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RESUMEN

TITULACION: INGENIERIA TECNICA AGRICOLA
ESPECIALIDAD: INDUSTRIAS AGRARIAS Y ALIMENTARIA.
DIRECTORAS: Dra. REYES BLANCO PRIETO.
Dra. MARIA LUISA GARCIA BALAGUER.
AUTORA: FATIMA ZAHRA JEOUAL.
TITULO: MICROBIOTA FUNGICA Y TRATAMIENTOS DE LAS SEMILLAS DE
JUDIA: IMPORTANCIA DE LA SANIDAD.

En el presente proyecto fin de carrera se analizd la microbiota fungica de nueve
entradas de judia de la coleccion del banco de semillas CRF-INIA que presentaron
germinacion baja después de diez afios de conservacion a -18°C. Se evaluod la eficacia de
varios tratamientos fisicos de termoterapia que pudieran controlar o reducir la microbiota
fungica sin afectar la viabilidad de las mismas con el objetivo de evitar asi la posible erosion

genética debida a la presencia de microorganismos en las semillas.

Después de aplicar tratamientos de termoterapia en semillas de judia comerciales y
comprobar su germinacion y otros parametros en el CRF, se comprobo su micobiota (100
semillas por tratamiento y variedad mas los controles sin tratar). Los tratamientos fueron:
Calor seco, calor humedo y saturacion a temperaturas entre 40°C y 70°C con duraciones
desde 8h a 7 dias. Aquellos que no afectaron a la germinacion y redujeron la micobiota fueron
seleccionados, para ensayarlos en parte de las entradas de la colecciéon de judia cuya

microbiota fingica y bacteriana se habia analizado previamente.

En vista de los resultados se seleccionaron dos tratamientos de calor seco a 60 y 70°C
durante 3 dias y 8h respectivamente para aplicarlos en tres de las entradas del CRF elegidas
por su carga fungica, bacteriana y por su germinacion. Los resultados del andlisis de la
microbiota fungica mostraban una reduccion de la misma pero no su control total lo cual nos
sugiere la necesidad de continuar investigando-optimizando dichos tratamientos y mientras
tanto se deberd cuidar la regeneracion, recoleccion del material y analizar su sanidad antes de

introducirlo en los bancos de semillas.
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1. INTERES Y OBJETIVOS.

Segutn el tratado internacional sobre los recursos fitogenéticos para la alimentacion y la
agricultura adoptado por la FAO en 2009 (Resolucion 3/2001), se intenta asegurar la
disponibilidad constante de los recursos fitogenéticos que los paises necesitaran para la

alimentacion de su poblacion.

Ya en 1994 la FAO/IPGRI (International Plant Genetic Resources Institute)
recomendaba para los bancos de germoplasma que las semillas se deben almacenar en
condiciones de temperatura y humedad muy especificos, y ademdas se debe asegurar y
garantizar que “estén libres de semillas infectadas, malas hierbas, plagas y enfermedades en lo

posible.

En el Centro de Recursos Fitogenéticos (CRF) del Instituto Nacional de Investigacion
y Tecnologia Agraria (INIA) de Alcala de Henares (Madrid), en revisiones rutinarias recientes
del material conservado durante 10 afios, en la coleccion de semillas de judia (Phaseolus
vulgaris L.) se detectd un descenso de la germinacidon en un porcentaje de entradas mayor del
esperado (Martin y De la Cuadra, 2008). Esta coleccion constituida por mas de 3000 entradas
es una de las mas extensas de esta institucion. La judia también conocida como habichuela,
alubia, frijol, etc., es una de las especies de leguminosas mas usada para el consumo humano

con una produccion mundial cercana a 20 millones de toneladas (FAOSAT, 2009).

Por todo ello se considerd importante indagar si una de las posibles causas de la baja
germinacion de las entradas de judia, pudiera ser la presencia de microorganismos
potencialmente patogenos que, ademds de suponer un riesgo en los intercambios de material,
puede tener un papel negativo en la supervivencia de las semillas. En el marco de un proyecto
de CRF-INIA, con la Universidad de Almeria y el SERIDA de Asturias se ha llevado a cabo
la busqueda de tratamientos fisicos de semillas que controlen o reduzcan los microorganismos
y evitar asi la posible erosion genética debida a su presencia. En el presente trabajo fin de
carrera se muestra una parte de los resultados de dicho proyecto del CRF-INIA en cuanto a

microbiota fingica, dejando para el SERIDA la parte de bacterias.

Es de reconocimiento general entre los especialistas y organizaciones internacionales
que las semillas pueden ser una importante via de transmision de plagas y patogenos en el
ambito nacional e internacional mediante el intercambio de germoplasma (McGee, 1997)

pudiendo causar grandes pérdidas si se desarrolla la enfermedad en los cultivos. En general
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las condiciones de almacenamiento de semillas también prolongan la supervivencia de su
microbiota, que incluye patdogenos por contaminacién de semillas y que pueden reducir su
longevidad. Entre los posibles patégenos transmitidos por semillas existen hongos, bacterias y
virus reconocidos en la bibliografia (Neergaard, 1988; Kaiser, 1987; Richardson, 1991). En
Espana en diferentes especies de judia, Gonzélez et al. (2004) y Palmero e Iglesias (2007)
entre otros han encontrado determinados hongos y bacterias con patogeneicidad a tener en
cuenta como por ejemplo: Aspergillus spp., Fusarium  oxysporum f. sp. phaseoli,

Colletotrichum lindemuthianum, Penicillium spp.

Para controlar los patdogenos en semillas de leguminosas, se ha utilizado tratamientos
de diferentes tipos: quimicos mediante antifingicos, desinfectantes, antibidticos, etc.
(Gonzélez et al., 2004), fisicos (Burth ef al. 1991., Tylkowska et al. 2010) y biologicos con
antagonistas naturales (Luque y Scandiani, 2009). El tratamiento de las semillas de los bancos
de germoplasma requiere especial atencidon en su eleccion ya que pueden tener un efecto
negativo sobre la viabilidad de la semilla. Por otra parte, los tratamientos quimicos de las
semillas no son recomendables en los bancos de germoplasma debido al efecto toxico que

puedan tener durante una conservacion a largo plazo.

En diversos casos, se han podido aplicar tratamientos efectivos de termoterapia sobre
semillas de diferentes especies vegetales sin afectar a su germinacion (Trigo et al. 1998, Clear
et al. 2002, Whitaker et al. 2004), por ello en el presente trabajo fin de carrera se ensaya la

utilizacion de tratamientos fisicos, como la termoterapia.

Por todo lo anteriormente dicho, los objetivos del presente trabajo fin de carrera son
realizar un inventario de la micobiota asociada a las semillas de judia después de su
conservacion a largo plazo en el CRF-INIA, y evaluar la eficacia de varios tratamientos
fisicos de termoterapia que puedan controlar o reducir la microbiota fungica sin afectar la
viabilidad de las mismas. Esto permitiria seleccionar algunos tratamientos con buenos
resultados para aplicarlos en el CRF y otros bancos de semillas de judia, que contribuirian a

paliar problemas en la conservacién ademas de mejorar el estado sanitario de las semillas.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Importancia de los recursos fitogenéticos v los bancos de germoplasma

El suelo, el agua y los recursos genéticos constituyen el fundamento en el que se basan
la agricultura y la seguridad alimentaria. De los tres elementos, el menos conocido y menos
valorado son los recursos fitogenéticos. También son los que mas dependen de nuestros
cuidados y nuestra salvaguardia, y tal vez sean los mas amenazados (FAO, 2006). Segun el
segundo informe sobre el estado de los recursos fitogenéticos para la alimentacion y la
agricultura en el mundo de la FAO 2010, para 2050, el mundo necesitara producir el doble de
los alimentos generados en el 2000, pero tendra que hacerlo con la misma cantidad de tierra y
con menos agua y otros insumos por lo que una mejor conservacion y utilizacion de la
diversidad vegetal para los alimentos puede ayudar a abordar eficientemente estas cuestiones.
Esto posiblemente sea un mito puesto que consideramos que el reparto de los alimentos

también hay que mejorarlo.

Segun este informe, una mejor conservacion y utilizacion de la diversidad vegetal para
los alimentos puede ayudar a abordar eficientemente estas cuestiones. La diversidad genética
de los granos, legumbres, vegetales y frutas como recursos fitogenéticos para la alimentacién
y la agricultura, son los cimientos para la produccion, y la base biologica para la seguridad
alimentaria, los medios de vida y el desarrollo econdomico. Los recursos fitogenéticos siguen
siendo por tanto fundamentales para ayudar a los agricultores a adaptarse a los desafios
actuales y futuros, incluso a los efectos del cambio climdtico. Es esencial que conservemos

esta diversidad y que aumentemos su utilizacién de manera sostenible y eficiente.

En algunos paises, la comercializacion de productos identificados geograficamente es
un incentivo adicional para que los agricultores conserven y utilicen la diversidad genética de
los cultivos locales, por ejemplo, la Comision Europea adoptdé una norma (2008/62/CE) en
2008 para “proteger las variedades de semillas de los cultivos agricolas que pueden estar
amenazados por la erosion genética”, y permitir a las empresas fitomejoradoras de semillas
abastecer a los mercados locales con variedades de semillas adaptadas en forma natural. Sin
embargo, aun hay mucho por hacer respecto de la realizacion sistematica de inventarios y
relevamientos de los recursos fitogenéticos in situ. Actualmente hay escasez de fondos
dedicados a estas tareas, recursos humanos, conocimientos y coordinacion, y se le ha dado

una baja prioridad a esta cuestion a nivel nacional. Existen limitadas estrategias especificas
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para conservar los recursos fitogenéticos in situ o para ordenar la diversidad de los cultivos

en las explotaciones, con la participacion de las comunidades locales.

Segun el tratado internacional sobre los recursos fitogenéticos para la alimentacion y
la agricultura adoptado por la FAO en 2009 (Resolucion 3/2001), se entiende por recursos
fitogenéticos para la alimentacion y la agricultura, cualquier material genético de origen
vegetal de valor real o potencial para la alimentacion y la agricultura y se entiende por
material genético, cualquier material de origen vegetal, incluido el material reproductivo y de

propagacion vegetativa, que contiene unidades funcionales de la herencia.

El tratado obliga a las partes contratantes, con arreglo a la legislacion nacional, y en
cooperacion con otras partes contratantes cuando proceda, a promover un enfoque integrado
de la prospeccion, conservacion y utilizacion sostenible de los recursos filogenéticos para la

alimentacion y la agricultura y en particular:

1. Realizar estudios e inventarios de los recursos fitogenéticos y cuando sea viable,
evaluar cualquier amenaza para ellos.

2. Promover la recoleccion de recursos fitogenéticos para la alimentacion y la agricultura
y la informacion pertinente relativa sobre aquellos que estén amenazados o sean de
uso potencial.

3. Promover la conservacion in situ de plantas silvestres afines de las cultivadas y las
plantas silvestres para la produccion de alimentos, incluso en zonas protegidas,
apoyando, entre otras cosas, los esfuerzos de las comunidades indigenas y locales.

4. Cooperar en la promocion de la organizacion de un sistema eficaz y sostenible de
conservacion ex situ, prestando la debida atencion a la necesidad de una suficiente
documentacién, caracterizacidon, regeneracion y evaluacion, y promovera el
perfeccionamiento y la transferencia de tecnologias apropiadas al efecto, con objeto
de mejorar la utilizacion sostenible de los recursos fitogenéticos para la alimentacion y
la agricultura.

5. Supervisar el mantenimiento de la viabilidad, el grado de variacién y la integridad
genética de las selecciones de recursos fitogenéticos para la alimentacion y la
agricultura.

6. Adoptar medidas para reducir al minimo o, de ser posible, eliminar las amenazas para

los recursos fitogenéticos para la alimentacion y la agricultura.
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Durante afios, la diversidad vegetal en la forma de semillas, bulbos o tubérculos se ha
coleccionado y conservado en bancos de genes y en jardines botdnicos. Hasta la actualidad,

los principales cambios han sido segiin FAO (2010):

- la cantidad total de muestras en las colecciones de los bancos de genes de todo el mundo ha

aumentado un 20% aproximadamente desde 1996, para alcanzar los 7,4 millones.

-Se estima que el 25-30% de estas son muestras distintas, mientras que el resto son
duplicados. Desde 1996, se han recolectado e incorporado a los bancos de genes ex situ al

menos 240.000 materiales de plantacion nuevos.

-Tanto la cantidad como el tamafio de los bancos de genes han aumentado. Existen unos 1750
bancos de genes individuales en todo el mundo, de los cuales aproximadamente 130 con mas

de 10.000 muestras.

- La cantidad de jardines botanicos ha aumentado de 1.500 aproximadamente a mas de 2.500.

Estos jardines son importantes depositos de plantas silvestres afines a las cultivadas.

Segun el Real Decreto 2129/2008, de 26 de diciembre, por el que se establece el
Programa nacional de conservacion, mejora y fomento de las razas ganaderas, el banco de
germoplasma es una instalacion con caracter autbnomo o dependiente de un centro de
reproduccion o de un centro de almacenamiento, constituido con el fin de almacenar material
genético de forma indefinida. A efectos de preservar el patrimonio genético nacional segun el
Manual de Manejo de semillas en bancos de germoplasma (Manual of Seed Handling in
Genebanks (2006)), los bancos de germoplasma son los depositos de los recursos
fitogenéticos, proporcionando la materia prima para la mejora de los cultivos, ademas juegan
un papel importante en el desarrollo sostenible de la agricultura, ayudando en el incremento

de la produccion de alimentos y por lo tanto para superar el hambre y la pobreza.

Ya desde 1956, Hodge y Erlanson, y posteriormente Hyland (1977) consideraron que
la introduccion de plantas, en numerosos paises ha jugado un importante papel en el
desarrollo de una fuente de diversidad en la agricultura y la introduccion de nuevos
germoplasmas de nuevas especies de plantas sigue siendo muy importante en la mejora del
rendimiento en muchos paises sobre todo los que tienen problemas de alimentacion, por lo
que muchos paises han establecido programas para la conservaciéon de sus propias

germoplasmas de diferentes especies de plantas, ademas de intentar desarrollar otros
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programas de investigacion para mejorar el rendimiento y desarrollar resistencias frente a

enfermedades y plagas.

Muchos paises han ido recibiendo ayudas para desarrollar sus propios sistemas
nacionales de germoplasma vegetal por el Consejo Internacional de Recursos Filogenéticos
(IBPGR: International Board of Plant Genetic Resources) que se establecié en 1974 con el
cuartel general de la FAO, Roma, Italia (Plucknett, 1974). El IBPGR, se esfuerza para
construir una red mundial de instituciones para recopilar, conservar, evaluar, documentar y
distribuir germoplasmas de plantas de importancia econdmica y sus parientes silvestres. En
octubre 1991, el IBPGR se convirtié en el IPGRI (International Plant Genetic Resources
Institute ), y en enero 1994, comenz6 a funcionar de manera independiente como uno de los
centros del grupo consultivo sobre la investigacion agricola internacional (CGIAR:
Consultative Group on International Agricultural Research). En 2006, el IPGRI y el INIBAP
(International Network for the Improvement of Banana and Plantain) se convirtieron en una
misma organizaciébn y posteriormente cambio su nombre a Bioversity International

(Bioversity International, 2011).

La mayoria de los paises, si no todos, tienen reglamentos que rigen la importacion de
material vegetal dentro y fuera de su territorio. Algunos han promulgado legislacion para
prevenir la entrada de plagas y enfermedades, y medidas para controlar plagas y patégenos
endémicos importados (Baker, 1972). La informacion relativa a la transmision de patdgenos
de plantas mediante semillas de diferentes especies de plantas ha sido (y es) de gran
importancia para los paises que exportan o importan con fines comerciales y de investigacion

(Baker, 1972).

Las semillas que se almacenan en los bancos de germoplasma son un recurso vital e
irreemplazable, una herencia que se debe conservar para proveer opciones a la agricultura en
el futuro, en un mundo que afronta el cambio climdtico y otros desafios. La conservacion
sostenible de los recursos genéticos depende del trabajo eficaz del personal de los bancos de
germoplasma, cuyo papel es critico para garantizar que el germoplasma se conserve de
manera efectiva y eficiente. Este personal debe aplicar procedimientos adecuados al manejo
de las semillas para garantizar que éstas sobrevivan y estén disponibles para las generaciones

actuales y futuras (Rao et al. 2007).

En el campo de los recursos fitogenéticos, el comportamiento fisiolégico en

almacenamiento de las semillas de una especie y su longevidad determinan como conservarlas
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para su uso posterior. Por tratarse de un método practico y econdémico, el almacenamiento en
forma de semilla es el preferido para conservar el 90% de los seis millones de accesiones
(entradas) mantenidos en colecciones ex situ en todo el mundo. Este es el principal método de
conservacion de las especies que producen semillas ortodoxas, es decir, que resisten la
desecacion a contenidos de humedad bajos y al almacenamiento a temperaturas muy bajas. La
mayoria de las especies cultivables y forrajeras, y muchas especies arboreas producen este
tipo de semillas. Las técnicas para conservar semillas ortodoxas se han venido perfeccionando
durante varias décadas e incluyen el secado de las semillas hasta lograr un contenido de
humedad bajo (3-7% de peso fresco, dependiendo de las especies) y el almacenamiento en
recipientes herméticos, a bajas temperaturas, preferiblemente a -18°C o menos (FAO/IPGRI,

1994).

Muchas especies importantes de arboles tropicales y subtropicales producen semillas
que no sobreviven la desecacion ni toleran temperaturas bajas. Por esta razdn, estas semillas,
conocidas como recalcitrantes, no son faciles de almacenar. Si bien existen técnicas para
almacenar algunas semillas recalcitrantes, éstas por lo general son de corta vida y cada
especie requiere su propio método. Se ha reconocido una tercera categoria de semillas que
muestran un comportamiento intermedio, es decir, que toleran combinaciones de desecacion y

bajas temperaturas (Rao et al. 2007).

Segun la FAO (2006), el almacenamiento de semillas ortodoxas se trata en bancos de
germoplasma. Las operaciones basicas de banco de germoplasma de semillas incluyen la
colecta, el procesamiento, la conservacion, la regeneracion y la distribucion del germoplasma.
Las principales actividades y procedimientos para el funcionamiento de un banco de
germoplasma son précticamente los mismos en todos los bancos, aunque pueden variar en
alguna manera. Los bancos de germoplasma pueden ser muy especializados; por ejemplo, el
Banco Internacional de Germoplasma de Arroz en los Baiios, Filipinas, unicamente conserva
arroz y sus parientes silvestres. Sin embargo, la mayoria de los bancos nacionales de
germoplasma de semillas almacenan semillas de todo tipo de cultivos. El mantenimiento de la
viabilidad y de la integridad genética de las semillas continta siendo el principio basico en el
manejo de los bancos. La calidad y sostenibilidad de cualquier esfuerzo de conservacion de
recursos genéticos depende de como se procesan y conservan las semillas. Manejar las
semillas con procedimientos inapropiados acelera el deterioro de éstas y hace mas costosa la

conservacion.
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El funcionamiento de un banco de germoplasma segun el manual para el manejo de
semillas en bancos de germoplasma de la FAO 2006, involucra una seria de actividades
complejas e interdependientes (ver diagrama de flujo 1.1). Una de las actividades que nos
atafie es la limpieza de las semillas después de registrarla, antes de su almacenamiento o

conservacion.

Diagrama de flujo 1.1. Actividades realizadas por un banco de germoplasma (FAO, 2006).
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Segun dicho manual (FAO en su ultima version (2006)), detallaremos las diferentes
operaciones realizadas por los bancos de germoplasma dado que cada etapa tiene su

importancia para una utilizacion sostenible de los recursos fitogenéticos.

El primer paso hacia la conservacion ex situ de la diversidad cultivada es la
recoleccion del germoplasma en aéreas de conocida diversidad genética o mediante
donaciones de otros centros, las principales razones para adquirir germoplasma son para
prevenir la erosion genética, llenar vacios en una coleccion, satisfacer necesidades actuales y
futuras, aprovechar una oportunidad cuando se presenta de hacer una colecta fortuita de
especies definida como ‘no objetivo’. Idealmente las semillas se deben colectar cuando
alcanzan la madurez Optima; es decir, cuando su vigor, tolerancia a la desecacion y
longevidad se encuentran en los niveles mas altos, para ello se pueden usar indicadores
visuales tales como el color del fruto, el color de las semillas, la formacion de capas negras
sobre todo en los cereales, variacion en la madurez de las semillas. Para la recoleccion de
muestras se usan recipientes especiales para cada tipo de semillas como por ejemplo bolsas

de tela que permitan la circulacion del aire para colectar paniculas o frutos secos...etc.

A menudo, las semillas recientemente colectadas tienen un contenido de humedad alto
(10-20%) y son susceptibles de contaminarse con hongos y bacterias. Los frutos y las semillas
humedos tienen altas tasas de respiracion, y si el oxigeno se reduce debido a una aireacioén
inadecuada, se fermentan. Tanto la respiraciéon como la fermentacion crean calor, lo cual
deteriora el material colectado. Cuando la adquisicién de germoplasma es por intercambio, los
bancos de germoplasma pueden requerir documentacion de los paises o de entidades para

certificar que el material esté libre de organismos modificados genéticamente (OMG).

El riesgo de introducir nuevas plagas y patdogenos es bajo para el germoplasma que ha
sido colectado o producido en el area o pais en donde el banco de germoplasma estd ubicado,
medio para el germoplasma colectado o producido en la misma region geografica o continente
en donde estd ubicado y alto para el germoplasma colectado o producido en otros continentes

y para material vegetativo.

El equipo de colecta debe garantizar la seguridad del material colectado hasta el

momento en que termine la expedicion y éste se transporte al banco de germoplasma. Exponer
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las semillas a condiciones ambientales desfavorables durante el traslado puede ser muy

dafiino.

Una vez se reciben las muestras en el banco de germoplasma, las semillas se registran
y se incorporan a la coleccion, siempre y cuando cumplan con los estdndares requeridos de
cantidad y calidad, y con la informacion asociada a ellas, es decir, la asignacion de un
niamero de identificacion Unico llamado numero de accesion o entrada que permite ubicar
cada muestra de semilla recibida en un banco de germoplasma y distinguirla de las demaés. El
registro se hace con el fin de permitir a los bancos de germoplasma mantener registros
precisos de muestras y preparar listas de inventarios para conservacion, distribucion y otros
aspectos de manejo del germoplasma. La operacion del registro se realiza segiin muestra el

diagrama de flujo 1.2.

Un aspecto importante del proceso de registro es documentar la informacion recibida
con una muestra. La informacion documentada en el registro contiene los datos de pasaporte,
es decir, la informacion basica que permite identificar y manejar las accesiones. Gran parte de
esta informacion se registra cuando la muestra se colecta, o viene con la muestra cuando ésta
se recibe de otras fuentes. El uso de listas de descriptores internacionalmente aceptados para
documentar los datos de pasaporte simplifica el intercambio de datos entre bancos de

germoplasma.

El procedimiento para integrar una entrada a un banco de germoplasma implica
limpiar, es decir, la eliminacion de desechos, materia inerte, semillas danadas e infectadas y
semillas de otras especies con el fin de mejorar la calidad de las muestras para

almacenamiento.
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Diagrama de flujo 1.2. Registro del germoplasma (FAO, 2006).
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La limpieza reduce el volumen durante el transporte porque se eliminan materiales
extrafios, mejora la pureza de la muestra porque se eliminan las semillas danadas e inmaduras
y optimiza el espacio de almacenamiento y reduce los costos. Las semillas se deben limpiar
inmediatamente después de colectarse o tan pronto llegan al banco de germoplasma. El

procedimiento de la limpieza se realiza segiin se muestra en el diagrama de flujo 1.3.
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Diagrama de flujo 1.3. Limpieza de las semillas (FAO, 2006).
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La limpieza no debe causar ni dafios ni desprecio alguno a las muestras. Se puede
realizar de manera manual o con equipos aunque se recomienda a los bancos limpiar las

accesiones manualmente por las siguientes razones:
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-La limpieza mecénica puede resultar en un proceso de seleccion de accesiones genéticamente
heterogéneas (debido a que el paso por aberturas mecanicas excluye las semillas muy

pequefias o0 muy grandes).

-Los equipos requieren una limpieza rigurosa y un ajuste cuidadoso entre tandas de

accesiones.

Después de la limpieza de semillas viene el proceso de la determinacion del contenido
de humedad y del secado. El contenido de humedad de las semillas (CHS) es la cantidad de
agua que hay en una semilla. El agua esta presente tanto de forma libre como combinada con
los compuestos quimicos de las células. El contenido de humedad es el factor més importante
para determinar la velocidad a la cual las semillas se deterioran, y tiene un impacto
considerable en la longevidad de las semillas en almacenamiento en un banco de
germoplasma. Incluso pequeiios cambios en el contenido de humedad tienen un gran efecto en
la vida en almacenamiento. Es importante determinar el contenido de humedad antes de
almacenar las semillas para predecir con exactitud el potencial de vida en almacenamiento
que tendra cada accesion. El procedimiento de la determinacion de la humedad de las semillas

se realiza tal y como muestra el diagrama de flujo 1.4 (Anexo II).

En cuanto al secado de las semillas, es la reduccion del contenido de humedad de las
semillas a los niveles recomendados para el almacenamiento, utilizando técnicas que no

deterioran la viabilidad de las semillas como lo muestra el diagrama de flujo 1.5 (Anexo II).

El secado se da porque las semillas recién cosechadas pueden tener contenidos de
humedad altos, lo cual contribuye a que respiren, a que los embriones crezcan y a que los
insectos y hongos se desarrollen. Por ello las semillas se deben secar para obtener un
contenido de humedad seguro que evite el deterioro, el calentamiento y la infestacion durante

el almacenamiento.

El contenido de humedad de las semillas que se van a almacenar en colecciones base
debe estar entre 3 y 7%, dependiendo de la especie. El contenido de humedad de las semillas
que se van a almacenar en colecciones activas debe estar entre 3y 8% si las semillas no tienen
buenas caracteristicas de almacenamiento (como las oleaginosas) y entre 7 y 11% si tienen
buenas caracteristicas de almacenamiento (como los cereales), dependiendo de la temperatura

utilizada para el almacenamiento. Hay que tener mucho cuidado para que no se alcanzara el
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contenido de humedad critico que por debajo del cual la reduccion adicional en el contenido

de humedad ya no aumentaria la longevidad de las semillas en almacenamiento hermético.

Someter las semillas a pruebas de tolerancia a la desecacion es un prerrequisito para
seleccionar el régimen de secado apropiado si no se conoce aun como se comportan frente a la
desecacion. La sensibilidad a la desecacion se puede valorar midiendo el porcentaje de
germinacion a diferentes intervalos de secado. Una prueba de germinacion se realiza para
determinar qué proporcion de las semillas de una accesion germinara en condiciones
favorables y producira plantulas normales (plantulas con estructuras esenciales- raices, brotes
y suficiente reserva de alimento- capaces de desarrollarse en plantas reproductivamente
maduras). El paso siguiente consiste en la determinacion de la calidad de las semillas
realizando primero unas pruebas de su viabilidad, seguida de otras de sanidad. La viabilidad
es la medida de cuantas semillas de un lote estdin vivas y pueden llagar a convertirse en
plantas capaces de reproducirse en condiciones de campo adecuadas. Es muy importante que
las semillas almacenadas en un banco de germoplasma puedan producir plantas cuando se las
siembre en un campo, por tanto, las semillas deben tener una viabilidad alta al inicio del
almacenamiento y mantenerla durante el almacenamiento. Las pruebas de germinacion se
realizan segun el diagrama de flujo 1.6 Pruebas de germinaciéon (Anexo II), y segun figuras

2.1y2.2.
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Figura 2.1. Prueba de germinacion sobre papel absorbente, en cajas de petri. (FAO
2006). En I paso 3 recomendamos que las semillas se dispongan en una placa o papel estéril
previamente y desde ahi se distribuyan con pinzas desinfectadas colocando de una en una las
semillas en la placa de incubacion (paso 4).

Figura 2.2. Prueba de germinacion de semillas mediante el método entre papel (FAO
20006)
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La contaminacion por hongos es un evento comun durante las pruebas de germinacion,
en especial con las semillas de leguminosas, por lo general, se asocia con la presencia de
semillas inmaduras, dafiadas o viejas. Esta también se puede presentar durante los
tratamientos previos como la extraccion de semillas o como resultado de problemas de
higiene en el area donde se realizan las pruebas de semillas. Para minimizar el riesgo de
contaminacion por hongos, se puede adoptar las siguientes practicas de laboratorio (FAO

20006):

-Limpiar y desinfectar el area de prueba (esterilizando las superficies con alcohol a 70-
95% o blanqueador domestico a 20%) al igual que las incubadoras, entre tandas de
procesamiento, para limitar la dispersion de los hongos. Una técnica simple, pero efectiva,
para reducir la contaminacién es lavar las manos, los mddulos de trabajo y el interior de las

incubadoras con jabon y agua caliente.

-Distribuir las semillas adecuadamente y asegurarse de que no se toquen unas con

otras. Si es necesario, utilizar mas repeticiones.

-Proporcionar un ambiente Optimo para la germinacion de manera que las semillas
germinen rapidamente. El régimen de temperatura debe ser adecuado y el ambiente de prueba

debe estar bien ventilado.

-Asegurarse de que los recipientes y medios de las pruebas de germinacion estén
limpios de manera que no constituyen fuentes de inoculo. Esterilizar la superficie de los
recipientes frotdndolos con alcohol a 70-95%, o sumergiéndolos en blanqueador a 20% o agua

caliente, a 55°C, durante 10-15 minutos.

-Evitar el dafio por imbibicién (mediante la humificacion previa de las semillas) que

podria conducir al escape de contenido celular, el cual provee nutrientes para los hongos.

-Eliminar rdpidamente las semillas en descomposicion para prevenir la dispersion de
hongos hacia las semillas vecinas. Si la contaminacion estd en aumento, se debe de lavar bien
las semillas en blanqueador al 1-10% y reiniciar la prueba en un recipiente limpio sobre un

sustrato nuevo.

-Cuando se descubra que las estructuras que recubren la semilla (como las glumas) son

fuentes de infeccion, hay que eliminarlas antes de realizar las pruebas.
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-Eliminar las semillas que han germinado antes de la cosecha y se han secado, ya que

pueden ser fuentes de infeccion”.

Asi como estas practicas minimizan el riesgo de contaminacion por hongos, cubrir las
semillas con fungicidas como Tiram o Benlate, o esterilizar las superficies con hipoclorito de
sodio, reduce el ataque de hongos durante las pruebas de germinacion. Sin embargo, el uso de
fungicidas puede afectar los resultados de las pruebas de germinacién, y puede constituir una
amenaza para la salud de quienes analizan esencial aunque son muy utiles durante la siembra

en el campo para la regeneracion.

La sanidad de las semillas se refiere al estado de enfermedad de una muestra de
semillas y a la presencia o ausencia de organismos y plagas que causan enfermedades. Las
pruebas de sanidad determinan el estado de una muestra, de un lote de muestras o de una
accesion con respecto a enfermedades que afectan ese cultivo. Estas pruebas son importantes
porque con frecuencia, los cultivos se infectan con una variedad de patdégenos comunes
transmitidos a través de las semillas, que pueden no ser visibles o reconocidas con facilidad

durante la colecta.

Después de la determinacion de la sanidad de las semillas, se debe de hacer pruebas
para verificar la introduccion inadvertida de transgenes. Los transgenes son genes que se
introducen en otro organismo o especie mediante técnicas de ADN recombinado. Las plantas
transgénicas portan en sus genomas y los transmiten a su progenie a través de la reproduccion
normal. Uno de los componentes mas importantes en el manejo adecuado de un banco de
germoplasma es la realizacion de pruebas para verificar la presencia de un gen o fenotipo por

varias razones:

-Problemas de reglamentacioén, en especial relaciones con fitosanidad o bioseguridad, en
donde el pais de importacion, y potencialmente el pais de exportacidon, requieren informes

sobre la presencia de dichos genes.

-Situaciones en las cuales la presencia de dicho gen o transgen podria afectar los derechos de
propiedad intelectual bien sea en el pais en donde el banco de germoplasma se encuentra

localizado o en el pais a donde se enviara la accesion.

-Problemas sociales que requieren que se declare la identidad genética o que se limiten ciertos

genes o transgenes.
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Después de asegurarse del estado de sanidad de las semillas, viene la etapa del
empaque. El empaque de las semillas se refiere a la colocacion de una muestra de semillas,
contada y pesada, en un recipiente, que luego se cierre herméticamente para almacenamiento

posterior (diagrama de flujo 1.7. Anexo II).

Las semillas se empacan para:

-Evitar que absorban agua de la atmoésfera después del secado.
-Mantener las accesiones separadas y evitar que se mezclen.

-Prevenir la contaminacion de las muestras con insectos y enfermedades.

Para el empaque se pueden utilizar recipientes de diferentes tipos, la seleccion
depende de las condiciones de almacenamiento y de la especie. Es importante que el material
de empaque sea totalmente impermeable al agua y adecuado para el uso a largo plazo. De
acuerdo con las Normas para Bancos de Genes publicadas por la FAO y el IPGI (1994), 3.000
semillas son un nimero aceptable para representar materiales que muestran poca variacion
morfolégica (accesiones genéticamente homogéneas), aunque se prefieren 4.000 por
accesiones. Para los materiales que muestran gran variacion morfologica (accesiones
heterogéneas genéticamente), deben mantenerse por los menos 4000 semillas por accesion
aunque preferiblemente 12.000. En los bancos es mas facil trabajar con unidades de peso,
pero el numero de semillas se puede convertir faicilmente a partir del peso si se conoce el peso

de 100 semillas.

El almacenamiento de las semillas es la preservacion de las semillas en condiciones

ambientales controladas para que mantengan la viabilidad durante periodos prolongados.

Muchos de los recursos fitogenéticos que pueden ser vitales para el desarrollo agricola
y la seguridad alimentaria en el futuro se ven amenazados por la erosion genética ( pérdida de
diversidad), por lo que la FAO (2006) considerd necesario disponer de mejores inventarios de
los recursos presentes todavia in situ y de evaluaciones detalladas de la diversidad genética de
las colecciones ex situ para tener informaciones con vistas a las actividades futuras y medir

los progresos que se vayan realizando en la conservacion de los recursos fitogenéticos.

Los métodos de conservacion de recursos fitogenéticos pueden clasificarse en dos
grandes categorias: métodos de conservacion ex situ y métodos de conservacion in situ. Estos

ultimos consisten en preservar las variedades o poblaciones vegetales en sus habitats
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originales, mientras que en los primeros la conservacion se realiza en los bancos de

germoplasma (Martin Martinez. 1.).
* Conservacion ex situ (Martin Martinez, CRF-INIA. 2001).

La conservacion ex situ implica el desarrollo de colecciones de recursos fitogenéticos
y presenta ventajas de tipo practico frente a la conservacion in situ ya que, al concentrarse el
material genético y la informacion asociada al mismo, se reducen costes, se mejora el control
y se facilita enormemente el suministro de material a cientificos y usuarios en general. Sin
embargo, este tipo de conservacion, por su caracter estatico, tiene el inconveniente intrinseco
de no permitir la continuacion de los procesos evolutivos. Asimismo, no se puede dejar de
tener en cuenta el riesgo de pérdida de materiales por accidentes o por erosidon genética dentro
del propio banco, aspecto que puede ser muy importante si no existen medios suficientes para
un adecuado desarrollo del trabajo y que ha de producir pérdidas irremplazables en las

colecciones. La conservacion puede clasificarse en las categorias siguientes:

= Conservacion del organismo completo: conservacién en campo.

= Conservacion de parte del organismo.

= Conservacion de semillas.

= Conservacion de otros oOrganos con capacidad de regeneracidon: conservacion de
tejidos in vitro (colecciones de germoplasma que se conservan como tejido vegetal en
un rango que se va desde los protoplastos y las suspensiones celulares hasta los

cultivos de callos, meristemas y embriones (Rao ef al. 2007).

La conservacion de semillas es la mas utilizada en los bancos de germoplasma,
resultando el método mas eficiente, econdmico y seguro para la conservacion ex situ de la
mayoria de las especies de las zonas templadas, cuyas semillas con capaces de permanecer
viables largo tiempo bajo determinadas condiciones ( semillas ortodoxas) (Rao et al. 2007).

En el CRF la judia se conserva ex situ.
* Conservacion in situ (Martin Martinez, CRF-INIA. 2001).

Idealmente, la forma més apropiada de conservar una entidad bioldgica es dentro del
ecosistema del que naturalmente forma parte. En la conservacion in situ no solo se preservan
cada uno de los componentes del ecosistema sino también todas sus relaciones reciprocas y se
permite la continuacion de los procesos evolutivos de las plantas. La conservacion in situ

resulta especialmente adecuada en las especies silvestres y presenta menos problemas que en
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las plantas cultivadas debido a que sus habitats son ecosistemas naturales en los que no

interviene la accién humana.

Existen dos modalidades de conservacion de los recursos genéticos almacenados en

forma se semilla: las colecciones base y las colecciones activas (Rao et al. 2007).

* Colecciones de base: se define como un conjunto de adhesiones, las cuales deberan ser
distintas y, es términos de integridad genética, lo mas cerca posible a la muestra
prevista originalmente, que se conserva para el futuro a largo plazo. Normalmente, las
semillas no se distribuyen directamente a los usuarios de las colecciones base.

e Colecciones activas: comprenden las adhesiones que estdn disponibles

inmediatamente para la multiplicacion y distribucidn para su uso.

Las condiciones de almacenamiento para colecciones base se pueden resumir que las
temperaturas aceptables son: temperaturas bajo cero (<0°C) con un contenido de humedad
de las semillas 7,3% (dependiendo de la especie y periodo de almacenamiento).
Preferentemente a  -18°Co mas friacon un contenido dehumedad de las
semillas 3,7% (dependiendo de la especie y periodo de almacenamiento). El contenido de la
humedad planteado pueda que haya una necesidad de cambiarlo en algunos casos
excepcionales cuando haya una evidencia de que pueda haber problemas con el contenido de
humedad como por ejemplo en el caso de rotura de semillas. No hay que exagerar los
beneficios de la reduccion de la temperatura en comparacion con los contenidos de humedad,
es decir que la longevidad se incrementa en un factor de casi 3 si la temperatura de
almacenamiento se reducird de 20°C a 10°C, un 2,4 de 10°C a 0°C, un 1,9 de 0°C a -10°C,
pero solo un 1,5 de 10°C a -20°C. Por lo contrario, el beneficio relativo a la longevidad de la
reduccion del contenido de la humedad: varia entre especies (en relacion de equilibrio entre el
contenido de humedad de la semilla y la humedad relativa) y se convierte en mayor de cada
una de las reducciones sucesivas en el contenido de humedad. Si las semillas se almacenan en
seco o extremadamente seco, es necesario que todas las semillas estén acondicionadas o
humedecidas (mediante la colocacidon en un ambiente muy hiimedo, generalmente durante la
noche, pero de vez en cuando un poco mas en el caso de las semillas de gran tamafio) antes de
la prueba para la germinacion. En cuanto a las colecciones activas, éstas se mantienen en
condiciones que aseguran que la viabilidad de la adhesion se mantendra por encima del 65%

de 10 a 20 afios, siendo la inica norma que deberia estar garantizada (FAO/IPGRI. 1994).
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Es importante tener un duplicado de seguridad, es decir una submuestra genéticamente
idéntica de la accesion que esta almacenada en otro sitio (preferiblemente fuera del pais) a
manera de seguro contra la medida del material. El duplicado de seguridad incluye tanto el
material como la informacién que se relaciona con ¢él. Los bancos de germoplasma pueden
decidir almacenar muestras de germoplasma que no necesitan estar representadas en una
coleccion base o distribuirse, como una ‘coleccion archivo’. Estas muestras se mantienen en
condiciones optimas para supervivencia a largo plazo, pero sin inversion adicional en

monitoreo y regeneracion.

La distribucién de germoplasma es el suministro de muestras representativas de
accesiones de semillas de un banco de germoplasma, en respuesta a solicitudes de los usuarios
del germoplasma. En general, las semillas se distribuyen Uinicamente a partir de colecciones

activas (diagrama de flujo 1.8) ( Rao ef al. 2007) (Anexo II).

El altimo paso es el monitoreo y regeneracion del germoplasma. El monitoreo es la
verificacion regular de la calidad (viabilidad) y cantidad (nimero o peso) de las accesiones de
germoplasma almacenadas en un banco. El objetivo del monitoreo es determinar si hay que

regenerar o multiplicar una accesion. Las semillas se monitorean porque (Rao et al. 2007):

- La viabilidad de las semillas almacenadas en un banco de germoplasma disminuye
durante el almacenamiento y es necesario monitorearla para garantizar que las semillas
no pierdan su capacidad de producir plantas viables cuando se requiera.

- Retirar semillas para distribuciéon y para pruebas de germinacion en el tiempo

disminuye la cantidad de semilla disponible.

Las normas para Bancos de Genes publicadas por la FAO y el IPGRI (1994)
recomiendan que la primera prueba de monitoreo se haga después de haber almacenado las
semillas durante 10 afos, en colecciones base mantenidas en condiciones preferenciales (-
18°C), con una viabilidad inicial alta (germinacion superior a 90 %). Las semillas de especies
que se sabe son de poca longevidad, incluyendo la mayoria de los cultivos oleaginosos y las
accesiones con una viabilidad inicial relativamente baja (germinacion de 85-90 %), al igual
que todas las semillas almacenadas en colecciones base y activas en condiciones
preferenciales, se deben monitorear a los cinco afios para verificar la viabilidad. El monitoreo

se realiza tal y como se muestra en el diagrama de flujo 9.1 (Anexo II).
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La regeneracion del germoplasma es la renovacion de sus accesiones mediante la
siembra y la cosecha de semillas con las mismas caracteristicas de la muestra original. Es la
operaciéon mas critica en el manejo de un banco de germoplasma. Implica riesgos para la
integridad genética de las accesiones procedentes de presiones de seleccion, polinizacion
cruzada, mezclas mecanicas y otros factores. Por lo general, el riesgo de pérdida de la
integridad genética es alto cuando se regeneran accesiones genéticamente heterogéneas. Es
una etapa muy costosa. Rao et al. (2006) resume en tres parrafos las razones por las que el

germoplasma se regenera:

- Incrementar la cantidad inicial de semilla: en las colecciones o materiales nuevos que
se reciben como donaciones, la cantidad de semillas que recibe el banco de
germoplasma es con frecuencia insuficiente para conservarla directamente.

- Recuperacion de las reservas de semillas de colecciones base y activas.

- Cumplimiento de requerimientos especiales: puede haber requerimientos especiales
para regenerar accesiones con caracteres especiales que los fitomejoradores e
investigadores utilizan con frecuencia -como accesiones de alto rendimiento,
resistentes a enfermedades y plagas, y reservas genéticas- o si no hay semilla

suficiente para hacer un duplicado de seguridad y repatriar.
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2.2. La judia (Phaseolus vulgaris 1..)

2.2.1. Introduccion general

Las plantas conocidas como “leguminosas grano” tienen un gran interés en la
alimentacion humana por su gran contenido en proteinas que podria ser un excelente
sustituyente de las proteinas animales para muchos paises con problemas de alimentacion,
ademds de su gran contenido en hidratos de carbono que proporcionan un bajo indice
glicérico debido a la composicion de almidon y de fibra dietética, hierro y calcio, bajo
contenido en grasas (Informacion extraida de una reuniéon de expertos de LINK (Red
interactiva de Leguminosas, legume Interactive Network) organizado por la AEP (Asociacion
Europea para la Investigacion de Leguminosas de Grano, European Association for Grain
Legume Research ) y el INRA (Instituto Nacional de Investigacion Agronémica, Institut

national de la recherche agronomique), agrupada en folleto: Legumbres, alimentos sanos).

En este trabajo fin de carrera nos concentraremos en las semillas de la Phaseolus
vulgaris L. o la conocida con el nombre comun de “judia”. Su origen americano parece claro,
aunque ha habido controversia al respecto. Su propio nombre, “faseolus”, es de origen griego;
sin embargo, Koernicke (1885) y Penzig (1905) (cf. Fronés, 1982), entre otros, consideran
que la semilla descrita por autores griegos como Dioscérides y Theofasto, y la que cita
Homero en la lliada corresponde a Vigna sinensis, mientras que la judia se conoceria en
Europa desde 1597 (Puerta, 1961). A los restos mas antiguos, encontrados en México, se les
atribuye una antigiiedad de 4000 afios a de C., precediendo en 1000 afios al maiz (MAPA,
1984). Hoy en dia se considera que existen dos centros de origen, el andino y el

mesoamericano (Gepts, 1988, cf Gonzalez 2000).

2.2.2. Importancia econémica: produccion mundial, en Espafia y otros paises

De las leguminosas grano, la judia es una de las mas usadas para el consumo humano
con una produccion mundial en el afio 2009 cercana a 20 toneladas algo inferior a la del afio
2008 (FAOSTAT), mientras que la produccion de semillas de judia para cultivar ha sido en el
afio 2009 de 1.082.494 t, siendo la produccién en Africa de un total de 247.664 t de semillas

mientras que la produccion en Europa no llega a 32 mil toneladas de semillas.
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Espana ocupa el cuarto puesto en la produccion de las leguminosas mientras que en la
judia no llega a ser una de los 20 primeros paises productores. La produccion de judia no ha
sido estable siendo ésta en el afio 2000 de 13.279 t decreciendo en el afio 2008 a 7.000 t y en
el afio 2009 de 12.500 t segun las ultimas estadisticas de la FAO, y segun la encuesta sobre
superficies y rendimiento de cultivos (Resultados Nacionales y Autondémicos) hecha por el
Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino (MARM), la superficie cultivada en
Espafia en el afio 2009 crecié un 3% dividida entre las judias secas con una superficie de 4187
ha y la judia verde con un total de 2959 ha, siendo las cuatro primeras comunidades con
mayor superficie total dedicada al cultivo de la judia, sea en secano, en regadio o bien en
invernadero las siguientes: 1-Comunidad Castilla Ledn. 2-Comunidad de Galicia. 3-

Comunidad de Cataluiia. 4- Comunidad Andaluza.

En cuanto a la superficie de invernadero cultivada, Andalucia ocupa el primer lugar
con un total de 286 ha de judia verde. Pero si hablamos de la cantidad de semillas para

cultivar en el afio 2009, fue de 5.000 toneladas (FAOSTAT).

Con el fin de disminuir riesgos y aumentar la productividad, es imprescindible
sembrar semillas sanas para empezar una cadena de obtencion de productos sanos que incluya

todos los cultivos del sistema extensivo (Luque y Scandiani, 2009).

2.2.3. Descripcion botanica y caracteristicas generales de la planta y de la semilla

(Marmol, 2005)
e Planta

La judia verde es una planta anual y herbacea, de vegetacion rapida, cuyas variedades
se clasifican generalmente por su porte: de enrame con crecimiento indeterminado, con tallos
que pueden alcanzar los 3 metros de altura y que necesitan durante su crecimiento soporte por
medio de tutores, alcanzado facilmente la techumbre del invernadero; y las de porte bajo o

enanas, 50 cm de altura y menos productivas.

La raiz es el 6rgano que sirve de sostén a la planta y encargada de la absorcion de los
alimentos. La judia verde presenta un sistema radicular muy ligero, con una raiz principal
(axonomorfa), que no alcanza gran profundidad y numerosas raices secundarias. En terreno

enarenado presenta una o dos raices pivotantes que se ramifican en otras tantas de las que
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surgen otras raicillas secundarias, y de éstas otras aun mas delgadas. Con ello se conforma un
sistema radicular que alcanza 30-35 cm de profundidad y un desarrollo horizontal de 20- 25
cm, ocupando, aproximadamente, un volumen de tierra de 15.000-25.000 ¢m3. En la base del
tronco se observa un alto porcentaje de raicillas, consecuencia de la mayor concentracion de
fertilizantes y de agua. El desarrollo radicular depende del sistema de cultivo, siendo mas
superficial en los terrenos enarenados, las caracteristicas del suelo, su contenido en nutrientes

y su disponibilidad van a determinar la conformacién del volumen radicular.

En cuanto al tallo, es el eje principal de la planta y se origina a partir del meristemo
terminal del embrion de la semilla, generando durante su desarrollo nudos que son el punto de
insercion de las hojas. Su alargamiento tiene lugar Ginicamente en las zonas terminales donde
radican los meristemos. Ademads de 6érgano de sostén, permite que a su a través y por los vasos
conductores circule la savia que ha de nutrir la planta. En variedades enanas es erguido, con
una altura que no llega a los 50 cm. En variedades de enrame su tallo voluble alcanza en

cultivo los 3 m de altura.

La judia verde posee un tallo principal herbaceo, delgado, flexible, ramificado, voluble
y aspero al tacto. En un orden ascendente aparece primeramente el nudo de los cotiledones. El
siguiente nudo lo constituye el de las hojas primeras que son opuestas. En las axilas de las

hojas aparecen las yemas que desarrollaran después las ramas laterales y las inflorescencias.

En las hojas se realizan las funciones de nutricion (respiracion, fotosintesis,
transpiracion, etc.), asi como la formacién de las sustancias de reserva que se acumularan
posteriormente en los frutos. Las hojas son grandes, alternas, sencillas, lanceoladas,
acuminadas, pinatrifoliadas con pequefios estipulas en la base, trifoliadas con peciolo largo
que termina en tres foliolos grandes, acabados en punta y de superficie ligeramente aspera;
acorazonados y unidos por la base, con zarcillos enrollados y de tamafio variable segun le

edad.

El primer par de hojas verdaderas son simples, opuestas, acorazonadas y aparecen en
el segundo nudo de tallo, desprendiéndose antes del desarrollo de la planta. El resto de hojas
son trifoliadas, dispuestas de forma alterna con peciolo largo e insertado en los nudos del tallo

t de las ramas laterales.

El color de las hojas va del verde claro al verde oscuro, dependiendo de la variedad. Se

observa, a veces, manchas pequefias y blanquecinas como consecuencia de la existencia de
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genes que determinan una demonomancia sobre el color verde uniforme de la hoja. Esto es
consecuencia de una deficiencia clorofilica que se manifiesta por pequefias manchas
circulares amarillas, que pueden cubrir caso toda la hoja. El gen que determina este caracter
no es dominante no recesivo con el gen del verde normal, pero se halla en estado
homocigético las manchas son grandes, y si es heterocigbtico son pequefias y menos
numerosas. Cuando falta por estar en el gen del color verde normal en estado puro, las

manchas desaparecen.

Al final de cada tallo (variedades enanas) o en la axilas (variedades de enrame), nacen
las inflorescencias. La judia verde tiene flores hermafroditas, generalmente autdgamas, de
simetria bilateral, con periantio doble, y flores de diferentes colores: blancas, rosadas, o
blanquecinas, violetas, etc., dependiendo de la variedad cultivada, aunque en las variedades
mas importantes suele ser de color blanca, inflorescencias en racimos sencillos de 2- 8 flores,
cuyo pedunculo nace en las axilas de las hojas en las variedades trepadoras y con
inflorescencias terminales en las variedades enanas, observandose en ella tres partes: el eje de

la inflorescencia, las bracteas primarias y los botones florales.

El pedunculo floral une la flor al tallo y termina en el receptaculo floral. En ¢l se

encuentran los verticilos florales: céliz y corola.

La polinizacién de la judia verde es, principalmente, autdgama o directa, por lo cual el
polen se deposita en el estigma de la propia flor. Para ello el androceo y gineceo maduran al
mismo tiempo, de tal modo que cuando se produce la deshicencia de las anteras el estigma

estd en condiciones de recibir el polen.

Los frutos de la judia estdn formados por una vaina bivalva o legumbre, en cuyo
interior estan las semillas. De textura carnosa y superficie lisa. El color de las vainas es de
color verde liso hasta la época de la maduracion; luego, dependiendo de la variedad, pueden,
ser amarillas, verdes, jaspeadas de color marrén sobre verde o rojo, aunque el color verde
domina sobre el amarillo. No obstante, el color mas apreciado por los consumidores es el
verde. Las vainas son también de forma diferente: cilindricas, planas, alargadas, y sus
dimensiones varian igualmente con la variedad: 5, 10, 15, 20, 30 cm de longitud e incluso

mas, y de 0,5 cm a 1,5 cm de grosor las cilindricas, y 1-3 cm de ancho las variedades planas.

Por regla general, los frutos o vainas suelen contener de 4-10 semillas, pero en tiempos

frios, con temperaturas muy bajas, fecundan pocas semillas y las vainas suelen engancharse,
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deprecidandose para el mercado. Las vainas suelen ser mas o menos dehiscentes,
correspondiendo a las variedades de judias que se consumen en verde la caracteristica de ser

fuertemente indehiscentes.

* Semillas

La semilla se puede definir de varias formas: “es la parte del fruto que colocada en
condiciones adecuadas, da origen a una nueva planta”, otra forma: “es el dvulo fecundado y
maduro”. O bien segun Besnier (1989), “las semillas son unidades de diseminacion y
reproduccion sexual de las plantas superiores, procedentes del desarrollo de los 6évulos de sus
flores”. También se considera semilla a:” un fragmento o parte de un vegetal, provisto de
yemas como: tubérculos, bulbos, esquejes, varetas”, entre otros (Guia Técnica de Semilleros y
Viveros Frutales, Ministerio de Agricultura y ganaderia: Programa Nacional de Frutas de El

Salvador. 2005).

Segun el BOE (Ley 30/2006, de 26 de julio, de semillas y plantas de vivero y de
recursos fitogenéticos, BOE n° 178, de 27 de julio 2006), se entiende por semillas los
elementos que, botanica o vulgarmente, se designan con este nombre y cuyo destino es el de
reproducir la especie o establecer cultivos, asi como los tubérculos, bulbos y otros 6rganos y

material vivo que se utilicen con tales fines.

Las semillas de judia tienen una forma arrifonada y globosa (figura 2.2.3), cuya
estructura estd formada por dos cotiledones gruesos, y cuyo albumen o endospermo sirven de
reserva alimenticia a la planta en su primera fase de desarrollo, asi como de proteccion al

embridén cuando se abre camino entre la tierra.

(A) i Plimula : (B)

Hojas primarias Hipocotilo

j i Radicula Rafe
| ; ; : Hilum
v Hilum
/\( | i Rafe
Cotiledon \ 3
L7 Micropilo

Figura 2.2.3. Partes de semilla de judia. (A) Partes internas. (B) Partes externas.
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Si observamos una semilla externamente, por su parte central y concava aparece el
hilo o cicatriz del paniculo que lo unia a la placenta, el micropilo a través del cual penetra el
agua en la semilla. La semilla contiene un embrién ya diferenciado en hoja, tallo y raiz,
siendo las primeras hojas embrionarias o cotiledonales muy distintas a las hojas ordinarias

(Mérmol, 2005).

Su poder germinativo habitual suele durar de 2-3 afos. Cien gramos de semillas
contiene, normalmente, entre 150 y 350 semillas. La germinacion varia entre 4-8 dias

dependiendo de la temperatura y del ciclo de cultivo.

2.2.4. Sistema de cultivo, enfermedades y plagas del cultivo. (Llanos 1998).

2.2.4.1. Sistemas de cultivo.
* Alternativas y preparacion del suelo

Puede convenirle casi cualquier posicion respecto a otras plantas en la alternativa,
siempre que no se repita en dos o tres afios. Las que menos le convienen son las

combinaciones con coles, coliflores y rabanos, y no es recomendable que suceda a guisantes y

habas.

La preparacion del suelo, previa a la siembra, empieza por una labor semiprifunda (25
a 30 cm), con la que se envuelva el estiércol. Si se desinfecta el suelo, una vez transcurrido el
tiempo preceptivo, se vuelve a labrar a menos profundidad. Sigue el aporte del abonado de

fondo y a continuacién se dan dos labores superficiales (15 cm) con grada o cultivador.

Para el cultivo en invernadero, después de limpiar el suelo de los restos de la cosecha
anterior, se deshacen los lomos dejando llana la superficie enarenada. Sigue la desinfeccion
del suelo (facultativa) y la incorporacion del abonado de fondo. El paso de una grada de puas
sirve para mullir la arena, antes de hacer los tablares y las regueras, necesario solo si se va a

regar por gravedad.
* Fertilizacion

La judia necesita bastante materia organica que se debe aportar en forma de estiércol

bien fermentado, ya que el estiércol fresco la perjudica. E no disponer de estiércol bastante
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hecho. Puede aportar al cultivo anterior o, en cualquier caso y como minimo, 2 meses antes de
la siembra. La dosis puede variar entre 20 y 30 t/ha. En los enarenados, con el tranqueo, el
primer estiércol, si en abundante y sobre todo si no esta bastante fermentado, puede perjudicar
la germinacion de las semillas y comprometer el resultado del cultivo. En cualquier caso, en
los enarenados, el mayor beneficio para la cosecha cabe esperarlo dos afios después de la
primera estercoladura. La judia es muy exigente en nitrégeno (N) y potasio (K), y menos en
fosforo (P). El primero favorece el rapido desarrollo vegetativo de la planta y el potasio
mejora la calidad del fruto. El nitrégeno en forma asimilable debe estar disponible en el suelo
en los primeros estados de crecimiento (cuando las raices todavia no han desarrollado las

nudosidades fijadoras) u en periodos frios en los que la nitrificacion es nula o poco activa.
* Riego

El cultivo de judia es exigente en agua, por lo que en la mayoria de nuestros climas
solo con el riego se pueden conseguir cosechas econdmicamente rentables. Las necesidades
de agua son muy elevadas poco antes de la floracion y después de esta, o lo que es 1o mismo,
aproximadamente a partir de la cuarta semana. En los primeros estadios de desarrollo

conviene mantener el suelo con poca humedad.

El exceso de humedad puede provocar clorosis y pérdida de cosecha. Sobre todo en
suelos pesados. Un aporte desequilibrado de agua puede ser igualmente dafiino, repercutiendo
negativamente sobre la calidad de los frutos. Un riego consecutivo a la siembra puede crear
costra en el suelo y dificultar en nacimiento de las plantas, por lo que el primer riego solo
debera darse después de nacidas las plantas. Dos a cuatro dias antes de sembrar se dara un

riego para facilitar la siembra, la germinacion de las semillas y la nascencia de las plantas.

En suelos arenosos, la cadena de los riegos puede variar entre los 4 y los 6 dias. En
suelos de consistencia media, entre los 6 y 10, y en los suelos pesados (arcillosos) de los 10 a
los 15 dias. Se aconseja regar después de cada recogida de vainas, con el fin de reponer
répidamente a la planta de las pérdidas debidas a la cosecha y acelerar el crecimiento y la

maduracion de los frutos que quedan.

En cultivos en invernadero no conviene regar en las horas de maximo calor; ya que el
exceso de evapotranspiracion puede deshidratar las plantas. Con temperaturas elevadas
conviene ventilar el invernadero antes de regar. El riego por aspersion en los invernaderos

puede perjudicar la vegetacion y producir perdidas de frutos. El riego localizado es, e,
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cualquier caso, el mas recomendable debido a la facilidad con que se puede dosificar el agua,
segun las necesidades del cultivo, y la que supone poder aportar los abonos por medio del

agua de riego adaptandolos con gran aproximacion al estado del suelo y de las plantas.
* Siembra y labores durante el cultivo

Se siembra directamente a golpes de 2/4 semillas, a una profundidad aproximada de 3
cm. Se vienen a gastar de 120 a 140 kg de semillas por hectarea. El terreno debe estar en
bueno tempero para recibir la semilla, para lo que se dard un riego previo. El empajado,
después de la siembra, puede mejorar el nacimiento y posterior desarrollo de las plantas. Al
producirse la nascencia hay que retirar la paja de encima de las plantitas para evitar que se
“ahoguen”. El cultivo de judias de enrame, con un marco de plantacion amplio, puede
permitir un acolchado parcial que solo cubra las interlineas entre las plantas después de

nacidas. El acolchado Unicamente es eficaz en siembras de otofio o invierno.

Inmediatamente después de nacidas las plantas conviene dar una labor de bina con la
que se rompe la capa superficial, mas o menos endurecida, y de eliminan las malas hierbas.
Las demads labores superficiales tienen por objeto mantener el suelo limpio de plantas

adventicias.

En cultivo enarenado, conforme las plantas van creciendo, se van aporcando los
huecos que dejaron los “golpes” de la siembra. Si se sombro en amelgas se hizo en surco, los

aporcados dejaran las plantas sobre un pequefio lomo o caballon.

En las judias de enrame, cultivadas en invernadero, es conveniente hacer un aclareo de
hojas para mejorar la ventilacion y la iluminacién en el interior de las plantas. Esta practica
puede mejorar la floracion, el cuajado de los frutos y reducir el riesgo de enfermedades
criptogadmicas. Precisan de entutorado y en los invernaderos la mejor forma de guiar las
plantas es mediante cuerdas o rafia suspendidas del techo. Las paredes o empalizadas

verticales y las piramides con cafias u otros tipos de tutores son igualmente eficaces.
* Recoleccion

La recogida debe iniciarse antes de que las semillas empiecen a destacar a través de la
vaina. Si se cosecha antes de que las vainas lleguen a si méximo tamafio, se puede incluso
conseguir mas rendimiento, ya que al descargar la planta se estimula la floracion y se

producen mdas vainas por planta. Hay que tener en cuenta que al cosechar las judias mas
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tiernas se puede producir mas porcentajes de rendimiento final. Las condiciones y tiempo de
almacenaje, asi como la resistencia de la variedad una vez cosechada, decidiran sobre la

conveniencia de anticipar o no la recogida de las vainas.

Si las vainas se cosechan pasado el punto de madurez comercial, pierden calidad y
valor, debido a ser mas duras y fibrosas (vainas con hebra). Los retrasos en la recoleccion
resultan doblemente perjudiciales debido a que a la pérdida de valor comercial hay que anadir
la pérdida de peso. Las reservas que la planta destina a engrosar las semillas se pierden para la

formacion de mas floras y vainas.

La recoleccion no debe hacerse con rocio, ni durante las horas de mas calor. Desde que
salen las primeras flores hasta que se recolectan sus vainas transcurren entre 7 y 12 dias,
dependiendo de la época, el clima del lugar y la variedad. En variedades de porte bajo, la

recoleccion puede durar de 50 a 90 dias y en judias de enrame de 65 a 95.

La produccion de vainas de judias enanas puede variar entre 1 kg/m? en cultivos de
otofio —invierno sin calefaccion, y de 2 a 3 en cultivos de verano. En variedades de enrame, la
produccién por m? puede acercarse a los 4 kg. Un cosechador puede coger de 80 a 100 kg de

vainas por jornada

2.2.4.2. Enfermedades y plagas del cultivo

Segun las fichas de diagnostico en el laboratorio de organismos nocivos de los
vegetales (Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino, MARM) las

enfermedades indicadas en la judia son los siguientes:

o Micosis

1. Antracnosis, cuyo agente incitante es el hongo Colletotrichum lindemuthianum
(Sacc y Magn.) Scribner, diagnosticado por Gonzalez Fernandez, A. J y Landeres
Rodriguez, E. Ficha 32. (Teleomorfo: Glomerella cingulata (Stonem.) Spauld y
Schrenk.
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Este hongo también afecta a varios cultivos ademas de a P. vulgaris a otras
especies de Phaseolus como P. coccineus, P. aureus, P. lunatus, P. mungo y P

radiatus, Vicia faba, Vigna ungiculata. Aunque sélo tiene importancia en P. vulgaris.

Los dafios mas caracteristicos y distinguibles se encuentran en las vainas, en las
que el hongo produce lesiones hundidas, redondas u ovaladas, de color oscuro sobre
las que, a veces, se pueden observar acérvulos del hongo de color rosa salmoén
(Gonzalez, 1996). Manchas similares se pueden encontrar en tallos y cotiledones de
planta joven. La infeccion de las vainas afecta a las semillas en las que se pueden

apreciar manchas oscuras, aunque no siempre ocurre asi.

Las medidas maés efectivas para combatir la enfermedad, son en primer lugar,
emplear semillas sanas, seguir una rotacion adecuada de cultivos. Un campo atacado
por antracnosis debe dejarse por lo menos 2 afios sin sembrar de judias, no dar labor
alguna y no penetrar en el campo mientras las plantas estan himedas, para no extender
la enfermedad a las matas sanas (Puerta, 1961). También se puede optar por el uso de
cultivares resistentes al hongo. En el caso de las variedades que no pueden ser
sustituidas, como es la judia granja asturiana, hay que abordar un programa de mejora
para la introduccion de dicha resistencia (Gonzélez et al., 2004). Segiin Puerta (1962),
los tratamientos quimicos eran diversos, desde pulverizar con caldos cupricos (caldo
bordelés al 1%) dando dos tratamientos: el primero cada 15 6 20 dias nacidos, y el
segundo a los 10 6 15 dias después de la floracion, hasta tratamientos que incluyen

benomilo y tiofanato de metilo segiin Hall (1991).

2. Mildiu de la judia, agente causal Phytophthora phaseoli Thaxter diagnosticado
por Berra Lertxundo, D. Ficha 192.

Afecta exclusivamente a especies del género Phaseolus. Ataca la parte aérea del
vegetal; en el envés de las hojas, en los tallos jovenes y en los frutos se observa una

vellosidad blanquecina que corresponde al micelio y fructificaciones del hongo.

3. Roya de la judia, causada por el hongo Uromyces appendiculatus (Pers.) Unger,
diagnosticado por Berra Lertxundi, D y Mendia Isusi, E. Ficha 266.
(Uromyces phaseoli (Pers.) Winter.)
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U. appendiculatus afecta a muchas especies Phaseolus y algunas del género
Vigna. Los sintomas iniciales aparecen en el envés de las hojas como pequefias
manchas blanquecinas que van virando a color marrén a medida que se expanden,
llegando a alcanzar las ptstulas maduras un didmetro de 1-2 mm.; posteriormente, la
infeccion llega a invadir el haz foliar y, mas raramente las vainas. En infecciones

graves se producen defoliaciones y pérdidas en cosecha.

Otras enfermedades causadas por hongos segun Messiaen et al. (1995), Smith et al.
(1992), no incluidas entre las fichas proporcionadas por el MARM, se consideran importantes

en el cultivo de la judia, de las cuales citamos:

1. Fusariosis

Es el nombre comun para todas las diversas enfermedades causadas por el
hongo del género Fusarium. Distinguiéndose dos patologias, una vascular y otra
radicular dependiendo de su habilidades parasitaria de ocasionar sintomas marchitez y

amarilleamiento o pudricion radicular (Gonzélez et al, 2004).

Los sintomas iniciales de Fusarium oxysporum son leves con un ligero
amarilleamiento y senescencia prematura de las hojas inferiores. Los sintomas
clordticos a continuacion aparecen inmediatamente en las hojas superiores del tallo y
continlan progresivamente en toda la planta (Hall, 1991). Poca informacion es
disponible para el control de la enfermedad. Se recomienda cultivos tolerantes o
resistentes donde es posible, rotaciones de cultivos, reduccion de la compactacion del

suelo y el tratamiento de las semillas puede ser util (Hall, 1991).

En cuanto a Fusarium solani, es el causante de la podredumbre de la raiz, la
enfermedad generalmente causa pocos dafios en la planta que no sufre estrés. Sin
embargo, en condiciones de reduccion del crecimiento de raices causado por la sequia
o el estrés de oxigeno, la pudricion de raiz casi puede destruir el cultivo de judia (Hall,
1991). Para combatir la enfermedad es importante tratar a las semillas (Puerta, 1961),

porque el tratamiento quimico de un cultivo infectado no suele tener éxito judia (Hall,

1991).
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2. Podredumbre blanca

El hongo causante de la enfermedad es Sclerotinia sclerotiorum (Lib) de Bary.
Las flores infectadas pueden desarrollar una apariencia blanca, algodonosa como un
micelio que crece sobre la superficie. Las lesiones en las vainas, hojas, ramas y tallos
son inicialmente pequenas, circulares, de color verde oscuro pero rapidamente
aumentan de tamano y pueden llegar a matar a toda la planta. El control quimico es
dificil cuando las plantas desarrollan abundantemente. La rotacion con cereales o con

maiz puede reducir el inoculo inicial (Hall, 1991).

3. Rizoctoniosis

En judia lo provoca el hongo Rhizotocnia. La infeccidon causada se manifiesta
por unas pequeias manchas necroticas con centro de color marron y margenes de
color verde olivo. Las lesiones pueden aumentar de tamafio con rapidez, volviéndose
irregulares. Las partes infectadas de la planta tales como las hojas, los peciolos, las
flores y vainas se cubren rdpidamente por unos pequefios esclerocios y micelio de
color marro. La semilla puede ser infectada en el endospermo y radicula del embrion o
también puede ser infestada por el micelio y esclerocios en la capa superficial (Hall,
1991). El tratamiento quimico puede reducir la presion de la enfermedad y las

pérdidas en el cultivo.

4. Lavaina negra

Una enfermedad provocada por Alternaria. Sobrevive entre cultivos como
conidios en cultivos infestados y en restos de malezas y como un patogeno de judia y
otras plantas durante el siguiente afo. El hongo ha sido aislado de plantas de judia en
todas las etapas de crecimiento y también de la mayoria de las malezas asociadas a la
judia. El hongo afecta a la judia, la enfermedad causa pequefias manchas o pequenas
manchas acuosas en hojas infectadas de color verde y en las vainas. Las lesiones en las
hojas aparecen como circulares a irregulares y las manchas con un centro de color

marrén claro y un margen de color marrén oscuro, rodeado por un halo clorético

(Hall, 1991).
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5. Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidanich

Causa lesiones de color pardo oscuro en raices, tras lo cual las plantas,
infectadas pueden mostrar un plateado caracteristico en las capas epidérmicas y
subepidérmicas, de la base del tallo y la raiz pivotante. El hongo se extiende a los
tejidos vasculares, formando esclerocios. Las plantas se enanizan y maduran

prematuramente (Melgarejo et al., 2010).

6. Pitiosis

Las infecciones por Pythium pueden provocar la podredumbre de la semilla, la
podredumbre de preemergencia y posemergencia, pudricion del tallo, pudricion de la
raiz, plaga o retraso de crecimiento. Una vez el patdgeno esta distribuido en el suelo,
estas enfermedades pueden ocurrir en cualquier parte donde haya cultivo de judia.

Las semillas o plantulas infectadas vuelven blandas y descoloradas. Las plantulas
infectadas que emergen pueden marchitarse y morirse en la primera semana del
crecimiento, en general muestran lesiones, con aspecto de mojadas por agua que
posteriormente se vuelven necréticas, extendiéndose desde las raices hasta el
hipocotilo. Las plantas infectadas a menudo producen raices adventicias desde el
hipocotilo. Unas de las enfermedades causadas en planta de judia es la caida de
plantulas y necrosis radicular causada por Pythium aphanidermatum (Edson) Fitzp. y

otras por P. ultimum Trow y P. debaryanum. (Hall, 1991).

Bacteriosis

La grasa de la judia, agente causal Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola (Burk.)
Garden et al. Pseudomonas syringae pv. syringae Van Hall, diagnosticado por
Gonzalez Fernadndez, A. J. y Landeres Rodriguez, E. Ficha 232. (Pseudomonas

syringae pv. phaseolicola (Burkholder) Young et al. Pseudomonas syringae).

Denominada asi por las caracteristicas de sus manchas de aspecto similar al de
una mancha de aceite en una hoja de papel, que constituyen el punto de partida de

futuras y muy répidas podredumbres secundarias (Messiaen et al., 1995). Los
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sintomas foliares aparecen varios dias después de la infeccion en forma de manchas
pequefias, empapando de agua la superficie inferior. Afecta a la judia comun y otras
especies de Phaseolus. Es una bacteria estrictamente aerdbica. En el caso de infeccion
foliar severa, las plantas desarrollan una clorosis sistémica generalizada (Hall, 1991).
Los sintomas sistémicos a menudo de limitan a achaparramiento, marchitez reversible,
clorosis, mosaico foliar y malformacion de hojas, especialmente cuando se deben

directamente a una infeccién a partir de semillas (Gonzalez Fernandez, 2000).

En hojas, P. savastanoi pv. phaseolicola causa lesiones pequefias con halo
clordtico (aunque la produccion de halo depende de la temperatura). En las vainas se
ven manchas con aspecto graso que evolucionan hacia una coloracion parda; en
ocasiones se presenta también un exudado cremoso. En las semillas no siempre son
visibles los dafios, los mas frecuentes son cambios de color. Para el control, semillas

libres del patogenos pueden ser utilizadas (Hall, 1991).

2. Mancha parda de la judia, agente causal P. syringae pv. syringae:

Los sintomas son similares a los de la grasa, pero en este caso no hay halo
alrededor de las manchas. Se conoce que se transmite por semilla de judia desde hace
mas de tres décadas (Harrison y Freeman, 1965; Hoitink y Hagedon, 1966; Hoitink,
Hagedorn y McCoy, 1968) (Descripcion CMI n°46).

3. Marchitez bacteriana de la judia, agente incitante Curtobacterium flaccumfaciens pv.

flaccumfaciens (Hedges) Collins y Jones:

En el campo se ha visto sobrevivir en el suelo durante al menos dos inviernos
entre los cultivos de judia en rotacion con el trigo. Una vez dentro de la planta, la
bacteria coloniza los tejidos vasculares. Las plantulas jovenes de Phaseolus pueden
ser atacadas y muertas por lo general. Si las plantas sobreviven a un ataque temprano,
o se infectan en una etapa posterior de crecimiento, pueden vivir durante toda la
temporada y llevan la semilla madura. La enfermedad se caracteriza por un
marchitamiento de las hojas o partes de ellas durante el momento mas caluroso del dia
y se recuperan cuando baja la temperatura por la noche. Como resultado del ataque de

las bacterias que provocan un taponamiento de los vasos, el suministro de agua de
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corta y las hojas se vuelven marrones. En ocasiones, estos sintomas tipicos de
marchitamiento, pueden ser ausentes y reemplazados por lesiones en las hojas de color

amarillo dorado necrotico.

La Organizacion Europea y Mediterranea para la Proteccion de Plantas (OEPP/
EPPO) recomienda que las semillas importadas de P. vulgaris desde paises con
presencia de esta bacteria, sean traidas de zonas protegidas donde no haya esta
enfermedad o de cultivos libres de la enfermedad durante el periodo de crecimiento

(OEPP/EPPO, 1990).

4. Quema bacteriana de la judia, agente causal Xanthomonas campestris pv phaseoli

(Smith):

La infeccion sistémica da lugar a sintomas generalizados, cuya importancia
depende de la proporcion de sistema vascular afectado y puede llegar a causar la

muerte de la planta (Gonzalez et al, 2004).

e Virosis

1. Enfermedad del rizado amarillo del tomate (7omato yellow leaf curl disease
(TYLCD) diagnosticado por Saez Alonso, E.; Aguilar Garcia, L.; Alfarez Garcia;
M. y Martinez Narvaez. M.M. Ficha 278. (Virus de la cuchara del tomate. Dos
especies: TYLCV, TYLCSV y un recombinante natural TYLCV-MId).

Afecta a los cultivos de tomate, pimiento y judia (s6lo la especie TYLCV). En
general, produce enanismo, clorosis apical y crecimiento arbustivo y ramificado. En
judia provoca reduccion del crecimiento de las plantas, llegando a no producir frutos si
la infeccidon es en planta pequefia. Deformacion y fruncido de las hijas adultas y
proliferacion anormal de brotes que le da un aspecto arbustivo. La transmisioén del
virus se realiza por la mosca blanca Bemisia tabaci (Genn.). Los sintomas pueden

aparecen a los 15-20 dias después de ser inoculado el virus por el vector.
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2. Virus del mosaico comun de la judia (Bean Common Mosaic Virus (BCMV)).
Diagnosticado por Berra Lertxundi, D.; Sdez Alonso, E. ficha 88. (Bean mosaic

virus, Bean virus 1, Phaseolus virus 1.).

Pertenece al grupo Potyvirus (Potato y virus). El virus se encuentra en la
naturaleza en plantas del género Phaseolus y afecta principalmente a la judia. Se
distinguen dos tipos de sintomas, segtn la cepa de BCMV vy la variedad atacada:

- Mosaic common (Reduccion del crecimiento, decoloraciones en mosaico,
adquiriendo las nerviaciones y tejidos adyacentes una tonalidad verde oscura; es la
sintomatologia normal que aparece en los cultivos). —Necrosis sistémica
(Oscurecimiento de tallos, amarilleo y decaimiento de hojas comenzando por las mas
jovenes, marchitamiento general y muerte de la planta). El proceso se realiza en
sentidos descendente, de los brotes hacia la raiz; se debe a la reaccion de
hipersensibilidad de cultivares con el gen de resistencia |1 frente a cepas necroticas de
BCMV. El virus se transmite a través de semilla y polen, por varias especies de pulgdn
de manera no persistente, y por inoculacion mecénica. Fue descrito como infeccion
virica en EEUU en 1917 (Stewart y Reddick). Los sintomas son muy variables y
dependen del cultivar, la edad de la planta, las condiciones ambientales y la cepa del

virus. (Silbernagel, 1969; Hubbeling, 1972, Drijfhout, 1978).

3. Virus del mosaico comun necrotico de la judia (BCMNV):

Es el responsable de los se denomino “raiz negra” descrita por Klinkowski y
Behr en 1953 (cf. Neergaard, 1988) como una necrosis externa de hojas, tallos y raices
producida en ciertos cultivares; las plantas afectadas tienen decoloraciéon vascular
marrén y, en el campo, un frecuente marchitamiento con el subsiguiente colapso de la
planta (Quantz, 1961, cf. Neergaard, 1988). La necrosis sistemdatica puede pasar a las
hojas mas altas son matarlas o puede concentrarse en las partes vasculares del tallo
matando toda o parte de la planta. La muerte por necrosis sistematica puede ser rapida
o retrasarse hasta el periodo de llenado de vainas. El tipo de sintomas y su severidad
depende del cultivar, la cepa del virus y las condiciones ambientales. En general, el
virus causa una considerable reducciéon de la producciéon y, en algunos casos, la

pérdida total del cultivo.
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Nematodos

1. Nematodos del nddulo de la raiz

Aparecen en todo el mundo y tiene una amplia gama de huéspedes incluyendo
cultivos agrondmicos y las malas hierbas que representa a muchas familias de plantas.
Las pérdidas de produccion resultantes de los dafios causados por los nematodos del
nodulo de la raiz son mas severas en suelos de textura ligera y con buen drenaje. Los
sintomas aéreos exhibidos por las plantas infectadas por el nematodo no estan
especificados y no permiten un diagnostico positivo. Las plantas gravemente
infectadas pueden aparecer clordticas, retraso del crecimiento durante periodos de
estrés hidrico y temperaturas altas. En las plantas infectadas los sintomas aparecen en

las raices y también los hipocotilos en forma de gallas o nudos (Hall, 1991).

La aplicacion de los principios y practicas de manejo integrado de plagas es
esencial para mantener los nematodos del nddulo de la raiz por debajo de los noveles
de umbral de dafio y de reducir las posibilidades de su introduccién en zonas no
infestadas. La amplia gama de huéspedes de los nematodos del nédulo de la raiz hace
que sea dificil seleccionar una rotacion adecuada para su control. Los cultivos que son
antagonicos a los nematodos tales como Tagetes minuta L. (caléndulas), pueden
reducir la presencia de los nematodos. EI control con los nematicidas pueden ser
efectivos en algunos cultivos. El uso cultivos de judia con alta resistencia a los
nematodos es la manera mas efectiva y econdmica para el control del nematodo (Hall,

1991).

2. Nematodos de lesiones

Son endoparasitos migratorios y, a la diferencia de los nematodos del nodulo de
la raiz, son vermiformes durante todas las etapas de desarrollo. Las plantas de judia
que estan muy infectadas con nematodos de lesion, tienen las raices poco desarrolladas
que pueden tener lesiones pequefas de color marrdn- negro. Las lesione resultan de la
penetracion de los nematodos y de las actividades alimenticias en los tejidos

epidérmicos y corticales pueden matar a pequefias raices fibrosas. La prueba del
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diagnostico de los nematodos de lesiones, requiere la extraccion de dichos nematodos

de las raices y de los suelos que los rodean (Hall, 1991).

Plagas

El cultivo de la judia podria ser atacado por varios insectos, tales como:

1.

La mosca de los sembrados al principio se presenta como una larva de color blanco,
luego en su estado adulto tiene una apariencia semejante a la de la mosca doméstica
(Amoros y Amoros 1980). Las larvas destruyen las plantulas de todo tipo de vegetales

y sobre todo al maiz y judia.

La mosca blanca Bemisia tabaci, es la responsable de la transmision del virus del
desorden de amarillo de la judia (BnYDV) en judia en cultivos intensivos
(invernadero). Produce amarilleo en las hojas, reduce el crecimiento de la planta y
causa deformaciones en los frutos (Janssen et a/ 2011).

(Dominguez Garcia-Tejero. 2004)

Gorgojo de la judia (Acanthoscelides obtecus), las larvas una vez nacidas penetran en
las judias, varias en cada semilla, en el interior de las cuales pasan a ser adultas.
Nuevamente se producen en el interior y depositan los huevos sobre las judias

almacenadas.

Ademas de las citadas, existe mas variedad desde pulgones (Pulgon negro de las
habas, Garcia et al 1994), dipteros (Minador de las horticolas, Belda 2000), acaros
(Arana roja Belda 2000) y otros mas.
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2.3. Sanidad de semillas

2.3.1. Introduccion general

La sanidad de semillas se refiere a la presencia o ausencia de organismos causantes de
dafios (como insectos) o de enfermedades (como hongos, bacterias, virus y nematodos)
ademas de algunas condiciones fisiologicas como deficiencias o fitotoxicidades. La
transmision de patogenos por semilla es el método mas efectivo de distribucion al azar del

in6culo primario de los mismos en los diferentes cultivos.

Puesto que las semillas son portadoras de patogenos y de otros organismos, muchas
veces no producen sintomas, para su deteccidon es necesario que se utilicen técnicas de

laboratorio especificas.

La contaminacidn por hongos es un evento comtn durante las pruebas de germinacion,
en especial con las semillas de leguminosas; por lo general, se asocia con la presencia de
semillas inmaduras, dafiadas o viejas. Esta también se puede presentar durante los
tratamientos previos como la extraccion de semillas o como resultado de problemas de

higiene en el 4rea donde se realizan las pruebas de semillas.

El objetivo general de cualquier técnica de andlisis fitopatoldgico es determinar la
condicidn fitosanitaria de una manera representativa de semillas y, por inferencia, del lote del

cual se extrajo. Los analisis especificos de laboratorio pueden servir para (Arriagada, 2000).

» Detectar infecciones de fitopatdgenos cuarentenarios y de importancia economica que
no fueron observados en el campo.

» Estudiar la condicion fitosanitaria, como uno de los factores que determinan el valor
de la semilla.

» Decidir la necesidad de efectuar un tratamiento.

» Evaluar la prevalencia de una infeccidon transmitida por semilla o investigar, en
algunas ocasiones, las causas de una baja emergencia, cuando esta afectada la

germinacion.

Muchos de los organismos que producen dafos considerables a las semillas son
graves parasitos de semillas y reducen el rendimiento cualitativo y cuantitativamente,

mientras que otros, incluidos saprofitos facultativos y parésitos de debilidad, pueden bajar la
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calidad de las semillas al causar decoloracion o manchas, lo cual deprecia seriamente el valor
comercial de aquellas. Estos dafios pueden ser producidos por hongos, por bacterias, por virus

o bien por otros organismos como pueden ser los nematodos (Gonzalez et al, 2004).

En términos generales, los patogenos de semillas inciden de la siguiente forma

(Gonzalez et al, 2004).

» Dafios por hongos: los tipos de dafios y sus combinaciones, producidos por los hongos
en las semillas son los siguientes: 1) aborto, 2) semillas arrugadas y/o de tamafio
reducido, 3) podredumbre blanda, 4) esclerotizacion o estromatizacién, 5) necrosis, 6)

decoloracion, 7) reduccion o eliminacion de la capacidad de germinar.

Para sobrevivir en la semilla los hongos deben ser capaces de resistir a la
deshidratacion. Asi hay dos grupos ecologicos distintos, los hidrofilacios (mildius) y
los xerofilicos o xerotolerantes que producen propagulos tales como clamidosporas,
conidios u otras estructuras durmientes incluyendo micelio quiescente, esclerocios o

microesclerocios.

» Dafios por bacterias: el efecto patogénico de las bacterias sobre las semillas puede
englobarse en cuatro manifestaciones basicas: 1) aborto, 2) podredumbre, 3)
decoloracion, 4) produccion de mucilago mucoso. Segun las condiciones ambientales

puede darse una o varias de ellas combinadas.

» Danos por virus: en algunos casos se producen semillas de tamafio menor o deformado
como consecuencia de la manifestacion de la enfermedad de la planta. Schippers
(1963) encontré que BCMYV producia cierta cantidad de abortos en algunos casos. La
capacidad de transmision por semilla tiene una cierta especificidad hospedador-

parasito.

Para que se quede bien clara la importancia que tienen las semillas infectadas y
contaminadas en la dispersion de las enfermedades y como afectan la productividad, veremos

a continuacion algunos ejemplos.

En EEUU la media anual de perdidas en judia desde 1951 a 1960 fue del 20%, de las

cuales el 16-17% fueron atribuidos a enfermedades transmitidas por semilla; un tercio de ellas
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a podredumbres de raiz por Fusarium. También caus6d fuertes pérdidas Sclerotinia
sclerotiorum, sin embargo, los problemas debidos a la antracnosis cuyo agente causal es
Colletotricum lindemuthianum fueron menores debido a la produccion de semillas certificadas
en zonas semiaridas (Zaumeyer y Thomas, 1957). En cuanto a la bacteriosis y virosis, se
estimé que Pseudomonas syringae pv phaseolicola y Xanthomonas campestris pv phaseoli
causaron pérdidas de aproximadamente el 2% y el virus del mosaico comin de la judia

(BCMYV) un 3% de pérdida de la produccion total en el periodo 1951-1960 (USDA, 1965).

En Bangladesh, mas del 16% de los cultivos se pierden debido a las enfermedades de
las plantas y al menos 10% se debe a las enfermedades trasmitidas por las semillas (Fakir

1983).

En el norte de Espana las pérdidas anuales de judia en los afios 80, debidas a micosis
fueron del 15%, aproximadamente; mientras que las atribuidas a bacterias fitopatologias
causaron una pérdida anual del 20%. En toda Espafia fue del 2-3% y del 1-2%,

respectivamente (Sagasta, cf. Neergaard, 1988).

Mas recientes, en el cultivo de la soja, Diaporthe phaseolorum var. caulivora pued6
causar pérdidas hasta del 50% y ademads se establecio en los lotes y sobrevivio en los restos de

cultivos (Pioli et al., 2003, Van Rensburg et al., 2006).

Otro ejemplo es la mancha en ojo de rana (MOR) causada por Cercospora sojina en
el cultivo de la soja. En los ultimos afios este patégeno se ha diseminado en la region
pampeana de Argentina, siendo la semilla infectada la via mas probable de entrada en los
lotes; sin descartar la utilizacion de implementos agricolas sucios, con materia inerte
contaminada. En la campana 2006/2007 la MOR se detectd en 9 partidos de la provincia de
Buenos Aires causando sintomas foliares con muy baja incidencia y severidad (BASF, 2007).
En 2008/2009 tuvo lugar una sorpresiva epifitia de la MOR en la zona sur de Cérdoba y de
Santa Fe produjo reduccién del rendimiento de 1000 kg/ha (Carmona et al., 2009 a, b).

2.3.2. Técnicas de analisis de semillas para detectar patégenos y microbiota

Antes de empezar cualquier analisis se necesita una muestra representativa que pueda

dar un resultado a su vez representativo, y para ello se deben seguir algunas reglas especificas
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formulados por la International Seed Testing Association (ISTA). El problema fundamental

en el muestreo de semillas es que es casi imposible obtener un lote perfectamente uniforme.

Segun el articulo 2. 2.5.1.5, tabla 2.1, ISTA 2008, la muestra deberd ser almacenada
por un tiempo determinado en la camara destinada a ese proposito, a 20°C o menor
temperatura para conservar la viabilidad de la semilla y el patégeno con el objetivo de facilitar

una posible repeticion del andlisis de la muestra.

Los métodos de deteccion de patdgenos de semillas se pueden clasificar en (ISTA, 2008,

Machado et al., 2002; Mathur y Kongsdall, 2003)

*  M¢étodos de examen directo:
Un examen directo de semillas secas, en algunos casos, pueden permitir detectar los
signos de los patogenos (fructificaciones, micelio, conidios, esclerocios, etc.) y los sintomas
(semillas arrugadas, manchadas, etc.) de modo que puede resultar orientativa (Luque y

Scandiani, 2009).
Los analisis de semilla seca proporcionan las siguientes funciones (Arriagada, 2000)

= Detectan impurezas como esclerocios, agallas de nematodos, masas de carbon,
semillas de malezas.

= Detectan manchas, decoloraciones y malformaciones indicativas de la presencia de
bacterias u hongos: observacion con luz de dia o luz artificial ordinaria.
Observaciones con luz ultravioleta.

= Detecta fructificaciones fungosas tales como acérvulos, picnidios, peritecios,
restos de hifas o masas de esporas sobre la cubierta de la semilla.

= Detecta la presencia de pesticidas.

Sin embargo, algunos patdgenos no se encuentran en la superficie de la semilla o bien
se encuentran en cantidad muy baja que no se pueden detectar. Dependiendo de la
localizacion de las envolturas de los patogenos, existen varios métodos para identificarlos.
Las pruebas del lavado se usan bastante para enfermedades que provocan esporas sueltas
sobre la superficie de la semilla como es el carbon parcial en el trigo. En general, los
procedimientos de la prueba de lavado incluye el remojo de las semillas en un liquido para

eliminar las esporas situadas en la superficie de la semilla para su posterior centrifugacion. La

46




REVISION BIBLIOGRAFICA [JEOUAL Fatima zahra/ | [2011]

masa de las esporas se concentra para identificarla después con el microscopio (Arriagada,

2000).

Para evaluar los hongos contaminantes que se transmiten en la superficie de las
semillas tales como el tizon, los tizoncillos, el moho, el mildeo polvoso y la roya se recurre a
las técnicas del lavado de la semilla (Rao et al. 2007). Los andlisis del liquido resultante del

lavado de la semilla ayudan a (Arraigada, 2000):

= Detectar esporas o micelios.
= Detectar nematodos.

= Detectar presencia de pesticidas evidenciado por sustancias colorantes.

* Pruebas de incubacion
Los métodos con incubacion se usan cuando los patdégenos no generan estructuras
visibles identificables a simple vista asi posibilitan la observacion de los signos producidos
por los patdgenos, tanto en semillas sintomaticas como en aquellas asintomdticas. En
consecuencia, para conocer el porcentaje de semillas contaminadas es necesario realizar las

pruebas de incubacion.

En estos casos se emplean claves para identificar el patdgeno teniendo en cuenta el
color y las formas de las estructuras de fructificacion , la forma, textura, forma de los bordes y
el color de las colonias y otras estructuras fisicas. La determinaciéon de la sanidad de una
muestra deberia ser un analisis complementario de todos los indices que determinan la calidad
(poder germinativo, vigor, peso de 1000 semillas, pureza fisico-botdnica y otros) pero en
general la semilla se comercializa conociendo solo el poder germinativo (Luque y Scandiani,

2009).

El analisis se realiza empleando la metodologia mas adecuada a criterio del analista,
siguiendo protocolos recomendados o sugeridos por normativas internacionales (ISTA, 2008,

Machado et al., 2002; Mathur y Kongsdall, 2003).
Los métodos de incubaciéon mas comtunmente utilizados son:

* El blotter test o método con papel himedo: Es un método rapido y directo para
obtener esporulacion y ayudar a identificar los agentes causales de algunas

enfermedades. Son de especial utilidad con microorganismos que creen rapidamente
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sobre el hospedero y compiten bien con los saprofitos dentro de la cdmara humeda

(Gilchrist-Saavedra et al. 2005).

Se pueden usar placas Petri (permite el grado de aireaciéon adecuado para la
respiracion pero reduce la probabilidad de contaminacién) o bandejas rectangulares de
distintos tamafos acondicionados con papel filtro o absorbente. La distancia a la que
se colocan las semillas en el disco o bandeja dependera del tamafio de las mismas, de
las caracteristicas del patdogeno que se espera determinar, especialmente de su
capacidad de dispersion y prevalencia, y de la duracion de la prueba (Arriagada,

2000).

El objetivo de la cdmara himeda es el de crear condiciones favorables de
humedad para el desarrollo rapido de hongos o bacterias que pueden estar
involucrados en la produccion de sintomas de enfermedad, pero cuya presencia no es
conspicua en el momento de la primera observacion. Como los saprofitos pueden ser
favorecidos por las condiciones creadas, debe procederse con cautela al interpretar los
resultados. El material enfermo que se introduzca a la cdmara himeda debe estar los

mas limpio posible (French y Hebert, 1982).

* Me¢étodo de agar: Es un medio de cultivo solido, contiene nutrientes necesarios para el
crecimiento de las bacterias, se usa el agar como agente solidificante (Garcia, 1995).
Se coloca el papel de germinacion o de filtro por bandeja y se vierte en cada bandeja

una media de 30 a 40 mL de agar caliente (Scandiani, 2009).

* Medio de cultivo: los medios de cultivo se utilizan para diferentes propositos: la
enumeracion, el aislamiento de ciertos tipos de bacterias, el mantenimiento de los
cultivos para su uso posterior y para facilitar el reconocimiento de algin tipo de
bacteria en particular (Garcia, 1995), se puede realizar en las bandejas pero

habitualmente se hace en placas de Petri de 9 cm de didmetro (Scandiani, 2009).

En cuanto a los métodos de andlisis, hoy en dia, existe una gran variedad de métodos
para testar la salud de las semillas. Estos métodos varian desde los métodos clasicos hasta los

mas innovadores (Luque y Scandiani, 2009).
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» Meétodos clasicos:

= Monitoreo de lote: especialmente en campos semilleros.

= Observacion de la muestra directa tal cual: en soja es 1til para observar semillas
con signos de los patégenos como mancha purpura, corrimiento del hilo, costras de
oosporas de mildiu, esclerocios de Sclerotinia, etc.

= Lavado de semillas: se puede emplear para detectar oosporas de mildiu.

= Observacion de semillas incubadas: sobre papel o en medios de cultivo agarizados,
ambos con diversas variantes.

= (QObservacion de embriones: requiere la extraccion y el recuento de embriones
infectados.

= Analisis de plantulas: se emplean para hacer estudios de dafos, transmision y

control.

» Meétodos innovadores:

= Serologia ELISA e inmunofluorescencia: se usa principalmente en la deteccion de
virus y de bacterias.

= DNA: recombinante-Dot blot.

= PCR-RFLP-RAPD: se encuentran descritos algunos métodos para identificar el
complejo Diaporthe/Phomopsis (Jaccoud Fo y Reeves, 1993. Machado et al.,
2003; Riccioni et al., 2005).

= Ultrasonido: para detectar infecciones asintomaticas (Walcott ef al., 1998).

= Perfiles metabolicos (0micas) (Barros, 2008).

2.3.3. Patogenos y dafios en semillas de judia.
* Hongos

La mayor parte de los patdogenos transmitidos por semillas son hongos. Recordamos
que los hongos que causan las enfermedades en judia son organismos microscopicos cuyas
células se asemejan a hilos o pequenos tubos (llamados hifas), que en masa, forman el
micelio.las hifas pueden tener tabiques, y se alimentan de los nutrientes de la planta. El hongo
se reproduce mediante la formacion de células especializadas llamadas esporas, que sirven a

los hongos en algunas condiciones adversas de sobrevivir. Las esporas son transportadas a
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menudo por toda la planta por el viento, el suelo, el agua u otros agentes. Una vez en el lugar
de la infeccion, germinan para producir nuevas hifas que luego penetran en la planta de judia
mediante heridas, aperturas naturales o la superficie intacta. Las esporas también pueden
diferir genéticamente entre si, permitiendo asi a las nuevas formas del hongo a desarrollarse.
Los hongos de judia se identifican sobre todo por el tamafio, la forma y el color de sus esporas

(Hall, 1991).

Entre los hongos detectados en semillas de judia destacan los agrupados en el cuadro

2.3.3.1. aunque en total podrian llegar a ser unos 43 géneros de hongos.

Cuadro 2.3.3.1. Microbiota fungica aislada de judia por distintos autores (Fernéndez-
Corral et al. 2002. *Modificado por la autora del proyecto fin de carrera).

L

Alternaria alternata Sinha ef al. (1999) India

Alternaria spp. Tseng et al. (1995) Espafia
Gonzalez (2000) Canada
Moretto et al. (1997) Brasil

Ascochyta phaseolorum Bebee y Pastor (1991) Colombia

Ascochyta spp. Chupp y Arden (1960) Reino Unido

Aspergillus spp. Gonzalez (2000) Espafia
Chisholm y Coates-B. (1997) Jamaica
Tseng et al. (1995) Taiwan
Braccini y Dhingra (1996), Silva y Silva | Brasil
(2000), Leger et al. (2000)

Botrytis cinerea Gonzalez (2000) Espana

Cladosporium spp. Gonzalez (2000) Espaia

Colletotrichum Cardenas y Engleman (1981) México

lindemuthianum Tu (1983, 1986) Canada
Gonzalez (2000) Espana
Moretto et al.(1997), Silva y Silva (2000) Brasil

Epicoccum purpurascens Gonzalez (2000) Espafia

Fusarium moniliforme Gonzalez (2000) Espana
Chisholm y Coates-B. (1997) Jamaica

F. oxysporum Silva y Silva (2000) Brasil

F. oxysporum f.sp. phaseoli | Agarwal y Sinclair (1987) EEUU

F. solani f. sp. phaseoli Morshed (1985) Bangladesh

Fusarium spp. Michail et al. (1979) Irak
Gonzalez et al (2004)* Canada
Tseng et al. (1995) India
Sinha et al. (1999)

Macrophomina phaseolina | Chisholm y Coates-B. (1997) Jamaica

Mucor spp. Sinha et al. (1999) India

Penicillium spp. Tseng et al. (1995) Canada,Taiwan
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Gonzalez (2000) Espafia
Phaseoisariopsis griseola Guzmén et al (1878)* Italia
(=Isariopsis griseola) Kulik (1984) Polonia
Phytophthora phaseoli Thaxter (1889)* Inglaterra
Phomopsis spp. Dhingra (1978) Brasil
Rhizoctonia solani Nik y Yap (1979) Malasia
Ploper (1981) Argentina
Tylkowska (1984) Polonia
Tello et al.(1990), Gonzalez (2000) Espana
Moretto et al. (1997) Brasil
Agarwal y Sinclair (1987) EEUU
Rhizopus spp. Gonzalez (2000) Espana
Tseng et al. (1995) Canada
Sinha et al. (1999) India
Sclerotinia sclerotiorum Tseng et al. (1995), Canada
Kulik (1984), Tylkowska (1984) Polonia
Stemphyllium spp. Gonzalez (2000) Espana
Trichoderma spp. Gonzalez (2000) Espana
Sinha et al.(1999) India
Uromyces phaseoli Tylkowska (1984) Polonia
Verticillium spp. Gonzalez (2000) Espana

De los citados en el cuadro 2.3.3.1, destacamos algunos como Colletotricum
lindemuthianum (Sacc y Magn.). Este es el primer hongo con el cual se demostrd la
transmision de patdgenos por semilla (Frank, 1883 y Whetzel, 1906 cf. Neergaard, 1988) y
tiene muchas razas patdogenas descritas (Drijfhout y Davis, 1989; Pastor-Corrales, 1991). La
semilla infectada aparece con manchas oscuras, pudiendo extenderse las lesiones por debajo
de la piel de la misma (Puerta, 1961). Las podredumbres ocasionadas en las vainas pueden
penetrar y contaminar la semilla, haciendo que el patdogeno se encuentre desde el tegumento

hasta el interior de los cotiledones (Chaves, 1980).

Fusarium oxysporum es el agente incitante de la fusariosis vascular en la judia, la
forma especializada (f.sp.) es phaseoli mientras que Fusarium solani: es un patégeno ubicuo,

se ha descrito que F. solani t. sp. phaseoli ((Burkholder) Snyder y Hansan).

Por otro lado Sclerotinia sclerotiorum puede acompanar a la semilla en forma de
esclerocios facilmente detectables (Noble y Richardson, 1968) y como infeccion miceliar
(Steadman, 1975). Las lesiones en las vainas, hojas, ramas y tallos son inicialmente pequenas,

circulares, de color verde oscuro pero rapidamente aumentan de tamaio y pueden llegar a
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matar a toda la planta. Solo el tratamiento de semillas puede ser efectivo (Gonzalez et al,
2004).

Rhizoctonia solani, Leach y Pierpoint (1956-1958) demostraron su transmisioén por
semilla en judia. R. solani es el estado asexual de la especie fungica basidiomiceto-

Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk.

Alternaria afecta a las vainas de las semillas secas enfermas a menudo conllevan a un
crecimiento de color gris, con moho y muestra una coloracion gris a gris oscuro y tienen una
geminabilidad ligeramente inferior a la de las semillas normales. La decoloracion de las
semillas es un resultado directo de la maduracion de las vainas descoloracion. El control de la
enfermedad en judia depende se basa en la regulacion del contenido de humedad de las

semillas.las semillas deben ser cosechadas tan pronto, ya que estan secas (Hall, 1991).

e Bacterias

Las bacterias que causan enfermedades en judia son microscoOpicas, incoloras o
amarillas. Se encuentran en forma de varilla, movil y generalmente son gran-negativas y no
proceden a partir de esporas. Sobreviven bien en el material vegetal infectado, tales como las
semillas. (Hall, 1991). De ellas citamos Pseudomonas syringae pv. phaseolicola
(Burkholder) Young et al. y Pseudomonas syringae pv. syringae, finalmente esta
Xanthomonas campestris pv. phaseoli (Smith) que tiene sintomas en las semillas como
manchas de color mantequilla amarillas o marrones distribuidas por todo el tegumento de la
semilla o restringidas a la zona del hilo. Las semillas gravemente afectadas estan arrugadas y
presentan con frecuencia baja germinacién y poco vigor. La mejor manera de su control es
utilizar semillas libres del patégeno (Hall, 1991). Una bacteria incluida en la lista de especies
de cuarentena por la EPPO y que se transmite por semillas es Curtobacterium flaccumfaciens
pv. flaccumfaciens (Hedges) Collins y Jones. Es muy resistente a la desecacion y puede

permanecer viable hasta 24 afios en las semillas almacenadas en el laboratorio.

e  Virus

Los virus de la judia son generalmente grandes, con moléculas complejas e

infecciosas. Puede ser visto con un microscopio electroénico. Se reproducen solo en plantas
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vivas y por lo general habitan en el floema. Pueden ser transmitidos por la savia de la planta,

las semillas o por insectos (Hall, 1991).

Virus del mosaico comun de la judia (BCMV) junto con el virus del mosaico comun
de la judia (BCMV) son transmitidos en alta pero variable proporcion por las semillas,
producidas por plantas afectadas y estd en funcion del genotipo de la judia y cepa del virus y
del estado fenologico en que las plantas han sido infectadas [Morales y Castafio (1987). El
porcentaje de infeccion en semilla, es en algunos casos superior al 83% (Morales y Bos, 1988;

Messiaen et al., 1995).

*  Daiios por insectos y otros

Los insectos pueden causar dafios en la semilla pudiendo ser destruida durante la
alimentacion en sus diferentes etapas de desarrollo. Muchos son considerados insectos de

almacenamiento (Neergaard, 1988).

De modo general, las leguminosas son atacadas por gorgojos conocidos como
braquidos, y por himendpteros. Los adultos ponen los huevos en las vainas jovenes y éstas
entran en las semillas en desarrollo donde se alimentan, crecen y se transforman emergiendo

finalmente de ellas dejando un orificio caracteristico (Besnier, 1989).

Destacamos que en la judia Acanthoscelides obtectus se reproduce en almacén; la
respiracion de las larvas eleva la temperatura de las semillas y puede danar el embrion con la

pérdida consiguiente de la capacidad germinativa.

Los dafios causados por medios mecéanicos que sufren las semillas son considerados,
junto con las condiciones climaticas adversas antes de la cosecha y el contenido de agua de
las semillas después de cosecharse, como uno de los factores que mas contribuyen a bajar la
calidad de las semillas. La maxima calidad de un lote de semillas depende directamente de las
condiciones de produccion en el campo, pero también los dafios mecéanicos pueden ser
causados a las semillas por procesos mecanicos de manipulacion, que se realizan durante la
cosecha, durante el transporte y en las maquinas de limpieza. El dafio puede ser provocado
por choques o impactos y abrasiones de las semillas contra superficies duras o contra otras
semillas. Todo equipo mecanico es causante de dafos fisicos (cosechadora, transportadores de
semillas... etc). En el almacenamiento, las semillas mecanicamente deterioradas no

mantienen su viabilidad y vigor, debido a que las lesiones que sufren (quiebras, tegumento
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rajado, dafios del embrion) interfieren en la tasa de respiraciéon y permiten o facilitan la
penetracion de microorganismos. En semillas de soja y frijol, el dafio puede no provocar una
fractura visible, pero debido a la posicion sobresaliente del eje embrionario, éste puede recibir
el impacto y el dafio puede manifestarse después de que la semilla este colocada para
germinar, originando una plantula anormal (Villela, 2009). En el caso de un banco de semillas

estos aspectos se tienen que tener en cuenta.

2.3.4. Obtencion de semilla sana y tratamientos de semillas

2.3.4.1. Introduccion general

En términos generales, entre las estrategias de produccion de semillas de alta calidad
se encuentran: la ubicacion geografica de los lotes de produccion de semillas, el manejo del
cultivo, la cosecha y poscosecha y el manejo genético. Estas deben cubrir en forma integral
los riesgos de deterioro, debido principalmente a factores climaticos (Casini, 2006). En primer
lugar es importante determina qué épocas de siembra (ambiente) y qué cultivares (habito de
crecimiento, grupo de maduracion, resistencia a enfermedades) permitan en cada region
obtener semilla de buena calidad (Mitidieri, 1982). En segundo lugar es necesario establecer
qué pautas de manejo se pueden aplicar para mejorar la calidad de la semilla, tales como la
realizacién de rotaciones, la adecuada nutricion, el monitoreo y control de plagas y la

aplicacion de fungicidas foliares (Luque y Scandiani, 2009).

Puesto que la semilla es la estructura inicial de una plantacion, es necesario observar
algunos cuidados como los indicados en la Guia Técnica de Semilleros y Viveros Frutales,

Ministerio de Agricultura y Ganaderia, Programa Nacional de Frutas de El Salvador, 2005:

» Seleccion de las plantas donadoras de semillas: se debe conocer el origen de la planta,
su historial productivo, deben ser sanas, tienen que presentar un sistema radicular
resistente y vigoroso.

» Cosecha de frutos completamente maduros: las semillas se deben obtener de frutos
completamente maduros, para garantizar que el embrion este totalmente desarrollado y

apto para dar origen a la nueva planta.
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» Seleccion de frutos grandes: los frutos de donde se obtendran las semillas deben ser
los grandes, generalmente el fruto grande proporciona semillas grandes, estas a su vez
daran plantulas mas vigorosas.

» Procesado de la semilla: Esto se refiere a las acciones que se deben realizar para
obtener una semilla lista para sembrar.

» Preparacion de la semilla antes de la siembra: es necesario conocer si la semilla
necesita alguna preparacion antes de ponerla a germinar, almacenamiento, escarificado
entre otros.

Con respecto a la implementacion de las rotaciones es importante conocer que su nivel
de inoculo dependera en gran parte de las sucesiones de cultivo y de la sanidad de los mismos.
Un estudio realizado en 2007 mostrd que los rastrojos de soja de un lote con plantas con
cancro del tallo de la soja (CTS) (Diapothe phaseolorum var. caulivora) presentaban una
incidencia de 63% de Diaporthe y 33% de Fusarium con dos especies: F. equiseti y F.
acuminatum en la sucesion soja-soja, y de 23% Diaporthe y 73% de Fusarium con una
diversidad mayor de especies: F. verticillioides, F. proliferatum , F. oxysporum y F.equiseti,

en la rotacion sorgo-soja (Luque y Scandiani, 2007).
2.3.4.2. Tratamiento de semillas

Algunos de los primeros antecedentes escritos sobre tratamiento de semillas se
encuentran con el uso de la savia de cebollas (4/lium spp.) y extracto de ciprés en los periodos
egipcios y romanos. El uso de agua salada en tratamientos de semillas ha sido utilizado desde
mediados de los afios 1600, los productos cupricos fueron introducidos junto con el arsénico
entre los afios 1740 y 1808, y la introduccion del mercurio, utilizado desde 1915 hasta 1982.
Hasta los afios sesenta los tratamientos de semillas habian sido solo desinfectantes de
superficies y protectores. El primer fungicida sistémico se lanz6 en 1968 que no solo tenia
una accion sobre la superficie sino que también se movilizaba dentro de la planta en las
jovenes plantulas protegiéndolas de patdgenos existentes en el ambiente. Desde los afios
noventa la industria de la proteccién de cultivos y de semillas ha desarrollado y adoptado
nuevas clases de fungicidas, insecticidas y nematicidas, expandiendo el control de plagas y

reduciendo el impacto tanto en el usuario como al medio ambiente (ISF, 2007).

El tratamiento de semillas es la aplicacion de técnicas y agentes bioldgicos, fisicos y
quimicos que proveen a la semilla y a la planta proteccion frente al ataque de insectos y

enfermedades transmitidas por semillas asi como frente a aquellas que atacan en etapas
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tempranas del cultivo y que provocan consecuencias devastadoras en la produccion de los
cultivos cuando no son controlados. Tienen como objetivos, por una parte, impedir el
desarrollo de gérmenes patogenos que se hallan en la semilla o en el embridn, y por otra,
prevenir la enfermedad en las plantulas causadas por patdégenos que estén en el suelo. En
definitiva, un buen tratamiento debe de considerar los siguientes aspectos segun la FIS

(Federacion Internacional de Semillas) (IFS, 2007):

* Seguridad.
* Amplio espectro.
* Eficacia.

e Econdmico.

En la actualidad la semilla debe estar lo mas libre de plagas y enfermedades tanto
como sea posible y el tratamiento debe proveer proteccion contra plagas y enfermedades

durante los procesos de germinacion, emergencia y crecimiento de la planta.

*  Tratamientos fisicos

Pertenecen a este grupo de los tratamientos donde la destruccion de organismos
patogenos se hace mediante la accion de un agente fisico como calor o radiaciones (Gingery,

1993).

Una de las primeras medidas fisicas de control de fitopatdégenos la constituyen los
procesos comerciales de limpieza de semillas, que se han desarrollado para dejarlas libres de
restos vegetales, de semillas de malezas, de semillas que no germinaran o semillas vanas,
pudiendo reducir totalmente la contaminacion por algunos patdégenos, pero que pueden

contribuir a distribuir otros, uniformemente, sobre el resto de las semillas (COSAVE. 1994).

La temperatura es un factor que se puede utilizar para eliminar estructuras de
patogenos e insectos en las semillas cuando las caracteristicas de las semillas lo permitan
(Arboleda, 1997). Los tratamientos térmicos de semillas han sido practicamente ampliados en
diferentes formas. Una forma simple es la solarizacion, donde las semillas han sido calentadas

por los rayos del sol (Luthra y Sattar, 1934; Luthra, 1953), que a veces se aplicaba en los
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paises calidos, pero el método ha sido considerado de poco interés en la agricultura industrial
debido a las dificultades en la ampliacién a gran escala. Sin embargo en la actualidad, se
reconsidera especialmente en los paises donde la radiaciones solares, pues supone un ahorro

de energia y reduce gastos.

En 1885, Jensen fue el primero en aplicar el calor en forma de agua caliente para
eliminar Phytophthora infestans en tubérculos de papa. En 1888, el método fue adoptado para
eliminar carbones producidos por Ustilago nuda en avena y cebada por inmersion de la
semilla en agua a 54,8°C por minutos. Los tratamientos de agua caliente han sido el principal
método para eliminar bacterias transmitidas por semillas, como el caso de la Xanthomonas
campestris pv. campestris desde especies de Brassica. También es este género, el agua
caliente reduce la infeccion de la Alternaria brassicicola, pero no ha sido satisfactorio para

erradicar Phoma lingam (De Tempe y Binnerts, 1961).

El vapor que se ha usado durante muchos afios para esterilizar suelos, también es
usado para el tratamiento de semillas, con la modificacion al procedimiento realizada por
Baker, agregando aire al vapor. El humedecimiento que produce el vapor se reduce al
introducir aire, lo que también modifica la temperatura. La eficacia del método aumenta, si el
contenido de humedad de la semilla se eleva para facilitar la penetracion del calor (De Tempe

y Binnerts, 1961).

Segun el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (Direcciéon general de
investigacion y capacitacion agrarias. (Ortega, 1991), el calor seco tiene una amplia y
satisfactoria aplicacion préctica en algiin caso concreto, como en la transmision del virus del
Mosaico del Tomate (ToMV) por la semilla de tomate, que se previene manteniendo las
semillas durante 24 horas en estufa a 80°C. Este tratamiento inactiva el virus provocando un
retraso en la germinacién de solo 1 a 3 dias y, si las semillas son de buena calidad, la

reduccion en el poder germinativo no sobrepasa el 10%.

Muy recientemente, el calor seco fue probado sobre las semillas de alfalfa para
controlar Salmonella y E.coli O157:H7, por el departamento de las ciencias animales y
alimentarias de la Universidad de Delaware, EEUU por Neetoo y Chen (2010). Se habian
usado semillas inoculadas y otras no inoculadas. Las semillas se sometieron a temperaturas de
55, 60 y 65 °C durante un maximo de 10 dias, y a 70 °C durante 24 h como maximo. Después
del tratamiento, las semillas tratadas a temperaturas de 50 y 65°C, se dejaron equilibrar su

temperatura a la temperatura ambiente (22-23°C) durante l1h antes de realizar el anélisis
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microbioldgico (semillas inoculadas) y del ensayo de viabilidad de semillas ( semillas no
inoculadas). Las semillas que se habian sometido a temperatura de 65 y 70°C, se habian
dejado refrigerar toda la noche a 4°C antes del anélisis microbioldgico (semillas inoculadas) y
del test de viabilidad de las semillas (semillas no inoculadas). Los resultados de este estudio
indican que el tratamiento con calor seco a temperaturas moderadas (55 y 60°C) representa
una intervencion efectiva en la descontaminacion de las semillas de alfalfa de Sa/monella. Sin
embargo, la exposicion de las semillas a temperatura un poco mayores de 65°C, fue capaz de
eliminar simultdneamente Salmonella y E. coli O157:H7 pero afectando un poco la

germinacion de las semillas.

En la inmersion de la semilla en agua caliente también ha sido recomendada para
erradicar diversas enfermedades transmitidas por las semillas de hortalizas, segiin resume

Ortega (1991) en el cuadro 2.3.4.2.

Cuadro 2.3.4.2. Tratamientos de semillas de hortalizas con agua caliente (Ortega, 1991).

En este método, sin embargo, presenta algunos inconvenientes de tipo practico. Como
todas las semillas deben alcanzar la misma temperatura durante el mismo periodo de tiempo,
no se pueden tratar lotes grandes (méaximo 2,5 kg) y no suele ser efectivo sobre las semillas de

tamafio grande (guisante, judia, cucurbitaceas, etc.).

Figura 2.3.4.2 a. Baiio Maria con control de temperatura para el tratamiento de semillas
con agua caliente segun Ortega (1991).
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En 1948 Lier y Jorstad encontraron que el tratamiento con agua caliente sufre una

serie de problemas:

1. Primero al estar sumergidas las semillas durante un cierto tiempo en agua calientes
seguido por un enfriamiento en agua fria, es necesario un extenso post-tratamiento de
secado de las semillas, un proceso caro debido a la energia que se consume y
especialmente las instalaciones de secado requeridas.

2. El manejo de las semillas durante el proceso es a menudo poco practico ya que las
semillas humedas se unen y se vuelven mas sensibles a la tension mecénica.

3. Para el control de alta precision de la temperatura del medio de calentamiento, el
medio debe ser transportado a alta velocidad teniendo en cuenta el material expuesto.
Actualmente el tratamiento con agua caliente casi siempre produce una disminucion

en la germinacion.

Sin embargo, los problemas del agua caliente se podrian resolver usando aire caliente
y himedo como medio de calentamiento. Aplicaciones comerciales utilizando el aire caliente
y hiimedo fueron desarrolladas para tratar la infeccion de Alternaria en las semillas de lobelia

(Hall y Taylor, 1983).

De todas formas, a partir de los 1990, se han desarrollado técnicas para uso comercial
a gran escala para uso en granos de cereales, con la colaboracion de la Universidad Sueca de
las Ciencias de la Agricultura (Swedish University of Agriculture Sciences 6 SLU) y Acanova
AB, la compafiia que desarrolldo la tecnologia de la termoterapia de las semillas “The
ThermoSeed™ technology (Bergman, 1993; Bergman y Forsberg, 2000; Forsberg, 2003;
Lagerholm, 2003).

En 1998 la Acanova AB desarrolld un dispositivo para una alta precision en los
tratamientos térmicos, con lo cual, el proceso del tratamiento esta regulado por sensores y
tecnologia de control computadora por ordenador, combinado con la documentacion de todos
los parametros del tratamiento en tiempo real. Esta idea iba a ser evaluada con varias pruebas
extensivas dentro de un proyecto financiado por la UE “Demostracion de un método de
tratamiento de semillas de alta precision bioldgicamente sostenible y respetuoso con el medio
ambiente”, llamado DEST (Bergman y Forsberg, 2000; Hartl y Girch, 2000; DEST, 2001).
Basicamente el tratamiento térmico consiste de dos fases: la fase de calentamiento, en la cual

las semillas se calientan durante un cierto tiempo con aire caliente con humedad relativa
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calculada para una buen desinfeccion, seguido de un enfriamiento que interrumpe el proceso
antes de que las semillas se lesionen. El control se llevo a cabo mediante el PID (sistema de
control proporcional, integrado y derivado (Glad y Ljung, 1989). Los dispositivos fueron

construidos para:

1. Permitir el control de los parametros importantes (temperatura, humedad del aire,
tiempo de tratamiento, flujo de aire, el tratamiento y la duracion de la
refrigeracion).

2. Encontrar tiempo de tratamiento corto.

Igualar la exposicion al calor de todas las semillas.

4. Calentar con grandes volumenes de aire por kg y por unidad de tiempo.

(98]

En el tratamiento se habian usado tres tipos de tratamientos diferentes usando:
tratamiento por lotes en capa fina, lecho fluido y tratamientos continuos de lecho fluido sobre

semillas de cereales. Algunas de las conclusiones sacadas fueron las siguientes:

* Para lotes de semillas sometidos a tratamiento con aire caliente y humedo, una
duracion del tratamiento se puede encontrar para dar una desinfeccion Optima de
patogenos manteniendo la germinacion.

e Un rdpido calentamiento con aire humedo durante un tiempo corto seguido por un
enfriamiento permite un calentamiento selectivo para las partes externas de la semilla,
donde se encuentran la mayoria de los importantes patogenos de las semillas.

e En cuanto a las semillas de cereales, el tratamiento controla con ¢éxito las
enfermedades transmitidas por las semillas cuando estdn situadas cerca de la superficie
de la semilla.

* Al tomar estos aspectos del proceso de calentamiento en cuenta, el error en la
prediccion de la germinacion que se puede calcular utilizando la ecuacion de Ellis y
Roberts (Ellis y Roberts, 1980a, b) de viabilidad para semillas tratadas con un rapido
calentamiento usando aire caliente y himedo se puede reducir considerablemente.

* Al tomar estos aspectos del proceso de calentamiento en cuenta, la ecuacion de Ellis y
Robert de viabilidad también se puede usar para la prediccion de la viabilidad post-
tratamiento de patogenos de semillas tratadas con un calentamiento rapido con aire
caliente y hiimedo con un error bajo.

* La tolerancia a las altas temperaturas varia entre las especies y lotes de las semillas
dependiendo de los factores genéticos, del historial de la producciéon y del

almacenamiento de las semillas.
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* La tolerancia a las altas temperaturas varia dentro de los lotes de semillas, y los pre-

tests de muestras representativas de un lote de semillas pueden ser utilizadas para el

analisis de la variacidn en la tolerancia al calor dentro del mismo lote de semillas.

* La temperatura Optima para un tratamiento térmico de un lote de semillas se puede

lograr mediante los procedimientos de los pre-tests.

* Para un efecto optimo para su almacenamiento a temperatura ambiente, la duracion del

almacenamiento debe ser preferiblemente limitada en un afio antes y otro afio después

del tratamiento.

e El tratamiento con aire caliente y humedo es capaz de control enfermedades

transmitidas por semillas en otros cultivos que los cereales.

Cuadro 2.3.4.2b. Tratamientos fisicos de semillas de diferentes cultivos de hortalizas.

(Langlois, 2008).
TRATAMIENTO | CULTIVO ENFERMEDADES AUTORES
Agua caliente, Zanahoria Bacteriosis (Xanthomonas spp.) Robertes et al.,

aire caliente,
electrones

2006

Agua caliente, Zanahoria, col, Alternariosis (Alternaria spp), Phoma, | Jahn et al.,
aire caliente, apio, perejil, bacteriosis ( Pseudomonas syringae 2006
electrones lechuga spp), verticiliosis (Verticillium ssp),

septoriosis (Septoria spp).
Agua caliente (40- | Zanahoria, col, Alternariosis (Alternaria spp), Phoma, | Nega et al.,
55 °C; 10- 30 apio, perejil, bacteriosis (Ps. syringae spp), mildiu | 2003
min) lechuga (Peronospora valerianella),

septoriosis (Septoria spp).
La luz (rojo-rojo | Hortalizas, Aumenta y acelera la germinacion. (*) Vasilenko
lejano) cultivos et Carrier, 2004

ornamentales.

Agua caliente, Perejil Septoriosis (Septoria petroselini) Amein et al.,
aire caliente, 2006
electrones (+
aceite de tomillo y
el efecto sobre la
germinacion)
Agua caliente, Perejil, Alternariosis (Alternaria radicina), Blum et al.,
electrones, vapor | comino, cilantro, | Bacteriosis (Pseudomonas syringae 2006

con vacio

hinojo

spp), Cercospora (Mycocentrospora,
Mycosphaerella spp), Verticiliosis
(Verticillium ssp.)

61




REVISION BIBLIOGRAFICA [JEOUAL Fatima zahra/ | [2011]

Un ejemplo de la necesidad de la adaptacion del tratamiento a las caracteristicas de
cada especie de semillas, podria ser la desinfeccion de las semillas de albahaca. Una prueba
hecha por Heller y Zoller (2010) (en la Station de Recherche Agroscope Changins-
Wiédenswil, en Suiza). Por la particularidad de la semilla de absorber rapidamente el agua en
grandes cantidades en una capa mucilaginosa. Las semillas se hinchan y se pegan unas con las
otras, lo que impide la desecacion después del tratamiento con agua caliente. Con el fin de
evitar este problema, las semillas se habian puesto en una sola fila sobre una malla de nylon,
que permite al agua condensada filtrarse. Las semillas se secan en la malla y asi se pueden
separar. Los resultados muestran que el aumento del tiempo de exposicion de las semillas al
vapor aireado “aire caliente y humedo” (30s; 65°C, 60s; 65°C, 90s; 65°C), permite reducir
fuertemente la contaminacion en las semillas hasta llegar a eliminarla totalmente sin alterar su
poder germinativo ni su capacidad de crecer siempre y cuando se respetan los parametros del

tratamiento.

Uno de los esfuerzos en busca de alternativas a los tratamientos térmicos de semillas
para el control de hongos, es el uso de radiacion microonda. El uso de este tipo de tratamiento
fue usado para calentar varios productos (e.g. Seaman y Wallen 1967, Diprose ef al. 1984,
Grochowicz et al. 1999, Warchalewski et al. 2007). Los tratamientos de microondas han sido
efectivos contra los microorganismos trasmitidos por semillas (Hankin y Sand 1976, Lozano
et al. 1986, James et al. 1988, Cavalcante y Muchovej 1993, Bhaskara Reddy et al. 1998,
Gralik et al. 1999, Reddy et al. 2000). En otros ensayos con microondas dieron resultados
totalmente diferentes, tales como los hechos por Lozano et al. (1986), James et al. (1988) y
Bhaskara Reddy et al. (1998) que afirmaron que el tratamiento con microondas disminuya y

radica la presencia de Fusarium spp. en otras especies vegetales.

Uno de los ultimos trabajos con las radiaciones microondas fue elaborado por
Tylkowska et al. (2010), en cual se ha estudiado el efecto de las radiaciones microonda sobre
la sanidad, la germinacién y el vigor de las semillas de judia (P. vulgaris. L.). Las semillas
fueron expuestas a dichas radiaciones microondas durante 15, 30, 45, 60, 90 y 120 s. Para
controlar la temperatura dentro del microondas se coloc6 un vaso de 500 ml con 200 ml de
agua destilada, pero ademas de facilitar la medida de las temperaturas, el agua servia como
disipador de energia con el fin de evitar dafos en las semillas (Reddy et al., 2000). Para la
comparacion final, se hizo uso de semillas control o bien sin tratar o bien tratadas con 2 g/kg
del fungicida T 65 DS (carbendazim+ tiram). Se han hecho 5 repeticiones para cada tiempo de

exposicion). La conclusion que fue sacada del ensayo era que el método, en estas
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determinadas condiciones, es recomendable para tratar Penicillium spp. Sin embargo los
resultados no fueron positivos en cuanto a 4. alternata y Fusarium spp., que al contrario su
ocurrencia aumento después del tratamiento, algo que podria ser relacionado con la
morfologia de las especies (esporas unicelulares o multicelulares, esporas oscuras con paredes
gruesas asi como micelios oscuros...), a las diferencias en las aplicaciones técnicas del
microondas, a la localizacion de indculo (en la superficie o dentro de los tejidos de la

semillas) y al porcentaje de contaminacion.

Otras ventajas adicionales al uso del tratamiento microondas han sido el incremento en

la germinacion y el vigor, reduccion de porcentaje de semillas duras.

Relacionado con el tratamiento fisicos menos habituales, el tratamiento con haz de
electrones se han desarrollado (Burth ez al. 1991) y se han comercializado en Alemania para
el tratamiento de las semillas de cereales organicas (Forsberg, 2003). Las irradiaciones
radioactivas también en algunos casos se ha informado que han sido un éxito (Cuero ef al.,
1986; Bagegni et al .1990), pero no ha sido ampliamente utilizado debido a que la exposicion
para el control de los patégenos a menudo también mata a las semillas. Incluso el tratamiento
con laser se ha mostrado eficaz (Bel’skii y Mazulenko, 1984), aunque es un poco practico
debido a que los rayos laser son muy estrechos y se necesita exponer toda la superficie de la

semilla para tener buenos resultados.

En la India, se habian puesto a prueba los haces de electrones y las radiaciones
Gamma para la contaminacién de las semillas de loto (Rajeev Bhat et al., 2010). Las semillas
se habian puesto en bolsas de polietileno y posteriormente se habian expuesto a las
radiaciones Gamma (2.5, 5.0, 7.5, 10, 15 y 30 KGy) a temperatura ambiente 25+1°C (Sala
Gamma GC- 500, tasa de dosis 6.5 KGy /h, disponible en ISOMED, Centro de Investigacién
Atémica de Bhabha, Trombay, Mumbay, India). Otro conjunto de muestras de semillas
empaquetadas en bolsas de polietileno, se habian expuesto a las irradiaciones de haces de
electrones (2.5, 5.0, 7.5, 10, 15 y 30 KGy) a temperatura ambiente 25+1°C (Centro
Microtron, Universidad de Mangalore, disefiado por el Centro de las Tecnologias Avanzadas,

India).
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»  Tratamientos quimicos

Los productos quimicos deben de ser en primer lugar seguros para los operarios y
para las semillas, deben controlar los patogenos de importancia epidemiologica, es decir que
deben de controlar los patégenos que reducen la viabilidad de la semilla y también aquellas
enfermedades causadas por patdogenos que habitan el suelo. No deberian afectar a las bacterias
fijadoras de nitrogeno, Bradyrhizobium, bacterias solubilizadoras como Azospirillum, ni a
algunas de la microflora antagonica o benéfica como Bacillus, Streptomyces, Trichoderma,
etc (Luque y Scandiani, 2009), una cosa que es dificil de cumplir en el caso de uso de

productos quimicos.

Existen productos quimicos para el tratamiento en forma liquida y en polvo. Seglin

coémo se use se distingue entre (FAO, 1985):

* Tratamiento seco: el polvo utilizado para este tratamiento tiene que aplicarse a
la semilla en la dosis exactamente requerida. El tratamiento serd eficiente
cuando se cubra en forma total a la semilla con el polvo.

e Tratamiento liquido: la aplicacion, solamente puede hacerse mediante equipo
especial. Posteriormente la semilla debe ser secada.

* Tratamiento con pasta acuosa: antes de la aplicacion, el producto quimico en
polvo se mezcla en una determinada cantidad de agua, posteriormente esta

suspension es aplicada a la semilla, la cual queda adherida como revestimiento.

En el afio 1999, Prohens y colaboradores, evaluaron los efectos del hipoclorito sédico
(NaOCl) sobre la germinacion de tres especies de semillas de pepino dulce Solanum.
muricatum (96-5, B-2 y OVS), S. tabanoense (EC- 26) y S. caripense (EC- 40). Antes del
tratamiento, el porcentaje de la germinacion en S. muricatum fue de 41,4-66,3% , 13,4-30,2%
y 7,1-11,6 % respectivamente. Las curvas de germinacion muestran que en general la
germinacion fue mayor con el NaOCI. La gran diferencia fue entre las especies siendo los
valores finales de germinacion los siguientes: 70,2-79,2 % para S. caripense y de 86,3 — 86,6

% para S. tabanoense.

Gonzalez estudid en el afio 2003 los efectos de los tratamientos quimicos (antifingicos

y antibacteriaios) sobre la germinacion y el control de las enfermedades transmitidas por

64




REVISION BIBLIOGRAFICA [JEOUAL Fatima zahra/ | [2011]

hongos en semillas de judia tipo granja asturiana. Los antifungicos ensayados fueron:
desinfectantes de uso corriente (lejia, agua oxigenada), fungicidas inorganicos (permanganato
potasico), y fungicidas frecuentes en el tratamiento de semillas como captan, tiram, etc.
Ademas de la mezcla de quintoceno y etridiazol, y también el acetato de guazatina, aunque
ninguno de los dos esté registrado, a peticion de sanidad vegetal (Consejeria de medio rural y
pesca. Principado de Asturias). Con las semillas seleccionadas visualmente, cinco
tratamientos antifungicos, tiram, benomilo, captan, quintoceno y la mezcla de quintoceno y
estidiazol, redujeron el porcentaje de infeccion hasta eliminar los hongos fitopatogenos de los
que habia constatado su presencia en el testigo, Botrytis cinerea y Fusarium. Pero los
resultados obtenidos no eran estaticamente significativos dado el bajo porcentaje de infeccion
del testigo. Con las semillas de destrio, se pudo apreciar mejor el efecto de los tratamientos
desinfectantes. Se encontraron diferencias significativas entre las semillas tratadas y el testigo
respecto a la presencia de Colletotrichum lindemuthianum en los tratamientos realizados con
tiram, benomilo, captan, PCNB y lejia. El efecto de los distintos tratamientos sobre la
germinacion, solo se podia apreciar diferencias significativas con PCNB+estridiazol sobre
semillas seleccionadas visualmente, que resultdé muy toxico a las dosis ensayadas dando un
porcentaje de germinacion de 38%. En cuanto a los ensayos de desinfeccion con
antibacterianos, los productos ensayados fueron: Kasugamicina, Copac, Estreptomicina. La
reduccion de la presencia de bacterias fue significativa con en el caso de la Kasugamicina con
cobre y de la estreptomicina, siendo la estreptomicina la que dio los mejores resultados,
seguida por la kasugamcina y por ultimo estd el Copa que apenas parecia tener efectividad.
En cuanto a la nascencia, se podia observar que la nascencia media fue mayor en el testigo sin

tratar.

En el afio 2007, en el departamento de Ciencias de plantas y proteccion de cultivos de
la Universidad de Nairobi, se estudiaron los efectos del oxicloruro de cobre como fungicida
(entre otros tratamientos) sobre la emergencia en semillas de las siguientes leguminosas; judia
(P. vulgaris L. variedad GLP 2), frijol mungo (Vigna radiata L. variedad M66) y el lab lab
(Lablab purpureus L.). Los resultados mostraron que la aplicacion del fungicida incremento
de forma significativa la emergencia en las semillas afectadas por Rhizotocnia y Sclerotinia,
los resultados fueron mejores en judia que en las demas leguminosas. Ademas que el
fungicida mostro buenos resultados en la reduccion de la mortalidad de las plantulas
procedentes de las mismas semillas hasta el 51%, pero por otro lado tuvo poco efecto sobre

Fusarium y Macrophomina en judia.
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Otro ensayo con productos quimicos para controlar infecciones fingicas transmitidas
por las semillas fue realizado en Bangladesh en el afio 2008 con semillas de sorgo con dos
muestras de diferentes localidades (Serphur y Mymensingh), el producto ensayado fue el
Vitavax-200, un fungicida sistémico y de contacto presentado en forma acuosa. Los
resultados fueron buenisimos, dado que dio los mejores resultados en el control de las
infecciones transmitidas por semillas en las dos muestras, elimind completamente las
infecciones provocadas por A. tenuis, B. cinerea, C. graminicola en las muestras de
Mymensingh y también un control total de las infecciones por A. tenuis, B. cinerea y C.
lunata en las muestras de Serphur de ademas de un alto control hasta el 98,2% de la infeccion
por B. sorghicola en las muestras de serphur y un control de mas de 90% en las infecciones
por F. moniliforme en ambas muestras. También el Vitavax-200 dio excelentes resultados en
el control de patdgenos transmitidos por semillas en cereales, especialmente en el trigo en
todo el mundo (Nene y Saxena, 1971; Sharma y Joshi, 1972; Guldhe et al., 1985; Moronova,
1991; Dey et al., 1992; Hyder-Ali y Fakir, 1993). En cuanto al porcentaje de la germinacion,
el del Vitavas-200 fue aproximadamente del 34,1% aproximadamente en ambas muestras. Las
semillas que tienen buena calidad, muestran menor respuesta (PG>90%), muestran menor

respuesta al tratamiento con fungicidas.

En general los Bencimidazoles tienen alto porcentaje de control de Phomopsis,
Fusarium , C.kikuchii y Colletotricum. Este grupo quimico presenta un alto riesgo de generar
resistencia ya que con su uso reiterado, transcurrido un tiempo se pueden desarrollar cepas
resistentes, por ello se recomienda su utilizacion en combinacidon con otros principios activos
como tiram, captan y mancozeb. En Argentina, la mezcla més usada al nivel comercial en
semillas de soja es el carbendazim+tiram. También con ampliar el espectro de accion, se
encuentra en el comercio otras alternativas como el metiltiofanato+tiram, y la
“modernizaciéon” a través de la mezcla con moléculas de ultima generacion como el

pyraclostrobin (estrobilurina)+ metiltiofanato.

Como se puede observar, existen diferencias entre los tratamientos de semilla en el
control de patogenos. Los tratamientos quimicos son directamente afectados por el tipo de
tratamiento, el producto usado y su dosificacion. Su mecanismo estd determinado por la forma
fisica del agente y el proceso de la mezcla en el tratamiento. La efectividad del tratamiento
también estd relacionada con la buena adhesion del producto en la semilla y método de
aplicacion. Para tener la maxima efectividad, el método usado debe permitir la aplicacion

uniforme del producto sobre la superficie de la semilla y que este forme una cubierta bien

66




REVISION BIBLIOGRAFICA [JEOUAL Fatima zahra/ | [2011]

adherida a la misma para evitar que el material de desprenda antes de la siembra y la semilla
quede menos protegida, disminuyendo la eficacia del mismo. Por ultimo, el tratamiento debe
efectuarse conociendo, previamente los patdégenos involucrados y su localizacién en la
semilla, sin olvidar tener en cuenta los dafios que el producto puede producir en la semilla.

(Arriagada, 2000).

Un punto muy importante que hay que tener también en cuenta a la hora de manejar
los productos quimicos en el tratamiento de semillas, es la compatibilidad de los fungicos con
bacterias fijadoras de nitrégeno Bradyrhizobium y con los antagonistas naturales, cuyo
beneficio es conocido (BASF, 2006), ya que los productos fungicidas colocados sobre la
semilla, pueden producir diversos efectos sobre los microorganismos favorables al cultivo

como, por ejemplo, causar la muerte o disminuir la viabilidad.

En primer lugar, en algunos casos no son los principios activos los que producen la
muerte de las bacterias sino los demés componentes que contienen los productos. En segundo
lugar, en el suelo hay una diversidad de microorganismos como los hongos (7richoderma
spp., Tolypocladium spp, Clonostachys spp., Talaromyces spp.) y las micorrizas vesiculo-
arbuscular (Glomus), bacterias (Bacillus) y actinomycetos (Streptomyces spp.) que presentan
un control actual y potencial de los fitopatogenos que habitan el suelo. Si ellos son destruidos
por los fungicidas curasemillas, los patégenos habitantes del suelo, sin competencia alguna,
encontraran mayores posibilidades de colonizar la rizosfera e infectar al hospedante

cumpliendo con sus objetivos fisioldgicos (Luna et al., 2006).

En estudios de compatibilidad entre carboxin+tiram, carbenzim+tiram y fludioxonil+
metalaxil-M, con Streptomyces spp. se halld6 que la cepa C202 de Streptomyces fue
compatible con fludioxonil+ metalaxil-M y carboxin+tiram, y que el carbenzim+tiram fue
altamente toxico sobre este actinomyceto (Fulgueira et al., 2005). Distintos cepas de
Streptomyces han demostrado su control sobre diversos patdgenos como Sclerotinia
sclerotirum, M. phaseolina, R. solani, hongos de semillas, Fusarium virguliforme uno de los

agentes etioldgicos del sindrome de la muerte repentina en soja (Scandiani et al., 2005).
*  Tratamientos bioldgicos

La base del control bioldgico, es la accion sobre los factores que intervienen en la
interrelacion hospedador-patogeno-ambiente. De esta manera se trata reducir la enfermedad

afectando los siguientes puntos (Baker y Cook, 1974; Cook y Baker 1983):
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* Viabilidad de los propagulos y eliminacion de las estructuras de supervivencia.
* Infeccion del hospedador por el patdgeno.

* (Gravedad del ataque por el patdégeno.

En general, los tratamientos bioldgicos se requieren pequefias cantidades de agentes

de control bioldgico, lo que los hace mas rentables que otros métodos.

En la interaccion hospedador-patégeno-ambiente, tridngulo de la enfermedad, dentro
del control biologico se puede afiadir un cuarto factor: los organismos antagonistas. Por lo que
el control bioldgico emplea estrategias y métodos para controlar la enfermedad a través de
organismos vivos distintos del hombre (Melgarejo y De Cal, 2006). Un antagonista puede
definirse como agentes bioldgicos con potencial para interferir en cualquiera de los procesos
vitales de los patogenos vegetales (Campbell, 1989). Estos pueden ser hongos, bacterias,
nematodos, protozoos, virus, viroides y plantas. El antagonismo, por otro lado, puede
definirse como toda accion directa o indirecta ejercida por microorganismos que da como

resultado la reduccion de la expresion de la enfermedad (Melgarejo y De Cal, 2006).

Estos microorganismos emplean un cierto nimero de modos de accion que conducen a
la proteccion de las semillas y las plantas. Estos modos de accion pueden ser clasificados de
modo muy general en las categorias antagonismo, antibiosis, competicion y microparasitismo

(Mukhopadhyay, 1994).

El principal objetivo del tratamiento de semillas con agentes bioldgicos es proteger
las semillas sanas contra los agentes patdgenos existentes en el suelo. La aplicacion practica
de los controles bioldgicos en lotes de semillas ya infectadas con patégenos es mucho mas
dificil, especialmente en los casos en que el patdégeno esta localizado internamente en las

semillas.

El control biologico de patdgenos transmitidos por semillas se realiza a través de tres
mecanismos, la induccién de resistencia, la competencia o eliminacion del patogenos y la

produccion de antibidticos (Arriagada, 2000).

La busqueda de alternativas a los productos quimicos y un interés creciente en
métodos “organicos” (en espaiol se suele usar el término “ecoldgico” si bien parece mas
correcto organico) de produccion han estimulado en los ultimos afos el creciente desarrollo

cientifico de agentes biologicos de control (ABC 6 ACB), es decir de lucha antiparasitaria. En
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este periodo se han logrado progresos gracias a un mayor conocimiento de los mecanismos de

lucha de estos agentes, especialmente en el suelo (McGee, 1996).

Varios estudios demostraron que los tratamientos bioldgicos de semillas han sido
efectivos contra el marchitamiento fingico en varias legumbres, como es la soja (Osburn et
al., 1995), garbanzo (Trapero-Casas et al., 1990), guisante (Harman et al., 1989) y la
habichuela (Harman et al., 1989).

De los ACB patentados hasta principios de 1999, 84% eran bacterias y 16% hongos.
Las bacterias incluian especies de Streptomyces, Pseudomonas, Bacillus y Enterobacter. La
mayoria de estos productos pertenecian a las especies Pseudomonas y Bacillus. Los productos
a base de hongos consistian en varias especies de Phomopsis, Ectomycorrhizae, Trichoderma,

Cladosporium y Gliocladium (Duvert, 1999).

Podemos concluir que el impacto sobre el control de patdogenos en semillas y sobre el
crecimiento de las plantas depende de la naturaleza del patdgeno y del agente de control

utilizado.

e Tratamientos combinados

En el caso que se opte por una combinacion de tratamientos (fisicos, quimicos y
bioldgicos) por una razén o por otra, siempre hay que tener muy presente todas las posibles

interacciones que puedan haber entre los tratamientos combinados.

En un estudio para evaluar los efectos de la combinacion entre la alta presion, la
temperatura y productos antimicrobiaos sobre la germinacion y sobre la calidad microbiana de
las plantulas, se llego a la conclusién de que la presurizacion a 250 MPa sobre semillas de
frijol mango tratadas con 18.000 ppm de hipoclorito o con 1500 ppm de carvacol, dio lugar a

una inactivacion significativa de todas las poblaciones microbianas naturales en las plantulas.

Aunque la combinacién de los agentes desinfectantes (hipoclorito + carvacol ) con la
alta presion que tuvo como resultado a la mayor inactivacion microbiana, produjo una
disminucién en la germinacion , mientras para los tratamientos del hipoclorito + alta presion y
carvacol+alta presion tuvieron porcentajes de germinacion mas altos, 80% y 60%

respectivamente (Pefias et al. 2010).
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Material vegetal

- Ensayo 1. Para el andlisis de la microbiota fungica de las semillas de judia
(Phaseolus vulgaris L.), se utilizaron 9 muestras (que denominaremos entradas) procedentes
de la coleccion base del CRF-INIA (Centro de Recursos Fitogenéticos de Alcald de Henares),
almacenadas a -18°C durante 10 afios en botes herméticamente cerrados y elegidas entre las
que tenian una germinacion baja, de diferentes localidades de Espafia (cuadro 3.1). De estas
mismas muestras, una parte fue utilizada para su andlisis bacteriologico realizado

paralelamente en el SERIDA de Asturias.

Cuadro 3.1. Entradas de judia del banco de germoplasma (BG) del CRF-INIA,
procedencia y otras caracteristicas.

Cédigo Codigo . Peso Germinacion Germin’acic')n
de entrada del de Provincia Com}l nidad IQO antes; de 10 despu?s de
CRF UAL Auténoma | semillas anos 10 afios
(8) (%) (%)
BG025740(b) | PV10 Asturias Asturias 22,34 92 22,5
BG025745 PVI1l1 Asturias Asturias 50,64 86 75,5
BG025747: PV12 Asturias Asturias 86 39 (a)
lote a, lote b 71,22 86 (b)
BG026154 PV13 Orense Galicia 57,18 88 95
BG026196 PV14 | Pontevedra Galicia 61,32 94 95
BG026201 PV 8 | Pontevedra Galicia 48,46 96 84,5
BG026232 PV15 - Galicia 55,18 94 80
BG039975 PV16 Granada Andalucia | 29,84 - 80,5
BG039977 PV17 Granada Andalucia | 40,76 - 28

-Ensayo 2. Para ensayar tratamientos de termoterapia que se puedan elegir para su
posterior uso en las muestras de las semillas de judia del banco de germoplasma sin producir
dafos en la semilla y en su germinacion, se utilizaron tres variedades comerciales de distintos
tipos que recojan la diversidad de la especie y de las que se podian disponer en cantidades

grandes:

= Alubia rifion, Vegas Bafiezanas, La Bafieza que denominaremos JG, color blanco y

peso de 100 semillas (P100) =47,70 gramos.
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» Alubia arrocina Rincon de Gredos, Gredos Alimentaria SL, El Barco de Avila que

denominaremos JP, color blanco y P100 =21,62 gramos.

= Frijol negro, El Barco de Avila que denominaremos JN, color negro y P100=19,1

gramos.

-Ensayo 3. Finalmente se utilizaron tres entradas de semillas de la coleccion del CRF-
INIA: BG026196 (PV14), BG026201 (PV8), BG39975 (PV16), para aplicarles dos
tratamientos de termoterapia escogidos a partir de los resultados de los ensayos anteriores

(con las muestras de las semillas comerciales).

3.2. Preparacion de medios de cultivo microbioldgicos

Para los andlisis de deteccion de microbiota fungica se utilizaron diversos medios que
se describen a continuacion:

-Agar de patata glucosado (PDA) (Tello ef al., 1991): Este medio de cultivo es

especialmente indicado para el analisis microbiologico puesto que es bastante rico, lo cual

permite la expresion de la microbiota fingica.

» Compuesto de:
= 200 g de patatas.
= 20 gde glucosa.
= 17 gde agar.
= 1000 mL de agua destilada.

» Preparacion: se pelan las patatas, se trocean y se ponen a cocer en 600 6 700
mL de agua destilada y se mantienen en ebullicion durante unos 10 minutos,
después se filtra el caldo a través de una muselina. Al filtrado se le afiaden el
agar y la glucosa y se enrasa hasta llegar a los 1000 mL con agua destilada en
una botella de vidrio de un litro. Se esteriliza en autoclave durante unos 25
minutos a 120°C. Se distribuye posteriormente en placas de Petri de 9 cm de
diametro de razon de 17 mL.

-Agar-Agua (AA) (Tello et al.,1991): Es un medio de gran utilidad debido a que es
muy pobre en nutrientes para los hongos que permite un crecimiento espaciado de las hifas
dentro de la placa de petri y ayuda a que la observacion de las estructuras sea mas clara. Se

utilizo mayormente para repicar colonias y posteriormente proceder a su identificacion, ya

que resultaba dificil sobre las semillas.
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» Composicion:
= 20 gde agar.
= 1000 mL de agua destilada.

» Preparacion: se anade el agar a los 1000 mL de agua, se esteriliza a 120°C
durante unos 25 minutos en autoclave y se distribuye en placa de Petri.

-Cloruro potasico con hojas de clavel (Tello et al., 1991): se utiliza para identificar
especies de Fusarium y otras.

» Composicion:
= 5 g de cloruro potasico.
= 15 gde agar.
= 1000 mL de agua destilada.

» Preparacion: se afiade el agar y el cloruro potasico a los 1000 mL de agua, se
esteriliza a 120°C durante unos 25 minutos en autoclave. Se reparte luego en
placas de petri a razon de 15 mL con unos dos o tres trozos de clavel
esterilizados por placa.

3.3. Ensayo 1. Analisis de la microbiota fungica de las entradas de semillas de

judia de la coleccion del banco de germoplasma del CRF

Para el analisis de las nueve entradas de judia (cuadro 3.1), con el fin de estudiar la

micobiota de las semillas, se utilizaron dos métodos:

» M¢étodo entre papel de filtro (International Seed Testing Association & ISTA): Se
dispusieron las semillas en forma de cinco filas por seis o diez columnas espaciadas
para cada entrada sobre dos papeles de filtro humedecidos con agua destilada. Una vez
colocadas las semillas se cubrieron con papel de filtro también humedecido, se
enrollaron cuidadosamente y se guardaron en bolsas de plastico. El total de las
semillas analizadas fue de 60 semillas (dos repeticiones de 30) para cada entrada (Foto
3.3 ayb)yen el caso de la entrada BG026201 se utilizaron 200 (4 repeticiones de 50)

realizado en 2008.

> Meétodo placa de petri con papel de filtro o blotter test (Mathur y
Kongsdal 2003): En cada placa de Petri de 9 cm de didmetro con dos a tres papeles de
filtro Whatman n°1 humedecidos con agua destilada, se colocaron 5 semillas

espaciadas por cada entrada en 4 placas, asi suman un total de 20 semillas por entrada
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(Foto 3.3.1.c). Cada placa se marcéd con el codigo correspondiente, se numer6 cada

repeticion y cada una de las semillas para facilitar la lectura de la micobiota.

Las semillas en ambos métodos fueron sumergidas previamente en una
solucion de hipoclorito sddico (NaOCl) al 1% durante 10 min y aclaradas con agua
destilada (Método 7-006 ISTA 2008 descrito para judia) con el fin de reducir

saprofitos externos.

La colocacion de las semillas se hizo con pinzas desinfectadas mediante

flameado. Las placas se cerraron con tiras de parafilm para evitar su desecacion.

Foto 3.3. Método de analisis de la
micobiota:

ay b) entre papel de filtro

¢) en placa de Petri con papel de
filtro.

Las muestras se incubaron a temperatura ambiente (20-22°C). La observacion del
crecimiento de los hongos se realizé a partir del segundo dia de forma individualizada para
cada semilla durante 14 dias como minimo. La identificacioén de las especies fungicas se hizo
mediante la observacion de las colonias fungicas a la lupa, al microscopio Optico, con
preparaciones en portaobjetos y mediante la utilizacion de libros de identificacion de hongos

(Barnett y Hunter, 1972; Malone y Muskett, 1964; Samson et al. 1995). En algunos casos fue
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necesario aislar y cultivar los hongos en medios microbioldgicos para su identificacion (agar

de patata glucosado, agar agua y cloruro potasico con hojas de clavel).

3.4. Ensavo 2. Analisis de la microbiota fungica de semillas de judia comerciales

después de tratamientos fisicos

Se utilizaron las tres variedades de semillas comerciales JG, JP, JN (apartado 3.1), con
el fin de ensayar varios tratamientos de termoterapia. De este modo se evaluaria la eficacia de
cada uno de ellos en la eliminacion de la microbiota de semillas y su efecto sobre la viabilidad
y la germinacién de las semillas con el fin de seleccionar posteriormente los mas adecuados y
que pudieran ser utilizados en tratar semillas de judia en las colecciones de bancos de

germoplasma.

Los tratamientos fisicos aplicados a las semillas fueron: Calor seco (CS), calor
himedo (CH) y saturacion (S), y una gama de temperatura entre 40°C y 70°C con duraciones
desde 8h a 7 dias segun se indica en el cuadro 3.4 y se llevaron a cabo en el CRF (cuadro 3.4).
En este Centro también se realizaron tratamientos de calor a 60°C durante 3 dias y calor seco

a 70°C durante 8h para comprobar la germinacién pero no se analiz6 su microbiota.

Cuadro 3.4. Tratamientos de termoterapia aplicados a semillas de tres variedades
comerciales de judia (apartado 3.1).

Tratamiento CS CH S
CS- CS- CS- CS- CH- CH- CH- S- S- S- S-
50°C- | 50°C- | 60°C- | 70°C- | 50°C- | 50°C- | 60°C- | 40°C | 40°C | 45°C | 45°C
4D 7D 4D 1D 2D 4D 2D -24h | -48h | -8h -24h
Codigo de IG IG G IG IG IG IG IG IG IG IG
variedad TP TP IP IP IP IP IP | [P |JP
IN IN IN IN IN IN IN

CS= Calor seco; CH= Calor hiimedo; S=Saturacion; D= Dias; h= horas.

El tratamiento de calor seco consistio en introducir las muestras en sobres de aluminio
herméticos y se llevaron a bafio Maria con la temperatura deseada. El tratamiento de calor
himedo consistié en colocar las muestras sobre bandejas de papel y se introdujeron en una
camara Binder a una humedad del 70%. Finalmente el tratamiento saturacidon consistio en

colocar las muestras sobre rejillas y se introdujeron en bandejas de plastico; por debajo de la
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rejilla se colocd un volumen de agua que en ningin momento entrd en contacto directo con
las muestras. Después se taparon con un cristal para conseguir un ambiente saturado de

humedad y se introdujeron en una cdmara Binder, programada a 40% de humedad.

Para el analisis de la microbiota, las semillas tratadas se colocaron en placas de Petri
de 9 cm con medio PDA (Mathur y Kongsdal, 2003), a razoén de 5 semillas espaciadas por
placa para cada variedad y tratamiento repeticiones en 4 placas, incluyendo las semillas
utilizadas como control sin tratar, con repeticiones en el tiempo hasta llegar a 100 semillas por

tratamiento, siguiendo el procedimiento de colocacion explicado en el apartado 3.3.

Posteriormente las semillas se incubaron a temperatura del laboratorio (20-24°C) y las
lecturas se hicieron cada dos dias. La identificacion de los hongos se realiz6 como se ha

explicado en el apartado anterior.

3.5. Ensayo 3. Analisis de la microbiota fungica de tres entradas de semillas de

judia de CRF después de los tratamientos fisicos escogidos

Tras analizar la microbiota de la coleccion del banco de germoplasma y conocer su
carga fungica y bacteriologica, se escogieron tres entradas de las cuales se disponia de una
cantidad suficiente de semillas (BG026196, BG026201, BG39975) para poder realizar

ensayos de termoterapia.

Dos tratamientos de termoterapia fueron seleccionados: Calor seco a 60°C durante 3
dias (CS 60-3D), calor seco a 70°C durante 8h (CS 70-8h), en base a los resultados previos,
con el fin de evaluar su eficacia en la eliminacion de microorganismos en las semillas y su

efecto sobre la viabilidad y germinacion de las mismas.

Los andlisis se realizaron con dos métodos en placas de Petri de 9 cm de didmetro

(Mathur y Kongsdal, 2003):
» Con papel de filtro en cada placa (Whatman n°l)
humedecidos con agua destilada.
» Con medio de cultivo general PDA (foto 3.5)

Foto 3.5. Método de analisis de la micobiota de semillas de
judia sobre medio agarizado (PDA).

76




MATERIAL Y METODOS [JEOUAL Fatima zahra] | [2011]

La utilizacion de placas permitiria un seguimiento continuo a diario del desarrollo de
las colonias fungicas procedentes de las semillas.

En ambos métodos de cada entrada y tratamiento se sembraron 5 semillas espaciadas
repetidas en 4 placas. Se analiz6 un total de 80 semillas por entrada tratada mas los controles
sin tratar. La disposicion de semillas, incubacion, lecturas e identificacion de hongos se

realizaron del modo anteriormente descrito (apartado 3.3).

El estudio estadistico de los resultados se ha hecho mediante el analisis de la varianza.
Las comparaciones entre las medias se han realizado por el método de la menor diferencia

significativa (LSD), para un nivel de confianza del 95%. Se ha utilizado el programa Statistix
9.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Ensayo 1. Analisis de 1a microbiota fungica de las entradas de semillas de

judia de la coleccion del banco de germoplasma del CRF

En los resultados de los andlisis después de incubaciéon en placas con papel de filtro
(P.placa) y entre papel de filtro enrollado (P.filtro), de forma general, se puede apreciar la
presencia de cinco géneros de hongos mayoritarios: Penicillium (Pen), Fusarium (Fus),
Rhizopus (Rhi), Alternaria (Alt) y Aspergillus(Asp) tal y como se muestra en el cuadro 4.1. En
general, el porcentaje de hongos aislados en cada entrada fue mayor por el método P.placa

que por el método P.filtro. También se detectaron bacterias.

El hecho de que no se detectaran algunas especies flngicas citadas por otros autores
como Gonzalez et al. (2004) (véase Rhizoctonia) puede que se deba a que en el banco de
germoplasma se realizo en su dia una limpieza (visual) de las muestras o entradas previa a su
almacenamiento y conservacion; las judias afectadas por Rhizoctonia suelen presentar

rugosidades.

Palmero e Iglesias (2007) analizaron muestras de semillas de judia en papel de filtro y
en PDA, en dicho anélisis de la microbiota fingico detectaron un total de 10 géneros, cinco de
ellos coinciden con los obtenidos en nuestro andlisis fungico en los dos métodos utilizados.
También segun el analisis de la microbiota fingica de las semillas de judia del CRF-INIA
realizado por Blanco et al. (2010), la mayoria de hongos coinciden con los del presente
estudio aunque los andlisis solo los hicieron entre papel de filtro enrollado. Algunos de los
hongos mencionados por estos autores fueron también detectados en nuestro andlisis pero con

un porcentaje muy bajo (7richoderma, Trichotecium, Chaetomium)

Las entradas con germinacion baja después de 10 afios de conservacion (BG025740
lote b, BG025747 lote a y BG39977), (cuadro 4.1) con porcentajes inferiores al 40% (entre
22,5% y 39,5%), tienen una biota fingica variable 3,3% y 40% en P.filtro y 20% y 70% en
P.placa. En dichas entradas, la presencia de Fusarium que puede tener especies patdgenas
(Melgarejo et al., 2008), junto a Penicillium que se considera hongo de almacenamiento y la
elevada carga bacterioldgica (30,5; 83; 10,7 x10* ufc/ml respectivamente, comunicacion
personal Dra. A. Gonzdlez), podrian explicar el descenso de la germinacion después de su

almacenamiento como ya se menciond durante 10 afios a -18°C.
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Cuadro 4.1. Porcentaje de hongos detectados y de nimero de semillas afectadas para el
conjunto de las nueve muestras analizadas. (Alt=Alternaria alternata; Asp=Aspergillus;
Fus=Fusarium; Pe=Penicillium; Rhi=Rhizopus; Otros=en muy pequeiios porcentajes 0 no
identificados, P= Papel, GA/GA10=Porcentaje previo de germinacion de semillas (GA) y tras
10 afios de conservacion (GA10).

VARIEDAD | Método Géneros/especies fungicas mayoritarias (%) GA/G10
de Alt Asp | Fus | Pe Rhi | Otros | Total (%)
analisis ?(%1905
BG025740 | P.filtro 1,6 5 3,3 5 0 0 15 92/22,5
(b) P.placa 0 0 [425]| 25 0 0 45
BG025745 | P.filtro 0 0 0 5 0 0 5 86/75,5
P.placa 0 0 0 325 0 0 325
BG025747 | P.filtro 0 0 1,6 0 0 1,6 3,3 86/39,5(a)
@y () |P.placa 0 0 | 10| 25 ] 0 7,5 20 | 86/85,5(b)
BG026201 | P.filtro 05 | 05 | 05 1 0,5 1 5 96/84,5
P.placa - - - - - - -
BG026154 | P.filtro - - - - - - - 88/95
P.placa 5 0 10 25 0 0 40
BG026196 | P.filtro 1.6 0 0 33 | 33 0 8,3 94/95
P.placa | 2,5 0 5 0 0 5 12,5
BG026232 | P.filtro 0 0 16 | 18,3 0 0 19,9 94/80
P.placa 0 0 2,5 25 0 0 275
BG39975 | P.filtro 1,7 0 0 15 1,6 0 18,3 -/80,5
P.placa 0 0 2,5 0 0 0 2,5
BG39977 | P filtro 0 0 8,3 | 31,6 0 0 39,9 -128
P.placa 75 | 25 0 20 40 0 70

(-)= Sin datos.

A continuacion representamos individualmente los resultados de cada entrada respecto
al porcentaje de microbiota fingica y el porcentaje de semillas infectadas comparando la

microbiota detectada en los dos métodos de analisis mediante papel.
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Porcentaje de l1a microbiota fungica presente y de semilas infectadas en
la entrada BG025740 (b)
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Figura 4.1.1. Porcentaje de la microbiota filngica presente en la entrada BG025740 (b) y
de semillas afectadas.

En los resultados analiticos de la entrada BG025740 (b) se puede observar claramente
que Fusarium fue el hongo con mayor presencia con un porcentaje de 3,3 % en P filtro y
42,5% en P.placa (figura 4.1.1). El porcentaje de semillas infectadas también fue notable, del
45% en placas.

Porcentaje de los hongos patdgenos presentes y de semillas infectadas
en la entrada BG025745
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Figura 4.1.2. Porcentaje de la microbiota flingica presente en la entrada BG025745 y de
semillas afectadas
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El unico hongo detectado en la entrada BG025745 fue Penicillium y al igual que el
caso anterior se observd en mayor porcentaje en placas (figura 4.1.2), 5% en P filtro y 32,5%

en P.placa. El porcentaje de semillas afectadas también fue del 32,5%.

Porcentaje de los hongos patégenos presentes y de semillas infectadas
en la entrada BG025747
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Figura 4.1.3. Porcentaje de la microbiota flingica presente en la entrada BG025747 y de
semillas afectadas.

En la entrada BG025747 (figura 4.1.3) se habian detectado Fusarium (P. filtro 1,7%;
P.placa 10%) y Penicillium (P.filtro 0%; P.placa 2,5%) ademas de otros no identificados con

porcentajes muy pequefios. El porcentaje de semillas afectadas también fue bajo (20%).

En la entrada BG026196 se aislo un porcentaje total de microbiota fungica muy bajo,
menos del 15% (figura 4.1.4), asi como el menor porcentaje de semillas afectadas. Los
porcentajes de presencia de Fusarium (P.filtro 0%; P.placa 5%), Penicillium (P.filtro 3,3%;
P.placa 0 %) y los hongos no identificados fueron bajos (P.filtro 0%; P.placa 5%).
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Porcentaje de los hongos patégenos presentes y semillas infectadas en
la entrada BG026196
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Figura 4.1.4. Porcentaje de la microbiota fungica presente en la entrada BG026196 y de
semillas afectadas.

Porcentaje de los hongos patogenos presentes y de semillas infectadas
en la entrada BG026232
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Figura 4.1.5. Porcentaje de la microbiota fungica presente en la entrada BG026232 y de
semillas afectadas.

En la entrada BG026232, el porcentaje total de hongos aislados fue en torno al 27% en
P.placa (figura 4.1.5). En este caso, Penicillium sigue siendo uno de los mas detectados con

un porcentaje de afeccion que llego6 hasta el 25% en placas.
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Porcentaje de los hongos

patogenos presentes y en semillas afectadas en
la entrada BG39975
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Figura 4.1.6. Porcentaje de la microbiota fungica presente en la entrada BG39975 y de

semillas afectadas.

Los porcentajes de microbiota total de la entrada BG39975 (figura 4.1.6) no fueron

superiores al 20%: Penicillium (P.filtro 15%; P.placa 0%); Fusarium (P.filtro 0%; P.placa
2,5%); Alternaria (P.filtro 1,6%; P.placa 0%); Rhizopus (P.filtro 1,6%; P.placa 0%). En esta

entrada el porcentaje total de hongos aislados y de semillas infectadas fue mayor entre papel

de filtro que en placas.

Porcentaje de los hongos patégenos presentes y de semillas en la
entrada BG39977
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Figura 4.1.7. Porcentaje de la microbiota fiungica presente en la entrada BG39977 y de

semillas afectadas.
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La muestra BG39977 (figura 4.1.7) fue la mas afectada por los hongos: Penicillium
(P filtro: 31,6%, P.placa: 20%); Fusarium (P filtro: 8,3%, P.placa: 0%) y Rhizopus (P.placa:

40%). El porcentaje de semillas afectadas también fue elevado no teniendo un buen aspecto

Recordemos que el andlisis de la microbiota fue realizado a las semillas de judia del

CRF almacenadas durante diez afios que tuvieron una germinacion mas baja de la esperada.

De acuerdo con los resultados ya mostrados se puede observar de forma general que el
método mas adecuado para el analisis de la microbiota fungica fue el método de las placas
con papel en comparacion con el método de papel de filtro enrollado, porque permitié mejor
desarrollo en cantidad y calidad de las estructuras de los hongos que ayudan a su posterior
identificacion. En cambio segln los resultados de analisis fungico obtenidos por Palmero e
Iglesias (2007) sobre las semillas de judia, el método en el cual encontraron mayor cantidad
de hongos desarrollados fue el del papel de filtro en comparacion con el PDA, si bien podria

depender de la variedad analizada.

4.2. Ensayo 2. Analisis de la microbiota fiingica de semillas de judia comerciales

después de los tratamientos fisicos

Los resultados del analisis de la microbiota después de los tratamientos de
termoterapia aplicados a las semillas de judia, Alubia rifidén (JG), Alubia arrocina (JP), Frijol

negro (JN) se muestran en las figuras 4.2.1,4.2.2 y 4.2.3.

En las semillas JG, ademds de los cinco géneros fingicos representados en la figura
4.2.1 (Penicillium, Pen, Fusarium, Fus; Rhizopus, Rhi; Alternaria, Alt; Aspergillus, Asp), se
detectaron varias especies de las cuales alguna se identifico6 como Cladosporium y otras no

fueron identificadas por no desarrollar estructuras que ayudaran a su identificacion.

El porcentaje de hongos totales en los tratamientos de calor seco (CS) y calor himedo
(CH) fueron menores que en el control. En el calor seco, todos los tratamientos han podido
disminuir la presencia de Alternaria y Rhizopus llegando incluso a eliminar éste Ultimo.
Mientras que en el tratamiento CS-50-4D no tuvo efecto suficiente para reducir al menos al
5% el porcentaje del hongo.;los tratamientos de calor seco a 50°C aplicados, ya sea durante 4
6 7 dias han permitido detectar Aspergillus, mientras que en el control no se habia detectado.
En el caso del tratamiento CS-50-7D pudo disminuir la presencia de Penicillium en

comparacion con el control (figura 4.2.1).
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Figura 4.2.1. Porcentaje de la micobiota fiingica detectada en la muestra JG después de
tratamientos de termoterapia de 40 a 70°C. CS=Calor seco; CH=Calor humedo;
S=Saturacion; D=dias; h=horas.

En el calor himedo, todos los tratamientos fueron eficaces para tratar Alternaria y
Fusarium. En el caso de Aspergillus y Penicillium el CH-50-4D pudo eliminar la afeccion
por el primero y bajar la del segundo por debajo de la del control. Rhizopus resistio a todos los

tratamientos incluso aumento6 su porcentaje.

En el caso del tratamiento de saturacion, en todos ellos destaca un elevado porcentaje
total de hongos respecto al control. Se desarrollaron especialmente Penicillium y Rhizopus, el
crecimiento del este Gltimo enmascara la identificacién de otros hongos, si bien las colonias
de Penicillium destacan por su color azul, destacan entre la marafia de hifas de Rhizopus. En
general los datos deben tomarse con cautela, ya que el desarrollo de Rhizopus no permite la

deteccion de todos los hongos (figura 4.2.1).
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Figura 4.2.2. Porcentaje de la microbiota fungica en la muestra JP y de semillas
afectadas.

En las semillas de JP el porcentaje de microbiota fue bajo (figura 4.2.2). Para el
calor seco, se puede observar que todos los tratamientos lograron eliminar por completo la
presencia de Fusarium y Rhizopus, con Penicillium, solo los CS-50-4D y CS-60-4D

lograron eliminar su presencia en comparacion con el control.

En el calor humedo, el CH-50-2D eliminé todos los hongos, el CH-50-4D, elimin6
la presencia de Fusarium 'y Penicillium e hizo disminuir la presencia de Alternaria, el
CH-60-2D, elimind Fusarium e hizo disminuir la presencia de Alternaria pero en el caso

de Penicillium hizo aumentar el hongo (figura 4.2.2.).

Para la saturacion, el porcentaje total de hongos fue mayor que en el control. EI S-
40-24h no se detectd Fusarium. El S-40-48h y el S-45-8h no tuvieron efecto positivo
sobre la afeccidon por hongos. El tratamiento S-45-24h logré eliminar Fusarium y para los
demas su efecto fue negativo y al incrementar los porcentajes de afeccion al respecto al

control. La aparicion de Rhizopus probablemente enmascar6 su deteccion pero no la de

Penicillium.
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Figura 4.2.3. Porcentaje de la micobiota fungica detectada en las muestras de judia
negra (JN) y de semillas afectadas.

En el caso de la JN, solo se hicieron tratamientos con calor seco y calor humedo a

la vista de resultados anteriores de no eliminacion de biota fungica sino de aumentarla

El porcentaje total de hongos del control fue elevado debido a la presencia de
Alternaria y otros. En el calor seco, el CS-50-4D no se elimind Rhizopus por lo que el
descenso de los porcentajes del resto de hongos puede atribuirse al enmascaramiento sin
embargo el resto de tratamientos elimind Rhizopus y Alternaria disminuy6é a menos del

5% (de mayor duracion o mayor temperatura)

El calor humedo parece reducir Rhizopus pero fue detectado en el tratamiento CH-

60-2D donde también se pudo observar abundante Penicillium (figura 4.2.3).

De forma general, para los tres tipos de judia comerciales el tratamiento mas
efectivo fue el del calor seco puesto que redujo el porcentaje de la presencia de los
microorganismos en comparacion con las muestras control (muestras no tratadas). En el
caso de la variedad JG dentro del tratamiento con calor seco, el mas efectivo fue el CS-50-

7D, en el caso de la variedad JP los mas eficientes fueron los CS-60-4D y CS-50-4D y en
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la variedad JN, el mas efectivo fue el CS-60-4D por la razon anteriormente citada.
Mientras que los tratamientos menos efectivos fueron para las dos primeras variedades el
calor saturado (especialmente el S-45-24h), para la ultima variedad JN el menos efectivo
fue el calor humedo (especialmente el CH-60-2D) porque no se ensayo el tratamiento de
saturacion. En este sentido, Jahn et al (2006) para el tratamiento de diferentes hortalizas y
para cada cepa de Alternaria utilizaron un tratamiento especifico distinto. Para las
especies Alternaria dauci y Alternaria radicini utilizaron calor seco pero para Alternaria

brassicae usaron calor humedo.

En cuanto a la germinacidn, los tratamientos tuvieron efectos variables en funcion de
la variedad de la semilla y de la temperatura, humedad y tiempo de aplicacion. En el caso de
JG, los tratamientos que no tuvieron efectos negativos sobre la germinacion de las semillas
fueron calor seco a 50°C durante 4 y 7 dias, calor himedo a 50°C durante 2 dias y todo el
tratamiento de saturacion. En el caso de la variedad JP, el unico tratamiento que no tuvo
efecto negativo fue el calor humedo a 50°C durante 4 dias. Mientras que para la variedad JN,
entre los tratamientos que se aplicaron solamente el calor himedo a 60°C durante 2 dias tuvo
efecto negativo sobre la germinacion de las semillas (Datos no presentados, comunicacion

personal de I. Martin).

Hall y Taylor (1983), también observaron que los tratamientos con calor seco a
temperaturas moderadas (55°C y 60°C) pudieron eliminar Salmonella sin afectar al porcentaje
de germinacion de las semillas de alfalfa mientras que a temperatura mas alta (65°C) se logro

eliminar tanto Salmonella como E. coli pero afecto a la germinacién de las semillas.

Resumiendo, podemos ver que el tratamiento con calor seco fue el mas eficaz para
reducir o incluso eliminar algunos de los hongos detectados pero fue el que mayor efecto
negativo tuvo sobre la germinacion de las semillas mientras que con el tratamiento de
saturacion fue todo lo contrario, es decir, fue el que tuvo menos efecto negativo sobre la
germinacion pero fue el peor a la hora de reducir la carga fungica (Datos no presentados,

comunicacion personal de I. Martin).
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4.3. Ensayo 3. Analisis de la microbiota fiingica de tres entradas de semillas de

judia del banco de germoplasma después de los tratamientos fisicos escogidos

En la totalidad de los lotes (BG 026196, BG 026201, BG 039975) analizados se
detect6 la presencia de hongos a partir del cuarto dia desde el inicio del analisis. Después de
14 dias, tras la ultima lectura de los resultados, se habian detectado cinco hongos
mayoritarios: Alternaria, Aspergillus, Fusarium, Penicillium y Rhizopus, ademds de otros que
no se habian identificado o bien se presentaban en un porcentaje muy bajo y diferente para
cada entrada. Los tratamientos realizados fueron calor seco a 60°C durante 3 dias (CS-60-3D)

y calor seco a 70°C durante 8§ horas (CS-70-8h).

Los resultados del porcentaje de hongos detectados ademas del porcentaje de semillas
afectadas por hongos, por entrada y para cada uno de los dos tratamientos fisicos ademas del

control sin tratar y el control desinfectado con NaOCI al 1% se representan en las figuras
43.1,4.3.2,4.3.3).
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Figura 4.3.1. Porcentaje de hongos detectados y semillas afectadas en la entrada BG
026196. (Alt=Alternaria;, Asp=Aspergillus; Fus=Fusarium; Pe=Penicillium; Rhi=Rhizopus;
Otros=No identificados o en pequefio porcentaje.)

En los de la entrada BG 026196, observamos que para Alternaria, Aspergillus,
Fusarium 'y Penicillium, el tratamiento con CS-60-3D tuvo mejores resultados que el
tratamiento con CS-70-8h comparados con el control sin tratar, aunque ambos han logrado

disminuir el porcentaje de semillas afectadas por estos hongos (figura 4.3.1). En cambio en el
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caso de Rhizopus fue todo lo contrario, el porcentaje de afeccion por el hongo incrementd con
los dos tratamientos desde 30% en el control sin tratar hasta llegar al 55% con CS-70-8h y
80% con CS-60-3D. En todos los casos el pretratamiento con NaOC]l parece ser mas eficaz

que los tratamiento puesto que no se detectd Aspergillus, ademés de disminuir el porcentaje

de los demas hongos hasta unos niveles muy bajos en comparacion con el control sin tratar.
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Figura 4.3.2. Porcentaje de hongos detectados y semillas afectadas en la entrada BG
026201.

En la figura 4.3.2 correspondiente a la entrada BG 026201, los dos tratamientos de
termoterapia fueron eficaces y lograron eliminar por completo la presencia de Fusarium. El
que la incidencia de Fusarium en el control de esta entrada sea menor que en la entrada
anterior puede explicar la mayor eficacia de los tratamientos sobre dicho hongo en la misma
(entrada BG 026201). Para Alternaria y Penicillium el tratamiento con CS-60-3D también fue
eficaz y capaz de eliminar Alternaria y bajar la afeccion por Penicillium hasta mas de la
mitad, mientras que el tratamiento CS-70-8h tuvo un efecto contrario e increment6 la
presencia del hongo en comparacioén con el control sin tratar. Para Aspergillus y Penicillium
los dos tratamientos fisicos tuvieron mejores resultados en el caso de Penicillium que en

Aspergillus. El crecimiento por Rhizopus se increment6 hasta casi el doble con el tratamiento
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CS-70-8h y disminuy6 hasta casi cero con el CS-60-3D. La desinfeccion con NaOCI sigue

dando muy buenos resultados y casi elimin6 todos los hongos respecto al control sin tratar.
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Figura 4.3.3. Porcentaje de hongos detectados y semillas afectadas en la entrada BG
039975.

En los resultados de la entrada BG 039975, (figura 4.3.3) se observdé que para
Alternaria, el tratamiento con CS-70-8h elimind el hongo y el tratamiento CS-60-3D tuvo
muy buenos resultados comparados con el control sin tratar. Para Aspergillus el tratamiento
CS-60-3D no tuvo ningun efecto, mientras que el tratamiento CS-70-8h increment6 hasta 9
veces el porcentaje de afeccion. Algo similar ocurrié con Rhizopus pero el incremento fue con
CS-60-3D y el efecto neutro fue con CS-70-8h. En el caso de Penicillium y Fusarium, los dos

tratamientos no tuvieron efectos significativos.

La desinfeccion con NaOCI parece ser eficaz puesto que no se detectd Aspergillus
mientras que si se detectd en los demads tratamientos y en el control, ademés disminuy6 el

porcentaje de los demds hongos hasta niveles muy bajos en comparacion con el control sin

tratar.

Se puede apreciar también a partir de las graficas que el porcentaje de las semillas

afectadas suele coincidir con el porcentaje del total de hongos (figuras 4.3.1, 4.3.2, 4.3.3),
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porque es dificil que podamos observar mas de un hongo por semilla dado que compiten entre

ellos (datos no presentados).

En definitiva, en algunos casos los resultados fueron satisfactorios hasta poder
eliminar algunas especies por completo como es el caso de Alternaria con el CS-60-3D en la
entrada BG026201 y con el tratamiento CS-70-8h en la entrada BG039975, también en otros
casos se logré disminuir el porcentaje de algunos hongos presentes como por ejemplo

Penicillium en la entrada BG026201 tratada con el CS-60-3D.

En otros casos, estos mismos tratamientos tuvieron un efecto negativo puesto que en
vez de bajar el porcentaje de los hongos presentes en las semillas, lo aumentaron como en el
caso de Rhizopus: de un porcentaje de 30% en control hasta unos porcentajes de 55% con el
tratamiento CS-70-8h y de 80 % con el tratamiento CS-60-3D respectivamente en la entrada

BG026196). Lo mismo ocurrid con Penicillium y Rhizopus en la entrada BG026201.

Debido a la escasa informacion sobre los tratamientos con calor sobre semillas de
judia, no nos queda mas remedio que intentar comparar con tratamientos similares pero
aplicados sobre otros tipos de semillas. En estos casos, las comparaciones han de ser
escrupulosas, puesto que es preciso considerar las diferentes caracteristicas fisiologicas de

cada tipo de semilla.

Clear et al (2002), intentaron los tratamientos con calor seco sobre dos variedades de
trigo (B1) y (B2) y los resultados fueron mas o menos parecidos a los nuestros: dependiendo
de la variedad de la especie vegetal y del género de hongo, los resultados fueron también
diferentes. Fusarium graminearum fue eliminado a 60°C, 70°C y 80°C en las dos variedades
pero con diferencias en los tiempos que se necesitaban para la total eliminacién del mismo,
tanto entre las dos variedades como dentro de la misma variedad segun la temperatura
aplicada. También en algunos casos las temperaturas aumentaron la presencia algunos hongos

como Cochliobolus sativus en una variedad (B2) mientras que en la otra (B1) disminuyd.

En las tres entradas tratadas en el presente estudio siguieron apareciendo especies
fungicas potencialmente patdégenas como por ejemplo del género Fusarium tal y como se
puede observar en el cuadro 4.3. A su vez el género fingico Rhizopus no desaparecid en
ninguna de estas muestras tratadas y dado su rapido crecimiento pudo enmascarar la presencia
de Fusarium en las semillas. Por tanto podemos decir que la no deteccion de algunos géneros

no significa que no estén en las semillas.
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Cuadro 4.3. Porcentaje de hongos detectados en las tres entradas del banco de
germoplasma tras ser tratadas. Abreviaturas:PP= Placas con papel, PDA= placas con
medio PDA, Alt=Alternaria alternata, Asp=Aspergillus, Fus=Fusarium spp. (F. moniliforme,
F. oxysporum, F. roseum, y otras, Pe=Penicillium, Rhi=Rhizopus. Para cada NUMBAN,
letras distintas dentro de cada columna indican diferencias significativas (p<0,05) entre
tratamientos y métodos de analisis segun el test de la minima diferencia significativa.

) Géneros/especies fungicas mayoritarias (%) _
SN | s | Mot AT A [ R | Pe | Jowes | o | e
andlisis (%) n ° (%)
CS 60-3D PP 5 Oa Ob | 20ab | 70a 5 100 20(100)
PDA 0 5a | 10ab | Ob 90 a 70 175 18(90)
CS 70-8h PP 10 15 | 10ab | 20ab | 35ab 5 95 14(70)
§ PDA 0 Oa 5ab Ob 75a 60 140 16(80)
§ Control PP 10 15 Ob | 30ab | 60a 0 115 20(100)
u Sin tratar PDA 5 10 20a | 55a 0b 0 90 16(80)
@ Pfiltrol | 3 0,5 1 1,5 1,5 4,5 11,5 4(13,3)
Control Pfiltro2 | 1,7 0 0 33 33 0 8,3 0
NaOCl 1%
P.placa 2,5 0 5 0 0 5 12,5 6(15)
CS 60-3D PP 0 20a | Oa | 20ab | 5a 0 45 12(60)
PDA 0 15a | Oa Ob Oa 0 15 5(25)
—, | cs7o0-8h PP 15 | 25a | Oa 5b 25a 5 75 15(75)
g PDA 0 15a | Oa | 10ab | 15a 0 40 8(40)
8 Control PP 5 25a Oa 10 ab 25a 0 65 13(65)
§ sintratar - =—p5n5p 0 | 20a | 10a | 40a | Oa 10 80 13(65)
Control P.filtro 1 0,5 0,5 0,5 1 0,5 2 5
NaOCl 1% [~p filtro 2 - - - - - -
P.placa - - - - - - -
CS 60-3D PP 5 0b Oa 30a 15a 30 80 15(75)
PDA 0 5ab Oa Oa 50 a 0 55 10(10)
CS 70- 8h PP 0 |10ab]| Oa 20 a Oa 25 55 11(55)
g PDA 0 3a | 0Oa 15a | 25a 0 75 11(55)
2 Control PP 0 5ab Oa 25a 25a 0 55 8(40)
o | sintratar PDA 30 | Ob 0a 10 a 0a 0 40 8(40)
2 Pfiltrol | 1,5 0 4,5 4,5 1,5 2 14 9(0,3)
Control Pfitro2 | 1,7 0 0 15 1,7 0 18,3 1(3,3)
NaOCl 1%
P.placa 0 0 2,5 0 0 0 2,5 1(2,5)

El andlisis de la varianza segln el test de la minima diferencia, no reveld diferencias
significativas en la mayoria de los casos entre los tratamientos de las entradas y controles

respecto a los hongos mas abundantes.
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Una llamada de atencion respecto a determinada microbiota de las semillas
(Trichoderma, Chaetomium) cuyo papel puede ser positivo, por citar un ejemplo,
Chaetomium un género generalmente saprofitico habitante del suelo se encuentra
frecuentemente en muchos tipos de semillas, ya en 1955 Tveit y Wood, obtuvieron un control

de Fusarium en avena con C. cochlioides.

En cuanto a la germinacion, los tratamientos no tuvieron ningun efecto sobre la
germinacion de las semillas, por ello las semillas que tenian un porcentaje alto de germinacién

siguieron teniéndolo y viceversa.

Como ya se ha mencionado, segun diferentes autores (Trigo et al., 1998; Clear et al.,
2002; Lager y Johnsson, 2002; Whitaker et al., 2004) la principal limitacion de la
termoterapia en semillas destinadas a ser conservadas durante el mayor tiempo posible es,
indudablemente, el efecto negativo que las altas temperaturas pueden tener sobre la viabilidad
y el vigor. Sin embargo, en diversos casos, se han podido aplicar tratamientos efectivos de

termoterapia sobre semillas sin afectar a su germinacion.

Dado que en los bancos de germoplasma se dispone de pequenas cantidades de
semillas en la mayoria de las entradas, investigadores como Méndez y Ferreira (1992),
propusieron la utilizacion del método de papel de filtro humedecido aprovechando las pruebas
de germinacion para conocer su estado sanitario y con lo cual estamos de acuerdo (ya que los

métodos de analisis sanitarios de semillas son destructivos).

Recordemos que hay que prevenir la introduccion de posibles patdgenos en regiones
en las que no existen o en zonas protegidas, ya que se pueden transmitir mediante semillas;
especialmente en la actualidad que hay un auge en la utilizacién de semillas de variedades
antiguas o procedentes de una zona determinada y que se consiguen solicitando a los bancos
de semillas o mediante intercambio entre agricultores o particulares. El tratamiento con calor
seco de semillas antes de la siembra podria evitar la introduccion de una parte de los
patogenos. Sin embargo, harian faltan mas estudios con mayor cantidad y diversidad de
semillas sobre si el método de calor seco seria adecuado antes o después del almacenamiento

a largo plazo en la coleccion base a -18°C, o en la coleccion activa.

El manejo de la multiplicacién de entradas, inspeccion y recoleccion de semilla sana
es necesario hasta que se encuentren tratamientos de semillas més eficaces a los existentes en

la actualidad. La obtencion de semillas sanas no sera suficiente sin un manejo adecuado en el
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campo ya sea durante la regeneracion de las entradas o en su uso final por el agricultor,

investigador, etc.
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5. CONCLUSIONES.

1. En las entrada de judia del banco de germoplasma se detectaron cinco géneros de
hongos mayoritarios: Penicillium, Fusarium, Rhizopus, Alternaria y Aspergillus. Su presencia
podria explicar en parte el descenso de la germinacion después de su almacenamiento durante
10 afios a -18°C y en especial la presencia de hongos potencialmente patdgenos como

Fusarium.

2. Los tratamientos de calor seco (CS) dieron mejores resultados en cuanto a la
reduccion de la microbiota fungica en variedades comerciales de semillas de judia, aunque no

eliminaron todos los organismos potencialmente patdégenos.

3. Los tratamientos de calor seco aplicados a las tres entradas elegidas del CRF-INIA
redujeron la micobiota pero siguieron apareciendo hongos como Fusarium. Por ello, otras
estrategias seran necesarias como la deteccion previa de patdégenos mediante inspeccion de los
campos y andlisis de los lotes de semilla por ejemplo, durante las pruebas de germinacion

dado que la cantidad de las semillas suele ser escasa.

4. En vista de los resultados y de la informacién previa respecto de la limpieza y salud

de las colecciones en un banco de semillas se recomienda:

= Vigilar los campos de regeneracion de entradas y recolectar las semillas sanas.
= Revision periddica del estado de contaminacion de las cdmaras, maquinas y
material de trabajo (mesas, bandejas, etc.), limpieza y desinfeccion si fuera

necesario.
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ANEXO I

* Ensayo 1. Analisis de la microbiota fungica de las entradas de semillas de
judia de la coleccion del banco de germoplasma del CRF

Foto 1. Semillas de las entradas BG026232 Foto 2. Observacion de preparacion
infectadas por Penicillium entre papel de de Penicillium al microscopio optico.
filtro.

* Ensayo 2. Analisis de la microbiota fiingica de semillas de judia comerciales
después de tratamientos fisicos

Foto 3. Semillas comerciales JN Foto 4. Semillas comerciales JN
control en placa con PDA. tratadas en placas PDA con calor
himedo a 50°C durante 4 dias.
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A

Foto 5. Semillas comerciales JG Foto 6. Observacion de preparacion
tratadas con calor seco a 60°C de Rhizopus al microscopio éptico.
durante 4 dias en placas con PDA

invadidas por Rhizopus.

* Ensayo 3. Analisis de la microbiota fiingica de tres entradas de semillas de
judia de CRF después de los tratamientos fisicos escogidos

Foto 7. Semillas control de la entrada Foto 8. Semillas de la entrada
BGO026201 en placa con papel infecta BG026201 tratadas con calor
Por Aspergillus. seco a 60°c durante 3 dias en

placas con papel.

Foto 9. Observacion de preparacion
de Aspergillus al microscopio optico.
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ANEXO II (FAO 2006)

Diagrama de Flujo 1.4. Determinacion del contenido de humedad de las semillas
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Diagrama de Flujo 1.5. Secado de las semillas
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Diagrama de flujo 1.6. Pruebas de germinacion
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Diagrama de flujo 1.7. Empaque de las semillas

REVISE VISUALMENTE LOS RECIPIENTES

. El recipiente no
cumple el estandar

DESECHELO

requerido?

PREPARE LOS ROTULOS INTERNOS Y EXTERNOS

v

PESE LA MUESTRA DE SEMILLAS QUE CABE EN EL RECIPIENTE

Y

VERIFIQUE SI LA ACCESION SE DEBE COLOCAR EN MAS DE UN RECIPIENTE

¢La accesion
se colocara en un
solo recipiente?

IMPRIMA LOS ROTULOS
ADICIONALES NECESARIOS

ROTULE EL(LOS) RECIPIENTE(S)

v

LLENE LOS RECIPIENTES E INTRODUZCA EL ROTULO QUE VA EN EL INTERIOR

v

SELLE LOS RECIPIENTES

v

VERIFIQUE VISUALMENTE S| LOS RECIPIENTES ESTAN CORRECTAMENTE SELLADOS

si

¢ El recipiente

tiene alguna fuga?

COLOQUE LOS RECIPIENTES EN EL CUARTO DE ALMACENAMIENTO

Y

ARCHIVE LOS DATOS DE
CADA ACCESION

115



ANEXOS [JEOUAL Fatima zahra] | [2011]

Diagrama 1.8. Distribucion del germoplasma
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Diagrama de flujo 1.9. Monitoreo de la viabilidad

REVISE LOS ARCHIVOS ¥ DETERMINE LAS ACCESIONES QUE REQUIEREN MONITOREO

v

PREPARE UNA LISTA DE TODAS LAS AGCESIONES QUE REQUIEREN MONITOREO

L .
RETIRE LOS RECIPIENTES DEL CUARTO DE ALMACENAMIENTO Y DEJELOS A TEMPERATURA AMBIENTE
HASTA QUE ALCANCEN ESTA TEMPERATURA

v

ESCOJA EL METODO DE PRUEBA QUE VA A UTILIZAR

zlLa prueba
es la de la muestra

NO

éla prueba es

y

A

de tamano fijo?

secuencial?

PREPARE DOS REPETICIONES
DE 50 O 100 SEMILLAS

PREPARE EL PRIMER GRUPO DE 40
SEMILLAS

v

v

EVALUE LA GERMINACION
UTILIZANDO EL METODO Y LAS
CONDICIONES RECOMENDADAS

EVALUE LA GERMINACION
UTILIZANDO EL METODO Y LAS
CONDICIONES RECOMENDADAS

v

+

CALCULE EL PORCENTAJE DE
GERMINACION

CUENTE EL NUMERO DE SEMILLAS
QUE GERMINARON

v

si éla viabilidad
cumple con el

estandar?

v

ZHan germinado si
30 semillas o

mas?

v

[ PROGRAME PARA REGENERACION ]

"[ CONSERVE EN ALMACENAMIENTO ‘ [

REPITA LA PRUEBA CON UN
SEGUNDO GRUPO DE 40 SEMILLAS

v

PROGRAME PARA
REGEMERACION

zHan germinada
mas de 64
semillas?

REPITA LA PRUEBA
CON UN TERCER
GRUPO DE 40
SEMILLAS

¢Han germinada
mas de 75
semillas?

CONSERVE EN ALMACENAMIENTO J

GGRESE LOS DATOS A LOS ARCHIVOS G
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