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Determinacién de Hongos en Semillas de Pinus

ayacahuite var. veitchi{ Sahw ( 1909 )

MA. GRACIELA BAEZ OLIVA

I. RESUNENW

De semillas de la especie Pinus ayacahuite war. veitchil
Shaw ( 1909 ), se determiné la micoflora asociada en tres -
lotes de semillas de diferentes aros de cosecha ( Lote 528 »
aio 1976; Lote 620 - 1977; Lote 759 - afio 1979 ) provenien
tes de un Campo Experimental Forestal "San Juan Tetla", en -
el estado de Puebla.

Se obtuvieron por lote porciones de la semilla ( testa
y embrién ) seleccionadas conforme a tres condiciones de de—
sarrollo embrionario y sometidas a dos tratamientos.

Las muestras se sembraron en cajas Peiri en medio de -
cultivo ( Papa- Dextrosa-Agar ) e incubacién a temperatura
de 25 a 27° C.

Fueron aisladas diecisiete cepas de diez géneros de hon=

gos pertenecientes a dos clases: Clase Zygomycetes ( Nucor,

Rhizopus) ; Clase Deuteromycetes ( Alternaria, Aspergillus,

Helminthosporium, Hormodendrum, Nonilia, Penicillium,

Stemphylium y Trichoderma ).

De los resultados estad{sticos se registraron variacio=

nes de incidencia y frecuencia de los microorganismos, atri-

buibles por una parte a condiciones de almacenamiento y por



otra a condiciones propias de las semillas, as{ mismo al tra
tamiento empleado y al manejo de las semillas referido este
a la obtencién, extraccidén, desalado y envasado; consideran-—
do que esta iUltima probablemente influyé en la incidencia de
Zygomycetes en testas.

Fueron determinados algunos darios en embriones (adelga—
zamientos, malformactiones, reblandecimientos ) asociados con

la presencia de Asperglillus y Penicillium, microorganismos

cuya incidencia probablemente fue descisiva en el hallazgo
de embriones no desarrollados ( semillas vanas ).

Se consideré que todos los microorganismos aislados fue
ron contaminantes portados por la semilla de la especie en

estudio.



II. INTRODUCCION

La semilla representa la primera y mas importante etapa
de la vida de un drbol, de modo que su existencia dependerd
totalmente de que tal semilla encuentre, durante su primer
contacto con el medio, las condiciones propicias para su So-
brevivencia. Si la semilla sobrevive producird pldntula apta
para desarrollarse hasta alcanzar dimenciones de drbol adul -
to en un tiempo determinado, prolongandose o acortandose es—
te dependiendo de las dificultades que encuentre la planta —
durante su desarrollo, desde los procesos de germinacién y =
crecimiento primario ( Caballero, D. y J, Toral. 1967 ). De
aquf que el conocimiento de los factores de deterloro y sus
efectos en las semillas de especies forestales, revista gran
importancia y haya sido abordado en varios estudios, incluyen
do los de su Nicoflora, en este caso haciendo énfasis princi
palmente en el deterioro de la viabilidad de las semillasal
macenadas ( Gibson, I. A. 1957; Holmes, D. y Busaewicz, G.
1958 ) y los efectos sobre pldntulas en sus estados de pree—
mergencia y postemergencia ( Cox, R.S. 1953; Ching- Chang,
Chen y Shung- Chang. 1964; Gémez, n. 1967, 1976 ) por lo que
han sido relativamente escasos los trabajos referidos a los
microorganismos presentes desde conos y semillas.

Es condicién que normalmente las semillas deban estar li
bres de contaminaciones por microorganismos ( Salinas, Q. R.
1978 ), puesto que se encuentran alojadas en receptdculos su
puestamente usépticos, pero los conos de los pinos ( Peace,

R. T. 1962 ) poseen una cubierta adherente de resina, consti



tuyendo superficies donde se posan nartfculas de poluvo espo
ras de hongos y diferentes microorganismos, siendo por con-
secuencia fuentes de contaminacién de las semillas.

Particularmente los hongos llegan a tener importancia
cuando invaden el interior de los conos, siendo las superfi
cies externas las primariamente colonizadas y subsecuente -
mente invadidos los tejidos, hasta alcanzar las semillas.

Independientemente de los darios que en las semillas ha
yan sido causados por efectos de humedad, temperatura, o -
que haya habido algin proceso de orden fisiolégico que de -
terminura la degradacién de los componentes qufmicos de la
semilla, procuciendose subproductos téxicos a la germinacién
la actividad de los microorganismos contaminantes lnvasores
externos pueden causar deterioros.

En condiciones de almacenamientos los microorganismos
contaminantes pueden ser transportados, y sf la humedad y —
temperatura son favorables, son capaces de crear problemas,
pudiéndose manifestar desde una reduccién de las estructu—
ras de las semillas, y reduccibén en la capacidad de germi =
nacién, a pesar de la prevencidén mediante productos quimi -
cos, puesto que esta tiene efecto superficial por ser comin
tratar a las semillas por via seca (Salinas, Q. R. op. cit.).

En suelos de almdcigos, el efecto puede ser similar,
porque las semillas una vez sembradas, coadyuvan a li{berar
la cublerta protectora del fungicida y s6lo en el transcur
so del tiempo las semillas, como los microorganismos, que —
dan en condiciones adecuadas, unas para germinar y los ==

otros para propagar:e; éstos colonizando el suelo en donde



las semillas quedan expuestas a su actividad, llegan a produ
cir en las pldntulas enfermedades, o sfntomas relacionados
con la enfermedad del "mal de semilleros”, no generada por
patégenos habitantes del suelo.

Las actividades de estos danos y sus causas han sido co_
mentados en otros pafses como Estados Unidos, India, Ingla =
terra, y Rusia por diferentes autores ( Gibson, I. A. 1957;
Frisyazhunyuk, A. A. 1960; Kason. N. y Van, A. 1958 y Sharmg,
D. A. 1980 ), senalando con énfais los dafos ocasicnados en
especies forestales de importancia econdémica.

En México el interés principal sobre los microorganismos
contaminantes de semillas, se ha enfocado sobre granos y se_
millas de plantas de cultivo ( Christensen, C. y Lépez, L.
1962; Rangel, S. J. 1972 ); por lo que la micoflora de ger _
moplasma forestal no ha reciblido la debida atencidn. Los es_
tudios realizados con semillas se concretan a pruebas ruti _
narias de laboratorio: determinaciones de pureza, humedad,
porciento de germinacién, pruebas de viabilidad ( Fatino, V.
y Garza, P. 1983 ) para determinar la calidad de las semillas
pero no se incluye ei andlisis fitosanitario que debfera -
considerarse prioritario, para conocer los dafios causados y
prevenir los posibles riesgos futuros, en planta reproducida
en viveros y propagada en plantaciones, para ser utilizadas

como recursos naturales, de importancia en la economfa de -

México.



II11. ANTECEDENTES

Los trabajos consultados en relacibn con el tema, se re
fieren a investigaciones en ciros pafses; mencionando prime
ramente los estudios enfocados al conocimiento de problemas
de germinacidén de granos y semillas de especies agrfcolas y
posteriormente los relacionados a semillas de especies fores
tales.

Manns, F. y Adams, F. ( 1923 ) seralaron la presencia de

cuatro hongos pardsitos que inhiben la germinacién en granocs

de mafz: Cephalosporium sacchari, Fusarium moliniforme,

Gibberella saubinetii y Diploidia zeae; as{ mismo de la par -

te interna de la semilla aislaron hongos de los géneros

Aspergillus, Alternaria, Cladosporium, Penicillium,

Helminthosporium, Rhizopus, Torula, Spicaria, Hormodendrum,

Chaetomium, Colletotrichium, se pensé que su ocurrencia era

resultado de las malas condiciones de almacenamiento de los

granos.
Leukel, R. y Martfn, J. ( 1943 ) al realizar aislamien-

tos de semillas de sorgo, determinaron que Alternaria, Rhizopus,

y Penicillium, afectaban la capacidad de germinacién de las
semillas, y las pldntulas que habfan sido utilizadas para -
prueba de patogenicidad se marchitaban.

Tuite, F. y Christensen, M. ( 1955 ) en semillas inmaduras
de cebada reportaron la presencia de algunos hongos Alternaria,
y Cladospor ium, mencionan que después de la cosecha, las semi_

llas fueron invadidas por Aspergillus y Penicillium y a hume_

ardes de 15% y l9% las semillas almacenadas son afectadus por

algunas especies aw Aspergillus, A. repens, A. ruber y todos
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estos hongos asf como Fenicillium inuaden varias partes de la
semilla, teniendo un efecto significativo en la reduccidn de
la germinac ién.

Janarette, A. C. ( 1979 ) realizé aisla~ientcs e identi -
ficaiones de microorguanismos desarrollados en semillas de -
maple y asf{ mismo detecté los efectos qgue causaron en las-
pldntulas que fueron utilizadas para pruebas de patogenici -
dad. De los resultados obtenidos esta autora menciona que
los aislamientos fungicos son clasificados como saprofiti -
cos; la viabilidad de las semillas disminuye al aumentar la
incidencia de los hongos, y géneros como Alternaria,

Penicillium, y Rhizopus, afectaban la emergencia de las se_

millas y en las pldntulas se observan algunos sfntomas de
marchitamiento prouvocados por estog hongos.

¥c.Gee, C. y Brand, L. (1980 ) detectaron que Fhomopsis
y Fusarium fueron los hongos que tuvieron efecto significati
vo en la reduceién de la germinacibn de las pldntulas de fri

jol - soya, y hongos como Aspergillus, Alternaria alternata

estuvieron relacionados con la baja calidad de semillas al_

macenadas.

Sharma, D. A. ( 1980 ) obtuvo veinticinco especies de

hongos asoc iados en semillas de Achicoria ( Cicortum intybus).

Menciona que las colectas de 1976 fueron mds ricas en mico-
flora que las colectadas en 1977. De la seleccién de semi -
llas determind gue las semillas descoloridas fueron las que
presentaron mayor incidencia de hongos y Fusarium sp, F. ' -

moliniforme, y Alternaria alternata causaron significantes

perdidas en las pldntulas por pudricién.



Takur, V. y Sharma, D. A. ( 1981 ) en un estudio sobre
la micoflora de semillas e inoculaciones realizadas en pldn=

tulas de Rhapanus sativus, once especies de hongos fueron =

aislaados de las semillas: Alternaria glternata, A. tenuissima

Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Cladosporium

cladosporides, Nucor globosus, Drechalera australiensis,

Penicillium sp, Rhizopus oryzae, Stemphylium botryosum y
Trichothectum roseum . De éstos Alternaria alternata causé

lesiones necréticas sobre los cotiledones y se encontré aso—
ciado en las testas de las semillas; por otra parte,

Aspergillus niger y Cladosporium cladosporoides causaron sig

nificantes perdidas antes y después de germinar las semillas .

De los trabajos sobre semillas forestales Fisher, L. P.
( 1941 ) al realizar algunas pruebas de inoculacién para -
probar @l efecto de germinacibén de algunas semillas de espg
cies forestales, encontré que leos hongos Botrytis cinerea,
Fusarium sp, Pytium debaryanum, P. ultimun, Rhizoctonia

Shaeropsis ellisii y Verticillium sp causaban algunos decaf

mientos en las radfculas, al emerger de las testas, comparg

tivamente con Aspergillus niger, Cylindrocladium, Penicillium,

Rhizopus R. circinas, R. oryzae, Pestalozzia, Alternaria

brassicae, Chaetomiun globosum, Nucor, y Thielavia no causa
ron perdidas considerables en las radf{culas.

En pruebas realizadas sobre inoculaciones de hongos en
semillas de Pinus patula dafiadas de la testa, Gibson, I. A. S.
( 1957 ), obseruvé que el desarrollo de algunos hongos,
Rhizopus arrhizuz, HMucor, tamarii, Chaetomium cochliodes,
Cladosporium sp, Aspergtllus tamarii y Trichoderma koenfngit,

estuvo relacionad: con las semillas dafadas y tuvieron un




efecto en la reduccidén de la germinacidn.

Prisyazhnyuk, A, A. ( 1960 ) al aislar setenta y tres'eg
pecies de hongos en semillas y conos de tres especies de co-
ni{feras, determiné que algunos de ellos fueron saproffiticos
o semisaproffticos, exceptuando Alternaria spp y Fusarium spp.
La infeccibn en las semillas toma lugar en almacenamiento, pe
ro puede prevenirse si son almacenadas en recipientes de vi -
drio hermeticamente sellados.

Urosevic, B. CSc. ( 1961 ) al realizar un estudio sobre
la infeccién artificial de hongos en semillas y pléntulas de

Picea excelsa y Pinus sylvestris, determiné que los hongos =

desarrollados presentaban cierta especificidad, ya que las =
especies de Fusarium aisladas de Pinus sylvestris fueron mfis
severas en la reduccidén de la germinacidén y los hongos iden =
tificados como Acremoniella atra, Alternaria brassicae, 4.
tenuis, Botrytis allii, Chaetomium globosum, Curvularia
inaegualis, Mucor plumbeus, Cylindrocarpon radicicola,

Helminthosporium sativum, fueron algunos de los gue presenta

ron el mismo efecto, pero en menor grado. De Picea excelsa
reporta la presencia de los hongos que penetraron profunda -
mente en los cotiledones y reducen la germinacién.

Acrostalagmus cinnabarinus, Alternaria tenuis, Curvularia

inaequialis, Chaetomiwn globoswm, Nucor racemosus,

Helminthosporiwn rostratum, H. sativum, Penicillium

arenarium, Stemphylium atrum, Trichoderma lignorum. y

Verticillium alboatrum.

Peace, R. T. ( 1962 ) menciona que los conos de pinos




poseen una cubierta adherente de resina donde se posan espo=
ras ae hongos, que llegan a tener cierta imoortancia cuando
invaden el interior de los conos y subsecuentemente los teji
dos, hasta alcanzar las semillas, pudiendo manifestarse los
deterioros desde una reduccién en la capacidad de germinacién
hasta la completa reduccidén de las estructuras de la semilla.
Chi. Chang, Chen y Shung, Chang. J. ( 1964 ) reportaron
algunos datos experimentales sobre estudios de efectos del -
medio, concentracién del ién hidrogeno, temperaturas, y tra-
tamientos qulmicos utilizados en el aislamiento de microorga
nismos asociados con semillas de Pinus elliottii, Pinus
luchuensis y Pinus thunbergii. Estos autores mencionan la -
presencia de algunos géneros de hongos como: Aspergillus,

Diploidia, Penicillium, Nucor, Rhizopus, Curvularia, Fusarium,

vy Glomerella, comprobaron que para realizar aislamientos de
los microorganismos presentes en las capas superficiales de
la semilla (testa) se requiere que sean tratadas con hipoclo
rito de sodio al 4X, y para los microorganismos desarrolla -
dos en la parte interna de la semilla se requiere del trata
miento con bicloruro de mercurio al 0.5%. Seralan al medio
Papa = Dextrosa - Agar e incubacibén a temperatura de 28° C.
como eficases para el cultivo de esos microorganismos.

Estos mismos autores ( 1964 ) al realizar un estudio =
sobre la interaccién de microorganismos del suelo y de semi
llas de con{feras relacionables con la enfermedad del mal -
de semilleros determinaron un descenso en la germinacién de
las pldntulas cuando las semillas superficialmente esterili

zadas fueron sembradas en suelos previamente esterilizados,

debiendose a gue .08 microorganismos internos de la semilla

10



se activaron al aesaparecer la micoflora de las capas superfi
ciales de la semilla y del suelo. Observaron que las pudri =
ciones de los cotiledones fueron causadas por hongos internos
de la semilla, Diploidia, principalmente y Cylindrocladium;
las del tallo debidas a hongos del suelo Fusarium,

Verticillium, Aspergillus, Cylindrocladium, y Penicillium,

siendo algunos de los microorganismcs causantes del mal de
semilleros en las pldntulas.

Epners, Z. ( 1964 ) en un estudio sobre la germinacién
de semillas de confferas, reporté la presencia de hongos psi
crofilos aislados a menos de L y 27° C. en células del endos
permo y del embrién de las semillas. Determiné que los hon-
gos producen simpodiosporas que tienen a@finidad con los géne
ros de Constantinella y Nodulisporium, pero difieren signifi
cantemente de ellos. Bajo condiciones favorables estos hon=
gos pueden matar en un lOOX las semillas de con{feras en sue
los infestados.

Timonin, I. . ( 1964 ) reporté algunos efectos de la -
micoflora desarrollada en el estado de preemergencia y poste

mergencia de pinos: Pinus banksiana, P. contorta, Picea

glauca. El autor llevé a cabo pruebas sobre semillas asep-
tizadas y no aseptizadas, sembradas posteriormente bajo las
mismas condiciones.

Algunos resultados indicaron qgue P. banksiana, P.
glauca, fueron los significativamente afectados por micro=
organismos en la emergencia de las pléntulas, en tanto que
P. contorta, mostré cierta selectividad.

Salisbury, J. P. ( 1965 ) en un estudio de hongos con

taminantes en semillas obtenidas de Pseudotsuga tarifolia ,
11



encontré gue ciento ocho semillas obtenidas de conos completa
mente cerrados, noventa y tres estuvieron libres de hongos;
las restantes sélo una presentd contaminacidn por Penicillium
y cuatro por FPullularia.

Eloomberg, J. #. ( 1956 ) detecté que un 50% de las pldn_

tulas sanas de Fseudotsuga menziesii presentaron hongos, sien

do los mas frecuentes Fusarium spp, Kycelium radicia atrovirens,

y Cylindrocarpon diymum. En las pldntulas enfermas determind

la presencia de algunos hongos imperfectos Alternaria, Phoma,

¥onilia, Cunninghamella, Pullularia, Rhizoctonia, R. solani,

Trichcderma, Trichocladium y Stemphylium. Aislé un mayor ni -

mero de -ongos de las partes del tallo de las pldntulas que de
la rafz. £n los lotes de semilla con mayor capacidad de ger -

minacion aislé a Trichoderma viride, y en los de menor grado

de germinacién a Rhizopus, vy Aspergullus.

Chi. Chang, Chen. y Shung. Chang, J. ( 1966 ) determinaron

la microflora de siete especies de confferas en Taiwan, em-
pleando dos aseptizantes. De las semillas sometidas al trata -
miento con hipoclorito al 4% fueron aislados representantes

de diez y siete géneros de hongos: Aspergillus, Cephalosporium,

Chaetomium, Chaetomella, Curvularia, Fusarium, Diploidia, Graphium,

Helminthospor {um, Mucor Penicillium, Phoma, Festalotia,

Rhizoctonia, Rhizopus, Verticillium, y Shaeropsis, siendo en --

contracdo como causante del tizén de las yemas en Finus elliotii
un miembrc de &ste Gltimo género. De las semillas sometidas
a tratamiento con bicloruro de mercurio al 0.5% fueron aisla-—

dos once géneros de hongos: Chaetomium, Fhoma, Aspergillus,

12



Diploidia Fusarium, Festalotia, Verticillium, y de las partes

internas de la semilla sSlo Fusococcum, Phomapsis, Gloeosporium

y Stemphylium, influyendo algurnos de ellos en la capacidad de
germinacién de las semillas.

Bloomberg, J. W. ( 1969 ) determinbé que las semillas de
conos que habfan sido cortados longitudinalmente no mostraron
signos de enfermedad, pero después de ser extrufdas para pro =
bar la capacidad de germinacién, fueron afectados por hongos,

como: Gliocladium, Trichoderma, Trichothecium, Cephalosporium,

y Pullularia,variando la infeccién con el periodo de almace -
namiento de las semillas.
Algunos de los hongos mds frecuentemente aislados de los

conos fueron Gliocladium, Penicillium, Spicaria, y T'richoderma.

Se indicé que la baja capacidad de las semillas fué debida a
los hongos facultativos aislados y también a la inmadurez de

las semillas.

Salt, A. C. ( 1974 ) al aislar a Geniculodendron pyriforme

de semillas de Picea sitchesis, sometidas a diferentes tra -

tamientos, considerd que G. pyriforme constituye un hongo im
portante de semilleros, en cuyo estudio puede afectur a gran
nimero de semillas.

En las inoculaciones realizadas reporté que sélo el 21%
de las semillas germinaron y a los 100% C. 8e presentaron =
las mdximas pérdidas. Mencioné que factores como erosién ac
tividad animal, enfermedad del mal de semilleros, as{ como
los tratamientos de estratificacidén de las semillas, pueden
influir grandemente en la actividad de este hongo que es cg

pdz de sobrevivir “urante varios afos en semillas almacenadas

13



y en aquellas que permanecen enfermas en los viveros.

Munjal, R. y Sharma, D. ( 1976 ) en un estudio sobre mi

coflora de semillas de Pinus roxburghii, F. wallichiana, y

Cedrus deodora reportaron la presencia de cuarente hongos de

los cuales veintiocho fueron comunes en todas las especies

de pinos: Alternaria tenuis, Aspergillus flavus, A. humicola,

A. niger, Cephalosporium sp, Chaetomiwn bostrychodes, C.

lobosum, C. spiali, Coprinus sp, Curvularia sp, Fusarium

bostrycoides, F. moliniforme, F. nivale, Penicillium sp,
Pestalotia sp, Mucor globosus, Sordaria fimicola, Mucor
hiemalis, Rhizopus arrhizus, Trichoderma viride, Stemphylium

botryosum, Stilbella nanum. Er un 4X del endospermo de la se

milla de Pinus roxburghii se determiné la presencia de,
Penicillium y en algunas de las semillas mal formadas, delga

das y pastosas se identificé a Chaetomium spirale.

Estos mismos autores en ( 1976 ) realizaron pruebas so—

bre el marchitamiento de pldntulas en el estado de preemergen

cia y postemergencia de Pinus roxburghii y P. wallichiana.

Determinaron que hongos identificados como Aspergillus flavus,

A. niger, Coniothecium sp, Curvularia sp, Helminthosporium sp,

Fhoma spp, Stemphylium botryosum, causaron grandes pérdidas

en las pldntulas en el estado de preemergencia, y los hongos

como Mucor spp, Cephalosporium sp, Fusarium spp, y T'richoderma

viride fueron los que causaron pérdidas en el estado de post

emergencia de las pldntulas y sélo Aspergillus humicola,

Stysanus medius, fueron los hongos que tuvieron efecto en la

germinacién de las pléntulas ya que la redujeron en un lli y

13% .
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whitle, M. A. ( 1977 ) al realizar algunas oruehas sobre

la presencia ace hongos en semillas y conos de Pinus syluestris,

obseruvé que todos los conos madurcs y los que permanecieron

sobre los drboles fueron invadidos por Sclerophoma pythiohila

y hongos que caracterizaron la micoflora de almacenamiento

fueron Penicillium y Hucor.

Mason, N. y van, A. ( 1978 ), realizaron setenta y un ais
lamientos a partir de conos, semillas y oldntulas juveniles -
pertenecientes a Pinus tadea.

Algunos de los hongos aislados correspondieron a géneros

Aspergillus, Alternaria, Chaetomium, Curvularia, Epiccocum,

Cladosporium, Gilmaniella, Geotrichium, Hyalodendrom, Fusarium,

Pestalotia, Penicillium, Rizopus, Syncephalastrum, y -

Trichothecium. Estos autores mencionan que muchos de éstos mi

croorganismos son comunes en otros hospedantes; sélo diez y
site disminuyeron la actividad de germinacién de las pldntu-

las y solo dos Ffusarium moliniforme, y Trichotheciun sp, cau

saron verdaderos estragos en los almdcigos.

Salinas, Q. R. ( 1978 ) menciona que una alta proporcién
de semillas forestales, particularmente las vanas portan mi =
croorganismos contaminantes superficiales o internos adquiri
dos aurante la floracién, durante el desarrollo ce los fru-
tos o durante la manipulacidn de estos frutos y de sus semi -
llas. Siendo asl transportados a locales o recipientes de al
macenamiento, donde si las condiciones de humedad, temperatu
ra e iluminacién resultan favorables los microorganismos =
son capaces de crear problemas de deterioro de las semillas.

Sharma, D. A. ( 1980 ) siendo que el porcentaje de inci

dencia de los hongos aislados de semillas de Pinus roxburghit,

de conos que abrie-on en condiciones naturales fue mayor, se
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indicé que estos microorganismos estan presentes sobre la tes
ta de la semilla y son contaminantes que se desarrollan du=
rante la colecta o almacenamiento de los conos y semillas.
As{ mismo menciona que los hongos asociados en las semillas
extrafdas de conos que no abrieron y fueron aseptizados, son
considerados como internos de la semilla y parece gue son ad
quiridos durante la formacién del cono o fruto. Los hongos -
aislados de las semillas extrafdas fueron identificados como:

Aspergillus flavus, A. niger, 4. clavatus, Chaetomium

bostrychides, Curvularia sp, Fusarium sp, Mucor globosus,
Helminthosporium sp, Memnoniella echinta, Oedoscephalum

glomerulosum, Penicillium sp, Phoma glomerata, Rhizopus

arrhizus, Stemphylium bortryosum, Stachybotrys atra,

Stysanus medius, Trichoderma viride, y hongos estériles blan

cos y café.

16



I.

I-r.

III.

Iv,

Iv. OBJETIVOS

Determinar la presencia de contaminantes fungosos en

semillas de la especie Pinus ayacahute var, veitchii

Shaw ( 1909 ), de una misma procedencia ( Campo =

Experimental " San Juan Tetla ", Puebla ).

Definir grados de incidencia de contaminaciones y =
frecuencia de contaminantes, segin los tres arios de
cosecha del material de estudio, en las tres condf -
ciones de desarrollo embrionario y en las dos partes

de la semilla ( testa y embridn ).

Registrar observaciones de danos o alteraciones en
los componentes de la semilla, relacionados con =

sus contaminantes.

Proporcionar informacién bdsica utilizable para es
tudios similares de la misma especie, o de otras,
como contribucién a los procesos de seleccidn sani

taria de semillas de especies forestales.

17



V. METODOLOGTIA

La semilla empleada en el presente estudio correspondid

a la especie Pinus ayacahulte var. vetichii Shaw 1909,

( Shaw, X. G. 1906; Mdrtinez, M. 1948; Kirov, T. N. 1967 ),
proporcionada por el Laboratorio de Semillas del Instituto
flacional de Investigaciones Forestales, pertenecientes a tres
lotes de diferentes arios de cosecha ( Lote 528 -ano 1976;
Lote 620 -ano 1977; Lote 759 ~ano 1979 ) del Campo Expe -
rimental " San Juan Tetla " estado de Puebla; conservados

en almacenamiento en recipientes de metal, a temperatura de

3%%.

SELECCION DE MUESTRAS

Se tomaron al azar 1500 semillas por lote, las que se
depositaron durante 24 hrs. en un recipiente de vidrio per
fectamente limpio, conteniendo agua corriente y cerrado pa_
ra lograr el reblendeciemiento de las testas. Una vez elimi
nada el agua y bajo condiciones ue asepsia, fueron abiertas
las semillas utilizando el aparato triturador y el selector
de semillas ( Portlock, F. y Dought, T. 1979: Ver apéndice:
Ldmina I ; fig. l, 2 ), separando testas y embriones selec_
cionados basandose en el grado de desarrollo embrionario
( Ver apéndice: Ldmina II; fig. 3, 4, 5 ) conforme a las si_

guientes condiciones:
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a. ambriones completamente desarrollados
b. e«mbriones poco desarrollados
¢. Embriones no aesarrollados

Le esta seleccidn fueron obteniaas 42) semillas por lote,
las nue representaron l40 testas y 14D embriones de cada condi
cién .e desarrollc embrionario.

Este material por sepcrado ( Testas y embriones desorovis
tos de tegumento ) fué colocado mediante pinzas esterilizacas,
en cajas Fetri provistas de papel filtro, vosteriormente sella
das, conservadas en refrigeracidn hasta el momento de emplear

se.
PREPARACION DE NUESTRAS

Las dos porciones de la semillas ( Testas y embriones )
correspondientes a los tres grados de desarrollo embrionario,
fueron sometidas a dos tratamientos, destinandose la mitad -
del nimero total ce éstas porciones como material prueba some
tido a aseosia superficial con hipoclorito de sodio al 4% du-
rante un minuto y enjuague profuso mediante cincc cambios de
agua destilada esterilizada ( Ching - Chang, Chen y Shung -
Chang, J. 1964 ); la mitaa restante, constituyé el testigo so
metido a su vez con agua destilada esterilizada.

Posteriormente todo el material fué colocado en cajas Pe
tri previamente esterilizadas, provistas de papel filtro para

secarlo.

SIEMBRA DE NUESTRAS

Todo el material seco como se indicS anteriormente, fué

transferido en coidiciones ce asepsia a placas previamente es
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terilizadas conteniendo medio de cultivo Fapa - Dextrosa Agar
age confeccidn casera, al cual se adicionaron unas gotas ce -
deido ldctico hasta un ph de 3.9, para .revenir el desarrc -
llo de bacterias, modificdndose el proceso ae preparacidn co
mo se indica en el apéndice ( Verna, L. C y Herrero, F. 1952,

Cgawa, M. y Gilpatrick, D. 1978 ).
DISTRIBUCION DE MUESTRAS

Para el nimero total de cada porcidn de la semilla ( 140
Testas, 140 embriones ) se emplearon 28 placas, destinandose
l4 para el material prueba y l4 para el testigo, distribuyen
dose por caja 5 porciones de testas o embriones ( Ver dnendi
ce: Ldmina III ), cada una en su caso debidamente numerada -
para su identificacién y correlacién posterior en las anotacio
nes de datos.

Todo el material filellevado a incubacién a una tempera
tura de 25 a 27° C. durante quince a veinte dfas para propi
ciar el desarrollo de microorganismos ( Ver apéndice: Ldmina

v ).
AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS

Del material sembraco e incubado, se realizaron obserua
ciones cada tercer dfa, y durante quince a veinte dfas fue -
ron aislados los microorganismos desarrollados en tubos ( por
duplicado ) conteﬁiendo medio Papa - Dextrosa - Agar inclinado
de confeccibén casera: por inoculacibn en punto mediante asa
micol8gica e incubacién de 25 a 27°C. en estufa para culti-
vos, durante tiempo variable ( 5 a 8 dfas ), segin los reoue

rimientos de lu=s cepas.



De las cajas de siembra original, los embriones y testas

que no mostraron atn desarrollos fungosos en el momento del

aislamiento, fueron tranferidos a nuevas cajas de medio de -

cultivo, con objeto de evitar contaminaciones i{nconvenientes

procedentes de los inbculos desarrollados.

IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS

La identificacién de microorganismos fué conducida bajo

los siguientes procedimientos micologicos:

l. Caracteres macoscopicos.

Incluyeron observaciones de las colonias desarrolladas con
siderdndose: forma, consistencia, tamano, estructura y as
pecto ( color del micelio vegetativo, color del micelio =
de fructificacidén, cantidad de desarrollo, aspecto de desa
rrollo profundo, modificaciones en el medio por accién del
hongo " color, turbidez, difusién de pigmentos "; ( Verna,
L. y Herrero, F. 1952 ).
Caracteres microscopicos.
Incluyeron técnicas de observacién en microscopio optico
realizdndose:
a. Preparaciones directas con el empleo de portaobjetos,
cubreobjetos y agua destilada esterilizada.
b. Preparaciones con colorante vital como azul de lacto
fenol y el empleo de portaobjetos y cubreobjetos, =
( Verna, L. y Herrero, F. op. cit ).
¢. Técnica de microcultivo ( Ridell, R. W. 1950 ); Ver
apéndice.
D. Método de Rivalier y Seydel ( Langeron, M. 1945 );

Ver apéndica.,
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3. Emcleo de claves micolégicas ( Funder, S. 1953, Molina,
LL. 4. 1957, Hazen, L. y Reed, C. 1960, Gilman, C. J.
1652, Malone, F. y Muskett, £. 1964, Barnett, L. H. 1960 ).

METODOLOGIA ESTADISTICA

Fara los grupos de hongos aislados de embriones y testas,
fueron realizados los siguientes procedimientos estad{sticos.

Se utilizé el diserio experimental Bloque al Azar ( Ostle,
B. 1968; Motgomery, C. 1976 ) comprendiendo tres tratamientos
( Lotes de semillas, Condicién de desarrollo embrionario, -
Aseptizante ) con catorce repeticiones ( cajas de cultivo ).
Kediante éste disefio y la eleccibdn del arreglo "Factorial
3x3x2" ( Steel, D. y Torrie, H. 1960; Snedecor, W. C. 1961;
Motgomery, C. op. cit.) se efectul la combinacibén de trata -
mientos o factores.

Se realtizaron los correspondientes Andlisis de Varianza
( Caballero, D. 1973; Xotgomery, C. op. cit. ) y las Pruebas
de Separacién de Medias de Tukey ( Walter, F. 1955; Steel, D.
y Torrie, E. op. cit. ; Castafeda, R. P. 1978 ) que consiste
en efectuar una comparacién de medias de cada tratamiento y

decidir cual es significativo y cual no lo es.
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vVI. RESULTADOS Y DISCUSION

CLASES DE HONGOS

De los resultados obtenidos en embriones y testas someti
dos a tres tratamientos en estudio, fué determinada la presen
cia de dos clases de hongos Zygomycetes y Deuteromycetes, -
identificandose dos miembros para la primera y un nimero ma -

yor para la dltima.

ZYGONYCETES EN EMBRIONES

Sobre el efecto de los tratamientos ( Lotes, Condicién
de desarrollo embrionario, iseptizante ) en el desarrollo de
los hongos pertenecientes a la clase de los Zygomycetes, ais
lados de embriones; el andlisis de varianza mostré ( Cuadro
I ) una alta significancia para los tratamientos e interac -
cibén de los mismoes, indicando que tuvieron efectos en el de
sarrollo de estos microorganismos, resultados que no fueron

similares para la interaccidén entre los tres tratamientos.
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CUADRO I Andlisis de varianza para
Zygomycetes en embridn.

Fuente de variacién Grados de
Libertad.

Lotes

Condicién de desarrollo

embrionario

Aseptizante 1

Lot. / Cond. de desarrollo 4

embrionario

Lotes / Aseptizante 2

Cond. de desarrollo
embrionario / Aseptizante

Lot. / Cond. desa. emb. / Asep. 4
Error 234

la clase de

Cuadrados

Medios.

192.11
35.980

37.337
20.480

6.873
7.315

1.563

206.14%%
38.6177

40.06%*
2r.06**

7.38**
7.85%*

1.68

Significativo al nivel de 0.0l.
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Xediante la prueba de separacién de Medias de Tukey se de
terminé que para el tratamiento Lotes ( Cuadro 2 ) el mds anti
guo 528 ( cclecta 1976 ) fué el significativamente diferente -
al resto, por presentar el mayor nimero de microorganismos de

sarrollados, el que disminuye relativamente en el lote mds re

ciente 759 ( colecta 1979 ) , lo que indicé que posiblemente
el tiempo y las condiciones de almacenamiento segiin Holmes, G.

y Buszewicz, G. ( 1958 ) y Prisyazhnyuk, A. A. ( 1960 ) influ

yeron en el desarrollo de los microorganismos identificados
en el caso gque se trata.

En otros trabajos ( Salisbury, P. J. 1955 y Whitle, M. A.
1977 ) los microorganismos fueron considerados como micoflora

de semillas, de almacenamiento de otras especlies forestales.
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Para el tratamiento Concicién .e uesarrcl.io embrionario

{ Cuadro 2 ) se ueterminé que los ecmbriones comoletamente de
sarrollados fueron los comparativamente difererntes, oor mos -
trar la mayor incidencia de microorganismos v cisminuir en -
los embriones poco desarrollacos y sucesivamente en no desa —

rrollados.
En el tratamiento Aseptizante ( Cuaaro 2 , se adeterminé

que las muestras testigo fueron significativamente diferen -

tes, por presentarse como era de esperarse el mayor nimero de

microorganismos.
CUADRO II Comparacibn de medias de tratamiento para
el grupo de Zygomycetes en embridn.
Tratamientos Kedias Significandia
estadfstica
Lotes
Lote 528 ( cosecha 1976 ) 3.250 a
Lote 620 ( cosecha 1977 ) le4lé b
Lote 759 ( cosecha 1979 ) 0.550 c

Condicién de desarrollo

embrionario

Embrién completamente 2.238 a
desarrol lado

Embrién poco desarrollado _ l.738 b
Embrién no desarrollado 0.254 c

Aseptizante
Testigo l.785 a

Prueba le254 b

Las literales ( @, b, ¢ ) indican para cada tratamiento, las di
ferencias de medias obtenidas respecto a una :roba@zlidad de
0.0l de acuerdo con la prueba de sepuracién ue Kedias de Tukey.



De los resultados de interaccibn de tratamientos de acuer

do a la prueba de separacidn ae Kedias de Tukey, se determiné

que para el tratamiento Lotes /Condicién de desarrollo embrio -

nario ( Cuadro 3 ), aparentemente el tiempo de almacenamiento

influyé en la aparicibén de microorganismos ( Frisyazhunyuk, 4.

A. op. cit. ) como anteriormente se menciond,por presentarse un

mismo grado de incidencia en cadu uno de los lotes en su caso,
observandose ademds una disminucibén cuantitativa en relacién -
con la antiguedad de lote, siendo los mds recientes los de me
nor incidencia de microorganismos. En cuanto a la condicién -
de desarrollo embrionario se determinb, que los embriones com
pletamente y poco desarrollados pertenecientes al lote mds -
antiquo 528 ( colecta 1976 ), fué en donde ocurrié mayor desa
rrollo de microorganismos, posiblemente por las condiciones -
oropias de las semillas y la humedad prevaleciente, resulta-
dos cgue no fueron similares respecto a las condiciones seme -
jantes en los lotes restantes en donde varib y disminuyé la

incidencia de microorganismos.
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CUADRO III Comparacién de medias de tratamiento en la in

teraccidn Lote /Condicién de desarrollo embrio

nario para el grupo de Zygomycetes, en embridn.

Tratamiento
Lotes / Cond. de
esarrollo emb.

Lote 528 ( 1976 ) / Emb.
comp. desarrollado

Lote 528 ( 1976 ) / Emb.
poco desarrollado

Lote 528 ( 1976 ) / Emb.
no desarrollado

Lote 620 ( 1977 ) / Emb.
comp. desarrollado

Lote 620 ( 1977 )/ Emb.
poco desarrollado

Lote 620 ( 1977 )/ Emb.
no desarrollado

Lote 759 ( 1979 )/ Emb.
comp. desarrollado

Lote 759 ( 1979 ) /Emb.
poco desarrollado

Lote 759 ( 1979 ) /Emb.
no desarrollado

Medias

3.964

4.071

l.71l4

2.535

1.000

0.714

0.214

0. l42

9.392

Significancia

estad{stica

Las literales ( a, b, ¢ ) indican las diferencias o igualdad en
su caso de medias de tratamiento, respecto a una probabilidad -

. de 0.0l de acuerdo con la prueba de separacién de Medias de

Tukey.
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£n cuanto al tratamiento QQ}QSJ'Aseptizgnte, se indicé

( Tuadro 4 , que el aseptizante empleado, sf{ influyé sobre

el desarrollo de &ste grupo, puesto que la frecuencia de ais
lamientos desminuyé en general en las muestras prueba respec
to a los testigos. asto indica una decisiva influencia del -

ageptizante sobre la oportunidad de aislamiento de los hon -

gos.

CUADRC IV Comparacién de medias de tratamiento en la in
teraccién Lotes / Aseptizante para el grupc de
Zygomycetes en embridn.

Tratamiento Medias Significancia

Lotes / Aseptizante estad{stica

Lote 5282 ( 1976 ) / Testigo 3.928 a

Lote 528 ( 1976 ) / Prueba 2.571 b

Lote 620 ( 1977 )/ Testigo 1.785 c

Lote 620 ( 1977 )/ Prueba 1.047 d

Lote 753 ( 1979 ) / Testigo 0.357 d

Lote 759 ( 1979 ) / Prueba 0.142 e

Las literales ( @, b, ¢ ) indican las diferencias o igualdad en
su caso de medias de tratamiento, respecto a una probabilidad de
0.0l de acuerdo con la prueba de separacién de Medias de Tukey.

En el tratamiento Condicién de desarrollo embrionario /Asep

tizante ( Cuadro 5 ) se determiné que el efecto del aseptizante
fué en los embriones completamente desarrollados y en los embrigo
nes poco desarrollados, donde se obtuvo una significancia esta =
dfstica similar entre el testigo y la prueba, se interpreté como

un efecto negativo del aseptizante, en cuanto a disminuir las =
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oportunidades de aislamiento de los microorganismos, circunstan

cia que comparada con los otros casos que aparecen siendo légi =

cos como era de esperarse, pudo

que inducieron fuentes de error

experimental,

ser debida a varias si{tuaciones

CUADRO Vv Comparacién de medias de tratamiento en la inter
accibn Condicién de desarrollo embrionario /Asep
tizante para el grupo de Zygomycetes en embrién.

Tratamiento
Cond. de desarrollo

embrionario

Embrién completamente
desarrollado / Testigo

Embrién completamente
desarrollado / Prueba

Embrién poco
desarrollado / Testigo

Embrién poco
desarrollado / Prueba

Embrién no
desarrollado / Testigo

Embrién no
desarrollado / Prueba

Nedias

2.833

l.642

1.785

l.690

l.452

0.428

Significancia
estadfstica

Las literales ( a, b, ¢ ) indican las diferencias o igualdad en
su caso de medias de tratamiento, respecto a una probabilidad de
0.0l de acuerdo con la prueba de separacidn de Medias de Tukey.
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ZYGOMYCETES EN TESTAS

£l andlisis de varianza para la clase 2Zygomycetes en testa

indicé ( Cuadro 6 ) que los tratamientos ( Lotes, Condicién de

desarrollo embrionario, Aseptizante ) y la interaccién Lctes /

Condicibn de desarrollo embrionario, tuvieron efectos en el de

sarrollo de este grupo de hongos, con caracter{sticas de una

alta significancia.

CUADRO VI Andlisis de varianza para la clase de
Zygomycetes en Testa.

Fuente de variacién

Lotes

Condicién de desarrollo
embrionario

Aseptizante

Lot. /Cond. de desarrollo
embrionario

Lotes / Aseptizante

Cond. de desarrollo
embrionario / Aseptizante

Lot. Cond. desa. emb. / Asep.

Lrror

Grados de Cuadrados
Libertad. Medios,
2 624.694
2 91.194%
l 58.099
4 51.819
3.956
l.480
4 Sudle
234 l.323

F

492.09%*
68.92%*

43.91%"
99,16%*

2.99

**Significativo al nivel de 0.01.

En la prueba de separacién de Medias de Tukey, se determind

que los resultados para cada tratamiento ( Cuadro ? ) fueron se -

me jantes a los obtenidos de embriones, en cuanto al ano de coleg

ta, condicién de desarrollo embrionario y efecto del aseptizante,

solo que el mayor desarrollo de microorganismos fué
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terminado en tes’as, situacibn que indica la probabilidad que
esta parte de la semilla es la mds expuesta a la deposicién o
colonizacidén de hongos, cuyas esporas se adhieren a las super
ficies tanto en forma natural como debido a condiciones de un
mal manejo de semillas, desde su colecta hasta su almacena -
miento, y procesos mecdnicos de desalamiento ( Gidson, I. 4.
S. 1957; Whitle, M. A. 1957; Sharma, D. A. 1980 ) que pueden
alterar definidamente a la semilla propiciando contaminaciones
inconvenientes.

CUADRO VII Comparacién de medias de tratamiento para el
grupo de Zygomycetes en testa.

Tratamientos Medias Significancia
Lotes estadlstica

Lote 528 ( cosecha 1976 ) 7.083 a

Lote 620 ( cosecha 1977 ) .74 b

Lote 759 ( cosecha 1979 ) 2.071 ¢

Condicién de desarrollo
embrionario

Testa emb. completamente 5.142 a
desarrollado
Testa emb. poco 3.535 b
desarrollado
Testa emb. no 3.190 ¢
desarrollado

Aseptizante
Testigo 44436 a

Prueba 304?6 b

Las literales ( a, b, ¢ ) indican para cada tratamiento, las di =
ferencias de modiaa Bbtenidas respecto a una probabilidad de 0.01

de acuerdo a la prueba de separacién de Medias de Tukey.
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En los resultados de interaccién Lotes/Condicién de

desarrollo embrionario se determiné ( Cuadro 8 ), que pa-

ra el mismo caso de embriones, el tfempo de almacenamien =
influyé en la aparicibn de los microorganismos desarrolla
dos, obseruvandose una disminucién cuantitativa de la inci
dencia respecto a la antiguedad del lote. Se determiné =
que en testas correspondientes a embriones completamente
v no desarrollados pertenecientes al lote mds antiguo 528
( colecta 1976 ) ocurrié el mayor desarrollo de microorga
nimos, variando en las testas de las tres condiciones de
desarrollo embrionario pertenecientes a los lotes mds re -
cientes, resultados que indicaron nuevamente que las con-
diciones propias de las semillas y la humedad. prevalecien
te, fueron posibles factores que Influyeron en los micro

organismos desarrollados.
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CUADRO VIII

Conparacién de medias de tratamiento en la

interaccién Lotes /Condicién de desarrollo
embrionario para el grupo de Zygomycetes

en testa.

Tratamiento
Lotes / Cond. de
desarrollo embrionario

Lote
Emb.

Lote
Emb.

Lote
Emb.

Lote
Emb.

Lote
Emb.

Lote
Emb.

Lote
Em-b.

Lote
Em-b.

Lote
En:-bl

528 ( 1976 ) / Testa
com. desarrollado

528 ( 1976 ) / Testa
poco desarrollado

528 ( 1976 ) / Testa
no desarrollado

620 ( 1977 ) / Testa
com. desarrollado

620 ( 1977 ) / Testa
poco desarrollado

620 ( 1977 ) / Testa
no desarrollado

759 ( 1979 ) / Testa
com. desarrollado

759 ( 1979 ) / Testa

poco desarrollado

759 ( 1979 ) / Testa
no desarrollado

Medias

7+464

5.753

8.428

4.000

2.428

l.71l4

3.964

1.785

0.464

Significancia
estadfstica

Las literales ( a, b, ¢ ) indican las diferencias o igualdad en
su caso de medias de tratamiento, respecto a una probabilidad
de 0.0l de acuerdo con la prueba de separacién de Medias de =

Tukey.
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DEUTERCMYCETEZS EN EMBRIONES

Para el grupo de Deuteromycetes en embridn ei andlisis
de variunza mostré ( Cuadro 9 ) que los tratamientos ( Lo=
tes, Condicién de desarrclio embrionaric, Aseptizante ) y
las interacciones Lotes /(Condicién de desarrollo embriona =
rio y Lotes / Aseptizante, por ser altamente significativos
tuvieron 2fecto en el desarrollo ae éste grupo de hongos.

CUADRO 1IX Andlisis de varianza para la clase de
Deuteromycetes en embrién.

Fuente de variacién Grados de Cuadrados F
Libertad. Medios.

Lotes 2 22.265 L4 157"

Condicién de desarrollo 2 4.075 8.08%*

embrionario

Aseptizante l 2.682 PR

Lot. / Cond. de desarrollo 4 6.908 13.20%*

embrionario

Lotes / Aseptizante 2 5.956 .81t

Cond. de desarrollo 2 0.527 L.05

embrionario #Aseptizante

Lotes / Cond. desa. em. Asep. 4 l.158 2.30

Error 234 0.503

**Significativo al nivel de 0.01

La prueba de separacién de Medias de Tukey indicé que para
el tratam iemto Lotes ( Cuadro 10 ), el correspondiente al tiem
po de almacenamiento intermedio 620 ( colecta 1977 ), fué compa
rat ivamente diferente, por presentar la mayor incidencia de mi -
croorganismos, disminuyendo en los lotes mds antiguo 5258 ( co =

lecta 1976 ) y mds reciente 759 ( colecta 1979 ). Lo que indica
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que existe un lapsu INtermedilo en €l (ue JCu"Ire LN CUreRle en
las poblacicnes ae microorgunismos, inaevenaientemente de los
géneros componentes.

En el tratamiento Condicién de desarrollo embriocnario

( Cuaaro 12 ) se determiné que los embriones no desarrollados
y poco desarrollados fueron los oue presentaron mayor inciden
cia de microorganismos, y para el tratamiento Adseptizante -
( Cuadro 12 ), se obtuvo que las muestras prueba y testigo -
oresentaron similitud en la incidencia de microorganismos, in
dicando que posiblemente el aseptizante no influyé sobre el -

desarrollo de éste grupo de hongos.

CUADRO X Comparacién de medias de tratamiento para el
grupo de Deuteromycetes en embribn.
Tratamientos Medlias Significancia
Lotes estadfstica
Lote 528 ( cosecha 1976 ) 0.333 b
Lote 620 ( cosecha 1977 ) l.273 a
Lote 759 ( cosecha 1979 ) 0. 440 b

Condicibén de desarrollo
embrionario

Embrién completamente 0.464 b
desarrollado

Lmbrién poco 0.678 a
desarrollado

Embrién no 0.904 a
desarrollado

Aseptizante
Testigo 0.579 a

Prueba 0.785 a

Las literales ( a, b, ¢ ) indican para cada tratamigngo, Iqs di
ferencias de medias obtenidas respecto a una probabdilidaa de
0.0l de acuerdo con la prueba de separacibén de ¥edias ae Tukey.
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De acuerdo con la prueba de separacidn de Medias de Tukey

para el tratamiento Lotes /Condicién de desarrollo embrionario

se determind ( Cuadro ll ) qgue el lote de afic intermedic 620

( colecta 1977 ), le correspondié las mayores incidencias, sien
do los embriones poco desarrollados los comparativamente dife -
rentes, lo que posiblemente indigque que las condiciones pro -
pias de la semilla y condici{ones de almacenamiento, fueron fac
tores que propiciaron el desarrollo de microorganismos, sien

do algunos de los géneros reportados como micoflora de semi -
llas de otras especies forestales ( Holmes, G. y Buszewicz, G.
1958, Urosevic, B. CSc. 1961, Ghing, Chang, Chen y Shung, Chang,
J. 1966 ).

La similitud de la incidencia de microorganismos en em-
briones no desarrollados de los tres lotes de semillas, mues
tra que estos microorganismos posiblemente sean indicadores
del deterioro de la semilla y condiciones prevalecienies de
humedad, favorecieron el desarrollo de microorganismos; ade -
mds de no existir embridn, siendo limitante en algunos casos,
puesto que las menores incidencias fueron determinadas en

embriones completamente y poco desarrollados.
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CUADRO XI Compcracién de medias de tratamiento en la
interaccidén Lotes/ Condicidn de desarrollo
embrionario para el grupo Deuteromycetes
en embribn.

Tratamiento Nedias Jignificancia
Lotes ;/ Cond. de estadfstica
desarrollo emd.

Lote 528 ( 1S$76 ) / Emb. 0.071 c
comp. desarrollado

Lote 528 ( 1976 ) / Emb. 0.071 c
peco desarrollado

Lote 528 ( 1976 ) /Emb. 0.857 b
no desarrollado

Lote 620 ( 1977 ) /Emb. 0.892 b
comp. desarrollado

Lote 620 ( 1977 )/ Emb. 1.892 a
poco desarrollado

Lote 620 ( 1977 )/ Emb. 1.035 b
no desarrollado

Lote 759 ( 1979 ) /Emb. 0.428 b
comp. desarrollado

Lote 759 ( 1979 )/ Emb. 0.071 ¢
poco desarrollado

Lote 759 ( 1979 ) / Emb. 0.821 b

no desgsarrollado

Las literales ( a, b, ¢ ) iIndican las diferencias o igualdad en
su caso de medias de tratamiento, respecto a una probabilidad
de 0.0l de acuerdo con la prueba de separacién de Medias de =

Tukey.

En los resultados de interaccién del tratamiento Lotes /Asep-
tizante, se determind ( Cuadro l2 ) que el aseptizante emoleado
no influyé en todos los casos sobre la aparicién de desarrollos
fungosos en los cultivos, por presentar el mayor desarrollo de
microorganismos las muestras testigo pertenecientes al lote de
afio intermedio 620 ( colecta 1977 ), proboblemente por causas

de error experimental que alteraron los resultados. 5
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£n los lotes de ano mds antiguo 528 ( colecta 1976 ) y afo

mds reciente 755 ( colecta 1979 ), la influencia del aseptizan-

te se manifestS en las muestras prueba, por aeterminarse una dis

minuc ién de microorganismos respecto a los testigo, lo que era

de esperarse.

CUADRO XII Comparacién de medias de tratamiento en la in
teraccién Lotes / Aseptizante pura el grupo =

Deuteromycetes en embribn.

Tratamiento

Lotes / Aseptizante

Lote 528 ( 1976 ) / Testigo
Lote 528 ( 1976 ) / Prueba
Lote 620 ( 1977 ) / Testigo
Lote 620 ( 1977 )/ Prueba
Lote 759 ( 1979 )/ Testigo
Lote 759 ( 1979 ) / Prueba

Nedias

0.285
0.380
0.880
1.666
0.571
0.309

Significancia
estadf{stica

8] o o o

o

Las literales ( a, b, ¢ ) indican las diferencias o igualdad en
su caso de medias de tratamiento, respecto a una probabilidad

de 0.0l de acuerdo con la prueba de separacién de Nedias de

Tukey.
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DEUTEROMYCETES EN TESTAS

Los resultados obtenicos zel andlisis de varianza para la
clase de Jeuteromycetes en testa mostrd ( Cuadro 13 ) que sélo
el tratamiento Condicién de zesarrollo embrionario, presentaron
una alta significancia, indiccndo que tuvieron efecto en el de
sarrollo de éste grupo de honjos.

CUADRO XIII Andlisis de varianza para la clase de
Deuteromycetes en testa.

Fuente de variacién Grados de Cuadrados F
Libertad. Medios.

Lotes 2 3.250 4.56

Condicién de desarrollo 2 5.904 8.28%*

embrionario

Aseptizante l 2.099 2.94%*

Lot. /Cond. de desarrollo 4 6.869 9.54%7

Lotes / Aseptizante 2 0.504 0.71

Cond. de desarrollo 2 0.777 .09

embrionario / Aseptizante

Lot. / Cond. desa. emb. Asep. 4 2.682 3.76

Error 234

**Significativo al nivel de 0.9l.
En la prueba de separacidn de Hedias oara el tratamiento

Condicién de desarrollo embrionario se determinS ( “wadro l4 )

que la incidencia de micrcorganismos obtenica, fue muy similar
respecto a la encontrada en embriones, correspondiendo las ma
yores incidencias a testas Je embriones, no desarrollados y -

embriones poco desarrollados.



CUADRO  XIV Comparacifn de medias de tratamientc para
el grupc de Deuteromycetes en testa.

Tratamientos Nedias Significancia
Condicién de desarrollo estadlstica
embrionario

Testa emb. completamente 0.321 b
desarrollado

Testa emb. poco 0.654 a

desarrollado

Testa emb. no 0.845 a
desarrollado

Las literales ( a, b, ¢ ) indican las diferencias o igualdad en
su caso de medias de tratamiento, respecto a una probabilidad
de 0.0l de acuerdo con la prueba de semaracidén de Nedias de -
Tukey.

En los resultados de interaccién del tratamiento Lotes /Con-
dicién de desarrollo embriomario, se determiné ( Cuadro 15 ) que
las mayores incidencias fueron obtenidas en testas de embriones
poco desarrollados de los lotes mds recientes 620, 759 ( colecta
1977, 1979 ), por lo que al igual que los resultados de embrio -
nes, las condiciones propias de las semillas y condiciones de al
macenamiento, posiblemente fueron factores que propiciaron el de
sarrollo, de microorganismos y las mayores incidencias obtenidas
en embriones no desarrollados del lote mds antiguo 528 ( colecta
1976 ) y mds reciente 759 ( colecta 1579 ) pudieron deberse a -
condiciones de humedad y ausencia del embridn, que en éste caso
pudo ser limitante en testas de embriones completamente desarro
llados de los tres lotes de semillas, por determinarse las meng

res incidencias de microorganismos.

41



CUADRC  xV Comparacién de medias de tratamiento en la
interaccién Lotes / Condicién de desarrollo
embrionario para el grupo de Deuteromycetes

en testa.
Tratamiento Medias Significancia
Lotes / Cond. de estadf{stica
esarrollo embrionario
Lote 528 ( 1976 ) / Testa 0.285 b
zmb. com. desarrollado
Lote 528 ( 1976 ) / Testa 0.000 c
Emb. poco desarrollado
Lote 528 ( 1976 ) / Testa 1.250 a
Emb. mo. desarrollado
Lote 620 ( 1977 ) / Testa 0.357 b
Lmb. com. desarrollado
Lote 620 ( 1977 )/ Testa 0.642 a
Emb. poco desarrollado
Lote 620 ( 1977 ) / Testa 0.428 b
Emb. no desarrollado
Lote 759 ( 1979 ) / Testa 0.321 b
Emb. com. desarrollado
Lote 759 ( 1979 ) / Testa 1.321 a
Emb. poco desarrollado
Lote 759 ( 1979 ) / Testa 0.857 a

Emb. no desarrollado

Las literales ( a, b, ¢ ) indican las diferencias o igualdad en
su casc de medias de tratamiento, respecto a una probabilidad
de 0.0l de acuerdo con la prueba de separacién de Medias de s
Tukey.
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GENEROS DE HONGOS

ZYGONMYCETES

En la clase de Zygomycetes ( Ldmina VI ) fueron identifica
das tres cepas, de dos géneros de hongos Mucor i1, 2 y Rhizopus
( Barnett, L. H. 1960 ), determinandose que en embriones y tes -
tas Mucor 1 fué el mds prevaleciente en los tres lotes de semi

llas, y Mucor 2 fué el de menor incidencia.

Es posible que estos microorganismos no sean contaminantes
del medio ambiente, porque los resultados obtenidos de los tra=-
tamientos analisados estadf{sticamente fueron muy similares en -

embriones y testa, y esta Ultima parte de la semilla fué selec
cionada al azar, no correspondiendo a su respectivc embrién que

fué sembrado, pero sf a la seleccibn que se hizo en cuanto a la

condicién de desarrollo embrionario.

Se observé que aparentemente estos géneros no causaron de -
terioros en los embriones y testas, por no presentarse malforma
ciones o decoloraciones, a diferencia de los resultados que men
cionan ( Vaartaja, O. 1$52 y Urosevic, B. op. cit. ), ademds =
que un gran nimero de embriones germinaron cuando se mantuvie -
ron en la estufa en presencia del desarrollo de micelio de es~-

tos microorganismos.

En la mayorfa de los trabajos realizados s¢ hace mencifn
de algunas especies de estos, se consideran causadores de daros
en el estado de preemergencia y postemergencia de pldntulas fo
restales ( Gibson, I. A. S. op. cit., Urosevic, 5. op cit. ,

Munjal, R. y Sharma, D, A. 1976. ).
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DEUTERONYCETES

De lc clase Deuteromycetes fueron iaentificadas catorce
cepas de ocho céneros de hongos: Aspergillus cinco cenas =

( Ldmina /II ), Trichoderma, Kormodendrum, Alternaria -

Jerminthosporium, Stemphylium ( Ldmina vIII ), ~enicillium

tres cepas ( Lémina IX ), Xonilia ( Barmett, L. H. op. cit. ),

presentandose como mds prevalecientes las cepas registradas
como Aspergillus 1 y Penicilliun 1 en los tres lotes aislados
de embriones y testas. Algunas cepas de los géneros Alternaria,

Helminthospcrium, Monilia y Stemphylium fueron muy escasas.

Se obseruvé que algunos de estos géneros, a pesar de ser
minima su prevalecencia ocasionaron daros en los embriones,
referibles como malformaciones, adelgazamientos, y reblande
cimientos. Estas situaciones son comparables con las qgue men
cionan algunos autores ( Leukel, R. y Martin, J. 1943, Tuite,
F. y Christensen, M. 1955, Gibson, I. A. op. cit. Timonin,
I. M. 1964, Chi: = Chang, Chen y Shung, Chang. 1856 )} ccu -
rriendo en semillas de gramfneas y de especies forestales,
donde la germinacién es reducida. De aquf que es posible in
ferir que algunos de estos géneros causaron alguncs daros
en las semillas de Pinus ayacghuite var paitchij, motivo de
este estudio.

Algunos de los embriones que permanecieron en la estu
fa en presencia de desarrollo micelial de algunos de estos

hongos, no germinaron.
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Zs nrotctle gue la przse-ciz ge estcs ricroorganismos en
embriones no czesarroliaaos, sea un indicio del detericro y -
tal vez se presenten en las mismnas condiciones como la menciQ
e ( Salinas, <. R. 1978 u “ortiock, F. y Lought, T. 1979 ),
42 oue se obseruvdé que duranie i seleccibn de embriones no ae
sarrollados, al ser abiertas lcs semillas wva cresentasan mice
lio desarrollaao y esporas. Cabe mencionar que estos microor -
janismos no fueron contaminantes zel ambiente, ruesto gue se
encontraron en embriones y testas habiendo sido esta dltima -
parte de la semilla sometida a las mismas condiciones de selec
cién ( Condicibén de desarrollo embrionario ) como anteriormen
te se indicé en la descripcién de Zygomycetes identificados.

Se encontrd que el aseptizante empleado fué eficdz, pero
sin definir, como lo mencionan ( Chi, =-Chang, Chen y Shung,
Chang 1964, Sharma, D. A. op. cit. ), que su efecto fuera so
bre microorganismos de la parte externa de la semilla (testa)
o interna (embrién), por las condiciones metocoldgicas que se
siguieron en este estudio; ae aguf que es posible mencionar
que géneros ae las clases Zygomycetes y Deuteromycetes, mos -
traron cierta susceptibilidad aunque no todos los casos.

Se obseruv$ que algunas ceczs identificadas como Rhizopus,

Spicaria, y Rhocotorulat fueron definidamente contaminantes

de luboratorio que se presentaron en maycr frecuencia en los
medios no inoculados y durante las pruebas de esterilicad del
medio Papa - Dextrosa - Agar, cor la formacién de agua de con=-

densacién de las cajas de cultivo.

*Identificacién realizada por QFS8. Radl Garza V. de la Facul
tad de Qufmica ( U. N. A. H. ).



I.

vit, CONC LUS I ONES

Dos clases de hongos representados en diez y site cepas,
de diez géneros ( Alexopoulos, C. J. 1960 y Barnett, L. H.

1960 ), fueron los microorganismos aislados de embriones

y testas:
Clase ygomycetes: Mucor, 2 y Rhizopus, 1
Clase Deuteromycetes: Alternaria,l; Aspergillus, 5;

Helminthosporium, 1; Hormodendrum, 1;

Monilia, 1; Penicillium, 2;

Stemphylium, 1; Trichoderma, 1

La mayor incidencia y frecuencia correspondid a reoresen

tantes de Zygomycetes y las menores a Deuteromycetes.

De acuerdo a las observaciones directas y a las confirma
ciones de los cdlculos estad{sticos, el tiempo de almace
namiento tuvo influencia en la incidencia de microorganis
mos Zygomycetes en embriones y testas y para el grupo -
Deuteromycetest sin embargo se presenta un aumento ae las
poblaciones de microorganismos en las semillas del lote

correspondiente al lapso intermedio de cosecha, posible -
mente por efecto de las condiciones ae las mismas semi -

llas.

s probable que las deficiencias de manipulacién de semi -
llas, desde su colecta hasta su colocacibn en recipientes
de almacenamiento, hayan inducido variaciones en la inci
dencia de Zygomycetes, particularmente en testas, cebido

a que esta parte de la semilla es la mas expuestia.
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5.

No se define en cue conalicibn de cesarrcllo embrionario
prevalece la incigencia de Zygomucetes y -

Deuteromycetes aislados de embriones y testas.

La frecuencia de los Deuteromycetes o ue los -
Zygomycetes es independiente ae los darios inducidos; a
pesar de ser mfnima la frecuencia de los primeros los
darics observados ( reblandecimiento de embriones ) es
tuvieron definidamente asociados con este grupo. £€n -
contraste con la mayor frecuencia del segunao grupo que

no indujo danos como los seralados.

7. Es probable que la incidencia de algunos de los miem-

bros de la clase de los Deuteromycetes aislados de em
briones no desarrollados y de sus testas correspondien
tes ( semilla vana ), haya sido causa decisiva del de -

terioro ce la semilla.

La influencia del aseptizante hipoclorido de sodio fué
definida como factor limitante de la frecuencia de ais
lamientos, tanto ael material de embriones como de tes
tas. Excepcionalmente se aprecidé inefectividad del pro

ducto, atribuible a fallas técnicas imponderables.

Las condiciones y medios de trabajo impidieron precisar
cudndo los microorganismos aislados provinieron de las

partes externas o internas de la semilla.
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l0. Se confirma que los microorganismos identificados
provinieron de la semillu y no de contaminaciones
de laboratorio, por una parte por el hecho de ha-
ber sido aislados con clerta frecuencia de embrip
nes y testas; por otra parte, con apoyo en la li-
teratura, porque diferentes autores refieren algu
nos de los géneros ( como los hallados en este -
trabajo ) siendo componentes de la micoflora de -

otras especies forestales.



VIII, SUGERENCTIAS

Siendo poco conocida la Micoflora de semillas de especies
forestales y dada su importancia, se sugiere la continuidac de
investigaciones sobre muchos aspectos gue faltan por conocer,
algunos de los cuales son referibles a determinaciones de Nico
flora de diversidad de especies de con{feras, desde la colecta
de los conos, hasta el almacenamiento de las semillas.

El conocimiento de los microorganismos incidentes en las

partes componentes de la semilla y la realizacibén de pruebas -

de patogenicidad mediante inoculaciones comprobatorias de los
microorganismos aislados, permitirdn tener importante informa
cibén acerca de posibilidades para prevenir darios ocasionables
por los microorganismos, en el lapso del almacenamiento de =
las semillas y durante su manejo en los viveros forestales;
informacién que habrd de reforzar la realizacibén de andlisis
fitosanitarios de semillas, como integracibén de pruebas ruti -
narias de Laboratorio, para respaldar el establecimiento de =
un sistema de certificacién sanitaria de semillas, con el que

aiin no se cuenta en México.
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Lédmina I.

Lémina II.

Lémina III.

Lémina IV.

Ldmina V.

Ldmina VI.

L. A F E N D I C E

Aparatos para seleccibén ce semillas.
Fig.1. Trituraccr
Fig.2. Separador. ( Fortlock, F. y Dought, T.
op. Ccits )
Grados de desarrollo embrionario.
Flg. 3. Embriones completamente desarrollados
Fig. 4. Embriones poco desarrollados
Fig. 5. Embriones no desarrollados
Preparacién del medio PDA, casero ( Verna y Herrero,
Fe ops cits. )
Siembra y Distribucién de semillas.
Fig. l. Embriones poco desarrollados

Fig. 2. Testas de embriones poco desarrollados

Desarrollo de microorganismos.
Fig. l. Embriones poco desarrollados

Fig. 2. Testas de embriones poco desarrollados

Aislamiento de microorganismos.

Fig. l. Embriones poco desarrollados

Fig. 2. Testas de embriones poco desarrollados
Técnicas de Microcultivo.

Cultivo en Bloque: ( Ridell, R. #. 1950 ).
Cultivo en Ldmina: ( Langeron, ¥. 1945 ).

¥orfologfa de colonias de Zygomycetes
Fig. 1, 2. Mucor

Fig. 3  Rhizopus

58



Lémina VII.

dmina VIII.

Ldmina IX.

Yorfoloafa e colonias ce Ueuteromycetes.

l a5: Aspergillus.

Figs.

KHorfologfa de colonias ze Leuteromycetes.

Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.

l.
2.
3.
4a
5.

Trichoderma

Hormodenarum
Alternaria

Helminthosporium

Stemphylium

Norfologfa de colonias de Deuteromycetes.

Pig’.

l

a 3 Penilcillium



Ldmina I

Fig. 1 Aovarato triturador

Fig. 1 Selector de semilla
( seed - blower )

£




Lémina II

Fig. 3 Embriones comuletamente desarrolludos, Fig. 4 znbriones

[

noco cesarrollados, Fig. 5 Zmbriones no desarrollados.



Q.

b.

,f.

ge.

i

Freparacién del medic ue cultivo casero

( /apa - Dextrosa - Agar )

Pesar 250gr. de papa cruda.

Lavarla con agua corriente y jabbn. Enjuagar profusamente con
agua destilada.

Pelar con un utensilio limpio y picar en trozos de aproxima -
damente lcm.

Colocar el material picado en solucién de hipoclorito de so -
dio al l¥ durante diez minutos. Enjuagar profusamente con -
agua destilada.

Mantener la muestra a punto de ebullicién durante una hora y
cuarto.

De jar enfriar suficientemente el matrdz que contiene la papa
y taparlo con un algodén limpio o esterilizado.

De jar macerar la papa en el refrigerador durante 24hrs.
Filtrar con gasa esterilizada y recoger el filtrado en un ma
trdz limpio esterilizado, completando con agua hasta mil cen
timetros citbicos.

Agregar 1l0gr. de glucosa, 20gr. de agar y una pequena canti -
dad de sulfato de magnesio; calentando y agitando constante -
mente hasta fusibn completa del agar.

Tapar el recipiente con un algodén esterilizado, y con capu-
chén de papel manila o kraft atado al cuello con hilo.
Colocarlo en autoclave para la esterilizacién a 15 libras,
durante 15 minutos.

De jar enfriar el medio hasta 40 = 50° C. soportable en la ma -
no, y vaciar en placas y tubos previamente esterilizados.

Ya solidificado el medio en estos recipientes llevarlo a tg‘

cubacién a 25° C. durante 24hr. para prueba de esterilidad.
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LEmina III

Fig. 1 FEmbriones soco udesarrollados, fig. 2 Testas

de embriones poco desarrollados.



Ldmina

L

Fia., 1 Embriones voco cgesarrollados, Fig. 2

de embriones noco desarrollados.

IV,

Testas



Lémina v

Fig.

1

Embriones noco uesarrollauos, Fig.

de embriones noco desarrollados.

2 Testus
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b.

dl

Técnica ae cultivo en blogue

De una placa de agar, cortar con un bistur{ estéril bloques
de lcm. de superficie por 3mm. de espesor.

Colocar los bloques en un portaobjetos previamente esterili
zados en una caja Petri y sobre una varilla de vidrio dobla
do en V.

Inocular con una pequena muestra de micelio de la colonia,

en el centro de cada uno de los lados del bloque de agar, y
poner sobre éste un cubreobjetos ( previamente esterilizado )
presionado ligeramente.

Agregar 10ml. de glicerol al 10X, e incubar a 28° C. Hacer

observaciones cada 24hrs.

¥étodo de Rivalier y Seydel

Verter en una caja Petri previamente esterilizada, l5ml de
medio de cultivo fundido. '

Introducir en condiciones de esterilidad a una temperatura
de &leun portaobjetos esterilizado en medio de cultivo fun
dido, humedeciendo con el medio una de sus caras. Se deja
escurrir y se coloca sobre una varilla en V, colocada den -
tro de una caja Petri previamente esterilizada, procurando
que la capa de medio quede hacia arriba.

Una vez solidificado el agar, itnocular las ldminas gelosadas
en tres puntos, con la cepa de hongo que se desee estudiur.
Colocar las léminas en vasos Coplin previamente esteriliza
dos, a los que se le hayan agregado 5ml de agua esteriliza
da; se tapa el vasc y se sella con cinta "™ durex " o tela

adhesiva, para »revenir la rdpida desecacién.
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e. Incubar a 28° C. efectuando obseruvaciones a los siete, diez,
y catorce dfas, fijando los desarrcllos de hongos con etanol
v teriéndolos con critrocina, 6 azdl de algodbén o azii de tri
oano; deshidratando por pasos con diferentes grados de al -

cohol etflico hasta xilol, montar en Bdlsamo ce Canada.
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Lémina VI

sucor

Fig. 3 : rhizopus



Il

Lémina

illus

Asper

Figs. 1, 2, 3, 4, 5



Ldmina VIII

Fig. 1 Trichoderma, Fig. 2 Hormodendrum,

Fig. 3 Alternaria, Ffig. 4 Helminthosporium,

Fig. 5 Stemohylium.



Ldmina IX

Figs. L, 2, 3: Penicillium
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