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RESUMEN

Ein Venezuela, se tiene poca experiencia en la produccién de semilla de soya
de calidad, siendo este el principal insumo y limitante de la produccién nacional
de este cultivo. La semilla es importada y llega a finales de julio solapandose con
la época de siembra, ocasionando siembras tardias y falta de control fisiolégico y
fitosanitario oportuno. En consecuencia, se necesitan mecanismos expeditos para
evaluar la calidad de la semilla destinada a la produccién de soya en Venezuela.
El objetivo del trabajo fue realizar una prueba interlaboratorios para validar un
protocolo de sanidad de semilla certificada de soya bajo las condiciones particulares
en diferentes laboratorios, como el de Proteccién Vegetal Danac, Micologia de la
UCLAy Patologia de semilla del INIA-CENIAP . El protocolo fue implementado
durante dos semanas del mes de noviembre de 2015, se analizaron dos muestras
de 400 semillas de dos variedades ‘CIGRAS-06" y ‘FP90-6103’, categorias
registrada y experimental (sin proteccién), respectivamente y con diferentes
grados de sanidad. Los resultados para la normativa ISTA fue de 97 al 100%
de coincidencia en la prueba interlaboratorios e intralaboratorios, indicando una
alta reproducibilidad del protocolo, ademas se detecté una alta precisién entre
laboratorios mediante Tukey (5%), identificindose entre los géneros de hongos mas
frecuentes Cladosporium, Fusarium y Aspergillus y de menor frecuencia Cercospora,
Macrophomina y Phomopsis entre los 14 géneros de hongos identificados. Los
resultados obtenidos permiten inferir que el protocolo validado puede ser usado
por diferentes laboratorios a fin de verificar la calidad sanitaria de la semilla de
soya.
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Health protocol for soybean seed quality in Venezuela
ABSTRACT

In Venezuela, there is little experience in the production of soybean seed
quality, being the main input and limiting domestic production of this crop. The
seed is imported and comes in late July overlapping with the planting season,
resulting in late plantings and lack of appropriate physiological and phytosanitary
control. Therefore, expeditious mechanisms are needed to assess the quality of
the seed for the production of soybeans in Venezuela. The aim was to make an
interlaboratory test to validate a protocol for certified seed health soybean under
the particular conditions in different laboratories as Danac Plant Protection,
Mycology and Pathology at UCLA, and Seed Pathology from INIA-CENIAP,
The protocol was implemented for two weeks in November 2015; two samples
of 400 seeds of two varieties ‘CIGRAS-06" and ‘FP90-6103’ registered and
experimental (without chemical protection) categories respectively with different
degrees of health were analyzed. The results for the rules ISTA was 97 to
100% match in the interlaboratory and intralaboratory test, indicating a high
reproducibility of the protocol, in addition to high precision between laboratories
detected by Tukey (5%), identifying among genera of fungi more frequent
Cladosporium, Fusarium and Aspergillus and less frequently Cercospora,
Macrophomina and Phomopsis among 14 genera of fungi identified. The results
allow us to infer that the validated protocol can be used by different laboratories
for purposes of verifying the sanitary quality of soybean.

Key words: Glycine max, seed pathology, interlaboratory test, ISTA rules.

INTRODUCCION

La semilla de soya [Glycine max (L.) Merril] requiere de grandes
cuidados tanto en su produccién, durante la cosecha, asi como, en su manejo
postcosecha. Esto contribuye con la obtencién de un material de buena calidad,
condicién indispensable para el buen establecimiento del cultivo con alto valor
productivo, al momento de la siembra (Fundacao MT, 2005). Delouche (1974)
senal6 dentro de los atributos de calidad de la soya: la pureza genética para la
obtencién de buenos rendimientos y uniformidad de la maduracién, pureza fisica
con un minimo de materia inerte y ninguna contaminacién por otras semillas,
germinacién minima de 90% y vigor para emerger rapidamente. No obstante
en la actualidad, a la calidad sanitaria se le ha dado énfasis por el impacto
de los microorganismos patégenos asociados a la semilla sobre la germinacién,
viabilidad y la potencialidad de transmisién al siguiente cultivo, como fuente
de inéculo primario (Henning, 2005; Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento. 2009).

Las semillas de soya también pueden ser invadidas por hongos durante el
almacenamiento. Los géneros de hongos que se reportan con mayor incidencia
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en la época de lluvias y que se pueden considerar importantes por su influencia
en la reduccién de la germinacién y calidad de la semilla son: Phomopsis,
Fusarium, Cercospora, Colletotrichum, Macrophomina, Rhizoctonia, Curvularia

y Aspergillus (Solérzano et al., 2005)

En Venezuela la calidad de la semilla de soya es afectada por las condiciones
climaticas desfavorables en campo, principalmente desde su madurez fisiolégica
hasta la cosecha, en la cual cualquier humedecimiento y secado de las semillas
dentro de las vainas, aunado a las temperaturas altas, ocasiona un fuerte deterioro
que afecta la calidad fisiolégica y sanitaria de la misma. Las investigaciones
han estado dirigidas al estudio del comportamiento de germoplasma en distintas
condiciones agroecolégicas, que permitan la identificacién de materiales de
amplia adaptacién. Sin embargo, ante la posibilidad de falta de tolerancia
frente a tan amplia gama de patégenos, se deben considerar algunas medidas
preventivas para tratar de evitar la propagacién de enfermedades por medio de
las semillas y mejorar las condiciones sanitarias en las cuales se va a producir la
semilla certificada (Sol6rzano et al., 2005).

Es poca la informacién sobre el reconocimiento y la utilizacién de
metodologias especificas de laboratorio. En este contexto, la disponibilidad
de un protocolo de sanidad para verificar la calidad de la semilla, ofrece una
herramienta para el comercio de semilla de soya al momento de tomar decisiones
comerciales, siendo esto, un paso importante para el avance de la produccién
sostenible y sustentable de la soya en Venezuela.

MATERIALES Y METODOS

Muestra de semillas y laboratorios participantes

Se usaron dos variedades de soya, la ‘CIGRAS-06 " categoria registrada
cosechada en el primer semestre de 2015 por la UCLA y la ‘FP90-6103’
experimental sin proteccién de ningiin agroquimico cosechada en septiembre de
2015 en Fundacién para la Investigacién Agricola Danac (San Felipe, Edo.
Yaracuy, Venezuela); de cada una se tomaron 400 semillas al azar para cada
prueba, segiin el reglamento ISTA (International seed testing association).
Los laboratorios participantes fueron del INIA-CENIAP, UCLA y Danac,
los cuales recibieron una muestra homogénea de 1 kg de semilla de cada lote
correspondiente a cada variedad, el ensayo fue desarrollado el mes de noviembre
de 2015. A fin de mantener la confidencialidad de los datos obtenidos, se asigno
un nimero de tres cifras para identificar cada laboratorio, nimero por el cual son
senalados en los cuadros y gréaficos de resultados.

Papel secante y conservadores

Se utilizé6 una adaptacién del método de papel filtro (Blotter), del cual
se ha comprobado que es un método perfectamente viable y el mas eficaz para
el cultivo de semilla de soya (Henning, 2005). LLa modificacién consisti6 en el
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uso de toallas de papel secante doméstico PAVECA (229 mm x 279 mm), los
cuales se cortaron a la medida de conservadores plasticos DELIPACK 500 cc
o 17 onzas (11cm x 9 cm), se envolvieron en papel aluminio, se esterilizaron por
20 min a 160 °C y se dejaron enfriar. LLos conservadores plasticos se lavaron con
jabén y agua de chorro, se desinfectaron con hipoclorito al 20% del producto
comercial. Se colocaron cuatro hojas de papel al fondo de cada conservador que
fueron humedecidos adicionando 10 ml de agua destilada estéril, segiin calculo
de la capacidad de retencién.

Calculo de Agua

Se sigui6 el lineamiento ISTA para calcular la capacidad de retencién del
papel usado como sustrato. El procedimiento consistié en cortar una pieza de 11
cm x 9 cm de papel nuevo destinado a la siembra, se pesé y luego se sumergié en
agua destilada por dos minutos, sosteniéndolo con una pinza. Posteriormente,
se dejé escurrir 30 segundos, luego se pesé y se calculé la diferencia de peso
respecto del papel seco. Para calcular la capacidad de retencién de la superficie
de la hoja de papel se tomé en cuenta que | g = 1 ml (Cuadro 1), de esta manera
se obtuvo la capacidad de retencién total de la hoja de papel (Adaptacién del
normado en International Standard ISO 5269/1). Cada vez que se va a usar un
nuevo lote de papel se debe calcular la capacidad de retencién del mismo.

Siembra de la semilla en conservadores

Para esta actividad el analista usé guantes de latex y mascarilla de fibra
desechable, bata de laboratorio limpia, pinzas estériles y trabajé sobre una
superficie limpia y desinfectada (NaClO al 10%), lo primero que se hizo fue
colocar cuatro hojas de papel filtro en cada contenedor y agregar 10 ml de agua
estéril segiin los calculos. La siembra consistié en colocar 20 semillas organizadas
en 5 columnas x 4 hileras por cada conservador (Unidad experimental) hasta
completar 5 conservadores, lo cual constituye una repeticién de 100 semillas.

Cuadro 1. Calculo de la capacidad de retencién de la hoja de papel PAVECA
(11 cm x 9 cm) usado en la prueba de papel secante para sanidad de semilla
de soya

Repeticion  Peso Inicial seco (g) Peso Final himedo (g) Diferencia (g)

1 0,50 3,07 2,57

2 0,48 2,98 2,50

3 0,50 3,08 2,58
Promedio 0,49 3,04 2,55
> 1-2-3 7,65
Promedio 2,55%

*Hoja 11 x 9 em = 99 cm?, entonces se afiadié 2,55 ml de agua destilada estéril por hoja de papel x
4 hojas de papel x conservador = 10,0 ml aproximado.
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Cada repeticién (I-IV) consté de 100 semillas, para un total de 400 semillas por
lote 0 muestra de soya analizada (adaptado de Henning, 2005).

Incubacién de la semilla

Después de la siembra, se ajusté la tapa herméticamente y se incubé
bajo condiciones prefijadas de 20 + 2 °C y 65-95% HR en camara por siete
dias. Las repeticiones fueron colocadas bajo condiciones de temperatura, luz
y HR lo m4s homogéneas posible, es decir, ubicados en un solo entrepafio o
estante en camara de germinacién, una repeticién por entrepafio. Vale resaltar
que la luz es un factor limitante para las pruebas de sanidad de semilla de soya,
buenos resultados se han obtenido con luz natural y luz blanca empleando ciclos
alternados de 12 h de luz por 12 h de oscuridad (Henning, 2005). En la Figura
1, se muestran los diferentes ambientes de incubacién donde la temperatura
estuvo acondicionada por aire artificial y la humedad relativa en porcentaje
(% HR) complementada con contenedores de plastico llenos de agua, los
parametros fueron medidas por termohigrémetro digitales en los laboratorios de

INIA-CENIAP y Danac, respectivamente.
Evaluacién del ensayo

Transcurrido el tiempo de incubacién, para la evaluacién se tomaron en
cuenta la frecuencia de todos los hongos y bacterias desarrolladas (sapréfitos,
potenciales patégenos de campo y potenciales patégenos de almacén). En este

Figura 1. A. Semilla de soya incubada a 20 °C y 65 % HR promedio bajo
condiciones de luz natural localizada en INIA-CENIAP. B. Semilla de soya
incubada a 20 °C y 55 % HR promedio bajo condiciones de luz artificial en
Danac
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ensayo también se consideraron las semillas sanas. La evaluacién consistié en
observar bajo la lupa estereoscépica (10-40X) cada semilla de forma individual.
Comenzando siempre en la semilla ubicada en la esquina previamente marcada,
ubicadndola como la esquina superior izquierda y avanzando en el sentido
de la fila hacia la derecha, luego por la siguiente fila hacia la izquierda y asi
sucesivamente hasta completar todas las 20 semillas de un conservador, segiin
esquema (Figura 2).

Estrategias de evaluacién usadas:

1. Se evalué el ensayo usando la escala desarrollo de plantas: 0= No crecié,
color amarillo; 1 =Malo, raiz insipiente, color verde; 2: Regular, raiz menor
de 1 cm; 3= Bueno, raiz mayor a | cm; 4= Muy bueno, raiz mayor a 2 cm.
Los extremos 0 y 4 de la escala de estimacién visual fue construida por los
tamanos observados durante la prueba (Figura 2) y se registré6 en Microsoft
Excel® asignando el valor 1.

Figura 2. Conservador con semillas a los siete dias de incubacién, se observa
el marcaje azul en la parte superior izquierda del conservador y la disposicién
de la semilla en cinco columnas y cuatro filas. LLas observaciones se realizaron
para cada semilla siguiendo la numeracién (sin recuadro) continua hasta 100
semillas (1 repeticién), para completar las 400 semillas de una muestra. Dentro
del cuadro se observa el valor de la escala visual del desarrollo de la raiz
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2. Se evalué la colonizacién (adaptacién de escala de colonizacién en maiz
de Brown et al., 1993): No se discriminaron patégenos, saprofitos u otros.
Solo se observaron cuantas colonias diferentes hubo en una semilla indicativo
de infeccién mixta y se colocé el nimero de colonias en una columna y se
sumaron. Si no se presentaban dudas sobre el valor de la escala se asigné con
el valor 1 en la columna correspondiente de la tabla de Microsoft Excel®.

0 1 2 3 4

Escala de colonizacion: 0= No hay crecimiento; 1= Crecimiento muy leve; 2= Menos del
50% de semilla colonizada; 3=La mayor parte de la semilla colonizada; 4= La semilla esta
totalmente colonizada

3. Se hizo una impresién del micelio de la semilla por técnica de preparado
microscépico con cinta adhesiva, para identificar los patégenos presentes
(tabla Microsoft Excel®) usando el microscopio de luz compuesto.

4. Se comparé con las estructuras caracteristicas de cada género ilustrado
en referencias (Barnett y Hunter, 1998; Goulart, 1997; Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, 2009; Leslie y Summerell, 2006),
si no se presentaban dudas, se asigné el valor | a la tabla Microsoft Excel®
de los géneros mas comunes y luego se sumaron las cantidades por columna.

5. Setomé el registro fotografico de las estructuras de los patégenos identificados,
s1 no se presentaba dudas se asigné el valor 1 el cuadro de los géneros mas
comunes y luego se sumaron las cantidades por columna. LLas microfotografias
de buena calidad de un tamafo mayor a 400 pixel, fueron seleccionadas para
elaborar una galeria de imagenes.

6. Finalmente, se llen6 la planilla de Formato descripcién de ensayo por
laboratorio, tomando en cuenta si los equipos estaban calibrados, funcionaron
bien o hubo alguna anomalia. Se tomé el registro de la temperatura, % HR
promedio y se colocé en observaciones, ademas de otras observaciones durante
el desarrollo de la prueba. También se calcul6 el promedio de la infeccién mixta
y la sumatoria de las columnas por cada grado de las escalas respectivas.

Analisis de datos

Se calculé la frecuencia de los datos, repetibilidad y reproducibilidad
segin el manual de la ISTA (2013) y adicionalmente su conformidad se evalué
mediante Tukey, h Mandel y t Mandel, se realizé6 una prueba no paramétrica
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Kruskal-Wallis (Analitical Software; 2003) para respaldar la confiabilidad de

los resultados. Los laboratorios fueron sorteados por medio de una tabla de
nimeros aleatorios asignandoles un cédigo tres cifras (Meilgaard et al., 1999),
para mantener la integridad de los resultados y de los laboratorios. No obstante,
los laboratorios fueron notificados por carta de su valoracién y de sus resultados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Prueba de papel secante

Como puede observarse en el Cuadro 2, los valores del rango o diferencia
no superan la tolerancia de ISTA, permitiendo inferir que los resultados son
confiables. El rango maximo de tolerancia para réplicas de 100 semillas para la
prueba de germinacién o sanidad se encuentra en la tabla 5.1 de la [ISTA. Si
el rango calculado excede al rango méaximo tolerado se debe repetir la prueba,
el uso de esta tabla es adecuada para evaluar repetibilidad o precisién. La tabla
5.2 de la ISTA es adecuada para evaluar la misma o diferentes muestras de un
mismo lote analizadas en diferentes laboratorios (condicién de reproducibilidad)
y asume que el rango no puede superar el rango méaximo de tolerancia (Banyai

y Barabas, 2002).

Los datos sobre la frecuencia de hongos presentes en la semilla de soya
por laboratorio fueron analizados conforme a Miles (1963) usando la tolerancia
ISTA, aplicada para germinacién y para sanidad de semilla siguiendo la férmula:
T= sd_binomial x F. Donde T= Tolerancia o diferencia méxima aceptada
entre réplicas para un promedio dado; sd_binomial= es la desviacién estdndar
de una distribucién binomial, y F= El valor de F estudentizada de Tukey.

Si la media de los resultados de una evaluacién de frecuencia fue 99% la
desviacién fue:

_
Sd_binomial= [2129=®) _gq binomial = |22 22099 _  9994= |
- 100 N 100

Luego ese valor de 1 se multiplicé por F'= valor de amplitud estudentizada

de Tukey para 4 repeticiones con 2 grados de libertad (3 laboratorios). Ese valor
fue tomado de la tabla de rangos estudentizada (q) de Tukey (0,05)= 3,31
(Cuadro 2).

Los resultados obtenidos indican que hubo coincidencia entre los
laboratorios al detectar la misma frecuencia o niimero de microorganismos
presentes en la semilla, confirmando que existe concordancia entre laboratorios
o reproducibilidad para validar el protocolo de sanidad de la semilla; asi mismo,
los resultados demostraron la confiabilidad de resultados de las pruebas dentro
de los laboratorios o repetibilidad. Con estos resultados se estarfa cumpliendo
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con la normativa ISTA (2013) que exige solo el requisito de tolerancia entre las
muestras analizadas. Por lo tanto, todos los laboratorios permanecen o fueron
aptos y sin discrepancias para validar el protocolo de sanidad de la semilla de
soya propuesto.

Entre las observaciones generales que se pueden hacer, es que fue dificil
conseguir otros laboratorios que tuvieran las facilidades y que trabajaran con el
cultivo de la soya. No obstante, si bien el nimero de laboratorios participantes
en el ensayo fue reducido, se cumplieron satisfactoriamente con las pruebas
interlaboratorios, tales como establecer el registro de desempefio del instrumental,
mostrar la confiabilidad de los métodos analiticos, detectar las necesidades de
entrenamiento y resaltar las necesidades para mejorar el trabajo de laboratorio

(Gonzalez de Niifiez y Verde, 2010).
Severidad

La severidad se verific6 mediante el grado de colonizacién del hongo
o infecciones mixtas en cada semilla. Se pudo observar algunos laboratorios
que fueron menos estrictos en la evaluacién de la severidad; sin embargo, los
resultados fueron consistentes en la valoracién de la colonizacién aunque no hubo
diferencias significativas entre los laboratorios, entre muestras si segtin el analisis
de comparacién de media de la frecuencia, crecimiento y severidad (Cuadro
3). En el caso de la muestra ‘Cigras-06’se pudo observar un menor nivel de
severidad y lo contrario ocurrié para ‘FP90-6103’ que tuvo mayor nivel de
contaminacién (Figura 3). Lo anterior pone de manifiesto la consistencia entre
laboratorios para semillas con diferentes niveles de severidad, considerandose
adecuada la escala utilizada para colonizacién en granos de maiz (adaptacién de

Brown et al., 1993).

4

35

3

% 1 Laboratorio

m125
=141
u 746

Esecala

Cigras-06 FP90-6103

Muestras

Figura 3, Severidad medida por la escala de colonizacién de hongos que
infestan la semilla de soya categoria registrada ‘Cigras-06" y ‘FP90-6103’
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Como se observa en el Cuadro 3, los resultados de la frecuencia de
aparicién de los hongos fueron muy homogéneos para los tres laboratorios
conformandose un solo grupo, esto coincide con los resultados del Cuadro
2 analizado mediante tolerancia ISTA (2013), esto confirma que la prueba
interlaboratorios fue eficiente para validar el protocolo. Por otra parte, para el
desarrollo de la planta, basicamente de la raiz en esta etapa de incubacién, el
laboratorio que alcanzé las mejores condiciones fue el 141, seguido por 125
(comparten la mayoria de los grupos homogéneos) y el que tuvo mas variacién
ambiental fue 746, esto fue evidenciado por los registros de temperatura y HR

(Figura 1).

La severidad fue un parametro complicado para evaluar debido a la
infeccién mixta que se presenté, el laboratorio 141 fue mas consistente que el
resto, seguido de 125, manteniéndose igual tendencia entre los tres laboratorios
para la evaluacién de las dos muestras. La temperatura de 202 y el HR cercano
a 65% recomendado por Henning (2005), fueron factores determinantes para
el crecimiento controlado de las colonias, especialmente porque se observaron
infecciones mixtas en la mayoria de los casos. Aunque existieron variaciones
ambientales la prueba interlaboratorios fue robusta porque la diferencia en los
grados de la escala severidad fue solo de un grado (Figura 3), esto no afecté
los resultados de la frecuencia medidos mediante la tolerancia ISTA (2013),
considerandose consistentes para la adaptacién de la escala.

Frecuencia e identificacién de géneros de hongos

Para determinar la frecuencia de patégenos, sapréfitos y hongos de
almacén se procedié al analisis estadistico de los resultados, tomando en cuenta
las normas de procedimientos de la ISTA (2013) para la identificacién de
laboratorios anémalos, el calculo de r (repetibilidad) y R (reproducibilidad) y
las representaciones graficas de estadisticas de Tukey, h y k de Mandel, los que
permiten visualizar las discrepancias (Gonzalez de Nifiez y Verde, 2010). En
el Cuadro 4, se pueden ubicar las variedades, géneros de hongos, los estadisticos
utilizados y los cé6digos de los laboratorios excluidos,.

Con base a los resultados mostrados en el Cuadro 4, se puede inferir
que los estadisticos de Tukey fue mas estricto debido a que discriminé el mayor
nimero de laboratorios anémalos con 13, seguido de ISTA con 12, k- Mandel
con |1, mientras que h- Mandel no discriminé a ninguno, es decir que ninguno
de los laboratorios fueron rechazados por este dltimo. No obstante, existen
diferencias entre los laboratorios excluidos en las diferentes pruebas existiendo
mayor coincidencia entre las pruebas de Tukey y k Mandel, esto no quiere decir
que haya discrepancias con la prueba de ISTA (2013), siendo consistente con
los valores de tolerancia obtenidos en el Cuadro 2. Esto indica que hubo una
alta coincidencia entre la frecuencia de los géneros de hongos identificados por
los tres laboratorios.
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Cuadro 4, Resultados de analisis de los hongos identificados por laboratorios

segtn su cédigo (125, 141, 746)

Cultivar/Hongo  Promedio  Rango ISTA! Tukey? h Mandel  k Mandel

Cigras 06
Aspergillus 12,75 12,00 125 - - -
Fusarium 18,25 42,00 125 746 - -
Alternaria 0,41 1,25 - 746 - 746
Cladosporium 91,00 19,75 125 746 - -
Rhizopus 3,25 7,25 - 141 - -
Curvularia 0,41 1,00 - - - 746
Penicillium 10,16 12,25 125/746 141 - -
Cercospora 3,58 4,50 - - - -
Bacteria 0,83 1,75 746 - - 746
Mucor 3,50 9,25 - 125% - -
Phomopsis 0 0 - - - -
Colletotrichum 0,08 0,25 - - - 125
Corynespora 0 0 - - - -
Macrophomina 0 0 - - - -
FP90-6103
Aspergillus 43,16 25,75 141 141 - -
Fusarium 51,41 47,5 141 141 - -
Alternaria 0 0 - - - -
Cladosporium 42,33 15,75 746 - - -
Rhizopus 1,33 1,06 746 - - -
Curvularia 1,41 4,25 - 746 - 746
Penicillium 23,00 26,00 - 746 - -
Cercospora 5,41 9,25 125 746 - 125
Bacteria 0,83 2,25 - - - 141
Mucor 0 0 - - - -
Phomopsis 4,16 8,00 - 746 - 125
Colletotrichum 0,16 0,50 - - - 125
Corynespora 2,83 8,50 - 141 - 141
Macrophomina 0,66 2,00 141 - - 141

'Laboratorio no consistente en la identificacién de los géneros de hongos con el resto mediante
ISTA, el cual fue excluido por discrepancia. ?Laboratorios excluidos mediante Tukey. *No
hubo compatibilidad entre los laboratorios
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Importancia de los hongos identificados

En el Cuadro 4, se observé a Cladosporium sp., como el mas frecuente,
el cual se encontré infestando la semilla de soya en 67 % promedio en los lotes
analizados, el mismo actda como contaminante o sapréfito de la semilla de soya
(Figura 4A) y no es causante de enfermedad para los futuros ciclos de siembra,
pero si del deterioro en almacén (Hening, 2005). Le siguié el hongo Fusarium
spp., con una frecuencia de 35% promedio, este género es uno de los patégenos mas
comunes que causan enfermedades en el cultivo de la soya durante toda las etapas
fenolégicas, Diversas especies han sido reportadas pero la mas comin es Fusarium
semitectum aislado en un 95% de los casos y provoca la pudricién en la regién del
cuello de la plantula (Dhingra y Silva, 1997), Fusarium solani causa la muerte
stbita o la pudricién de las raices y Fusarium oxysporum la pudricién de la semilla
o la muerte de las plantulas (Hening, 2005). El crecimiento tipico de Fusarium
sp., en la semilla es de micelio color blanco, algodonoso y denso que puede variar
a amarillo, salmén (Figura 4B) a marrén dependiendo del periodo de incubacién
en Blotter o papel secante. El hongo Aspergillus spp., tuvo una frecuencia de 28%
promedio para las dos muestras analizadas, es un hongo que causa deterioro en la
semilla por inadecuadas condiciones de almacenamiento (Figura 4C),

Otros géneros fueron identificados, pero tienen menor importancia en
cuanto al dano ocasionado en la semilla de soya (Cuadro 4), uno de ellos fue
Penicillium sp., con 17%. Sobre este hongo no hay senalamiento de dafios para
la semilla de soya; sin embargo, es un patégeno muy comiin de la semilla de maiz
en lotes muestreados por Danac.

Se identificaron géneros de hongos de mucha importancia como patégenos
potenciales de la semilla y del cultivo de soya, entre ellos Cercospora kikuchii con
una frecuencia de 5% promedio. Este hongo produce la mancha pirpura de la
semilla de soya, las semilla infectadas presentan una coloracién morada en el
tegumento (Figura 5A). El hongo también puede afectar las vainas (Henning,
2005). La infeccién de las semillas comienza 30 a 40 dias después de la
floracién completa, cuando la semilla esta cerca del 10 al 40% de su peso final.

Figura 4. A. Estructuras reproductivas de Cladosporium sp. B. Micelio de
Fusarium sp. C. Estructuras reproductivas de Aspergillus sp., envolviendo la
radicula. Las estructuras de los hongos se encuentran alojadas en o cerca del

hilum (Fotos: A. Gonzalez)
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Las plantas originarias de estas semillas son menos vigorosas, con crecimiento
menos vigoroso y menor produccién (Dhingra y Silva, 1997).

Phomopsis sp., fue encontrada en 4% de la semilla ‘FP90-6103’, dicho
hongo puede reducir la calidad sanitaria de la semilla, especialmente cuando
ocurren periodos lluviosos con temperaturas altas durante la fase de maduracién.
Los sintomas en las plantas aparecen al final del ciclo, caracterizados por
puntuaciones negras que son los picnidios, que pueden alinearse sobre los
peciolos o en algunos casos sobre las vainas (Henning, 2005; Henning et al.,
2014). Las semillas infectadas después del periodo de incubacién presentan
un micelio blanco, compacto, sobre el cual aparecen los picnidios (Figura 5B).
Algunas veces Phomopsis sp., apenas presenta picnidios sobre la semilla (Figura
6A), en esos casos la identificacién debe ser hecha por medio del microscopio de
luz compuesto al maximo aumento (100-400X), para observar la presencia de

conidios a0 y 3 (Figura 6B).

Los conidios de tipo alfa (c) son los mas frecuentes, hialinos, unicelulares,
fusiformes y elipsoidales, de dos tabiques, uno en cada extremidad, tamafio 6-8
X 2-2,5um; conidios tipo beta (3) son hialinos, alongados, filiformes, curvados,
muchas veces fuertemente enganchados, dimensiones de 20-30 X 0,5-1um

(Barnett y Hunter, 1998; Goulart, 1997; Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento, 2009).

Macrophomina phaseolina solo afecté una pequefia proporcién de las
muestras de soya (0,66%), este hongo causa la pudricién negra y carbonosa
de las raices y ocurre con bastante frecuencia en condiciones de clima seco
(Henning, 2005; Henning et al., 2014). Las plantas afectadas en campo sufren
deterioro del sistema radicular, con formacién intensa de microesclerocios sobre la
epidermis de las raices, los cuales matan a la planta prematuramente (Henning,
2005; Dhingra y Silva, 1997). En el periodo de incubacién durante la prueba
de papel secante el hongo produjo abundante micelio oscuro con abundante
produccién de microesclerocios negros sobre la semilla (Figura 5C).

Figura 5. A. Tegumento de la semilla de soya cubierta parcialmente con
micelio de Cercospora kikuchii. B. Micelio blanco a marrén cubriendo la
semilla, picnidios globosos con masa de conidios coloracién marrén-amarillento
producido por Phomopsis sp. C. Microesclerocios y micelio de Macrophomina
phaseolina en el hilum (Fotos: A. Gonzalez y B. Gutiérrez)
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Figura 6. A. Picnidios de Phomopsis sobre el tegumento de la semilla de soya
aumento de 10X. B. Conidios del tipo alfa y beta sefialados por la flecha en

aumento de 100X (fotos: A. Gonzalez)

Este dltimo hongo, fue una limitante para la produccién de 100 ha de
semilla certificada de soya en la zona del oriente venezolano durante el ciclo
norte verano de 2015 (Gutiérrez, comunicacién personal). M. phaseolina solo
creci6 y fue identificado en el laboratorio 141, cuyas condiciones de temperatura
de 20 °C y 65% HR promedio, dichas condiciones fueron muy favorables para
el desarrollo del potencial patégeno; ademas, el analista posefa una amplia
experticia en el manejo del mismo. Lo anterior expuesto es congruente con los
resultados del trabajo.

CONCLUSIONES

Fueron adoptadas las recomendaciones hechas para el método Blotter
(Henning, 2005), sobre las condiciones ambientales y asepsia. En tal sentido,
el método del papel secante planteado en el presente protocolo fue validado con
éxito, los resultados de repetibilidad y reproducibilidad asi lo demostraron. Hay
que destacar que no se encontraron referencias sobre pruebas interlaboratorios
realizadas anteriormente para verificar la sanidad de la semilla de soya.

En trabajos de rutina la experiencia han sido las constantes discrepancias
entre laboratorios de diagnéstico y analisis de la semilla, siendo argumentada
principalmente por fallas en el muestreo, la seleccién de la muestra de trabajo,
el tiempo de recepcién de la muestra y el procesamiento, y la experiencia de los
analistas.

Los autores esperan que otros laboratorios adopten esta metodologia por
ser econémica, segura y facil de aplicar. A futuro, se puede realizar una prueba
con mayor nimero de laboratorios en forma periédica para lograr el objetivo de
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probar el desempefio del instrumental, detectar las necesidades de entrenamiento
para los analistas, resaltar las necesidades para mejorar la calidad de trabajo del
laboratorio y como fin dltimo obtener una semilla de soya de alta calidad.
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