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RESUMEN- En semillas de mani, larelacion entre el nivel de infeccion flngica natural y la calidad,
no ha sido establecida claramente. El objetivo de este trabajo fue evaluar la relacion entre el nivel
de infeccién fungica natural y la calidad de semillas de mani, en términos de viabilidad y vigor. Los
ensayos se realizaron con 10 lotes de semillas de mani cv Florman seleccionados por su nivel de
calidad sanitaria, provenientes del area nicleo manisera argentina. Entre los ensayos realizados,
aquellos que se identificaron como sensibles y que permiten establecer los diferentes niveles de
calidad fueron germinacion, vigor por tetrazolio y conductividad. El porcentaje de aceite s6lo
detectd variaciones en los lotes de alto nivel de infeccién y no hubo modificaciones en la relacion
oleico/linoleico en ninguno de los casos. De los resultados obtenidos se concluye que los niveles
de calidad de los lotes evaluados, estan estrechamente correlacionados con la calidad fisiosanitaria.

Términos indices: Arachis hypogaea, hongos, viabilidad, vigor.

LEVEL OF NATURALFUNGUS INFECTION RELATED TO THE QUALITY OF PEANUT
SEEDS

ABSTRACT - In peanut seeds, the relationship between the level of natural fungus infection and
the seed quality has not been clearly established. This study aimed to evaluate the relationship
between the level of natural fungus infection and the quality of peanut seeds in terms of viability
and vigor. Tests were carried out with 10 lots of peanut seeds cv. Florman selected for their sanitary
quality level, coming from the nucleus of the Argentinean peanut area. The tests identified as
sensitive and that allowed establishment of the different levels of quality were germination,
tetrazolium vigor and conductivity. The percentage of oil only detected variations in the high-level
infection lots and there were no modifications in the oleic/linoleic relationship. In conclusion, this
study shows that the quality levels of the lots are closely correlated with the physiology and
sanitary quality.

Index terms: Arachis hypogaea, fungus, viability, vigor.
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NIVEL DE INFECCION FUNGICANATURAL EN RELACIONALACALIDAD DE SEMILLAS

INTRODUCCION

El uso de semilla de mani de alta calidad, es esencial para
lograr el establecimiento uniforme de plantas en el campo
(Ketring, 1971; Llewelyn et al., 1987; Pérez, 1992; Melouk y
Shokes, 1995). Dicha calidad es maxima en madurez
fisiolégica y a partir de ese momento comienza su deterioro
en la planta madre, proceso que continua en la cosecha y
poscosecha (Heydecker, 1977; Maguire, 1977; Pérez y
Arguello, 1995). Asi durante la cosecha y el almacenamiento,
la exposicion de las semillas a humedad relativa alta provoca
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deterioro (Ketring, 1971, 1973), el que se acelera por la
presencia de patdgenos asociados a la semilla (Navarro et al.,
1989; Wu y Cheng, 1990; Pereira Goulart, 1993; Mills y
Woods, 1994; Faiad et al., 1996; Cavallo et al., 2005). La
disminucion del poder germinativo puede deberse al aumento
en el porcentaje de ciertas anormalidades, sobre todo a nivel
radicular, de acuerdo a lo sugerido por Dhingra et al. (2001)
en soja. Al respecto en semillas de mani, la relacion entre el
nivel de infeccion natural y la calidad en términos de viabilidad
y vigor no ha sido establecida claramente.

La semilla de mani es entre las oleaginosas, una de las
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mas susceptibles al ataque por hongos (Fabri et al., 1983).
Estudios previos han establecido la frecuencia de aparicion
de determinados géneros, transportados por semillas de mani
tipo Virginia (Runner) y Spanish (Colorado). Los géneros
predominantes fueron Rhizopus sp., Aspergillus niger,
Aspergillus flavus, Penicillium sp., Fusarium sp. (Cavallo,
1993; Backman et al.,1997; Takahashi, 2002; Cavallo et al.,
2005), Rhizoctonia spp., Cercospora arachidicola, Phoma
spp., Pythium spp. (Backman et al., 1997). Entre los géneros
mencionados se destaca Aspergillus como potencial productor
de aflatoxinas, sustancias toxicas carcinogénicas (Kumeda y
Assao, 2001).

Los hongos invaden a la semilla de mani, a través de las
conexiones vasculares en planta madre, como ocurre con
algunas especies de Fusarium sp. (Harman, 1983 y Neergard,
1977). En otros casos, el inéculo de Aspergillus spp. y
Phytium spp., llega a la superficie de la semilla proveniente de
partes de la planta, senescentes o muertas (Garzonio y
McGee, 1983).Asi también durante la etapa de desarrollo del
cultivo, los patégenos pueden infectar las vainas que estan en
contacto directo con el suelo (Vieira Rossetto et al., 2003).
Los microorganismos se desarrollan en la superficie de las
semillas cuando los niveles de humedad son adecuados, de
este modo penetran directamente a través de la cubierta seminal,
de poros o de heridas producidas por dafio mecanico (Halloin,
1975). En el caso particular de Rhizoctonia, penetra
directamente a través de las vainas (Melouk y Shokes, 1995)
y en semillas procesadas con alto contenido de tierra la infeccién
con Rhizopus se hace evidente (Vieira Rossetto et al., 2003).

Los estudios realizados en soja que vinculan el deterioro
de las semillas, el nivel de infeccidn y la viabilidad durante el
almacenamiento, son contradictorios. Asi Dhingraetal. (2001)
establecieron una estrecha relacién entre el nivel de infeccion
y el proceso de deterioro. Mientras que Dorworth y
Christensen (1968) y Pereira et al. (1994), encontraron una
baja correlacion entre la incidencia de Aspergillus y el
porcentaje de germinacion en el tiempo. Al respecto, los
estudios realizados por Umechuruba et al. (1992) demostraron
una estrecha relacion entre los niveles de infeccion artificial y
la calidad de semilla de arveja.

Al respecto se han llevado a cabo investigaciones que
asocian un incremento en el nivel de infeccién flngica, un
aumento en la cantidad de acidos grasos libres (Deshpande y
Pancholy, 1979) y la disminucion en la germinacion
(Christensen, 1967). Mientras que Dorworth y Christensen
(1968), encontraron resultados inconsistentes en esta misma
relacion. Al respecto, Chapman y Robertson (1980) indicaron
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que el incremento de acidos grasos libres esta vinculado mas
bien a la actividad enzimética y es independiente del nivel de
infeccion. Sin embargo, ensayos realizados en soja tratada
con fungicida respecto a la no tratada durante el
almacenamiento, contradicen la conclusion anterior (Lisker
etal., 1985). Hasta el momento en semillas de soja (Trawatha
et al., 1995) han establecido que durante la poscosecha se
produce una disminucion en el vigor y la germinacion, con
un incremento en los acidos grasos libres y que determinadas
condiciones de almacenamiento favorecen el desarrollo de
hongos (Dhingra et al., 2001). En mani, Lopez et al. (2001)
establecieron que altas tasas de oleico/linoleico mejoran los
atributos de calidad de las semillas.

En relacién a las semillas de mani cv Florman, se ha
demostrado que a medida que transcurre el tiempo poscosecha,
el deterioro se produce inevitablemente alterando aspectos
fisiologicos en las semillas, como la respiracién y la
permeabilidad selectiva de las membranas (Pérez 1992; Pérez
y Argliello, 1995). Al respecto en soja, los estudios llevados a
cabo confirman esos resultados e indican que dichos cambios
deteriorativos pueden evaluarse eficientemente a través del
ensayo de conductividad (Trawatha et al., 1995; Viera et al.,
2001).

De acuerdo a lo expuesto se sostiene que la presencia de
hongos en semilla de mani produce disminucion de la viabilidad
y el vigor, debido a modificaciones estructurales a nivel de las
membranas.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la relacion entre el
nivel de infeccidn fangica natural y la calidad de semillas de
mani en términos de viabilidad, vigor y calidad fisiosanitaria.

MATERIALY METODOS

En el 4rea de produccion de General Cabrera (32U 48
S, 63U 52°0) provincia de Cordoba, Argentina se cosecharon
50 lotes de semillas de mani cv. Florman, los cuales fueron
previamente evaluados por su calidad sanitaria y se identificaron
10 lotes por su nivel de infeccién y categorizados en bajo,
medio y alto nivel de infeccion natural Los lotes seleccionados
fueron almacenados con céscara durante 4 meses en
condiciones ambientales normales (temperatura ambiente de
20°C £ 5y humedad relativa 65% +10) hasta el momento de
las evaluaciones.

Las muestras de semillas de mani descascaradas y libre
de cuerpos extrafios, se conservaron en bolsas de papel a 6°C
+ 1, durante dos meses hasta completar los ensayos.

Las variables evaluadas fueron:



CALIDAD SANITARIA DE SEMILLAS DE MANI

Nivel de infeccion: se determind a través del método de
“Blotter test modificado” (De Tempe y Binnerts, 1979). Se
tomaron 400 semillas aparentemente sanas de cada lote en
cuatro repeticiones de 100. Las semillas se colocaron en
bandejas (17x23x4 cm) sobre papel de filtro humedecido con
agua destilada, previamente desinfectadas superficialmente con
hipoclorito de sodio al 2%, durante 2 minutos. Posteriormente
se enjuagaron 2 veces con agua destilada. La incubacion se
Ilevo a cabo en camara de cultivo a 27°C + 2, con luz NUV en
ciclos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad (Neergaard,
1977).

Las evaluaciones se realizaron a los 7 dias desde la
siembra. Los hongos se clasificaron a través de las técnicas
comunmente usadas en micologia y con la ayuda de claves
(Booth, 1971; Ellis, 1971; Singh et al. 1992). Las variables
registradas fueron nimero de colonias por cada género
presente y nimero total de colonias.

Germinacion: semillas de mani sin tratar y tratadas con
fungicidas (Captan 1QA K-ptan FW 37%, 200cc/100k de
semilla), se sembraron entre papel en 8 repeticiones de 50
semillas, y se mantuvieron a 20-30°C, 8 horas luz y 16 horas
de oscuridad (ISTA, 2003). A los 10 dias se evalu6 el
porcentaje de plantulas normales.

Vigor por tetrazolio: cuatro repeticiones de 50 semillas
se colocaron entre papel con agua destilada durante 16 h.
Posteriormente se retird el tegumento, se separé manualmente
los cotiledones y aquél conteniendo el eje embrionario se
sumergid en solucion de 2,3,5 trifeniltetrazolio al 0,5%, durante
2 hs a 30°C en oscuridad (Pérez y Argiiello, 1998). Luego del
lavado con agua corriente se procedio a evaluar segun el patrén
de coloracion propuesto para mani por Pérez y Argiello,
(1998). Los resultados se expresaron en porcentaje de semillas
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viables de alto y bajo vigor y semillas no viables.

Conductividad eléctrica: cinco repeticiones de 10 ejes
embrionarios cada una, se sumergieron en 10 ml de agua
destilada deionizada durante 2 hs (Pérez y Arglello, 1995).
Posteriormente se determind la conductividad eléctrica del
liquido de imbibicion mediante conductimetro SAD 2007-
10005. Los resultados se expresaron en mS.cm™ (Pérez y
Arglello, 1995).

Contenido de aceite: se determiné de acuerdo a AOCS
(1998). Se establecié el contenido de aceites por extraccion
con n-hexano sobre 30g de semillas de mani. Se calculd la
cantidad de aceite por diferencia de peso y los resultados se
expresaron en porcentaje en base a peso seco. Previa
obtencion de esteres metilicos en frio, el perfil de acidos
grasos se realizo por cromatografia gaseosa de capa delgada
mediante el empleo de un cromatégrafo Hewllett/Packard
6890, con columna gaseosa de N2 (hp-innowax). Los
resultados se expresaron como porcentaje de cada acido graso
detectado y relacion &cido graso oleico/acido graso linoleico
(O/L).

El disefio fue totalmente aleatorizado y los resultados de
las variables evaluadas fueron sometidos a analisis de varianza.
Para la comparacién de las medias se utilizo el test de Tukey
al 5% de probabilidad. El analisis de los datos se realiz6 con el
paquete stadistico InfoStat (2001).

RESULTADOSY DISCUSION

Desde el punto de vista sanitario, las determinaciones
del total de colonias de hongos presentes (Tabla 1), permitié
agrupar los lotes de semillas de mani en tres categorias: Baja
infeccion, Media infeccion y Alta infeccion (p<0,05).

TABLA 1. Categorias de lotes de semillas de mani de acuerdo al nivel de infeccion fangica, seguin el nmero de colonias presentes

de cada género.
LOTES
HONGOS A B C D E F G H 1 J
Rhizopus stolonifer 13 17 22 32 19 18 23 16 38 36
Aspergillus flavus 16 35 31 36 49 37 30 40 50 36
Aspergillus niger 6 18 30 35 29 12 22 22 41 28
Penicillium sp. 0 8 14 9 9 10 11 10 32 11
Fusarium sp. 0 3 3 4 2 8 2 0 7 20
Botrytis sp. 13 0 10 4 0 0 10 9 0 23
Cladosporium sp. 12 9 7 0 9 9 10 11 0 36
Rhizoctonia sp. 13 0 0 0 1 0 5 0 0 0
Phoma sp. 0 0 7 5 4 0 0 0 0 3
Otros hongos 8 3 16 17 22 43 33 61 35 11
Total de colonias 81 a 93 a 140 b 142 b 145 b 147b 150b 169 ¢ 203d 204d

CATEGORIAS Baja infeccion

Media infeccion | Alta infeccidon

Total de colonias cada 100 semillas, medias seguidas por la misma letra en la linea no difieren significativamente entre si por el test de Tukey (Pg 0,05).
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Entre los hongos presentes en los lotes de semillas de
mani evaluados (Tabla 1) se destaco la presencia de Rhizopus
stolonifer, Aspergillu flavus y A. niger, como especies
relevantes de acuerdo a lo propuesto por Cavallo (1993),
Backman et al. (1997) y Cavallo et al. (2005).

De acuerdo a los resultados de la Tabla 2, la calidad de
los lotes medida en términos de germinacién en semillas sin
fungicida, permitié identificar claramente los tres grupos de
lotes evaluados. Este comportamiento no se evidencio en la
germinacion con semilla tratada, ya que el fungicida controld
los hongos asociados y por lo tanto no se diferenciaron los
grupos de lotes analizados. Por lo expuesto se deduce que en
gran medida, la disminucion en los valores de germinacion,
fue consecuencia del efecto deletéreo provocado por los
hongos presentes en las semillas de mani. Estos resultados
concuerdan con lo propuesto en soja por Dhingra et al. (2001)
y Hamman et al. (2002), en contraposicion a lo postulado por
Dorworth y Christensen (1968) y Pereira etal. (1994), quienes
encontraron una baja correlacion entre el nivel de infeccion
con Aspergillus spp y el poder germinativo en semillas de
soja.

Asimismo, el vigor medido a través del ensayo de
tetrazolio (Tabla 2), permitié distinguir claramente a los lotes
de alta calidad con menor nivel de infeccion a través de las
coloraciones adquiridas, de acuerdo al patron de tincion
sugerido por Pérez y Argliello (1998). Desde el punto de vista
fisioldgico, las diferentes coloraciones observadas fueron la
respuesta a la actividad respiratoria afectada de manera
diferencial, de acuerdo a la presencia de los hongos.

Los valores de conductividad (Tabla 2), diferenciaron
claramente los grupos de lotes evaluados de acuerdo a su
calidad (Pd”0,05). Estos resultados concuerdan con los

encontrados por Trawatha et al. (1995) y Viera et al. (2001)
en soja, y por Pérez y Argliello (1995) en mani. Los resultados
obtenidos en este trabajo ponen en evidencia que la pérdida
de electrolitos en el liquido de imbibicion, resultd ser un buen
indicador del dafio a nivel de membranas provocado por los
hongos, en relacion a lo propuesto por Ismail (2001) respecto
alaactividad proteolitica y lipolitica de los hongos asociados
a las semillas de mani.

En cuanto al contenido de aceite (Tabla 2), se evidencio
una disminucién significativa (Pd”0,05) en los lotes de alto
nivel de infeccion sin afectar la relacion O/L en las otras
categorias evaluadas.

En relacion a ello, no se observaron variaciones en la
composicion porcentual de los diferentes &cidos grasos (Tabla
3). Estos resultados se oponen a los encontrados por
Christensen (1967), aunque este mismo autor en estudios
posteriores en soja (Dorworth y Christensen, 1968), no puede
sostener su postulado. Las variaciones en la composicion
lipidica, estarian mas estrechamente relacionadas a los cambios
inducidos por enzimas que por la accién de determinados
hongos, de acuerdo a lo propuesto por Chapman y Robertson
(1980).

Los efectos del deterioro en términos de alteraciones en
la composicién lipidica acompafiado de disminucién en los
valores de germinacidn, tales como los cambios en el nivel de
insaturaciones observadas por Christensen (1967), el aumento
en los &cidos grasos libres propuesto por Dhingra et al. (2001),
y especificamente en mani con inoculacidn artificial por
Deshpande y Pancholy (1979), no se evidencid en las semillas
de mani de los lotes evaluados. En los resultados obtenidos
(Tabla 2) cabe destacar la presencia de lotes que superaron
en mas del doble el nivel de infeccion entre ellos (lote Ay lote

TABLAZ2. Calidad de lotes de semillas de mani evaluados por ensayos de germinacion, vigor, sanidad y contenido lipidico.

LOTES
VARIABLES Alta calidad Media calidad Baja calidad
A B | C E F G H [ 1 ]

Nivel de infeccion (n° de colonias) 81 a 93 a 140 b 142 b 144 b 150 b 150 b 169 ¢ 203 d 204 d
Germinacion sin fungicida (%) 34a 30a 12¢ 10¢ 6b 6b l4c 12¢ 4a 2a
Germinacion con fungicida (%) 74 a 70 a 66 ab 70 a 68 a 62 b 60 b 58b 60b 66 cb

Alto vigor 64 a 60 a 40b 32be 38Db 32 be 32 be 40b 16d 12d
Tz  Bajo vigor 20a 24 a 28 ab 24 a 20a 24 a 24 a 24 a 48 c 24 a
(%) No viables 16 ab 16 ab 32b 44 ¢ 42c 44 c 44 c 36 be 36 be 64d
Conductividad ( S.cm-1) 7,50 a 99la 2490b 2743b 3741b 4125b 1480c 1822c¢  54,88d 43,35d
Contenido de aceite (%) 46,82 bc  4922a 4572c¢ 4558c¢ 4532c¢ 4529c¢ 4799b 46,32bc  43,93d 4122d
Relacion O/L 1,08 a 1,18a 1,07a 1,06a  109a 1,11a 1,142 1,07a 1,07a  1,11a

Medias seguidas por la misma letra en la linea no difieren significativamente entre si por el test de Tukey (Pg 0,05).
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J) y sin embargo no presentaron diferencias significativas en
larelacion O/L. Esto pudo haberse debido a que el tiempo de
almacenamiento en las condiciones ensayadas, hasta el
momento de la evaluacién, no fue suficiente para que se
expresara mas profundamente el efecto deletéreo de los
hongos sobre la composicidn lipidica. Ademas, la incidencia
y severidad de los dafios ocasionados por los hongos dependen
de una serie de factores que incluyen el genotipo de mani

evaluado, el que podria ser resistente en términos de la
estabilidad del aceite.

Los resultados mostraron una alta correlacion entre el
nivel de infeccidn natural de las semillas, y la germinacién
sin fungicida, el vigor por tetrazolio, la conductividad eléctrica
y el contenido de aceite (Tabla 4). Estos ensayos pueden ser
tenidos en cuenta para la evaluacion certera de la calidad, en
ensayos de rutina en los laboratorios de analisis de semillas.

TABLA 3. Composicion porcentual de acidos grasos en lotes de semillas de mani con bajo, medio y alto nivel de infeccién con hongos.

Composicién porcentual de 4cidos grasos

Lotes Palmitico Estedrico Oleico Linoleico Linolénico Arachirico Eicosenoico Behénico Lignocérico
Baja A 946 1,63 41,14 38,15 0,13 1,04 2,19 3,63 2,22
infeccion B 9,23 1,66 43,18 36,68 0,12 1,05 2,12 3,39 2,21
c 971 1,58 40,67 38,04 0,16 1,03 2,27 3,82 2,29
D 9289 1,65 40,42 38,21 0,14 1,06 2,15 3,80 2,27
Media E 949 1,48 40,98 37,73 0,17 0,99 2,37 3,81 2,40
Infeccion F 9,91 1,64 41,28 37,14 0,15 1,07 2,20 3,90 2,32
G 957 1,63 42,44 37,25 0,11 1,05 2,01 3,45 2,12
H 9,60 1,58 40,49 38,14 0,15 1,04 2,33 3,93 2,39
Alta I 9,70 1,51 40,59 38,07 0,17 1,00 2,32 3,87 2,35
infeccion ~ J 10,00 1,57 40,81 36,88 0,19 1,03 2,36 4,18 2,39

TABLA 4. Coeficientes de correlacion de Pearson (r) entre variables de calidad en lotes de semillas de mani (Arachis hypogaea L..)

Nivel de Germinacion Vigor por Vigor por Contenido de Relacién O/L
Infeccion (sin fungicida) Tetrazolio Conductividad aceite
Nivel de Infeccion 1
Germinacion (sin fungicida) ~ -0,838 * 1
Vigor por Tetrazolio -0,899 * 0,904 * 1
Vigor por Conductividad 0,868 * -0,850* -0.950 * 1
Contenido de aceite -0,877* 0,742 -0.799 * -0,799 * 1
Relacion O/L -0,319 0,385 -0.362 -0,319 0,462 1
* r=significativo 5% de probabilidad
CONCLUSIONES 1998. p.30-40.

El nivel de infeccidn fangica natural es determinante de
la calidad fisiol6gica de los lotes de semillas de mani,
estableciéndose una relacion inversa con la viabilidad y el vigor.

El contenido lipidico solo es afectado en niveles de alta
infeccion, mientras que la composicion y la relacion O/L no
son afectados.
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