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Resumen

El objetivo de este trabajo fue evaluar la calidad sanitaria y el potencial fisiolégico de semillas de soja
de cultivares producidos en cuatro polos del Maranhdo, después del tratamiento con extracto y aceite de
neem. Las semillas se analizaron para determinar su calidad sanitaria mediante el método del papel de
filtro en una placa de Petri. También se analiz6 la calidad fisiolégica de las muestras, utilizando la prueba
de germinacién y vigor. Los productos a base de neem no proporcionaron efectos tan satisfactorios sobre
la calidad sanitaria de las semillas, aunque el extracto, en algunos cultivares, fue mas eficiente, en
comparacion con el efecto de los controles y el aceite. En cuanto a la evaluacion fisiol6gica, estos
productos tienen un efecto negativo sobre el vigor y germinacion, a excepcion de los cultivares Tracaja
y BRS Tracaja, cuando las semillas fueron tratadas con extracto acuoso de neem, y solo para BRS
Tracaja como para el tratamiento con el aceite de neem.

Palabras Clave: Glycine max, Hongos, Germinacion, Vigor, Control alternativo
Abstract

The objective of this work was to evaluate the sanitary quality and the physiological potential of soybean
seeds of cultivars produced in four regions of Maranhdao, after treatment with extract and acceptance
of neem. The seeds were analyzed to determine their sanitary quality using the filter paper method in a
Petri dish. The physiological quality of the samples was also analyzed using the germination and vigor
test. The neem-based products (dry and accepted leaf extract) did not provide any satisfactory effects
on the sanitary quality of the seeds, only the extract, in some cultivars, was more efficient, in comparison
with the effect of controls and the oil. As for the physiological evaluation, these products have a negative
effect on the vigor and germination of normal seedlings, with the exception of the cultivars Tracaja and
BRS Tracaja, when the seeds were treated with an aqueous extract of neem, and soil for BRS tracaja as
for the treatment with the acceptance of neem.
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Introduccion

In addition to the physiological problems caused by deterioration, the presence of pathogens
associated with soybean seeds can reduce their quality, as they can be transmitted by the seed
and negatively interfere with the germination potential, in addition to becoming a potential
source of inoculum for new areas of planting (GOULART, 2005). The damages arising from
the association of pathogens with seeds are not restricted to direct losses of plant population in
the field, but encompass a series of factors, which together lead to the collapse of the
agricultural production system (MACHADO, 1988).

It is known that the use of fungicide in the treatment of soybean seeds has been shown to be
very efficient and is widely used all over the world. However, the cost of these products can
often be high, depending on the product and the amount of seeds to be treated, in addition, the
use of fungicides can cause negative impacts on the environment and on living beings, and for
this reason , a series of requirements and restrictions regarding the use of these agrochemicals
are currently required. In this context, the use of natural products based on extracts or essential
oils from plants with studied potential in combating pests and diseases emerges as an alternative
with low environmental impact. Among these plants is the Indian neem or neem (Azadirachta
indica Juss), a plant that brings many benefits to agroecological agriculture, as it can be used
in phytosanitary defense, being indicated in the control of pests and diseases in agriculture
(MARQUES et al., 2004 ; ESPLAR, 2005; CARNEIRO et al., 2007; SILVA et al., 2011;
MARCHIORI et al., 2013; SILVA et al., 2014; GOMES et al., 2016);

Given the above, to evaluate the sanitary quality (presence of phytopathogens, especially fungi)
and the physiological potential of soybean seeds from cultivars produced in four poles of the
State of Maranhdo, indicating a possible tool in the alternative treatment of seeds, thus, a
sustainable practice that aims to conserve the environment by reducing the use of pesticides..

Material y Métodos

La investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Microbiologia de Suelos de la Universidad
Estatal de Maranhdo - UEMA, S&o Luis, Maranhdo.

Se evaluaron semillas de cultivares de soja obtenidas en centros de produccion en el estado de
Maranhdo, incluyendo Balsas, Chapadinha, Mata Roma y Tasso Fragoso.

Para la deteccion de hongos, el analisis de la calidad sanitaria de las semillas se realizo mediante
el método tradicional de papel de filtro (LUCCA FILHO, 1987). Para cada cultivar evaluado,
se utilizaron cuatro réplicas de 50 semillas. Las semillas se incubaron a una temperatura de 22
+2°C y un fotoperiodo de 12 horas bajo luz fluorescente blanca, y se examinaron
individualmente bajo un microscopio estereoscopico para la deteccion de microorganismos
después de siete dias de incubacion.
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Luego de las pruebas sanitarias, también se evaluo la calidad fisiologica de las muestras, siendo
sometidas a las pruebas estandar de germinacion y vigor (Primer conteo de germinacion), segun
las Reglas para el Anélisis de Semillas (BRASIL, 1992).

Para cada cultivar, se utilizaron semillas en dos tratamientos, que fueron extracto acuoso de
neem al 5% (50 g/ L de agua) y aceite de neem (15 mL / L de agua). Para cada tratamiento, las
semillas se colocaron en vasos limpios y esterilizados en autoclave, luego se mezclaron con
productos naturales, en concentraciones predeterminadas, removiéndose con ayuda de una
varilla de vidrio, cubriéndolos de manera homogénea. Las semillas se distribuyen en papel de
filtro para que se sequen.

Para evaluar el efecto de los tratamientos con extracto acuoso y aceite de neem sobre la
micoflora de la semilla, las semillas tratadas se sometieron a andlisis de salud utilizando el
método tradicional de papel de filtro como se describe anteriormente. También se evalué el
efecto del tratamiento de semillas con extractos naturales y aceite de neem sobre la calidad
fisioldgica de las semillas, mediante pruebas de germinacion y vigor, de acuerdo con las Reglas
para el Analisis de Semillas (BRASIL, 1992), como se describe.

Los experimentos se instalaron de acuerdo con un disefio estadistico completamente
aleatorizado. Para las pruebas de salud, no se utiliz6 analisis estadistico. En cuanto a la prueba
fisiologica, los datos se transformaron en arc sen V%, los cuales fueron sometidos a analisis de
varianza por la prueba F y las medias de tratamiento comparadas por la prueba de Tukey, a un
nivel de probabilidad del 5%, asi como los datos de salud. y fisiologia de semillas tratadas con
extracto acuoso y aceite de neem.

Resultados y Discusion

Se verificd en el Cuadro 1, principalmente, una mayor incidencia de Fusarium sp., En las semillas
de soja del cultivar BRS Sambaiba del polo Tasso Fragoso y en todos los cultivares de Balsas, v,
de Aspergillus spp. con mayor incidencia en cultivares de los cuatro polos (Cuadro 1).

Bringel et al. (2001), quienes también trabajaron con el cultivar BRS Sambaiba de Balsas,
obtuvieron porcentajes de 5% de las semillas con Cercospora kikuchii, 13% con Fusarium spp.,
8.5% con Aspergillus spp., 7.5% con Penicillium sp. y 38% con Phomopsis spp. Jaccoud Filho et
al. (2004) verificaron en lotes de semillas de soja recolectadas en varias regiones brasilefias,
incluida Maranh&o, una frecuencia promedio de Phomopsis spp. alrededor del 29,6 %, en las
cosechas 2000/2001 y 2001/2002.

Segun Krzyzanowski; Franca-neto (2003) y Franga neto et al. (2015) la calidad sanitaria de las
semillas de soja puede verse influenciada por factores inherentes a la produccion en el campo,
durante el manejo, por ejemplo, y también en las etapas de cosecha, secado, procesamiento,
almacenamiento, transporte y siembra. Estos investigadores mencionan que en campo estos
factores estan relacionados con temperaturas maximas y minimas durante la maduracién de la
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semilla, asi como fluctuaciones en la humedad del aire, presencia de déficits hidricos, deficiencias
nutricionales en las plantas, ocurrencia de insectos, asi como el uso de cosechas inadecuadas,
técnicas de secado y almacenamiento.

CUADRO 1. Contenido de agua inicial y final (antes y despues del almacenamiento) de semillas
de 12 genotipos de girasol, producidas en Balsas, MA.

Cultivar Fusarium sp. C.kikuchi Phomopsis sp. Aspergillus spp. Rhizopus sp. Bactérias Nao ident.
BRS Sambaibat 44 8 0 52 8 8 2
Pirarat 8 0 0 136 0 2 4
Tracajal 2 0 0 54 6 5 1
Sambaiba’ 2 0 0 51 0 0 0
BRS Candeial 17 11 0 86 0 1 7
BRS Sambaiba? 12 2 0 88 2 8 2
Sambaiba? 18 8 5 69 11 4 5
BRS Tracaja? 21 6 0 121 8 2 3
BRS Candeia? 13 17 12 99 5 3 5
Candeia® 16 6 8 130 0 2 4
Tracaja® 12 1 0 92 1 0 1
BRS 270 RR* 52 2 8 76 0 8 2
BRS 271 RR* 88 16 0 96 24 4 4
FT 106* 75 9 5 80 21 3 8
BRS Carnadba* 61 12 3 76 11 1 3

Tasso Fragoso; 2Mata Roma; 3Chapadinha; “Balsas

En el Cuadro 2, se verifico que las semillas del cultivar BRS Sambaiba de Mata Roma presentaron
buena calidad en cuanto a vigor (85 %) y germinacion de plantulas normales (93 %), a diferencia
de las demas, que no presentaron las tasas de germinacion. satisfactorio (del 80 %) requerido para
la soja en Maranhdo (CESM, 1999).

En la investigacion, los porcentajes de plantulas infectadas fueron practicamente nulos (a
excepcion del cultivar BRS Sambaiba de Mata Roma) cuando se trataron con agua destilada
(control), pero podemos observar que algunos cultivares que presentaron indices significativos de
semillas con Fusarium sp., como BRS 270 RR de Balsas y BRS Sambaiba de Tasso Fragoso
también mostraron bajas tasas de vigor y germinacion de plantulas normales. Asimismo, al evaluar
la calidad fisioldgica y sanitaria de las semillas de soja desde el ciclo temprano al medio,
Hamawaki et al. (2002) observaron que la germinacion de la semilla de soja se correlaciona
positivamente con el vigor y negativamente con la incidencia de hongos, como Fusarium
semitectum, Phomopsis sp. y Colletotrichum dematium, lo que indica la accion de estos patdgenos
en la reduccién de la germinacién de la semilla de soja.
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CUADRO 2. Medios de vigor y germinacion de semillas de soja de los municipios Tasso Fragoso,
Mata Roma, Chapadinha y Balsas, MA.

CATEGORIAS DE PRUEBA DE GERMINACION (%)

Plantulas Plantulas Plantulas Plantulas
Cultivar Vigor normales normales normales normales
BRS Sambaiba' 46,46°bcd 53% 55,58°b 68° 17,96°b  10° 0°b 0° 28,04°bc 225
Pirara® 43,85 bcd 48 56,08b 69 17,96b 10 Ob 0 2748bc 21
Tracajat 46,48 bed 53 616ab 77 21,23b 13 0b 0 18,44bc 10
Sambaiba® 51,21abcd 61 58,81b 73 21,23b 13 0b 0 22,71bc 14
BRS Candeia® 50,66 bcd 60 58,81b 73 21,23b 13 Ob 0 22,71bc 14
BRS Sambaiba? 67,48 a 85 74,16a 93 5,74 1 574a 1 12,92 ¢ 5
Sambaiba? 34,71d 33 34,71d 31 18,11b 10 Ob 0 50,18 a 59
BRS Tracaja? 42,38 cd 45 55,55b 68 19,39b 11 0b 0 2728bc 21
BRS Candeia? 37,37d 37 52,53b 63 22,79b 15 Ob 0 27,97bc 22
Candeia® 40,11d 41 52,48b 62 35,06a 33 Ob 0 12,92 c 5
Tracaja® 41,11 d 44 49,16 b 57 19,27b 11 0b 0 34,45b 32
BRS 270 RR* 45,88 bcd 51 62,17ab 78 11,54bc 4 Ob 0 25,77bc 18
BRS 271 RR* 60,43 ab 75 62,17ab 78 12,92 bc 5 0b 0 2435bc 17
CV (%) 13,89 10,98 23,22 249.4 25,92
dms 16,6 16,28 11,68 1,92 16,24

Tasso Fragoso; 2 Mata Roma; 3 Chapadinha; 4 Balsas; 5En las columnas, los datos transformados en arc senV %;
®En columnas, datos reales o sin transformar

Las medias seguidas de la misma letra no difieren estadisticamente segun la prueba de Tukey al 5%;

CV- coeficiente de variacion; dms- diferencia minima significativa

En el Cuadro 3 se observd que los tratamientos con extracto acuoso y aceite de neem fueron
eficientes en algunos cultivares, entre los que destacan los cultivares BRS Tracaja y BRS Candeia
del polo Tasso Fragoso, los cuales difieren significativamente de los controles. También destaca
el cultivar BRS 271 RR de Balsas, que se sometid a tratamiento con extracto de neem difirio
significativamente del testigo, aunque no difiri6 del tratamiento con el aceite.

Gomes et al. (2007a) también observaron un efecto positivo del extracto acuoso de neem en el
tratamiento de semillas de soja, pues evaluaron diferentes tratamientos como el quimico,
alternativo (extracto acuoso de neem, citronela y eucalipto) y asepsia, notando que este Gltimo es
el 1.0 %. El extracto de neem se considerd bueno en el tratamiento de semillas de soja del cultivar
analizado.

Con el extracto de neem al 50 y 100 %, Ferreira et al. (2006) verificaron la reduccién en la
incidencia de Aspergillus niger asociado a semillas de embiratanha (Pseudobombax grandiflorum)
en la que los resultados revelaron que el tratamiento con 50 % del extracto aportd 48 % de
Aspergillus sp., El que tenia 100 % de extracto, 51 % de hongos, en comparacion con 78 % de
incidencia de hongos en semillas no tratadas.
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CUADRO 3. Promedio de semillas de soja no contaminadas de tres centros de produccion en el
Estado de Maranhdo tratadas con extracto acuoso y aceite de neem.

TRATAMIENTOS DE SEMILLAS

Cultivar Extracto de neem Aceite de neem Control
BRS Sambaiba® 13,25 defgh 3,25 fgh 15,75 cdefgh
Piraral 2 gh Oh 9,5 efgh
Tracajat 5,5 fgh 37,25 ab 25,5 abcde
Sambaiba? 41,25 a 17 cdefgh 31,5 abc
BRS Candeia® 9,75 efgh 0,25 h 13,25 defgh
BRS Sambaiba? 23,75 abcde 14,25 cdefgh 14 cdefgh
Sambaiba? 17 cdefgh 5,5 fgh 3,5 fgh
BRS Tracaja? 20,75 bedef 19 cdefg 0h
BRS Candeia? 28,5 abcd 19 cdefgh 0h
Candeia’ 0,75h 0,75 h 5,25 fgh
Tracaja® 4,75 fgh 16,75 cdefgh 18,75 cdefg
BRS 270 RR* 12,25 defgh 13,75 cdefgh 9 efgh
BRS 271 RR* 24,25 abcde 15,5 cdefgh 3,75 fgh
BRS Carnauba* 4 fgh 4 fgh 0h
FT106* 11,25 de 17 cdefgh 7,75 efgh
CV (%) 50,56
dms 17,96

Tasso Fragoso; 2 Mata Roma; ® Chapadinha ; * Balsas;
Las medias seguidas de la misma letra no difieren estadisticamente segin la prueba de Tukey al 5%;
CV- coeficiente de variacion; dms- diferencia minima significativa

Gomes et al. (2007c) también observaron en el cultivar de soja BRS 271 RR, ademas de otros
transgénicos, el efecto del tratamiento con aceite de neem. Observaron la incidencia de Fusarium
sp., Phomopsis sp., Cercospora kikuchii, Aspergillus spp. y Rhizopus sp. en las semillas y verifico
que el tratamiento con aceite de neem, en la concentracion adoptada, no proporciono el control de
hongos en las semillas. Amaral; Bara (2005), al estudiar los efectos de otros extractos y aceite
vegetal sobre hongos en semillas de soja, ademas de otras especies como maiz y frijol, observaron
la inhibicién de extractos de azafran y corazdn negro y aceite de clavo. crecimiento de Fusarium
oxysporum.

En el Cuadro 4, la ausencia de las evaluaciones de los cultivares BRS Carnatbay FT 106 del polo
Balsas se justifica por la falta de semillas para realizar las pruebas fisioldgicas posteriores a los
tratamientos con neem (lo mismo se puede ver en el Cuadro 5) . Se puede observar en los resultados
del ensayo fisioldgico de semillas tratadas con extracto acuoso de neem que los cultivares Tracaja
y BRS Tracaja de los polos Tasso Fragoso y Mata Roma, respectivamente, mostraron buen vigor
(aunque todavia se considera un bajo nivel de vigor). para la especie), al compararlos con los demas
cultivares, los cuales presentaron indices que ya no las caracterizan como semillas (calidad
fisiolégica muy por debajo del estandar), estas, sin embargo, en cuanto a la germinacién de
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plantulas normales, no presentaron indices satisfactorios requeridos para soja en Maranhdo
(CESM, 1999).

CUADRO 4. Vigor y germinacion de semillas de soja de tres centros de produccion en el estado
de Maranhdo, tratadas con extracto acuoso de neem.

CATEGORIAS DE PRUEBA DE GERMINACION (%)

Plantulas Plantulas Plantulas Plantulas
Cultivar Vigor (%) normales normales normales normales
BRS Sambaiba® 27.91%cde 22° 18.21%cd 10° 32.54%abc 33° 5.74%abc 1° 48.45%bc  56°
Piraral 22.16de 15 13.23cd 6 17.46 c 9 1154abc 4 64.82a 81
Tracajal 63.69a 80 53.84a 65 2490bc 17 10.53abc 5 9.98 ¢ 3
Sambaiba® 55.95ab 69 44.94a 49 19.49 ¢ 11 1154abc 4 36.87cde 36
BRS Candeia® 34.33cde 33 10.24d 3 40.77ab 43 998abc 3 46.48bc 51
BRS Sambaiba? 54.77ab 67 22.35bcd 15 48.56 a 56 9.98abc 3 31.20cde 26
Sambaiba? 36.08cd 37 26.86bcd 24 20.13 ¢ 13 163la 8 4833bc 55
BRS Tracaja? 63.47a 80 27.99bcd 28 49.54 a 57 Oc 0 2468e 15
BRS Candeia®> 30.43cde 26 17.28 cd 10 41.2lab 44 574abc 1 42.98bcde 45
BRS 271 RR® 16.53 e 9 9.98d 3 18.99 ¢ 10 10.53abc 5 65.57a 82
BRS 270 RR® 4270bc 42 36.34abc 36 2669 bc 17 1746a 9 38.59cde 38
CV (%) 17.88 34.95 27.74 57.99 17.01
dms 18.15 23.63 20.27 12.67 18.36

1Tasso Fragoso; 2 Mata Roma; 2 Balsas; “En las columnas, los datos transformados en arc senV %;
5 En columnas, datos reales o sin transformar; CV- coeficiente de variacion; dms- diferencia minima significativa
Las medias seguidas de la misma letra no difieren estadisticamente segun la prueba de Tukey al 5%

Gomes et al. (2007b) también trabajaron con semillas de soja y evaluaron el efecto de extractos
acuosos de neem a concentraciones de 5, 10 y 20 % sobre la micoflora y la calidad fisioldgica de
las semillas. Estos comprobaron que hubo una baja incidencia de hongos fitopatdgenos
encontrados en comparacion con los controles, y que existieron diferencias significativas entre
estos y los demas tratamientos en germinacion y vigor, concluyendo que el extracto de neem tuvo
un efecto positivo en la salud, pero negativo en germinacion. En general, lo mismo también se
verificd en esta investigacion con respecto al extracto acuoso de neem al 5% de concentracion.

El Cuadro 5 muestra que, en los resultados de la prueba fisiologica de las semillas, luego del
tratamiento con aceite de neem, el cultivar BRS Tracaja del polo Mata Roma presentd semillas de
buena calidad en términos de vigor (84%), sin embargo en cuanto a la germinacion de plantulas
normales, estas no mostraron tasas de germinacién satisfactorias de acuerdo con el estandar
requerido para la soja en Maranhdo (CESM, 1999). También se observé que hubo una baja tasa de
plantulas infectadas y una alta tasa de semillas muertas, destacando los cultivares BRS Sambaiba
y Pirara de Tasso Fragoso y BRS Candeia de Mata Roma.
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CUADRO 5. Vigor y germinacion de semillas de soja de tres centros de produccion en el estado
de Maranhdo, tratadas con aceite de neem.

CATEGORIAS DE PRUEBA DE GERMINACION (%)

Plantulas Plantulas Plantulas Plantulas
Cultivar Vigor (%) normales normales normales normales
BRS Sambaiba® 25.26*c 20° 16.43% 11° 21.52%abc 14° 8.13%bc 2° 60.73*b 73°
Piraral 574d 1 0g 0 5.74d 1 0c 0 8593a 99
Tracajal 47.03b 54 3460cde 33 29.08ab 24 813bc 2 4124c 41
Sambaiba’ 5345ab 65 40.05bcd 42 3093a 27 2313 a 16 2279d 15
BRS Candeia! 50.14 ab 59 29.28def 24 29.28ab 24 1049b 4 43.85c 48
BRS Sambaiba? 25.26¢ 20 47.4labc 54 13.79cd 6 Oc 0 39.16c 40
Sambaiba? 57.28ab 71 4766abc 55 2237 abc 15 11.19b 5 30.59cd 25
BRS Tracaja> 66.99a 84 57.30a 70 22.4labc 16 Oc 0 2151d 14
BRS Candeia®> 17.78cd 10 22.26ef 15 2237 abc 15 Oc 0 5735b 70
BRS271RR® 56.63ab 70 50.80ab 60 19.14bc 11 Oc 0 3379cd 29
BRS270 RR® 44.42b 49 3824bcd 38 2150abc 14 8.13bc 2 4380 c 46
CV (%) 16.58 16.78 21.05 68.06 13.50
dms 17.18 15.06 11.20 9.18 14.54

Tasso Fragoso; 2Mata Roma; 3Balsas; “En las columnas, los datos transformados en arc senV %;
SEn columnas, datos reales o sin transformar; CV- coeficiente de variacion; dms- diferencia minima significativa
Las medias seguidas de la misma letra no difieren estadisticamente segun la prueba de Tukey al 5%

Conclusiones

En general, el tratamiento de semillas con extracto acuoso de neem es mas eficiente que el
aceite para reducir la incidencia de hongos asociados a las semillas de los cultivares de soja
analizados, aungue estos han mostrado un efecto negativo sobre la calidad fisioldgica de la
mayoria de los cultivares, excepto el vigor de los cultivares Tracaja y BRS Tracaja de los polos
Tasso Fragoso y Mata Roma, respectivamente.
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