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El objetivo  del presente trabajo fue determinar la microflora presente en
diferentes variedades de semilla de soya, asi como determinar el efecto del complejo
Diaporthe | Phomopsis bajo diferentes métodos de inoculacién sobre 1a germinacién de
semilla . FEsta investigacion se realizd en laboratorios e invernadero de la

Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, las variedades evaluadas fueron la



Huastecas-100, Huastecas-200, Japiter, Santa Rosa , Tapachula-86 y UFV-1. Para este
trabajo se utilizaron pruebas de sanidad teniendo como sustrato papa dextrosa agar y
papel secante con Paraquat, y para germinacién, emergencia e infeccién pruebas de
laboratorio € invernadero. En la prueba de germinacién estindar se encontré diferencia
altamente significativa (P<0.01) entre variedades, siendo las de mayor germinacién la
Huastecas-100, Tapachula-86 y la Japiter. Al evaluar la germinacion en los métodos de
incubacion se encontrd diferencia altamente significativa (P<0.01) entre los métodos de
incubacion, no encontrandose entre variedades, al ignal que en la interaccién métodos de
incubacién por variedades obteniendo la mayor germinacion en los métodos normal e
intervalos de luz. En lo referente a la microflora presente en semilla de soya , para hongos
no se encontré diferencia significativa entre los métodos de incubacién, variedades, ni en
la interaccién métodos de incubacion por variedades. En bacterias se encontrd alta
diferencia significativa (P<0.01) entre los métodos de incubacion, no encontrandose en
variedades, asi como en la interaccion métodos de incubacién por variedades, siendo el
método normal y el intervalos de luz donde se present6 la mayor incidencia de bacterias.
Para el caso de actinomicetos se encontré diferencia altamente significativa (P<0.01) entre
métodos de incubacién no encontrindose diferencia entre variedades ni en la interaccién
métodos de incubacion por variedades, encontrindose en el método de incubacién normal
la mayor incidencia de actinomicetos. Los microorganismos obtenidos ¢ identificados
fueron, Alternaria sp; Asperguillus flavus, Cercospora kikuchii, Chaetomium sp;
Cladosporium sp; Fusarium sp, Macrophomina phaseolina, Nematospora coryli,

Penicillim sp;  Phomopsis sojae; Diaporthe  phaseolorum var. sgjae 'y

Pseudomonas syringae. Semilla de soya inoculada artificialmente con micelio y conidias



del complejo Diaporthe, €l organismo causal del tizén de la vaina y tallo, se
encontraron  diferencias significativas (P<0.05) entre cantidades de semilla y altamente
significativa (P<0.01) en la interaccién métodos de inoculacién / cantidad de semilla, asi
como entre los métodos de inoculacién . En los resultados de semilla infectada con
Diaporthe se encontré diferencia altamente significante (P<0.01) entre cantidades de

semilla, métodos de inoculacion y en la interaccién de estos.
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The objective of this work was to determine the existing microflora in different
varieties of soybean seeds, as well as determine the effect of Diaporthe/Phomopsis under
different soybean seed germination inoculation methods. This research was carried out in
laboratories and greenhouse of “Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro”,

the assemed varictics were Huastecas-100, Huastecas-200, Japiter, Santa Rosa,



Tapachula-86, and UFV-1. The health tests used for this work were incubation in
dextrose agar potato and blotter paper with Paraquat, and for germination, laboratory and
greenhouse tests as emergency and infection percentage. On the estandar germination tests
a highly significant difference was found (P<0.01) among the varicties, Huastecas- 100,
Tapachula-86 and Jupiter were those with higher germination. When the germination was
assemed in the incubation methods, a highly significant difference was found (P<0.01)
among the incubation methods, not found among the varieties, the same as in the
incubation methods interaction by varicties obtaining the highest germination in normal
methods and light intervals. In relation to the existing microflora in soybean seed no
significant difference was found for fungi infection among incubating methods, varieties,
nor in the interaction of incubating methods by varicties. In bacteria, a high significant

difference was found among the incubating methods, not found in varicties, as well as the
interaction of incubation methods by varieties, bacteria incidence was found in normal
method and in light intervals. For the actinomycetes, a higly significant difference was
found (P<0.01) among incubation methods, and no difference among varieties nor in the
interaction of incubation methods by varieties, higher incidence of actinimyctes was found
in normal incubation method. The identified microorganisms were: Alternaria sp;
Aspergillus flavus; Cercospora kikucii; Chaetomium sp; Cladosporium sp; Fusarium sp;
Macrophomina phaseolina; Nematospora coryli, Penicillium sp. Phomopsis sojae;
Diaporthe phaseolorum and Pseudomonas glycinea. Artificially inoculated soybean seed
with mycelium and spores from Diaporthe complex was the organism which caused pod

and stem blight, significant differences were found (P<0.05) among seed quantities and



highty significant (P<0.01) in the interaction of inoculation methods / seed quantity, as
well as among the inoculation methods. In the Diaporthe infected seed, a highly
significant difference was found (P<0.01) among seed quantities, inoculation methods and

the interaction.
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INTRODUCCION

La produccién de semillas oleaginosas ocupa un importante lugar en la economia
de varios paises como Estados Unidos, Brasil, China, Argentina y Paraguay. Gracias a
éstas se pueden elaborar una amplia gama de subproductos destinados a la alimentacién
humana y animal, ademas se pueden obtener materias primas para la industria como
jabones, pinturas, lubricantes, esmaltes y otros mas. Sin embargo, entre las oleaginosas
existen algunas que tienen mayor ponderacién en el total mundial, un ejemplo claro de
este tipo de semillas es la soya, la que ocupa el primer lugar en produccién mundial y en
algunos paises representa una importante fuente de ingresos para venta al exterior. La
semilla de frijol soya, es la oleaginosa mis importante en nuestro pais. En el afio de 1994
se cosechd una superficie promedio de 294 mil hectareas con un rendimiento promedio de
582 mil toneladas (ASERCA 1997). Vinculada a una larga serie de cadenas de la industria
alimentaria, sin embargo, la produccién de esta semilla en los afios noventa ha mostrado
niveles de decremento significativos. Varios han sido los aspectos que han influido: falta
de rentabilidad, ausencia de agua en algunas zonas productoras y problemas fitosanitarios
que han provocado no solo la reduccion de volimenes producidos, sino también un
crecimiento de las importaciones en abastecimiento de la demanda interna. Las
enfermedades de la soya y el efecto que tienen en la semilla deben ser controladas debido

a que los microorganismos reducen ¢l grado de comercializacién de grano. El desarrollo

de l1a infeccién de la semilla es importante, por que puede causar pérdidas directas,



expresadas en términos de produccion y reduccion de la calidad, y ademas reducen la
SCFHIHACION, 4l ©8 o cuso do varios microorganismos y on cspecial Diaporthe spp., cl
cual ticnc un cfccto porjudicial on gci-minacién y cmergencia. Al ser cntonces los
microorganismos patogenos un factor de gran importancia para el uso de semillas para
siembra, ya sea que las semillas importadas tengan una sanidad dudosa o las producidas en
el pais en las regiones de produccién de semilla de esta especie, resulten con niveles de
infeccién por diferentes microorganismos, se hace necesario conocer los niveles de
sanidad de lotes de semilla en el mercado, detectando la presencia de patogenos de
importancia en este cultivo. Aunado a esto, actualmente no existen estudios que den a
conocer el impacto de microorganismos a nivel nacional y a esto se le agrega la presion
que esta ejerciendo la asociacién de semilleros para la introduccién de semillas libres de
patogenos del extranjero. En base a lo anterior se establecié un estudio detallado de
laboratorio ¢ invernadero para determinar la influencia de Diaporthe phaseolorum vat.
sojae sobre 1a germinacion (emergencia) de semilla de soya, asi como la deteccién de

otros microorganismos presentes en la semilla, para ello los objetivos del presente trabajo

son.

-Determinar la microflora presente en diferentes variedades de semilla de soya.

-Determinar el efecto del complejo Diaporthe / Phomopsis sobre la germinacion

de semilla de soya bajo diferentes métodos de inoculacion.



REVISION DE LITERATURA

Germinacion Como Atributo de Calidad.

La calidad de semillas no tiene una definicién simple, y sc le considera como la
suma de todos aquellos atributos los cuales contribuyen al comportamiento de la semilla.
Garay (1985) la define como un concepto multiple, que comprende varios aspectos que se
refieren a la utilidad de la semilla para siembra y que puede también expresarse como un
nivel o grado de excelencia, el cual es alcanzado por la semilla solo cuando se compara

con un nivel de calidad aceptable.

Asi mismo se define la calidad de semillas como un conjunto de atributos
deseables que posec una semilla o un lote de semillas, aumentando el nimero de estos en
base al conocimiento y la tecnologia disponible para determinarlos, como consecuencia,
nuestro concepto de calidad de semilla seguird evolucionando. No obstante, esta calidad
involucra un namero de factores diferentes que estdn incluidos en componentes de tipo
genéticos, fisiologicos, sanitarios y caracteristicas fisicas. Bajo este concepto, la calidad de
semillas y su potencial serd cuando en la semilla estén contenidos todos y cada uno de los

componentes a su méximo nivel (Sayers, 1982, Garay, 1985).



La semilla es un paquete de energia y de informacién, siendo el estado minimo de
sutrupls on ol viclo do las anpiospormas y gimnospormas, y por cl papel que jucgan como
unidad de reproduccién, forma de supervivencia de las especies vegetales y por ser
esenciales en el cstablecimiento de cultivos, es fundamental atender el proceso de
germinacion de las semillas para obtener la produccién méaxima de los cultivos,
especialmente ahora que existe un gran desbalance entre la produccion de alimentos y el
crecimiento demogrifico (Copeland y McDonald, 1985). De ahi que el factor de
germinacion o atributo mas antiguo, sigue siendo el principal criterio de calidad de lotes de

semilla.

Scott y Aldrich (1975), indican que la elevada calidad de las semillas de soya es un
factor tan importante para la obtencién de ganancias como lo es en los demds cultivos.
Muchos estudios de germinacién han demostrado que entre el 25y el 50 por ciento de las
semillas de soya sembradas es deficiente en uno o més factores de calidad, esto por ser la

semilla de soya una especie de longevidad baja o muy susceptible al deterioro.

Concepto de Germinacion

Varias definiciones sobre germinacion de semillas han sido propuestas, siendo de
gran importancia entender sus distinciones, los Boténicos 1a definen como la emergencia
de 1a radicula a través de la cubierta de 1a semilla (Bidwel, 1979); también Berlyn (1972)

la define como una serie secuencial de eventos morfogenéticos, que resultan de la

transformacién del embrion en plantula; en donde se involucra divisibn y expansion



celular y 1a formacién de 6rganos como hojas, tallos y raices. El proceso de germinacion
proveita on sosucxois lay otapas do imbibicién, hidratacién dc onzimas hidroliticas y
sintétioas, divisién y alargamiento celular, presién de la radicula o la plimula sobre el

tegumento y su emergencia a través de éste (Sivori et al. 1980).

Sin embargo en tecnologia de semillas la Asociacién de Analistas Oficiales de
Semillas (AOSA,1973) define l1a germinacién como la emergencia y desarrollo a partir del
embrién de aquellas estructuras esenciales, que por clase de semilla son indicadoras de la

habilidad para producir una planta normal bajo condiciones favorables.

Asi mismo la Asociacién Internacional para el Ensayo de Semillas (ISTA) define la
germinacioén en el laboratorio como 1a emergencia y desarrollo de las estructuras esenciales

del embrién a un nivel tal que manifiesta a habilidad de la semilla para desarrollarse a una

planta normal en condiciones favorables (ISTA, 1985).

Requerimientos para la Germinacion.

Knapp (1988) cita algunos factores que afectan la germinacién de la semilla y el
desarrollo de la plantula tales como: especie, variedad, madurez de la semilla y el medio
ambiente. Asimismo Sivori et al. (1980) enumeran todos aquellos factores tanto
intrinsecos como extrinsecos que regulan 1a germinacién los cuales son: temperatura, luz,
relaciones hidricas, caracteristicas de los tegumentos, composicion de la fase gascosa,

factores quimicos ex6genos y endogenos asi como la viabilidad.
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Para que una semilla germine debe colocarse bajo condiciones ambientales
favorables para este proceso, asi Berlyn (1972) menciona que las condiciones requeridas
son: un adecuado suplemento de agua, temperatura y composicion gaseosa de la
atmasfera, asi como luz para ciertas especies; también menciona que los requerimientos de

estas condiciones varian de acuerdo a las especies y variedad.

Ensayo de Germinacién

El objetivo del ensayo de germinacién, es obtener informacion con respecto al
valor de las semillas para su siembra en campo y produccién de plintulas normales,
asimismo proporciona informacién que permite comparar el poder germinativo de

diferentes lotes de semillas (ISTA, 1985).

Esta prueba se ha aceptado y sc utiliza universalmente para determinar 1a calidad
fisiolégica de un lote de semillas; por lo que este ensayo se disefi6 para medir el maximo

potencial de viabilidad de las semillas (Sayers, 1982).

Cuando se prueba la germinacién bajo condiciones de campo, normalmente los
resultados no son satisfactorios al no obtenerse la confiabilidad y repetibilidad entre éstos;
razén por la cual los métodos de laboratorio intentan controlar todas las condiciones
externas que permitan lograr una regular, ripida y completa germinacién de una

determinada muestra de semillas (ISTA,1985).



Para medir la viabilidad de las semillas la prueba de germinacién estandar es sin
duda la mas cominmente usada, esto ha sido aceptado universalmente y es realizado
como una prueba de rutina en la mayoria de las empresas productoras de semillas y
utilizado como un estimador universal de calidad de semillas. Sin embargo, esta prueba
tiene ciertas limitaciones ya reconocidas. Una de estas limitaciones es el tiempo

relativamente largo que se requiere para conocer los resultados.

Delouche et al., (1971) menciona que el tiempo que una semilla requiere para
germinar es de considerable importancia y que algunas semillas requieren minimo cinco
dias para completar la prueba, mientras que otras como especies de zacate requieren 42
dias para completar ¢l ensayo. La reduccion del tiempo requerido para las pruebas seria
deseable a través del uso de pruebas quimicas, aceleracién de la germinacion y otro medio

que nos reporte resultados rapidos y confiables.

Un sistema de produccién de semilla, una rapida obtencién de la viabilidad de

semillas es de fundamental importancia en la cosecha, recepcion y en otras etapas de la

produccioén y beneficio de semillas.

Las asociaciones de analisis de semillas han dedicado mucho tiempo y esfuerzo
para identificar la temperatura, luz, humedad y métodos de laboratorio que puedan
proporcionar la méxima germinacion de un gran nimero de semillas. También se han
establecido criterios para evaluar las plantulas al final de un periodo y asi determinar si

poseen las estructuras necesarias para producir plantulas normales.



Enfermedades Portadas y/o Transmitidas en Semillas

La contaminacién por patdgenos, por lo gencral, no alcanza un porcentajc muy
elevado en la semilla verdadera, pero aun que esto varia mucho segin ¢l cultivo y la
enfermedad; un porcentaje muy bajo de semilla infectada puede significar una fuente de
inéculo primario suficiente para servir de base para una epifitia severa, ya que los
propagulos del patégeno van directamente asociados con ¢l hospedante susceptible y se

favorecen con las mismas condiciones que influyen en la viabilidad de las semillas.

(Gonzilez 1989).

Una lista de enfermedades transmitidas por semilla tiene registrados alrededor de
1500 microorganismos de semillas en cerca de 600 géneros en cultivos agricolas. Desde el
punto de vista de plantas cuarentenadas, las estadisticas no exageran la magnitud de los
problemas envueltos en controlar el movimiento de microorganismos transmitidos por
semilla en las areas donde previamente no han estado presentes. Las cifras pueden ser
engafiosas, no obstante 1a extensa estimacion de microorganismos transmitidos por semilla

como problemas cuando la semilla es producida por el establecimiento de dreas de

produccién de cultivos donde los microorganismos han estado presentes (McGee, 1981).

Muchos hongos, bacterias, y virus patogenos se transmiten en o con las semillas
usadas por los agricultores para la siembra; estos patégenos pueden sobrevivir por largos
periodos de tiempo Y pueden infectar y destruir la germinacién de las plantulas o

sobrevivir como epifitias en el desarrollo de la planta, esperando condiciones ambientales



favorables para la infeccion durante la fenologia del cultivo. Estos patgenos pueden
lufoutar on amusén, smorgonvin y vigor do lns somillas y plantas on cl campo (Schwartz

et. al.,, 1978).

Comercialmente, los microorganismos de semillas reducen la calidad del grano en
almacén causando reduccién de tamafio, distorsiones, semillas encogidas, decoloradas y
manchadas. Estos signos y sintomas patogénicos son muy comunes en las semillas, las
cuales son definidas en términos fitopatolégicos por Sinclair en 1979, como un
microcosmos de microbios, con el potencial para llevar una amplia variedad de hongos,

bacterias, virus y nemitodos, los cuales pueden causar enfermedades en semillas o

plantulas (Sinclair y Dhingra ,1979).

Para tener una perspectiva de los aspectos de enfermedades de las semillas, los
microorganismos de estas pueden considerarse bajo cuatro clases: Uno consiste en
patégenos para los cuales la semilla ¢s el principal punto de in6culo; ofra clase consiste de
patogenos importantes que estan en ellas, pero en los cuales la fase de enfermedad en la
semilla es de menor significancia como punto de inéculo; el tercero y mis grande grupo
de organismos de semillas son los que nunca mucstran causa de la enfermedad como
resultado de su presencia en las semillas; finalmente se encuentra un grupo de
microorganismos que pueden infectar semillas en campo o almacén causando reduccién

de 1a calidad en campo y almacenamicnto de semillas (McGee, 1981).
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Enfermedades portadas y/o transmitidas en semilla de soya.

Todas Ins partos do la planta de soya son suscoptibles a numecrosos patdgenos, los
cuales reducen la calidad y/o cantidad de semilla cosechada. Short et al. (1981), cita que
las pérdidas en la calidad y produccion de semillas puede ser causada por

microorganismos que afectan a las semillas de soya.

Cerca de 100 patégenos conocidos afectan este cultivo, de los cuales alrededor
de 35 son de importancia economica. Generalmente una o més enfermedades pueden ser

encontradas en cualquier area donde se cultiva esta especie.(Sinclair y Shurtleff, 1975)

La perdida de produccién estimada en soya debido a enfermedades son
consideradas comunmente, en lo siguiente: 9.8 por ciento hongos; 0.1 por ciento

bacterias, 0.2 por ciento por virus y 4.8 por ciento por nématodos dando un total de

pérdidas de 14.9 por ciento (Ploper, 1982)

Las semillas de soya antes de la cosecha pueden ser invadisdas por varios
microorganismos qué pueden reducir la calidad y la viabilidad de las semillas. Algunos
microorganismos causan serias pérdidas durante la estacion de crecimiento. La infeccion
de la semilla también puede actuar como medio de sobrevivencia de microorganismos,
algunos patogenos pueden permanecer viables largamente en las semillas durante el
almacenamiento. La infeccion de la semilla puede resultar en grandes rangos

de desiminacion del patogeno resultado en introduccién de indculo primario dentro
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de areas donde el patdgeno previamente estaba ausente. Las semillas pueden ser infectadas
SH UH Hempo durante otros desarrollos dependicndo do <l patdgeno involucrado (Jordan et

al., 1992).

Todas las poblaciones de semilla de soya potencialmente transportan una gran
variedad de microorganismos, este potencial microcosmico incluye hongos y bacterias,
algunos de los cuales pueden causar enfermedades en plantas y semillas, poblaciones de
semillas y semillas individuales dentro de una poblacién pueden variar con el tiempo, en el

tipo y nimero de microorganismos que sean transportados (Sinclair, 1993).

Las enfermedades que atacan a la soya, incluyen hongos, bacterias y virus, que
estos pueden bajar la calidad de semillas, causando diversos sintomas, tales como
absorcion, semillas arrugadas, semillas podridas, esclerotizacion, necrosis, decoloracion
(Sinclair, 1993), reduccién o eliminacién de la capacidad de germinacién y otras

alteraciones (Neergaard, 1979).

Sinclair (1993) cita una lista con mas de 40 bacterias, hongos y virus, que causan
decoloracién y que pueden afectar las semillas de soya, 15 son de mayor importancia

economica.

Las enfermedades de la soya pueden clasificarse como infecciosas y no
infecciosas. Infecciosas son causadas por agentes capases de transmitir de una planta

infectada a una planta sana y causando una enfermedad bajo condiciones favorables.
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Enfermedades infecciosas son causadas por hongos, bacterias, virus y nematodos. Las
enfermedades no infecciosas son causadas por una variedad de condiciones ambientales

no favorables, nutricionales y otras condiciones (McGee, 1981).

Enfermedades Fungosas Transmitidas por Semillas de Soya

Los hongos invaden la cubierta de las semillas. La penetracion y colonizacién de
semillas de soya puede variar o estar influenciada por factores, como fechas de siembra
(Kilpatrick, 1955), fechas de cosecha, localizacién geografica (Tenne et al, 1974),
condiciones climaticas (Roy y abmey, 1976, 1977), y susceptibilidad del cultivo al
patégeno. En general, el hongo se presenta mas frecuentemente en semillas de maduracién

precoz en cultivares cuando las temperaturas son favorables para la infeccién (Sinclair,

1982).

Muchas clases de semillas hospedan una gran variedad de microflora,
especialmente hongos, los cuales forman ¢l mayor grupo de patdgenos que pueden estar o

ser transmitidos por semillas (Agarwal y Sinclair, 1987).

Existen alrededor de 100,000 especies de hongos descritos, de los cuales mas de

8,000 son patégenos de plantas (Agarwal y Sinclair, 1987).

Mas de 30 hongos citados como transmitidos en semilla de soya, rango de

patégenos mayores de la semilla no patdgenos. Varios hongos patégenos de la soya,
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aunque asociados a la semilla, algunas veces no pueden actuar como tales si las

condiciones ambientales no son favorables (Sinclair, 1991).

No menos de 19 hongos patégenos causan infeccién latente en la semilla de soya
(Sinclair, 1991). Estudios recientes de nueve géneros de hongos presentes en la semilla de
soya reportan solamente a Phomopsis y Fusarium spp. Como asociados con la reduccion
de la viabilidad de las semillas de esta especie. Un buen numero de hongos tienen efectos
perjudiciales en semillas, algunos organismos de esta clase pueden tener factores
benéficos, como interacciones entre hongos en semillas de soya, puede ser posible

manipular el control de los hongos patégenos (McGee et al., 1980).

Los hongos de semillas pueden ser divididos convenientemente en dos grupos
que son los hongos de campo y almacén. Las semillas de soya son normalmente
almacenadas aproximadamente seis meses antes de ser llevadas al campo, el inbculo
de hongos de almacén estan universalmente presentes, cllos producen esporas
en gran nimero y Su apariencia en semilla almacenada es un signo de deterioro en la
calidad de Ia misma (Kennedy, 1964, Chistensen y Kufman, 1965, Williams y McDonald,

1983).

La presencia de hongos no patégenos en los lotes de semillas pueden causar una
considerable confusién en el seguimiento de la prueba de germinacion. Las condiciones

ambientales durante la prueba usualmente incluyen alta humedad y alta temperatura,

permitiendo un rapido crecimiento de hongos como Rhizopus y Asperguillus en la semilla
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que tienden a una exageracién de la cantidad de contaminacién en los lotes de semillas

(McGee, 1981).

Hongos Reportados en semilla de Soya

Diaporthe phaseolorum var. sojae (P. sojae). Es uno de los hongos mas
importantes que contribuyen a la baja calidad de la semilla, las semillas infectadas pueden
no mostrar sintomas o tienen poco dafio, arrugadas, y de poco peso, algunas semillas
generalmente no germinan. Si la germinacién ocutre, las plantulas no son vigorosas y
sirven como fuente de inéculo para el desarrollo de la enfermedad més adelante en el
ciclo. La infeccién de 1a semilla se incrementa cuando la cosecha se retarda por factores
ambientales de humedad. Esto es una correlacion inversa entre la ocurrencia de Diaporthe

phaseolorum var. sojae en las semillas y germinacion (Sinclair, 1982).

Cercospora kikuchii reduce la calidad de la semilla por impartir una decoloracién
rosa a pérpura intenso en la cubierta de la semilla y reduce la germinacion. Algunas
semillas se encuentran comtnmente sin brillo y la cubierta de la semilla es agrietada. La
germinacién de la semilla puede ser altamente reducida, después semillas infectadas
germinan, los hongos invaden y colonizan los cotiledones, esporulando y la infeccidn se
esparce a las hojas, tallos y vainas. Esto es una evidencia de que la penetracion directa en

semilla produce dristicamente 1a reduccion en la germinacién (Roy y abney, 1977).
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Peronospora manchurica. Forman poderosas incrustaciones de micelio y oosporas
en semillas, que imparten una apariencia blanco lechosa. El micelio se encuentra en varias
capas de células de la cubierta de la semilla. Semillas infectadas pueden reducir la
germinaci6n o producir algunas infecciones sistémicas en las plantulas de soya (Riggle y

Dunleary, 1974).

Colletotrichum dematium var. truncata (C. truncatum). La semilla infectada
puede no mostrar sintomas o es expresada como pequefias, areas grises irregulares o
pudiendo ser rugosas. Las semillas infectadas pueden no completar la germinacioén o si
germinan, producen plantulas infectadas. La fase de antracnosis puede desarrollarse en un
estado de crecimiento de l1a planta, pero es mas serio en la formacion de vainas (Kunwar

et al., 1985).

Macrophomina phaseolina (Syn. M. phaseoli, Rhizoctonia baticola) produce
sintomas similares a los de C. dematium var. truncata. La germinacion de semillas es
reducida en suelo a temperaturas arriba de 30°C. La emergencia de plantulas pueden no
mostrar sintomas de plantulas atizonadas, pudricion de collar o pudricién de raiz sola o en

combinacion (Sinclair, 1982).

Myrothecium roridum causa pudricion de la semilla y tizén de las plantulas
emergidas. Las plantulas pueden marchitarse si las condiciones son favorables para el
desarrrollo de 1a enfermedad. El hongo es considerado como una amenaza potencial en la

India y este fue introducido en semillas importadas (Sinclair, 1982).
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Aspergillus flavus causa el deterioro en semillas de soya con alta humedad en

almacén. Aspergillus flavus produce aflatoxinas en algunas semillas, pero estas no parecen
Ser un problema en svya . Los hongos pucden reducirse colocéndolos en suclos con altas

temperaturas (Sinclair, 1982).

Aspergillus melleus reportado de semillas cultivadas en Luisiana. Reduce la
germinacién y emergencia de plantulas, desarrolla sintomas de tizén, Penicillum ha dado
muestras que causa enfermedades cuando han inoculado plantulas de soya (Harris y

Ellett, 1945)

Fusarium especies incluyendo F. equiseti, F. moniliforme. F. oxysporum, F.
semitectum, y F. solani han sido reportados como hongos de semilla transportados
intenamente en semilla de soya. Las semillas infectadas generalmente no
germinan o las plantulas presentan pudricion de raiz y muestran sintomas de
marchitamiento. Altas incidencias de infeccién por spp. Fusarium se han encontrado en

ciertos lotes de semillas del suroeste de los Estados Unidos (French y Kennedy, 1963).

Rhizoctonia solani es transmitido por semilla a una extensién muy limitada. Las
semillas infectadas pueden no germinar, o si emergen, estas plantulas se secan o se pudre

la raiz (Tachibana et al, 1971).

Sinclair (1982) menciona otras enfermedades causadas por hongos que son

transmitidos en semilla de soyay pueden reducir la germinacion entre estos se incluyen :



Alternaria longissima
A.tenuis

Cercospora sojina
Chaetomium brassiliense
C. erectum
Chaetophoma sp.
Cladosporium sp.
Curvularia lunata
Drechslera tetramera
Epicoccum purpurascens
Helminthosporium sp.
Monilia sp.

Nigrospora oryzae
Penicillum sp.

Pestaliota sp.

Philophora gregata
Phoma sp.

Pillostica sp.

Rhizopus nigricans
Sclerotium rolfsii

IAiStemphylium sp.

17
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Thielaviopsis basicola
Verticillium cinnabarinum

Verticillium Sp.

Hongos de Almacén en Semilla de Sova

No es conveniente almacenar la semilla de soya con un alto contenido de
humedad o con altas temperaturas y humedad relativa, ya que hay una pérdida de
viabilidad por la invasién de hongos de almacén y calor espontaneo de las semillas. El
contenido de humedad de soya almacenada a un contenido de humedad del 11 por ciento
o superior bajo alta humedad relativa (60 por ciento o mas) es incrementada. Las

semillas son invadidas por hongos de almacén (Tekrony et al., 1983).

La soya con un contenido de humedad original de 6 a 7 por ciento, y al
almacenarse a una humedad relativa del 93 por ciento puede alcanzar un nivel de
humedad de 17 por ciento en 74 dias y 22 por ciento en 150 dias. Si el aire himedo
circula alrededor de las semillas, la humedad puede llegar 20 por ciento dentro de 49 dias.
Los altos niveles de humedad, calor espéntaneo y temperaturas circundantes pueden
llegar de 50 a 55° C. Alta humedad (arriba de 18 por ciento) y niveles de temperaturas,

casi todas las semillas pueden infectarse con hongos de almacén (Tekrony et al., 1983).

Ademas Sinclair y Shurtleff (1975) reportan que los siguientes géneros son mas

frecuentemente asociados con pérdidas en la wviabilidad de las semillas: Alternaria,
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Aspergillus, Penicillum, y Rhizopus. Semillas que germinan producen plantulas
atrofiadas, con cotiledones deteriorados y plmulas con gran reduccion en crecimiento.
Pérdidas on abmacén pucdon sor provenidos por niveles de humcdad do la scmilla
manteniéndolos entre 10 a 13 porciento, bajas temperaturas de almacén (5°C) y baja

humedad relativa ( abajo del 40 por ciento)

Enfermedades Bacterianas Transmitidas por Semilla de Soya

En la naturaleza existe un gran nimero de bacterias, con cerca de 200 especies
conocidas como causantes de enfermedades de plantas. De estos cinco géneros de
bacterias, son transmitidas por semillas de soya (Agarwal y Sinclair 1987); (Nicholson y

Sinclair, 1971)

Las bacterias en las semillas de soya pueden disminuir la calidad reduciendo la
geminacién y emergencia, como Bacillus sp. Esta puede reducir la germinacién
particularmente en suelos a temperaturas de 30°C a superiores. Pérdidas de sitios
completos han sido reportados en algunos paises tropicales cuando las temperaturas del
suelo exceden 25°C en el tiempo de siembra, tal es el caso de Pseudomonas glycinea el
agente causal del tizén bacteriano, puede reducir la germinacién y emergencia.
Transmitiéndose por semilla puede ser una fuente de inéculo primario de tizén en el
campo y en este sentido han sido reportadas como algunos de los causantes de estos

problemas (Sinclair y Shurtleff, 1975).
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Nicholson et al., (1973), demuestran que Pseudomonas glycine provocaron
reduccién de germinacion in vitro de semillas de soya cosechadas en cinco estados del sur

de E.U.A.

Bacterias Reportadas en Semilla de Soya

Dentro de algunas otras bacterias que se han reportado como portadas en semillas
de soya se encuentran las siguientes: P.tabaci, P. solanacearum, P. siryngae,
Xanthomonas phaseoli var. sojensis, X. campestris pv. glycine, Corynebacterium
Sflaccumfaciens, Sinclair y Shurtleff (1975); Copeland y McDonald (1985); Agarwal y

Sinclair (1987); Nicholson y Sinclair et al., (1973).

Importancia de las Pruebas de Sanidad

En muchas partes del mundo, las prucbas de sanidad para enfermedades de
semillas forman parte integral de la inspeccion de rutina para la calidad de semillas. Sin

embargo, en Norte América, las pruebas patologicas no son tan importantes como las

pruebas de purezay germinacion (Copeland y McDonald, 1985).

La importancia de los pat6genos de las semillas radica en la calidad de las semillas
certificadas para la siembra por muchos ensayos dedicados a esto en los procedimientos de

la Asociacién Internacional de Prucbas de Semillas (Cristensen, 1965).
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Mis de un método puede estar disponible para la deteccion de un patdgeno de
semillas en particular. La seleccién de un método depende de el proposito de las prucbas
que pueden ser ln certificncién, tratamiento quimico o cuarentena etc. En general el
método debe ser simple y rapido y los resultados deben de ser reproducibles. En suma,
los resultados deben ser confiables con respecto a la funcién en campo. Las caracteristicas
de infeccion de un patogeno deben ser reconocidas con facilidad y certeza (Agarwal y

Sinclair, 1987)

Los métodos para deteccion de microorganismos y virus va desde la simple
observacién visual hasta sofisticadas técnicas tales como microscopia electronica y

serologia y Métodos moleculares.

Dentro de las pruebas de sanidad y que son especificas para la deteccion de

hongos en semilla de soya se tienen las siguientes:

Observacién de semillas secas; Observacion de semillas remojadas; Método de
semillas lavadas; Métodos de incubacién como papel secante y placa de agar; Prueba de

sintomas en plantulas; Pruebas histopatologicas etc.
Asi mismo bacterias puede citarse las siguientes:

Examen visual de semillas secas; Aislamiento en medio agar; Prueba de sintomatologia

de plantulas;Pruebas de infectividad; Pruebas de serologia; Método del bacteridfago etc.
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Los objetivos de las prucbas de sanidad para todo tipo de microorganismos son las

siguientes, Neegaard (1979), Agarwal y Sinclair (1987) :

Cuarentenas

Las semillas para coleccion de germoplasmas traidas de diversas zonas
agroclimaticas, que se intercambian entre paises para mejorar el material genético local.
Con este intercambio es probable que se introduzcan nuevos patdgenos o nuevas razas de
patégenos nativos, los cuales pueden infectar cultivos locales. Las pruebas de semillas las
hacen las Oficinas Internacionales de Cuarentenas de Plantas para Peligro y Riesgo de
Patégenos. Estas pruebas pueden ser complejas por que las semillas frecuentemente se
tratan en los paises exportadores antes de exportar. Es dificil 1a deteccién de infeccién por

métodos convencionales en semillas tratadas.

Certificacion

La certificacion de muestras de semillas, relativamente libres de patégenos es una
garantia tan importante como un criterio para alta calidad de semillas. En el presente, la
deteccién de solo unos pocos patdgenos es parte de los programas de certificacién de
semillas en muchos paises. Esto es debido, en parte, a la falta de una correcta
documentacién de las reglas de infeccion de semillas en el desarrollo de enfermedades o

disponibilidad de métodos de pruebas rutinarios.
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Evaluacién del valor de la siembra de muestras de semillas

Un nimero de patogenos de plémtas se transmite por semillas. Detectando la
presencia o ausencia de microorganismos y virus, pueden ayudar en la prediccion de la
funcién en campo de las muestras de semillas relativo a la emergencia y subsecuente
desarrollo de enfermedades. Las muestras de semillas excesivamente infectadas o
infestadas pueden ser rechazadas para la plantacién después de que las pruebas de sanidad

de semillas se completan.

Recomendaciones para el tratamiento de semillas

Los resultados de una prueba presenta tres posibilidades: (uno) la semilla es
conveniente para sembrar sin tratamiento; (dos) las semillas pueden ser usadas después de

acuerdo al tratamiento prescrito; (tres) las semillas sean inapropiadas para sembrar.

Calidad de granos para consumo humano y animal

La invasion por hongos de almacén, pueden llevar auna produccion de toxinas
asociadas con semillas de ciertos cultivos. Las pruebas de sanidad de semillas detectan la
presencia o ausencia de hongos productores de toxinas en semillas, las cuales podrian
reducir el riesgo al usar lotes de semillas contaminadas como alimento para ganado y

humano.
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Diaporthe phaseolorum var. sojae el Tizén de la Vaina y Tallo

Diaporthe phaseolorum ( Cke .Ell. ) var.sgjae Wehm. Es una de las varias
enfermedades ubicuas de la soya causadas por miembros del complejo Diaporthe /
Phomopsis. Aunque todos los miembros del complejo son transmitidos por semilla de
soya, la causa de la pudricién de la semilla por phomopsis es P. longicolla W. Hobbs.
Este complejo probablemente ha sido estudiado mis enteramente que muchas otras
enfermedades de semillas de leguminosas causadas por hongos de campo (Hobbs et al.,

1985)

Sintomatologia

Las infecciones ocurren en los tallos, peciolos, vainas y semillas, y frecuentemente
en hojas, la enfermedad aparece usualmente primero en los peciolos de las hojas bajas y
en ramas bajas quebradas durante los periodos de Iluvia y dias lluviosos en el estado de
formacién de vainas mas tarde. Gran nimero de picnidios del hongo se desarrollan mejor
en la porcion baja del tallo principal ramas y vainas hasta completar la madurez. Los
tallos pueden ser totalmente cubiertos con puntitos de diferente tamafio, picnidios
usualmente en un arreglo linear, o pueden ser limitados a pequefios lunares, generalmente

en los nudos (Kulik, 1984)

Bajo condiciones de campo, no es definitivo la produccién de lesiones en los

tallos. En las estaciones Iluviosas , aparecen simultincamente en toda la planta, en



25

contraste cuando no hay agua, se limita en 4reas de los tallos cerca del suelo y son
generalmente racimos cerrados en los nudos. Los picnidios también son fuente de
dispersién en seco, pobremente desarrollando en vainas. No todas las vainas infectadas

producen picnidios (Hepperly y Sinclair, 1978).

Las semillas muy infectadas estaran muy agrictadas, quebradizas y frecuentemente
pueden estar cubiertas total o parcialmente con micelio blanco. Aun asi las semillas
altamente infectadas frecuentemente tienen un tamaiio y apariencia normal. Las semillas
infectadas generalmente no germinan. Las lesiones en cotiledones de plantas, provienen
de semillas infectadas, variando en los colores de las lesiones de rojo brillante a pardo y
tamafio de punta de alfiler y algunas veces cubriendo todo el cotiledon. La semilla cubierta
en tales cotiledones frecuentemente puede infectar a la semilla en la emergencia, grandes
discos de color rojo castafio en linea, menores de 1.5 cm de longitud, se presentan en el

hipocotilo o bajo el suclo (Nicholson et al., 1972).

La semilla viable infectada puede ser la mas importante, por que semillas
infectadas muertas usualmente son visibles, se encogen y son facilmente removibles por
equipo de acondicionamiento, por otro lado la semilla viable infectada raramente muestra
sintomas de la enfermedad y es normal en tamafio, para pruebas de sanidad se necesita

una prueba sencilla para detectar este patégeno (Garzonio y McGee, 1983).

En las hojas se desarrollan lesiones no discretas, la infeccion se puede iniciar

en una pequefia porcion de las hojas, la infeccidn usualmente se inicia en el margen
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de las hojas y progresivamente alrededor del peciolo hasta que las hojas son aniquiladas.

Etiologia

Diaporthe phaseolorum (Cke. y Ell) var. sgjae Wehm. (Syn. D. sqjae Leh.);

estado imperfecto Phomopsis sqjae Leh. Los picnidios se desarrollan bajo la epidermis
del hospedero en grupos compactos de estromas negros, el tamafio y la forma depende del

largo de el 6rgano de la planta cuando ella se desarrolla en el tallo esto es mas o menos en

una forma general (Sinclair, 1982).

Mientras que en vainas son casi esféricos, y en las hojas isodiamétricas, picnidios
generalmente varian en tamadio de 82 a 225x 82 a 375 upmen vainas y tallos en hojas
de 120 a 180 x 135 a 240 pm.. Picnidios de 385 x 542 pm han sido reportados. El
mayor nimero de picnidios son simples con una cavidad por picnidio y ha sido

fundamentado cada cavidad con un ostiolo (Ellet y Schmitthenner, 1974).

Las conidias son cortas, delgadas, cénicas y hialinas, conidioforos unicelulares
dentro de la cavidad del picnidio. Las conidias se liberan continuamente por el ostiolo
durante periodos de alta humedad y acumulidndose en masas blanquecinas en el pico del
picnidio. Las conidias son unicelulares, hialinas y ensanchadas y rectas, fusiformes-
elipticas, cominmente redondeadas en un en un extremo, y miden de 4.9 a 9.8 x 1.7a

3.2 pm. Las conidias son capaces de soportar severas desecaciones formando un exudado

masoso lechoso (Sinclair, 1982).



27

El estado peritecial es formado frecuentemente en mayor o menor grado que ¢l
estado picnidial en maduracién de los tallos, D.p.s. es heterotlico, peritecios maduros son
esféricos, ligeramente aplanados en la base y miden 48 a 282 x 185 a 346 um. El
peritecio puede ser alargado, midiendo de 60 a 142 um de largo y en la base hacia arriba
1,5 pm de longitud y se encuentran en un estroma negro en los tejidos corticales (Welchy

Gilman, 1948).

Las cavidades periteciales contienen un gran nimero de ascosporas, sesiles,
elongadas, clavadas y de alta esporulacién (35 a 51 x 3.3 a 10 pm). La liberacion de las
ascosporas sucede cuando el asca se rompe fuera de la pared del peritecio o fuera de las

paredes desintegradas. Las esporas son llevadas en fluidos viscosos con escurrimientos

fuera del ostiolo (Kulik, 1984).

Las ascosporas son hialinas, uni septadas, elipticas, redondeadas en los extremos
ligeramente estrechas en el septo, bicatenuladas en cada célulay midende 9a13x2a 6
um, pueden germinar por un gran tubo germinativo que generalmente empuja cerca en el

extremo de la célula (Hobbs et al., 1985).

Diaporthe phaseolorum var. sojae se desarrolla en papa dextrosa agar a un pH de
6 y a una temperatura de 28°C, produciendo densas hifas blancas y septadas, el micelio
es inicialmente compacto, y se desarrollan mas tarde. Asi mismo se desarrollan en el

cultivo negros estromas de varios tamafios y formas. Este hongo rara vez produce

picnidios y picnidiosporas en tallos y peciolos de soya incubados. La luz es requerida
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Para el desarrollo de picnidios. No se desarrollan peritecios consistentemente igual con

pares de cultivos de ascosporas u otras manipulaciones (Jensen, 1983).

Ciclo de la Enfermedad y Epidemiologia

El inéculo primario proviene de micelio, picnidios y peritecios en residuos de
cosecha en ¢l campo y del hongo hospedado en semillas infectadas D.p.s., facilmente
coloniza plantas hospederas de muchos cultivos incluyendo frijol, frijol lima, garbanzo,

cacahuate, okra, cebolla, chile y Tomate. (Sinclair, 1982).

Las semillas enfermas son muy importantes como fuente de inéculo primario por
su gran rango de diseminacién. Las semillas son invadidas en un tiempo después de la
formacion de vainas y la infeccién es incrementada grandemente por retraso de la cosecha

de 1a maduraci6n del grano por lluvias y humedad ambiental (Short et al., 1981).

Diaporthe puede infectar partes vegetativas de la planta en un tiempo durante el
tiempo de crecimiento, la infeccién de la semilla puede ocurrir después de la madurez
fisiolégica, cuando el contenido de humedad de la semilla disminuye de aproximadamente
55 por ciento y entre 12 y 14 por ciento, y los hongos crecen de cérpelos infectados
dentro de las semillas. Condiciones ambientales de alta humedad durante este periodo han

sido sefialados a favor de la infeccién de la semilla (Rupe, 1986).
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La alternancia de humedad y dias secos, conduce al deterioro de la vaina. La
infeccion de la semilla es frecuentemente grande en poblaciones de campo por que hay
exceso de plantas establecidas. El hongo lﬁuede permanecer viable en semillas almacenadas

por 2 afios bajo condiciones frias y secas (Kulik y Yaklich, 1991).

Las semillas frecuentemente no germinan, pero pueden producir enfermedades en
las plantulas, el hongo puede ser sistemico en plantas provenientes de semillas infectadas .
La emergencia de plantulas enfermas decrece severamente en suelo a temperaturas de
35°C y menores efectos de 15 a 20°C. La invasién de tejidos del hospedero es miceliar
es por inter e intracelular. La invasion es inicialmente restringida a la delgada pared del

cortex y luego el hongo penetra la espesa pared del ducto (Rupe, 1986).

Los arreglos lineares de picnidios son debidos a la tendencia del hongo a crecer en
el clorénquima situado entre los tejidos resistentes del esclerenquima de la corteza. El
micelio invade el 6vulo y se desarrolla en las semillas continuando con el funiculo y ¢l
hilum . Dentro de la semilla el hongo coloniza todos los tejidos de la cubierta de la semilla,

cotiledones y eventualmente la radicula y la plumula (Tlas ez al., 1975).

Las semillas de soya y residuos de maiz son reconocidos como fuente de inoculo
de sp. de Phomopsis. y D.p.s. Los organismos causales del tizon de la vaina y tallo, el
hongo sobrevive en residuos en cultivos en invierno y subsecuentemente esporula en los
tejidos produciendo inoculo primario que puede infectar las plantulas de soya, el tizon de

la vaina y tallo en campos previamente cultivados con soya que los cultivados con maiz
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(Kmetz et al., 1979).
Problemas en Germinacion Potencial por Diaporthe phaseolorum var. sojae

Problemas en evaluacién de viabilidad de semillas infectadas con Diaporthe
ocurre cuando varios métodos de medidas del ensayo de germinacién, son usados, como
las toallas de papel enrollado, camaras hiimedas, camas de arena, platos de agar etc. Por
ejemplo, 1a germinacién de semilla de soya colocada en toallas de papel humedo
enrolladas fue de 33 por ciento menor que algunos de los lotes de semilla sembradas en

arena (Neto y West, 1989 ).

Wallen y Cuddy (1960) reportan que la germinacién de soya en arena en pruebas
de laboratorio ‘y suelo en pruebas de invernadero fue afectado adversamente por la
infeccion de D.p.s. Kmetz et al., (1978) reporta que semillas inoculadas con D.p.s. no
germinan y se desintegran ripidamente en el suclo, D.p.s. fue capaz de invadir

ripidamente y podrir la semilla durante los estados tempranos de germinacion.

Wallen y Seaman (1962), encontraron que el tratamiento con fungicida
incrementé la emergencia en campo de semillas infectadas con D.p.s. esta es la primera
indicacion en la literatura de que la transmision por semilla de D.p.s. puede reducir la

germinacién en campo.
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En un estudio posterior Wallen y Seaman (1963) encontraron que la relacién
entre D.p.s. y emergencia no era muy cercana. Lotes que contenian entre un 1.2 y 73
por ciento de semillas infectadas mostraron emergencia de campo de 80-66 por ciento

respectivamente.

Otros investigadores reportaron una correlacién inversa entre D.p.s. en semilla y
la germinacién en pruebas de laboratorio asi como en pruebas de arena en invernadero y

estudios en cimara de crecimiento (Kmetz ez al., 1978 ).

Los reportes posteriores indicaron que la infeccién de semillas por D.p.s. puede
tener un efecto perjudicial en germinacién y emergencia, aun asi estos estudios fueron
limitados en su mayoria a prucbas de laboratorio y de invernadero con relativamente

pocas determinaciones de calidad ( Kulik, 1981 ).

La germinacién potencial es la mixima germinacién de semilla que puede ser
obtenida en la ausencia de microorganismos asociados a la semilla o cuando el efecto de
germinacion es minima, como por uso de tratamiento de semilla con fungicidas y fue

desarrollado usando el complejo Diaporthe | Phomaopsis (Foor y Sinclair, 1976).

La germinacién potencial de semillas de soya es ampliamente definida como ¢l
méximo nivel de germinacién por una muestra bajo condiciones de estres, la germinacion

potencial de semillas de soya puede disminuir con la edad o tratamiento fitotoxicos o

deterioro por micoflora de la semilla, pero no puede ser incrementada con un tratamiento
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(Sinclair, 1993).

Diaporthe puede enmascarar la germinacién potencial de las semillas de soya por
muerte de los embriones jévenes o durante la imbibicion de agua y germinacién, la
actividad fungal puede ser limitada por algunos medios aun asi la germinacién potencial
de algunas semillas puede ser moderada, la germinacién potencial de semilla de soya
colonizadas o infectadas con Diaporthe / Phomopsis se puede llevar a cabo por la
aplicacion de fungicidas a las semillas, termoterapia, control de condiciones

ambientales durante los procesos de germinacion (Ellis et al., 1974).

Por muchos afios en Illinois, la germinacién de semillas de soya ha sido algunas
veces baja inmediatamente después de la cosecha, después de varios meses en almacén, y
atribuyen esto, en parte, ala reduccion en cantidad de Diaporthe /| Phomopsis asociado
con algunos lotes de semillas, asumiendo que el micelio superficial, y esporas del hongo
afectan su viabilidad y éstas no pueden sobrevivir bajo condiciones de almacenamiento

(Sinclair, 1993).

El agente causal no solo reduce la calidad de semillas usadas para la siembra por
afectar la germinacion potencial, si no que también reduce la calidad de semillas usadas
para el procesamiento. Idealmente la soya es usada para alimentacion, comida y
produccién de aceite es alta en proteinas y aceite, y baja en contenido de 4cidos grasos. La

infeccién de semillas por Diaporthe | Phomopsis pueden reducir la cantidad de harina y

aceite ¢ incrementar el contenido de &cidos grasos, cambia la posicion de acidos grasos
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MATERIALES Y METODOS

Localizacién Del Sitio Experimental

La presente investigacion se realizé6 en el laboratorio de Fitopatologia del
Departamento de Parasitologia Agricola, Laboratorio de Ensayo de Semillas del Centro
de Capacitacién y Desarrollo de Tecnologia de Semillas (CCDTS), e invernaderos de la

Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, ubicada en Buenavista, Saltillo, Coahuila,

México

Material Experimental

Se utilizé semilla de seis variedades de soya Glyicihe max. (L.) Merr. de lotes de
producciéon de semilla del Campo Agricola Experimental “ LAS HUASTECAS”

localizado en Estacién, Cuauhtémoc, Tamaulipas y cosechadas en el ciclo agricola

primavera - verano 1994.

Las muestras fueron registradas mediante un nimero de trabajo para su control, de
acuerdo a su identificacién. En seguida se homogenizaron, y se obtuvieron muestras de
trabajo mediante clasificacion con cribas, para climinar impurezas y obtener semilla

aprovechable. Durante el periodo del experimento las muestras de trabajo se
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mantuvieron en bolsas de polietileno, en refrigeracién a una temperatura de 9° C +- 1°C

esto para evitar el deterioro de la semilla.

Ensayo de Semillas

Germinacion Estandar

Siguiendo el método propuesto por la Asociacion Internacional de Ensayo de
Semillas (ISTA) para evaluar la capacidad germinativa de la semilla se colocaron ocho
repeticiones de 50 semillas tratadas con fungicida Arasin, por muestra, en toallas de
papel secante para germinacién aprobado por Reglas de Anidlisis de Semillas,
humedecidas, las que se cubrieron con otra toalla y se enrollaron en forma de taco ¢
identificaron, y se colocaron en una incubadora en condiciones estindar de aireacion, y
temperatura de 25°C, con luz durante 8 hrs y 6 hrs de obscuridad , durante 7 dias. Al
quinto dia se realiz6 el primer conteo de germinacion, anotandose el nimero de plantulas
normales, las que s retiraron del ensayo. El segundo conteo a los 8 dias, en ¢l cual se

tomaron de nuevo plantulas normales, se registraron plantulas anormales y las semillas

muertas.
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Deteccién de Microflora

Meétodo de la placa de agar (Intervalos de Luz)

Este método es de los mas antiguos y mas comunes para la identificacion de
hongos de semilla, basado en crecimiento y caracteristicas de colonias en un medio

nutritivo.

Una muestra de 100 semillas por cadq una de las seis variedades fueron
esterilizadas con una soluciéon de NaOCl al 1 por ciento durante un minuto, este
tratamiento para matar a los microorganismos que se presentan en la superficie de la
semilla y para evitar una complicada identificacién de patégenos. Las semillas se lavaron
en seguida tres veces con agua destilada estéril y se drenaron. Las muestras (10 semillas
por caja) se colocaron en cajas petri de plistico conteniendo ¢l medio de cultivo papa
dextrosa agar, y se incubaron a una temperatura de 25+- 2°C bajo intervalos de 12 hrs
luz y 12 hrs obscuridad luz. Después de 7 dias, la germinacion de la semilla y ¢l desarrollo
de microorganismos fueron evaluados. Para la germinacion se considerd un crecimiento
minimo de 2 cm de largo, y la identificacién de los microorganismos se llevé a cabo
mediante las caracteristicas de la colonia, observacion de las estructuras de reproduccion y

uso de claves para su identificacion. (Bametty Hunter, 1987 ; Schaad, 1988).
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Método de la placa de agar (Normal).

Ipual quo on ol onsayo antorior sc utilizaron 100 semillas para cada una dc las scis
variedades de soya, las semillas fueron desinfectadas con una solucion de NaOCl al 1 por
ciento por un minuto, lavadas tres veces con agua destilada estéril y posteriormente
drenadas. Las muestras se colocaron en cajas petri de plastico conteniendo el medio de
cultivo papa dextrosa agar, 10 semillas por cada caja. Estas fueron incubadas en
obscuridad a una temperatura de 25+- 2°C. Después de 7 dias se evalu6 el desarrollo de

microorganismos y su identificacion igual que en el caso anterior.

Método del papel secante (Paraguat)

Una muestra de 100 semillas por cada una de las scis variedades, fueron
desinfectadas con una solucién de NaOCl al 1 por ciento durante un minuto, lavadas tres
veces con agua destilada estéril y drenadas. En seguida 10 repeticiones de 10 semillas por
muestra s¢ sembraron en cajas de petri de plastico conteniendo como sustrato papel
secante previamente humedecido con una solucion del herbicida Paraquat (Sal dicloruro
de paraquat (1,1-dimetil-4,4 del jon bipiridilo) al 1.5 por ciento de concentracion, esto
para retardar o inhibir la germinacién, estas fueron incubadas a una temperatura de 25+-
2°C. Después de 7 dias se evalué el desarrollo de los microorganismos sobre las semillas

y se procedi6 a su identificacién al igual que en los ensayos anteriores.
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Pruebas de Inoculacién

Obtencion de Inoculo.

Se colectaron plantas de soya infectadas con Diaporthe phc;seolomm var. sojae,
en el Campo Agricola Experimental Huastecas de Estacién Cuauhtémoc Tamaulipas
perteneciente al INIFAP. Estas fueron trasladadas al laboratorio de Parasitologia Agricola
de 1a U.A.A.AN para su procesamiento. Las partes de las plantas infectadas fueron
cortadas en trozos pequefios, desinfectindolos con una solucién de NaOCl al 1 por ciento
durante un minuto y lavandolos tres veces con agua destilada estéril, se drenarony se
sembraron en cajas petri conteniendo medio de cultivo (PDA) ¢ incubando a 25+- 2°C
durante cuatro a cinco dias e identificando el hongo de acuerdo a sus caracteristicas
morfoldgicas. En seguida se realiz6 una purificacién por medio de la técnica de punta de
hifa e incubando a 25+- 2°C durante tres a cuatro semanas con alternancias de 12 hrs
luz y 12 hrs obscuridad que es cuando se presenta la mayor cantidad de peritecios

viables.

Método de Inoculacion Aspersion LA

Semillas de la variedad Santa Rosa fueron divididas en siete muestras de semilla
(5, 10, 20, 40, 60, 80,y 100) semillas, para cada método de inoculacion. Todas las
semillas a utilizar en estas pruebas fueron previamente desinfectadas con una solucién de

NaOCl al 1.3 por ciento por un minuto y lavadas tres veces con agua destilada estéril.
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Las semillas fueron inoculadas rociando una suspensién conidial (1.5 x 10 8) por
ml. de Dps, se sembraron en charolas de germinacioén conteniendo una mezcla de suelo,
perlita y peat moss en una relacion (l:vlzl) manteniendo una temperatura de 27+-2°C
durante el dia y 16+-2°C durante la noche, la emergencia fue registrada a los ocho dias,

las semillas que no germinaron fueron removidas y sembradas en placas de agar.

Meétodo de Inoculacion Aspersién Alta Humedad Relativa (M.I.A.A.H.R)

Semilla de soya libre de infeccién de Dps fueron inoculadas con un aislamiento de
Dps rociandolas con una suspension conidial (1.5 x 10 8) por ml. incubandolas por dos
dias a 28°C y una humedad relativa del 70 por ciento y luego drenadas, se sembraron en
charolas de germinacién conteniendo una mezcla estéril de suelo, perlita y peat moss en
una relacién (1:1:1) manteniendo una humedad relativa del 60-70 por ciento y una
temperatura de 27+-2°C durante el dia y 16+-2°C durante la noche. La emergencia fue

registrada a los ocho dias, las semillas que no germinaron fueron removidas y sembradas

en placa de agar.

Métedo de Inoculacion Crecimiento Activo (M.I1.C.A)

Semillas de soya fueron colocadas en el perimetro de una colonia de crecimiento
de Dps a una temperatura de 25+-2°C, las semillas fueron removidas después de 72 hrs y
sembradas en charolas de germinacion conteniendo una mezcla estéril de suelo, perlita y

peat moss en una relacion (1:1:1) manteniendo una humedad relativa de 60-70 por
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ciento y una temperatura de 27+-2°C durante el dia y 16+-2°C durante la noche, la
emergencia fue registrada a los 8 dias, Las semillas que no germinaron fueron removidas y

sembradas en placas de agar.

Método de Inoculacion Testigo 1.

Semillas libres de Infeccion de Dps. fueron sembradas en charolas de germinacién
conteniendo una mezcla estéril de suelo, perlita y peat moss en una relacién (1:1:1)
manteniendo una humedad relativa de 60-70 por ciento y una temperatura de 27+-2° C
durante el dia'y 16+- ° C durante la noche. La emergencia fue registrada a los ocho dias,

semillas que no germinaron fueron removidas y sembradas en placas de agar.

Disefio Experimental

* Ensayo de semillas (Germinacion Estandar)

El modelo del disefio Experimental utilizado fue un completamente al azar con

seis tratamientos en ocho repeticiones.

Yo =p+&+ €y
con:
i=1,23......6 Varedades

j=1,2,3....8 Repeticiones

donde:
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Y; = Variable aleatoria observable correspondiente a la i-ésima variedad, y a la j-ésima
repeticion.

p = Media General

8 i = Efecto del i-ésimo tratamiento

€5 = Error Experimental

* Deteccion de Microflora

El modelo del disefio Experimental utilizado fue un completamente al azar, con
arreglo factorial 6 X 3 con 10 repeticiones. Para cada una de las vanables individuales

(germinacién ¢ incidencia de microorganismos).

Antes de realizar el anilisis estadistico, las variables expresadas en por ciento

fueron transformados mediante la siguiente formula vx + 0.5 (Stell y Torrie, 1986).

Y =ptoy+ B+ ofy+ e
con:
i=1,2,3,...6 Variedades
j=123 Métodos

k=1,23,4....10 Repeticiones

donde:

BANCO DE TESIS lul1e
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Y = Variable aleatoria observable correspondiente a lai-ésima variedad, a la j-ésimo
método y a la k-¢sima repeticion.

p = Media general

o;= Efecto de la i-ésima variedad

B; = Efecto del j-ésimo método

op;= Efecto conjunto de la i-ésima variedad y el j-ésimo método.

ey = Error Experimental

* Pruebas de inoculacion.

El modelo del disefio Experimental utilizado fue un completamente al azar con

arreglo en parcelas divididas 7x4 con 10 repeticiones.

Ya=p+ o+ B+ ofy+ S+ en
con:
i=1,23,..7 Cantidad de semilla
j=1,23,4 Métodos de 1a inoculacion

k=1,234...10 Repeticiones

donde:

Y = Variable aleatoria observable correspondiente a la i-ésima variedad, a 1a j-ésimo
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método y a la k-ésima repeticion.
| = Media general
o;= Efecto de la i-ésima cantidad de semﬁIa
€x = Error parcela grande
B; = Efecto del j-€simo método
ofs = Efecto conjunto de la i-ésima cantidad de semilla y el j-esimo método.

8 = Error parcela chica

Para la interpretacién de la interaccion cantidades de semilla por métodos de
inoculacién en los andlisis de varianza combinadas, ésta se descompuso en sus efectos
simples, para conocer los efectos entre las cantidades de semilla en cada método de

inoculacién y los efectos de métodos de inoculacién en cada cantidad de semilla, todo

esto para las diferentes variables de respuesta.

Para todos los factores, asi como en las diferencias que fueron significativas en los
anilisis de varianza, se compararon sus medias utilizando la prueba de rango miiltiple por

¢l método de Tukey.



RESULTADOS

Los resultados de germinacién que se presentan en el Cuadro 4.1. muestran
diferencias altamente significativa entre variedades al (P<0.01), el coeficiente de variacién
(CV) se encuentra dentro de los rangos aceptables ya que para este caso fue de 4.07 por
ciento. Lo mismo se observa en la prueba de rango multiple (Tukey al 0.01) donde las
diferencias numéricas entre las variedades se observan en el Cuadro 4.2. Estos valores de
germinacién son aceptables ya que la variedad Santa Rosa la cual tiene ¢l valor mis bajo
de germinacién (89.75 por ciento de germinacién normal) estd por encima del valor
minimo aceptable (80 por ciento), lo que indica que la semilla, por ser de reciente
cosecha y estar almacenada a temperaturas bajas, no tuvo la interferencia con
microorganismos de almacén que pudieran bajar drésticamente la germinacion,
comprobindose asi su aptitud y disponibilidad como semilla para siembra. Estos
resultados de germinacién demuestran que la semilla usada en estos experimentos se
usaron con confiabilidad al tener una calidad aceptable de germinacion que es el principal
criterio para la comercializacién de lotes de semilla y con estos valores se espera o asegura

un buen funcionamiento.
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Cuadro 4.1. Anilisis de Varianza de la Variable Capacidad de Germinacion de Semilla
de Diferentes Variedades de Soya. UAAAN, 1998.

FV gl SC CM Fc Probabilidad
Variedades 5 107.601563 21.520313 5.8549 0.001%*
Error 42 154.375000 3.675595

Total 47 261.976563

Coeficiente de variacion = 4.07 Por ciento.

** Significativo al 1 Por ciento.

Cuadro 4.2. Comparacién de Medias de la Variable Capacidad de Germinacion de
Semilla de Diferentes Variedades de Soya. UAAAN, 1998.

Variedad Medias
Huastecas-100 98 A
Tapachula-86 96.25 A
Japiter 95.75 A
UFV-1 95.25 AB
Huastecas-200 90.75 BC
Santa Rosa 89.75 C
(Tukey al 0.01)

En lo que respecta al evaluar el porcentaje de germinacién de las seis variedades de
soya en los métodos de incubacion se muestra en el Cuadro 4.3. que existe diferencia

altamente significativa entre métodos de incubacién, no encontrindose entre variedades al
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igual que en la interaccion métodos por variedades. El coeficiente de variacion (4.25 por
ciento) se encuentra dentro de los rangos aceptables para este tipo de prucbas. La prueba
de Tukey al 0.01 (Cuadro 4.4.), nos muestra que existe diferencia significativa entre el
método de incubacién Paraquat y los métodos Intervalos de luz y Normal siendo estos
&ltimos estadisticamente iguales. No se encontr6 diferencia entre variedades Cuadro4.5.,
pero se puede observar que las variedades de mayor germinacion fueron la Tapachula-86
con un 65 por ciento y la Huastecas-100 con 64 por ciento en promedio, observandose
valores similares para el resto de las variedades, estos valores disminuyeron notablemente
ya que el método Paraquat influyé grandemente al inhibir totalmente la germinacion,

aunque en los otros métodos tuvicron una germinacion muy por encima de los valores

aceptables.

Cuadro 4.3. Anilisis de Varianza de la Variable Capacidad de Germinacion de Semilla
de Diferentes Variedades de Soya en Tres Meétodos de Incubacion.

UAAAN, 1998.

FV gl SC CM Fc Probabilidad

Variedades 5 0.018433 0.003687 0.3711 0.868

Métodos de Incubacién 2 242748047 121374023 12217.5332  0.000**

Interaccién Mét. X Var. 10 0031616 0.003162 03182 0975
Error 162 10609375  0.009934
Total 179 224.407471

Coeficiente de Variacién = 4.24 Por ciento.

** Significante al 1 Por ciento.
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Cuadro 4.4. Comparacién de Medias de la Variable Porcentaje de Germinacion de semilla
de Soya en Diferentes Métodos de Incubacién. UAAAN, 1998.

Método de Incubacion Medias
Método I. de Luz 95.8 A
Método Normal 95.5 A
Meétodo Paraquat 0.00 B
(Tukey al 0.01)

Cuadro 4.5. Comparacién de Medias de la Variable Porcentaje de Germinacién de
Diferentes Variedades de Semilla de Soya en Tres Métodos de Incubacién.

UAAAN, 1998.

Variedad ' Medias
Tapachula-86 6500 A
Huastecas-100 6400 A
 Japiter 63.66 A
Santa Rosa 63.33 A
UFV-1 63.33 A
Huastecas-200 63.33 A
(Tukey al 0.01)

En lo referente a la evaluacién de hongos como se observa en el anilisis de
varianza (Cuadro 4.6.) no se encontr6 diferencia entre los métodos de incubacién,

variedades, ni en la interaccién métodos de incubacién por variedades. El coeficiente de

variacién (38.80 por ciento) se encuentra entre los rangos aceptables para este tipo de
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prueba. Los valores medios de hongos detectados en los métodos de incubaci6n asi como

de variedades se presentan en los Cuadros 4.7. y 4.8. respectivamente.

Cuadro 4.6. Analisis de Varianza de la Variable Porcentaje de Hongos en Semilla de Soya
de Seis Variedades en Tres Métodos de Incubacion. UAAAN, 1998.

FV gl SC CM Fc  Probabilidad
Variedades 5 0.689041 0.137408 1.1338 0.344
Meétodos de Incubacion 2 0.645401  0.322701 2.6549 0.071
Interaccién Mét. X Var. 10 0.792709  0.079271 0.6522 0.768
Error 162 19.69128 0.12155

Total 179  218.18359

Coeficiente de Variacién = 38.80.

Cuadro 4.7. Comparacién de Medias de la Variable Porcentaje de Hongos en Semilla de
Soya en Diferentes Métodos de Incubacion. UAAAN, 1998.

Meétodo de Incubacion Medias

Meétodo del Paraquat 6.83 A
Método Normal 4.00 A
Meétodo L. de Luz 2.33 A
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Cuadro 4.8. Comparacién de Medias de la Variable Porcentaje de Hongos de Diferentes
Variedades de Semilla de Soya en Tres Métodos de Incubacién. UAAAN,

1998.

Variedad Medias

Santa Rosa 7.00 A
Tapachula-86 6.66 A
Huastecas-100 4.33 A
Huastecas-200 3.66 A
UFV-1 2,33 A
Japiter 2.33 A

El hongo mis frecuentemente obtenido fue Macrophomina phaseolina en las seis
variedades de semilla de soya en los tres métodos de incubacion, el porcentaje de semillas
para las variedades Tapachula-86 y Santa Rosa infectadas con Macrophomina
phaseolina fueron altas, un contraste con la infeccion de semillas de Huastecas-100,
Huastecas-200, Japiter y UFV-1 fueron bajas. El segundo hongo obtenido mas
frecuntemente fue Phomopsis, la incidencia de Phomopsis fueron altas para semillas de
Huastecas-100 y Tapachula-86 seguidos por semillas de Santa Rosa, incidencias de
hongos fueron bajas para semillas de Huastecas-200, HFV-1 y Japiter. Otros hongos
frecuentemente aislados de semilla de soya fue Alternaria, las altas incidencias de
Alternaria fueron para semillas de las variedades Huastecas-100 y Tapachula-86, las bajas

incidencias se presentaron ¢n las semillas de las variedades Santa Rosa, UFV-1, Jupiter y

Huastecas-200. Cercospora kikuchii fue también aislado, las altas incidencias ocurrieron
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en semillas de las variedades Huastecas-100 y Huastecas-200 seguidas por las variedades
Santa Rosa, UFV-1, Jopiter y por tltimo Tapachula-86. Otros hongos obtenidos en
semilla de soya fueron Diaporthe, la caﬁsa del tizén del tallo y Nematospora coryli. Los
altos porcentajes de Digporthe se encontraron en las semillas de las variedades
Tapachula-86, altos porcentajes se semilla infectada con N. coryli se encontraron en las
variedades tapachula-86 y UFV-1. La incidencia de saprofitos u hongos débiles fueron
esporadicos, la incidencia de Aspergillus flavus 'y Fusarium se presentaron en semillas
de las variedades Huastecas-100, Santa Rosa y UFV-1y la incidencia de Chaetomium,

Penicillum y Cladosporium, menos del uno por ciento de las semillas examinadas,

(Cuadro 4.9.).

Con relacién a la presencia de bacterias, en los tres métodos de incubacién, como
ge observa en el anilisis de varanza (Cuadro 4.10.), Hubo diferencia altamente
significativa, no encontrandose diferencia entre variedades y en la interaccion métodos por
variedades. El coeficiente de variacién (26.25 por ciento) se encuentra dentro del rango
aceptable para este tipo de pruebas. Al comparar los valores medios de bacterias
detectadas en los métodos de incubacion (Tukey al 0.01) por ciento se observan
diferencias entre los métodos (cuadro 4.11.), no encontrandose entre variedades como se
observa en ¢l cuadro 4.12. Cabe mencionar que si durante el proceso es contaminada por
microorganismos saprofitos de répido crecimiento puede enmascarar la presencia de
bacterias, la incidencia de bacterias es posible que se deba a la longevidad de las mismas,
debido a las condiciones en que estaban almacenadas las semillas, ademés la baja

incidencia de bacterias en el método Paraquat en papel secante, no da las condiciones



necesarias para el desarrollo de bacterias.

2l

Cuadro 4.9. Resultados del Porcentaje de Infeccion e Identificacion de la Microflora Total
Presente en Semilla de Seis Variedades de Soya en Tres Métodos de
Incubacion. UAAAN, 1998.

Microorganismos Variedades
Huastecas-100| Tapachula-86 | Santa Rosa |UFV-1 | Japiter | Huastecas-200

Alternaria sp. 2 2 1 1 1 1
Asperguillus
Savus 1 0 1 1 0 0
Cercospora
kikuchii 2 0 1 1 1 2
Chaetomium sp. 0 0 1 0 0 1
Cladosporium sp. 0 1 0 0 0 0
Fusarium sp. 1 0 1 1 0 0
Macrophomina
phaseolina 4 10 11 2 4 4
Nematospora
coryli 0 1 0 1 0 0
Penicillium sp 0 1 2 0 1 1
Phomopsis sojae 3 3 2 0 0 1
Diaporthe
phaseolorum 0 2 1 0 0 1
Pseudomonas syringae 8 10 9 7 6 4
Actinomicetos 3 2 3 1 5 1
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Cuadro 4.10. Anélisis de Varianza de la Variable Porcentaje de Bacterias en Semilla de
Soya de Seis Variedades en Tres Métodos de Incubacion. UAAAN, 1998.

FV gl SC CM Fc  Probabilidad

Variedades 5 0.177658 0.035532 0.7469 0.592

Métodos de Incubacion 2 1.399071 0.699535 14.7075 0.000%*

Interaccion Mét. X Var. 10 0.428459 0.042846 0.9007 0.535
Error 162 7.706261 0.047570
Total 179 9.711479

Coeficiente de Variacién = 26.25 Por ciento.

#% Significativo al 1 Por ciento.

Cuadro 4.11. Comparacién de Medias de la Variable Porcentaje de Bacterias en
Semilla de Soya en Diferentes Métodos de Incubacién. UAAAN, 1998.

Método de Incubacion Medias
Meétodo Normal 3.83 A
Método Intervalos de Luz 3.50 A
Meétodo del Paraquat 0.00 B

(Tukey al 0.01)
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Cuadro 4.12. Comparaciéon de Medias de la Variable Porcentaje de Bacterias en
Diferentes Variedades de Semilla de Soya en Tres Métodos de
Incubacion. UAAAN, 1998.

Variedad Medias

Tapachula-86 3.33 A
Santa Rosa 3.00 A
Huatecas-100 2.66 A
UFV-1 2.33 A
Japiter 2.00 A
Huastecas-200 1.33 A

Para el caso de actinomicetos se observa en el anilisis de varianza (Cuadro 4.13.)
que no hubo diferencia significativa entre variedades, no obstante entre métodos la
diferencia fue altamente significativa. El coeficiente de variacion (19.36 por ciento) se
encuentra entre los rangos aceptables para este tipo de pruebas. Al comparar los valores
medios de actinomicetos detectados entre variedades en la prueba de Tukey al 0.01 por
ciento no se observaron diferencias (Cuadro 4.14.) al comparar los valores medios de la
incidencia entre los métodos se encontrd diferencia significativa, no se observaron
diferencias entre variedades (Cuadro 4.15.) aunque las variedades con mayor incidencia
fueron 1a Japiter con 1.66 por ciento en promedio, y la Huastecas-100 y la Santa Rosa

con 1.0 por ciento.
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Cuadro 4.13. Analisis de Varianza para el Porcentaje de Actinomicetos en Semilla de
Soya de Seis Variedades en Tres Métodos de Incubacion. UAAAN, 1998.

FV gl SC CM Fc  Probabilidad
Variedades 5 0.089401 0.017880 0.8494 0.518
Métodos de Incubacion 2 0.223427 0.111713 0.3070 0.006**
Interaccion Mét. X Var. 10 0.202553 0.020255 0.09622  0.521
Error 162 3.410126 0.021050

Total 179 3.925507

Coeficiente de Variacion = 19.36 Por ciento.

##Sionificativo al 0.01 de Significancia.

Cuadro 4.14. Comparacién de Medias de la Variable Porcentaje de Actinomicetos en
Semilla de Soya en Diferentes Métodos de Incubacion. UAAAN, 1998.

Método de Incubacion Medias
Método Normal 1.66 A
Me¢étodo 1. de Luz 0.83 A
Método del Paraquat 0.00 B

(Tukey al 0.01)
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Cuadro 4.15. Comparacién de Medias de la Variable Porcentaje de Actinomicetos de
Diferentes Variedades de Semilla de Soya en Tres Métodos de Incubacion.

UAAAN, 1998.

Variedad Medias

Japiter 1.66 A
Huastecas-100 1.00 A
Santa Rosa 1.00 A
Tapachula-86 0.66 A
UFV-1 0.33 A
Huastecas-200 0.33 A

Inoculacion con Dps

Los resultados de porcentaje de germinacion de la semilla de soya a los ocho dias
después de ser inoculada con los diferentes métodos de inoculacién con D.p.s. Que se
presentan en el Cuadro 4.16. muestra diferencia significativa al (P<0.05) entre cantidades
de semillas y altamente significativa (P<0.01) en la interaccién métodos de inoculacion /
cantidad de semillas, Asi como en métodos de inoculacion y por lo tanto fue necesario
descomponer dicha interaccion en sus efectos simples (Métodos de inoculacion /
Cantidades de semillas), (Cantidad de semilla / Métodos de inoculacién). Tambicn se
utilizé la prueba de rango miltiple (Tukey 0.05) donde se observan diferencias entre las
cantidades de semilla (Cuadro 4.17) siendo la de mayor germinacién la cantidad de semilla

2 con 49.37 por ciento, resultados semejantes se obtuvieron en las cantidades 3, 5, 4,7 y
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Cuadro 4.16. Analisis Fle Varianza para el Porcentaje de Germinacién de Sicte Cantidades
de Semilla de Soya en Cuatro Métodos de Inoculacion con Dps. UAAAN

1998.
FV gl SC CM Fc  Probabilidad
Repeticiones 3 833.203125 277.734375 9.3422 0.001
Cant. de Semilla 6 573.906250 95.651039 3.2174 0.025%
Error A 18 535.125000 29.729166
M. de Inoculacion 3 127532.421875 42510.80859  769.7062 0.000%**
Interaccion 18 122.781250 284.598969  5.1530 0.000%*
Error B 63 3479.484375 55.229912
Total 111 138076.921875

C.V. = 16.39 Por ciento.
e Significativo al 5 Por ciento.

#% Significativo al 1 Por ciento.

6y por dltimo la 1 con 47.81, 45.08, 4470, 44.62, 43.23 y 42,5 por ciento de
germinacién respectivamente. En el cuadro 4.18 se observa diferencia entre métodos
de inoculacién (Tukey 0.01), presentandose la mayor germinacion en el (M.LT),
siguiéndole ¢l (M.L.A.) con 89.14 y 63.11 por ciento respectivamente, encontrando
valores més bajos en (M.LAHR.) 29.07 por ciento, inhibiendo totalmente la germinacion
el M.LC.A.). En la prucba de (Tukey 0.01) para los efectos simples Cantidad de semillas
/ Métodos de inoculacion (Cuadro 4.19.) se encontré diferencia entre las cantidades de

semilla en el Método (M.LA.) variando el porcentaje de germinacion de 77.5 en la

cantidad de semilla 2 a 47.9 en la cantidad de semilla 6, en el método de inoculacion
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(M.LA.A.H.R.) también se puede observar diferencia entre las cantidades de semilla,
teniendo el mayor porcentaje de germinacién la cantidad de semilla 3 con 42.50,
difiriendo de las cantidades de semilla 2, 7, 6, 5y 4, y por altimo la cantidad 1, no se
encontré diferencia entre las cantidades de semillas en los métodos (M.I.C.A.) y (M.LT.).
Cuadro 4.17. Comparacién de Medias de la Variable Capacidad de Germinacién de

Diferentes Cantidades de Semilla de Soya en Cuatro Métodos de
Inoculacién. UAAAN, 1998.

Cantidad de Semilla Medias

2 49.3750 A

3 47.8125 AB
5 45.0812 AB
4 44.7062 AB
7 44.6250 AB
6 43.2344 AB
1 42.5000 B
(Tukey al 0.05)

Cuadro 4.18. Comparaci()n de Medias de la Variable Capacidad de Germinacién en
‘ Semilla de Soya en Diferentes Métodos de Inoculacién. UAAAN, 1998.

Meétodo de Inoculacion Medias
Testigo 89.1411 A
Aspersion 63.1161 B
Aspersion Alta Humedad Relativa 29.0768 c
0.0000 D

Crecimiento Activo

(Tukey al 0.01)
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Cuadro 4.19. Comparacion de Medias de la Variable Capacidad de Germinacién de
Cantidades de Semilla / Métodos de Inoculacion. UAAAN, 1998.

Cantidad de Semilla/ ML.LA. * Cantidad de Semilla/M.LAHR. *
2 77.5000 A 3 42.5000 A

1 75.0000 AB 2 37.5000 AB

3 61.2500 ABC 7 33.2500 AB

4 61.2500 ABC 6 28.4375 AB

5 60.3750 BC 5 27.4750 AB

7 58.9375 BC 4 24.3750 BC

6 47.9375 C _ 1 10.0000 C
Cantidad de Semilla/ M.1.C.A. Cantidad de Semilla / MLL.T.
1 0.0000 A 6 96.5625 A
2 0.0000 A 4 93.2000 A
3 0.0000 A 5 924750 A
4 0.0000 A 3 87.5000 A
5 0.0000 A 7 86.7500 A
6 0.0000 A 1 85.0000 A
7 0.0000 A 2 82.5000 A

%*

(Tukey al 0.01)
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Infeccion de la Semilla de Soya con Dps.

Este parametro s¢ evalué como el porcentaje de semilla de soya infectada con
Dps. A los ocho dias después de ser inoculada con los diferentes métodos de inoculacion
Los resultados obtenidos al realizar el anélisis de varianza Cuadro 4.20 muestran que hubo
diferencia altamente significativa al (P<0.01) entre cantidades de semillas, métodos de
inoculacién y en la interaccién de estos y por lo tanto fue necesario descomponer dicha

interacci6n en sus efectos simples.

Cuadro 4.20. Analisis de Varianza para el porcentaje de Infeccion de Siete Cantidades de
Semilla de Soya en Cuatro Métodos de Imoculacién con Dps. UAAAN,

1998.
FV gl SC CM Fc  Probabilidad
Repeticiones 3 333.187500 111.062500  2.1973  0.123
Cant. de Semilla 6 2646296875  441.049496  8.7260  0.000**
Error A 18 909.796875 50.544270

Mét. De Inoculacién 3 159738.015625  53246.003906 825.4147  0.000%*

Interaccion 18 4486.265625 249.23984 3.8636  0.000%*
Error B 63 4064.015625 64.508186
Total 111 172177.578125

C.V. (Emror B) = 18.35 Por ciento.

** Sjgnificante al 1 Por ciento.



La prueba de rango miltiple de Tukey al 0.01 por ciento de significancia Cuadro
4.21. muestra diferencia entre las cantidades de semilla, tambien se puede observar que la
cantidad 6 present6 el mayor porcentaje de infeccién con un 50.02 por ciento, siendo
estadisticamente iguales las cantidades 5, 4, 7, con 47.17, 46.87 y 46.06 por ciento

respectivamente, siendo las de menor porcentaje la cantidad 3y 2 con 41.87y 3937y

por tltimo la 1 con 35 por ciento.

Cuadro 4.21. Comparacién de Medias de la Variable Porcentaje de Infeccion en
Diferentes Cantidades de Semilla de Soya en Cuatro Métodos de
Inoculacién. UAAAN, 1998.

Cantidad de Semilla Medias

6 5002 A

5 47.17 AB

4 46.87 AB

7 46.06 AB

3 41.87 ABC
2 39.37 BC
1 35.00 C
(Tukey al 0.01)

El Cuadro 4.22 indica que el método de mayor efectividad en infeccion a la
semilla de soya fue ¢l (M.L.C.A.) , siguiéndole el (M.LA.AHR.) y el (M.LA.) y por

tiltimo el (..T.) con 100, 54.11, 20.96 y 0.00 por ciento respectivamente. En los efectos
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simples para las diferentes cantidades de semil]a| en cada uno de los meétodos de
inoculacién se observaron diferencias en el (M.ILA.) siendo las mas infectadas las
cantidades de semilla 6 y 7 con 35 y 33 por ciento respectivamente, teniendo menos
infeccion las cantidades de semilla 3, 5y 4 con 23.7, 22.4 y 17.5 por ciento de infeccién
respectivamente y por Ultimo las cantidades de semilla 2 y 1 con 10 y 5 por ciento de
infeccion respectivamente. Para el (M.LA.AH.R.) muestra que la mayor infeccion se
presento en la cantidad de semilla 4 con 70 por ciento, observandose valores similares de
infeccién para las cantidades 5y 6 con 66.22, 65.08 por ciento respectivamente,
Siguiéndole la cantidad de semilla 7, 2'y por ultimo, la cantidad 3 y 1, también se muestra
que no se encontro diferencia entre cantidades en el (ML.1.C.A.) teniendo estas valores del

100 por ciento de infeccion respectivamente, Cuadro 4.23.

Cuadro 4.22. Comparacién de Medias de la Variable Porcentaje de Infeccion de Semilla
de Soya en Diferentes Métodos de Inoculacion. UAAAN, 1998.

Método de Inoculacion Medias

Crecimiento Activo 100.0000 A
Aspersion Alta Humedad Relativa 54.1161 B
Aspersion 20.967 Cc
Testigo 0.0000 D

(Tukey al 0.01)
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Cuadro 4.23. Comparacion de Medias de la Variable Porcentaje de Infeccion de
Cantidades de Semill / Métodos de Inoculacién. UAAAN, 1998.

Cantidad de Semilla/ M.LA. * Cantidad de Semilla /M.LAAHR. *
6 35.0000 A 4 70.0000 A

7 33.0000 A 5 66.2500 AB

3 23.7500 AB 6 65.0875 AB

5 224750 AB 7 51.2500 ABC

4 17.5000 AB 2 47.5000 BC

2 10.0000 B 3 43.7500 C

1 5.0000 B 1 35.0000 C
Cantidad de Semilla / MLL.C.A. Cantidad de Semilla / MLL.T.
1 100.0000 A 1 0.0000 A

2 100.0000 A 2 0.0000 A

3 100.0000 A 3 0.0000 A

4 100.0000 A 4 0.0000 A

5 100.0000 A 5 0.0000 A

6 100.0000 A 6 0.0000 A

7 100.0000 A 7 0.0000 A

* (Tukey al 0.01)



DISCUSION

Los resultados del ensayo de germinacién muestran una alta  capacidad
germinativa mayor del 80 por ciento minimo aceptable, demostrandose con esto que las
gemillas de las variedades utilizadas son de alta viabilidad, lo que se requiere para este tipo
de pruebas, semillas que hayan sido cosechadas en el ciclo anterior inmediato para tener
resultados satisfactorios en la germinacién. Las pequefias diferencias en germinacién entre
las variedades, aun cuando s¢ cosecharon en el mismo ciclo, puede haberse debido a
diferencias entre variedades, esto concuerda con Knapp (1988), que cita algunos factores
que afectan la germinacién de la semilla y el desarrollo de las plantulas como : especie,

variedad, madurez de 1a semilla y el medio ambiente durante la maduracién y cosecha.

Al observar los resultados de los métodos de deteccion para el desarrollo de
microorganismos sobre las semillas s¢ obtuvo muy baja incidencia, esto se debib tal vez a
que la semilla era de cosecha reciente y a la forma de almacenamiento a que estuvieron
expuestas, lo que concuerda con Gonzilez (1989), que menciona que por lo general la
contaminacién de patégenos, no alcanza un porcentaje muy elevado en semilla verdadera,
pero aun que esto varia mucho segin el cultivo y la enfermedad; un porcentaje muy bajo
de semilla infectada puede significar una fuente de inéculo primario suficiente para causar
una epifitia severa, ya que los propagulos del patégeno van directamente asociados con el
hospedante susceptible y se favorecen con las mismas condiciones que influyen en la

viabilidad de las semillas.
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Aun cuando las semillas de soya potencialmente transporta una gran variedaed de
milsroorganivmos, osto potonvinl incluyc hongos, bactorias principalmente, algunos de los
cuales pueden causar enfermedades en plintulas y semillas de soya lo que concuerda
también con Sinclair (1993) que menciona que poblaciones de semillas y semillas
individuales dentro de una poblacion pueden variar con el tiempo, en €l tipo y nimero de

microorganismos que sean transportados.

La incidencia total de microoorganismos encontrados en las diferentes muestras de
semilla de soya fue muy variadad, encontrindose hongos con mayor incidencia como
Macrophomina phaseolina, Phomopsis, Alternaria, Cercospora kikuchii 'y Diaporthe,
esto confirmado por Sinclair y Shurtleff 1975, quienes mencionan que dichos hongos se
encuentran en semillas de soya, Demostrindose que el método de deteccion del papel
secante incubacién paraquat en semilla de soya reduce la calidad e incrementa la
ocurrencia grandemente de estructuras de Macrophomina phaseolina lo que concuerda
con Sinclair 1991, aunque el tratamiento con un desecante u otro herbicida no son

recomendados para la deteccién de microorganismos en semilla de soya.

Se determino que la bacteria presente en las semillas de soya fue del grupo
Pseudomonas syringae al ser identificada por las pruebas de tincion de Gram, pruebas de
oxidasa, reduccién de nitratos, cultivos en Kado D4, King B agar, produccién de levana,
(Schaad ,1988). Aunque en este trabajo no se midio el efecto de esta bacteria en la semilla
de soya, se pudo observar que casi en todas las semillas que estaba presente esta bacteria

inhibia la germinacién, algo semejante reporté Nicholson et al., En 1973.
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acerca de que esta bacteria inhibe la germinacién in vitro en semilla de soya.

También se determino la presencia de actinomicetos, identificandolos por el tipo
de crecimiento que mostraban en semillas en el medio de cultivo y lo observado en los
montajes realizados. Stainer et al., reporta en 1977 que en las semillas se pueden
encontrar algunas especies de levaduras, estas forman micelio con fragmento corto y
ramificado; al aislarlos, muestran poca tendencia a fragmentar su micelio formando

colonias rugosas en medios sélidos.

Seghin los resultados obtenidos s¢ deduce que al inocular a D.p.s. reduce
grandemente la germinacion de la semilla, pues se observaron porcentajes muy bajos de
germinacién. Lo que concuerda con Kmetz et al., (1978), quien indica que semillas
inoculadas con D.p.s. no germinan y s¢ desintegran rapidamente en el suelo. D.p.s fue

capaz de invadir ripidamente y podrir la semilla durante los estados tempranos de

germinacion.

La asociacién de D.p.s y la reduccion de la emergencia de plantulas detectada para
la semilla de soya es confirmado previamente con informacion de este patdgeno
con datos de emergencia en laboratorio, como lo indica Wallen y Cuddy 1960 los cuales
reportaron que la germinacién de semilla de soya en una de las prucbas de laboratorio y
suelo en prucbas de laboratorio fue afectado adversamente por la infeccion de D.p.s.
Algunos otros investigadores reportaron una correlacion inversa entre D.p.s. En semilla y

la germinacion en pruebas de laboratorio, asi como de invernadero y campo, los reportes
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posteriores indican que la infeccién de la semilla puede tener un efecto detrimental en
germinacién y emergencia, la discrepancia entre la infeccién de la semilla de soya con
D.p.s. su funcionamiento puede ser debido parcialmente al grado o profundidad de la

infeccién de D.p.s. en la semilla.

El presente estudio confirma la necesidad de la comprension de la investigacion, la
influencia de infeccién de patégenos transmitidos por semilla de soya , y D.p.s en la

calidad de la semilla y el funcionamiento de la soya, estos estudios han sido basados en

pruebas de calidad.



CONCLUSIONES

Bajo las condiciones en que se llevb a cabo el experimento y de acuerdo a los

resultados obtenidos podemos concluir que:

La microflora presente en los lotes de semilla de soya de las diferentes variedades

utilizadas incluyé: Hongos y Bacterias.

Los hongos encontrados e identificados en las seis variedades fueron: Alternaria
sp., Asperguillus flavus, Cercospora kikuchii, Chaetomium sp., Cladosporium sp.,

Fusarium sp., Macrophomina phaseolina, Nematospora coryli, Penicillum sp.,

Phomopsis sagjae, Diaporthe phaseolorum.

Y la bacteria encontrada en este estudio fue del grupo : Pseudomonas syringae.

El método més eficiente para inocular el complejo Diaporthe /| Phomopsis en
semilla de soya fue: el Método de Inoculacion Crecimiento Activo (M.LC.A.)., Semillas
inoculadas con Dps no germinan y s¢ desintegran rapidamente en el suelo. Dps fue capaz

de invadir rapidamente y podrir la semilla durante los estados tempranos de germinacién.



RESUMEN

La semilla de frijol soya, es la oleaginosa mds importante en nuestro pais,
vinculada a una larga serie de cadenas de la industria alimentaria, sin embargo, la
produccion de esta semilla en los afios noventa ha mostrado niveles de decremento
significativos. Varios han sido los aspectos que han influido: falta de rentabilidad, ausencia
de agua en algunas zonas productoras y problemas fitosanitarios que han provocado no
solo la reduccion de volimenes producidos, sino también un crecimiento de las
importaciones en abastecimiento a la demanda interna. El desarrollo de la infeccién de la
semilla es importante, debido a las pérdidas directas, expresadas en términos de
produccion y reduccion de la calidad de semilla en especial respecto a la germinacion, tal
es el caso de varios microorganismos y en especial Diaporthe spp., ¢l cual tiene un efecto
perjudicial en germinacion y emergencia. Por lo tanto se hace necesario conocer los
niveles de sanidad de los lotes de semilla en el mercado, detectando la presencia de
patogenos de importancia en este cultivo. Aunado a esto, actualmente no existen estudios
que den a conocer €l impacto de microorganismos a nivel nacional y a esto se le agrega la
presion que esta ejerciendo la asociacion de semilleros para la introduccién de semillas

libres de patégenos del extranjero.

El objetivo del presente trabajo fue determinar la microflora presente en diferentes

variedades de semilla de soya, asi como determinar el efecto del complejo Diaperiie !



69

Phomopsis bajo diferentes métodos de inoculacion sobre la germinacion de semilla. Esta
investigacion se realiz6 en laboratorios ¢ invernadero de la Universidad Autonoma Agraria
Antonio Narro, las varicdades cvaluadas fucron la Huastecas-100, Huastecas-200, Japiter,
Santa Rosa, Tapachula-86 y UFV-1 . Para este trabajo se utilizaron pruebas de sanidad
teniendo como sustrato papa dextrosa agar y papel secante con Paraquat, y para la
germinacién, emergencia e infeccion pruebas de laboratorio ¢ invernadero. En la prueba
de germinacién estandar se encontrd diferencia altamente significativa (P<0.01) entre
variedades, siendo las de mayor germinacion la Huastecas-100, Tapachula-86 y la Japiter.
Al evaluar la germinacién en los métodos de incubacion se encontro diferencia altamente
significativa (P<0.01) entre los métodos de incubacidon, no encontrandose entre
variedades, al igual que en la interaccion métodos de incubacion por variedades
obteniendo la mayor germinacion en los métodos normal ¢ intervalos de luz. En lo
referente a la microflorara presente en semilla de soya, para hongos no se encontr6
diferencia significativa entre los métodos de incubacion, variedades, ni en la interaccion
métodos de incubacion por variedades. En bacterias se¢ encontré alta diferencia
significativa (P<0.01) entre los métodos de incubacién, no encontriandose en variedades,
asi como en la interaccion métodos de incubacion por variedades, siendo el método
normal y el intervalos de luz donde se presento la mayor incidencia de bacterias. Para el
caso de actinomicetes se encontrd diferencia altamente significativa ((P<0.01) entre
métodos de incubacion no encontrandose diferencia entre variedades ni en la interaccion
métodos de incubacion por variedades, encontrandose en el método de incubacién normal
la mayor incidencia de actinomicetos. Los microorganismos obtenidos e identificados

fueron, Alternaria sp; Asperguillus flavus; Cercospora kikuchii, Chaetomium sp;
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Cladosporium sp;, Fusarium sp, Macrophomina phaseolinaa, Nematospora coryli,
Penicillum sp, Phomopsis sojae, Diaporthe phaseolorum y Pseudomonas syringae.
semilla de soya inoculada artificialmente con micelio y conidias del complejo Diaporthe,
el organismo causal del tizén de la vaina y tallo, se encontraron diferencias significativas
(P<0.05) entre cantidades de semilla y altamente significativa (P<0.01) en la interaccion
métodos de inoculacion / cantidad de semilla, asi como entre los métodos de inoculacion.
En los resultados de semilla infectada con Diaporthe se encontré diferencia altamente
significativa (P<0.01) entre cantidades de semilla, métodos de inoculacién y en la

interaccion de estos.
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