caso del contenido de humedad de la semilla,
aungue el porcentaje reportado fue bajo, segun Bello
(1989), las semillas de los frutos maduros de E.
stipitata, aptas para germinacion, presentan
contenidos de humedad del 50%. Anjos (1998) y
Ferreira y Gentil (1999), reportan humedades en
semilla de Araza que oscilan entre el 48.4% y
73.1%.

Se detectaron microorganismos flingicos asociados
a la testa de la semilla, los cuales fueron extraidos
del tratamiento de semillas sin desinfectar.

De los 9 géneros identificados, hallados en el
tratamiento de semillas sin desinfectar,
Colletotrichum sp, Fusarium sp, Curvularia sp,
Thielaviopsis sp, Rhizoctonia sp y Geotrichum sp
son reconocidos fitopatdégenos; Aspergillus sp y Peni-
cillium sp son de caracter oportunista y Trichoderma
sp es antagonico neutralizador de otros hongos. Se
registraron también dos hongos mas con el micelio
estéril.
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Se confirmé que la distribucion de los microorganismos
en los tratamientos no era aleatoria y por tanto, existen
diferencias significativas entre los tratamientos y en-
tre las frecuencias de aparicion de los microhongos.
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