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RESUMEN

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.), es la especie de leguminosa mas importante para Cuba, durante el
2012 se cosecharon en el pais 123 434 ha para una produccion de 127 100 toneladas del grano. La mayoria
de los hongos fitopatégenos asociados al frijol emplean las semillas como vehiculos de introduccién en
nuevas areas donde bajo condiciones favorables pueden causar pérdidas considerables en el cultivo. El
objetivo del presente trabajo fue identificar los hongos asociados a diferentes variedades de semillas de frijol
asi como determinar su frecuenciay grado de infeccion por variedad. Fueron estudiados 102 lotes de semilla
de frijol, de 16 variedades provenientes de las provincias de Pinar del Rio, Mayabeque y Artemisa. De cada
lote se analizaron 400 semillas mediante el método de ensayo bioldgico de crecimiento en camara hiimeda.
Se identificaron 679 aislados fungicos pertenecientes a 34 especies de 20 géneros. Las especies de mayor
frecuencia de aparicion fueron Penicillium sp. (78.4%), Rhizoctonia solani (77.5%), Aspergillus niger (68.6%)
y Fusarium solani (51.0%). Ademas, se identificaron nueve especies de Fusariumy seis de Aspergillus. Se
detectd la presencia de Sclerotinia sclerotiorum en las variedades ‘BAT-58’, ‘BAT-93'y ‘Delicia-365. De estas
‘BAT-93’ fue en la que se detecté mayor porciento de semillas infectadas (3%). Este trabajo constituye el
primer informe de la incidencia de S. sclerotiorum en semillas cubanas de frijol.
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Fungi associated with Phaseolus vulgaris L. seeds cultivated in Cuba

ABSTRACT

Common bean (Phaseolus vulgaris L.), is the most important legume specie for Cuba, 123 434 ha were
harvested for a production of 127 100 t during 2012. Most of phytopathogenic fungi associated to beans used
seeds to move their inoculum to new areas, which under favorable condition can cause considerable yield
losses. The objective of the present study was to identify fungi associated with bean seeds, their frequency
and incidence for bean variety. 102 seed bean lots of 16 varieties for Pinar del Rio, Mayabeque and Artemisa
provinces were studied. For each seed lot 400 seed were analyzed by blotter test. 679 fungal isolates belonging
to 34 species of 20 genera were detected. Penicillium sp. (78.4%), Rhizoctonia solani (77.5%), Aspergillus
niger (68.6%) and Fusarium solani (51.0%) were the predominant species. Nine Fusarium species and six
Aspergillus species were identified. Sclerotinia sclerotiorum was detected in BAT-58, BAT-93 and Delicia-365
varieties, on which higher infected seed percent was detected in BAT-93. This paper is the first report of S.
sclerotiorum incidence on Cuban seed bean.
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INTRODUCCION especie mas importante para Cubay junto con

el arroz (Oryza sativa L.) conforma la base de

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.), es uno
de los cultivos mas antiguos cosechados en el
mundo, con una gran importancia desde el
punto de vista social, econémico y alimenticio
en muchos paises, principalmente en Centroy
Suramérica (Torres et al., 2009). Es dentro del
grupo de las leguminosas comestibles, la

la dieta diaria del cubano (Nerey et al., 2010).
Ademas, para el pais es uno de sus principales
cultivos; el tercero con mayor &rea sembrada
después del arroz y el maiz (Zea mays L.).
Durante el 2012 se sembraron 123 434 ha del
cultivo para una produccién de 127 100
toneladas (FAOSTAT, 2014).
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Los hongos asociados a las semillas provocan
la pérdida de su calidad, ya que afectan la
viabilidad y reducen su germinacién
(Ghangaokar y Kshirsagar, 2013). Estos
hongos inciden principalmente en el campo
(fitopatdgenos) o durante su almacenamiento
o conservacién (de almacén). Los hongos que
contaminan las semillas en el campo
usualmente permanecen inactivos durante su
almacenamiento. Sin embargo, los que inciden
en almacén, producen afectaciones debido a
su capacidad de crecer en condiciones de baja
humedad en la cuales la mayoria de los hongos
no consiguen desarrollarse.

La mayor parte de los hongos fitopatégenos
gue afectan al frijol emplean las semillas como
via de introduccién en nuevas areas donde bajo
condiciones favorables pueden causar
pérdidas considerables en el cultivo. A pesar
de que en Cuba se han realizado varios
estudios relacionados con la micobiota
asociada a semillas de frijol (Sandoval y L6pez,
2000; Diaz et al., 2005; Nerey et al., 2010),
ninguno refleja laincidencia por variedad de las
diferentes especies fungicas asociadas a este
tipo de semilla, lo que permitiria la seleccion
de variedades con el objetivo de reducir la
incidencia de estos patégenos y disminuir los
costos de produccién dirigidos al control
fitosanitario.

Los objetivos del presente trabajo fueron
identificar hongos asociados a semillas de frijol,
asi como determinar su frecuencia y grado de
infeccién por variedad.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Fueron analizados 102 lotes de semilla de frijol
(Phaseolus vulgaris L.) de 16 variedades
cultivadas en Cuba provenientes de las
provincias de Pinar del Rio, Mayabeque y
Artemisa. De cada lote se analizaron 400
semillas mediante el método de ensayo
biolégico de crecimiento en camara himeda
(blotter test) (ISTA, 1996).

Incidencia, aislamiento e identificacion de
hongos filamentosos

Las semillas fueron desinfectadas con
hipoclorito de sodio (NaOCI 1%) por 1 min,
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colocadas en placas de Petri de 15 cm de
diametro con papel de filtro Whatman N°1,
humedecido con agua destilada estéril e
incubadas de 8-10 dias con alternancia de luz-
oscuridad (ocho horas de luz fluorescente y 16
horas de oscuridad), a 22-24°C.

Transcurrido el periodo de incubacién, se
realizaron observaciones bajo el microscopio
estereoscoépico. Se observaron las
caracteristicas culturales de cada tipo de
crecimiento flngico y se cuantificé el nimero
de semillas infectadas por cada uno. De todos
los diferentes se realizaron aislamientos
directos en medio de cultivo Agar Papa Dextrosa
(PDA), se purificaron y se conservaron a 4°C
para su identificacion.

Posteriormente se realizaron preparaciones
microscOpicas para observar los caracteres
morfoldgicos de las estructuras vegetativas y
de reproduccién. La identificacion se llevd a
cabo mediante caracterizacion morfométrica
y segun los criterios taxondmicos descritos por
Ellis (1971), Sutton (1980), Burgess et al. (2006)
y Seifert et al. (2011).

Para la identificacién de las especies de
Fusarium, se obtuvieron cultivos
monoconidiales de los diferentes aislados, los
cuales se inocularon en placas con Agar Papa
Dextrosa (PDA) y Agar hojas de clavel (CLA;
20 de agar en 1 litro de agua destilada y
fragmentos de hojas de clavel estériles), las
cuales fueron incubadas a 25°C en la oscuridad.
Transcurridos 5 dias de incubacion los aislados
fueron caracterizados morfoculturalmente y se
identificaron segun los criterios taxondmicos
descritos por Leslie y Summerell (2006).

Alos aislados de Rhizoctonia sp. cultivados en
placas con PDA se les determiné el nUmero
de nucleos presentes en las células de las
hifas, para lo cual se sigui6 el procedimiento
descrito por Saksena en 1961 (segin Sneh et
al., 1991): el micelio tomado de un cultivo puro
fue fijado con una mezcla 3:1:1 de etanol
absoluto, acido acético glacial y acido lactico
durante 10 min., seguido de lavados con etanol
al 95%, etanol al 70%, HCI 1M durante 5
minutos y HCI 1M a 60°C durante 7 min. Se
lavé alternadamente cinco veces con agua
destilada y tampon fosfato pH 6.9 y se colocé
en una solucion de colorante Giemsa y tampén
fosfato (1:15) donde se mantuvo por dos horas.
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Posteriormente se monté en glicerina y se
observé directamente al microscopio con 400x
de aumento. Estos aislados fueron
caracterizados morfoculturalmente y se
identificaron segun los criterios taxonémicos
descritos por Sneh et al. (1991).

En el caso de Aspergillus, cultivos
monoconidiales de los diferentes aislados
fueron inoculados en placas de Petri con Agar
Czapek Extracto de Levadura (CYA; 1g de
K,HPO,, 10 ml de concentrado Czapek, 5g
de extracto de levadura, 30g de sacarosa,
15g de agar en 1 litro de agua destilada), CYA
con 20% de sacarosa (CY20S; 1g de
K,HPO,, 10 ml de concentrado Czapek, 5g
de extracto de levadura, 200g de sacarosa,
159 de agar en 1 litro de agua destilada) y en
Agar Extracto de Malta (AEM; 20g de extracto
de malta, 1g de peptona, 20g de glucosa, 20g
de agar en 1 litro de agua destilada) e
incubados por 7 dias en la oscuridad. Las
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placas con AEM y las de CY20S fueron
incubadas a 25°C, mientras que las de CYA se
incubaron a 25°C y a 37°C, respectivamente.
Posteriormente los aislados se caracterizaron
morfoculturalmente y se identificaron segun los
criterios taxondmicos descritos por Klich y Pitt
(1988).

Finalmente se calculé la frecuencia de aparicion
de cada especie asi como su incidencia por
variedad de semilla.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se identificaron un total de 679 aislados
fungicos pertenecientes a 34 especies de 20
géneros. De estas, Penicillium sp. (78.4%),
Rhizoctonia solani Kilhn (77.5%), Aspergillus
niger van Tieghem (68.6%) y Fusarium solani
(Martius) Appel & Wollenweber emend.
Snyder & Hansen (51.0%) fueron las mas
frecuentemente observadas (Figura 1).

Penicillium sp.

78.4

Rhizoctonia solani

775

Aspergillus niger

68.6

Fusarium solani
Aspergillus ochraceus
Rhizopus sp.
Aspergillus fumigatus
Fusarium avenaceum
Macrophomina phaseolina
Fus arium oxysporum
Alternaria alternata
Lasiodiplodia theobromae
Fusarium semitectum
Aspergillus candidus
Fusarium lateritium
Fusarium acuminatum
Phoma sp.

Aspergillus flavus
Cercospora canescens
Aspergillus terreus
Sclerotinia sclerotiorrum
Trichoderma sp.
Fusarium verticillioides
Melanospora sp.
Sclerotium roffsii
Phomopsis sp
Myrothecium roridum
Fusarium graminearum
Corynespora casiicola
Colletotrichum truncatum
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= ‘
A L
W W
\,

o
0 -

00 O =

bS]
©CO NN

RRONNNN

oo
Cooo

ST FTTITIINNI

o

20.0

Frecuencia de aparicion (%)

40.0 60.0 80.0 100.0

Figura 1. Especies fungicas identificadas en semillas de 16 variedades de frijol cultivadas en Cuba.
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Rhizoctonia solani y Macrophomina
phaseolina (Tassi) Goid detectados
respectivamente en el 77.5% y 30.4% de los
lotes de semilla analizados, son dos de los
patégenos méas importantes del frijol en Cuba
(Sandoval y Lépez, 2000; Diaz et al., 2005;
Nerey et al., 2010). Con excepcién de la var.
‘Bonita 11’, R. solani fue identificada en el
resto de las variedades mientras que M.
phaseolina fue detectada en las var. ‘BAT-
304’, ‘BAT-58’, ‘BAT-93’, ‘Bountiful’, ‘CC 25-
9-N’, ‘CUL-156’, ‘Delicia-364’, ‘Guira-89’, ‘IPA-
206’, ‘PRL-8’ y ‘Velazco largo’ (Tabla 1),
siendo en ‘BAT-304’ donde se observo el
mayor porciento de semillas infectadas por
esta especie. Diaz et al. (2005) encontraron
los menores valores de infeccién de R. solani
en las variedades ‘BAT-58’, ‘Gliira-89'y ‘BAT-
304’. Sin embargo, en el presente estudio,
en la variedad ‘BAT-304’ fue donde se
observaron los mayores porcientos de
semillas infectadas por este hongo
fitopatégeno con un 33.3% (Tablal).

Otro importante patégeno del frijol, Sclerotium
rolfsii Sacc. solo fue observado en el 2% de
los lotes de semilla analizados, con un
porciento de semillas infectadas de 12.5% en
la variedad ‘BAT-58'y 18.3% en ‘BAT-93".

En el presente estudio se identificaron nueve
especies de Fusarium, de ellas la méas
frecuentemente detectada fue F. solani
(51.0%) seguida por F. avenaceum (Fries)
Saccardo (31.4%), F. oxysporum
Schlechtendahl emend. Snyder & Hansen
(28.4%), F. semitectum Berkeley & Ravenel
(17.6%), F. acuminatum Ellis & Everhart
(13.7%), F. lateritium Nees (13.7%), F.
verticillioides (Saccardo) Nirenberg (4.9%),
F. graminearum Schwabe(2.9%) y F.
culmorum (W.G. Smith) Saccardo (1%). A
pesar de que segun Farr y Rossman (2012)
el frijol es hospedante de todas estas
especies anteriormente mencionadas, se
considera a F. solani y F. oxysporum como
las especies fitopatbgenas mas importantes
para el cultivo; la primera causa pudricién de
laraiz (Sandoval y L6pez, 2000;) y la segunda
amarillamiento o marchitez (Sandoval y
Lopez, 2000; Montiel et al., 2005; Marino y
Mesquita, 2009). Por otra parte, F.
semitectum ha sido informado como el agente
causal de la pudricion de vainas y semillas
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de frijol (Leslie y Summerell, 2006); mientras
que F. lateritium, F. verticillioides y F.
culmorum se han asociado con pudriciones
en raices de frijol (Montiel et al., 2005).

Penicillium sp., Aspergillus sp. y Alternaria
sp., son considerados hongos de incidencia
en almacén (Amadi y Adeniyi, 2009) los
cuales no tienen gran importancia durante el
ciclo del cultivo pero afectan negativamente
la calidad de la semilla y su germinacién. En
el presente estudio Penicillium sp. fue
identificado en el 78.4% de las muestras
analizadas con porcientos de infeccion entre
un 1.5-23% y alcanzd6 el valor maximo en la
variedad ‘Delicia-364’ (Figura 1, Tabla 2). Se
detectaron dos especies de Alternaria (A.
alternata y A. tenuissima) y seis de
Aspergillus (Tabla 2). A pesar de que A.
alternata puede ser considerado un hongo de
almacén, tiene incidencia en campos de frijol
y ocasiona manchas foliares (Sandoval y
Lopez, 2000).

Dentro de las especies de Aspergillus, la de
mayor incidencia fue A. niger (68.6%) seguida
por A. ochraceus (37.3%), Aspergillus
fumigatus (33.3%), A. candidus (17.6%),
Aspergillus flavus (10.8%), y A. terreus
(7.8%), respectivamente. Estos resultados
coinciden con lo informado por Marino y
Mesquita (2009) quienes plantearon que
Aspergillus y Penicillium son los hongos de
almacén de mayor incidencia en semillas
de frijol. Al igual que con Ghangaokar y
Kshirsagar (2013) quienes afirmaron que
de las especies asociadas a semillas de
frijol, A. niger, A. fumigatus y A. flavus
fueron de las més comunmente
detectadas. Los valores méas elevados de
semillas infectadas por variedad
correspondieron a A. candidus en ’'Delicia
364’, A. fumigatus en ‘Velazco Largo’, A.
flavus en ‘Bountiful’, A. niger, A. ochraceus y
A. terreus en ‘BAT-304' (Tabla 2).

Todas las especies de Aspergillus
identificadas en este estudio, son
reconocidas como productoras de toxinas
(Amadi y Adeniyi, 2009) por lo que ademés
de afectar la germinacién de las semillas o
causar su pudriciébn pueden comprometer su
consumo debido al riesgo que representan
estos compuestos para la salud humana.
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Tabla 2. Porciento de infeccidn de especies de hongos que afectan el almacenamiento o
conservacion variedades de P. vulgaris L. cultivadas en Cuba.

Pat6genos
© Q 3
s E 2 3 g
© 7 = o @ . © >
i e £ 2 € s g £ ¢
Variedad o 2 S 5 ® 2 S 5 S .
s £ 45 9 o o o o g )
s s 2 2 2 2 2 2 § o
= =  ? 2 » T % 3 &8
= = @ @ @ @ @ @ L2 Q
[} [} o o o o o o c —
= = ()] )] )] )] ()] ()] [} <
< < < < < < < < a o
BAT-304 0.75 0 6.75 3.00 0.75 11.30 8.50 3.50 21.50 15.80
BAT-482 0.75 0 0 0 1.00 1.75 0 0 0
BAT-58 0 0 0 1.50 0 1.00 2.00 0 0 0
BAT-93 1.25 0 0 0 0 3.00 4.00 0 0 0
Bonita 11 1.50 0.75 0 1.75 0 3.00 2.00 0 0 0
Bountiful 0.75 0 200 250 175 100 4.25 275 15.00 53.30
CC 25-9-R 0.75 0 0 150 0.75 0 0 0 0 0
CC 25-9-N 0.75 0 0 0 0 200 1.75 0 0 0
CUL-156 0 0 2.00 1.50 0 1.00 2.50 0 550 9.25
Delicia 364 0 125 11.0 3.00 0.75 550 450 1.00 23.00 9.00
Guira-89 0 0 0 0 0 1.25 2.00 0 0
IPA-206 0 0 0 0 0 0 2.00 0 0
Liliana 1.0 0 0 1.50 0 175 2.00 0 0
PRL-8 0.50 0 0 0 0 1.25 0 0 7.25 0.75
Tomeguin-93 0 0 0 0 0 2.50 0 0 0 0
Velazco Largo  1.75 0 275 400 125 6.25 3.00 0 19.50 8.00

Por otra parte, se identific6 Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary, patbgeno de interés
cuarentenario para Cuba, que fue
recientemente informado en campos de frijol
de las provincias Artemisa, Mayabeque y
Matanzas (Martinez et al., 2013). Esta especie
fue detectada en las variedades ‘BAT-58’, ‘BAT-
93’y ‘Delicia-365' provenientes de Artemisa y
Mayabeque. De estas, ‘BAT-93' fue en la que
se observd el mayor porciento de semillas
infectadas con 3% seguida por ‘Delicia 364’
(2.25%) y ‘BAT-58' (1.25%) (Tabla 1). Estos
valores fueron similares a los obtenidos por
Parisi et al. (2006) al estudiar diferentes
métodos de analisis de semilla para la
deteccibén de este patégeno. Apesar de que S.
sclerotiorum, solo fue observado en el 5.9% de
las muestras y con unos valores de infeccion
relativamente bajos, su presencia en lotes de
semilla es preocupante debido a que la

transmisién por semilla es una de las
principales vias de dispersién de este patégeno
gue presenta un muy amplio rango de
hospedantes y que constituye una de las plagas
mas importantes del frijol, especialmente del
cultivado en invierno y bajo riego (Parisi et al.,
2006). Apesar de que en Cuba se han realizado
varios estudios relacionados con la micobiota
asociada a semillas de frijol ninguno refleja la
incidencia de S. sclerotiorum en este tipo de
semilla por lo que el presente trabajo constituye
el primer informe para Cuba de la incidencia
de S. sclerotiorum en semillas nacionales de
frijol.

La gran diversidad de especies de hongos
asociados a semilla de frijol detectadas en este
estudio; algunas de las cuales constituyen
importantes fitopatégenos, demuestra la
necesidad del tratamiento de semillas con
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fungicidas, como medida fundamental dentro
del manejo fitosanitario del cultivo, encaminado
al incremento de los rendimientos del frijol.
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