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Texcoco, Estado de México, a 29 de noviembre de 2010

Estimado ingeniero,

Es un honor para mi y para el CIMMYT tener la oportunidad de compartir con usted
nuestra experiencia y conocimientos en sanidad de semillas, enfocados a los cultivos de
maiz y trigo. Este es el primer curso que aborda este tema, con el que espero crear un
antecedente exitoso que nos permita repetir la experiencia en el futuro.

El CIMMYT tiene una larga tradicion en capacitacion. El Dr. Norman Borlaug, Premio
Nobel de la Paz 1970, mejorador de trigo y cientifico del CIMMYT por mas de 40 afios,
establecio la capacitacion como elemento fundamental para el éxito del Centro, en su
mision de proveedor de germoplasma de maiz y trigo para los sistemas de cultivo
sustentables. La capacitacion entendida, sin duda, como el intercambio de informacion
entre interlocutores, en este caso, usted. Solo asi saldremos enriquecidos usted, los
demas participantes y yo.

El laboratorio de Sanidad de Semillas del CIMMYT se constituy0, oficialmente, en 1988
y desde entonces ha crecido, hasta llegar, en la actualidad, a estar aprobado por la
Direccion General de Sanidad Vegetal (SENASICA) y acreditado con la norma ISO/IEC
17025:2005.

Tiene usted en su mano un programa de actividades para estos dias que nos guiara
durante la semana. Sin embargo, también nos permite cierta flexibilidad en caso de
encontrar temas interesantes en que podamos profundizar o asuntos que sean de su
interés y que yo no haya incluido. Abordaremos cuestiones referentes a deteccion de
patdégenos a un nivel basico, siempre tratando de ofrecer opciones para resolver los
aspectos practicos que se encuentran, por lo general, durante el desarrollo de los analisis
de semilla. Asimismo, trataremos algunos topicos frecuentes, de caracter menos
cientifico y méas burocratico, como cuarentenas y regulaciones de la distribucion de

. ) semilla que, en ocasiones, no van al paso de la ciencia.
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Laboratorio de Sanidad de Semilla del CIMMYT:
Promoviendo el intercambio seguro de maizy
trigo por todo el mundo

Monica Mezzalama
Noemi Valencia
Gabriela Juarez



Grupo Consultivo para la Investigacion Agricola Internacional

(CGIAR)

15 Centros en
el mundo
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CIMMY'T:

Organismo internacional, sin fines de lucro, que se dedica a la investigacion
cientificay la capacitacion relacionadas con el maiz y el trigo.

»Mejoramiento genetico

» Una de las mas grandes redes internacionales de mejoramiento de
maiz y trigo

» Una de las mas grandes redes de distribucién gratuita de semilla e
informacion en el marco del Tratado Internacional sobre los
Recursos Fitogenéticos para la Alimentacion y la Agricultura
(TIRFAA) y acompainado por el acuerdo de Transferencia de
Material (SMTA)

»Conservacion de los recursos
geneéticos
» la mayor coleccion mundial de maiz y trigo

» adquisiciones conservadas en fideicomiso para la humanidad en
virtud de los acuerdos con la FAO y el ITPGRFA

»Ciencias sociales, ensefianza y la investigacion de manejo de
recursos naturales

»Capacitacion



Africs

Ameérica Central y del Sur

% por region

Ameérica del Norte

Oceania Maiz

Europa

Ameérica Central y del Sur

Ameérica del Norte Trlgo

Oceania

Asia



% por sector

MAIZ
(Ensayos internacionales y variados envios, no. de colecciones)
Sector | epucativo | GUBERNAMENTAL | PRIVADO TOTAL
% % % %
OTA 23.9 51.2 24.9 100.0

CEREALES DE GRANO PEQUENO

(Viveros internacionales y variados envios; no. de colecciones)

Sector | epucativo GUBERNAMENTAL PRIVADO TOTAL
% % % %
25.4 64.0 10.6 100.0




CIMMYT

Banco de germoplasma
Wellhausen-Anderson

Trigo harinero 85,428
Maiz 24,943
Triticale 17,871
Trigo duro 16,436
Cebada 14,528
Triticeae spp. 9,721
Centeno 147
TOTAL 169,770




¢, Como prevenir la distribucion de los agentes
patogenos transmitidos por medio de la semilla?

> A nivel internacional y nacional

. El Certificado Fitosanitario Internacional (aprobado y ratificado por 165 paises
gue adhieren a la Convencion Internacional de Proteccion Fitosanitaria, FAO,
1997) como reconocimiento oficial de la condicion de las semillas por las
normativas fitosanitarias nacionales

> Anivel de CGIAR

. Directrices para el movimiento seguro de germoplasma

> A nivel del centro

. Laboratorios de sanidad de la semilla controlan y aseguran el cumplimiento de
las normas fitosanitarias internacionales y nacionales de los materiales que son

distribuidos cada afo.



Buenas practicas observadas por
los programas de distribucidon y de mejoramiento
de cultivos de los centros de CGIAR.

» Inspeccion fisicay pruebas
de laboratorio de todo el
germoplasma importado y
exportado

» Parcelas separadas,
designadas para el cultivo de
introducciones de semillas

» Inspecciones de campo de
las introducciones y
multiplicaciones de semillas

» Analisis realizados por las
unidades de la sanidad de
semilla de los centros




Desafios

Recursos en el CIMMYT

» Mantener actualizados
los procedimientos de
analisis de semilla

Laboratorio de la Sanidad de Semilla

Actualizacion de las técnicas
basadas en publicaciones nacionales
e internacionales

Aplicacion de las normas
fitosanitarias mexicanas e
internacionales.

Recursos humanos calificados y
altamente capacitados

» Produccion de un
semilla sana

Gestion de estaciones
experimentales y parcelas de
multiplicacion

» Libre de OMG no
intencionales

Mejores y mas certificadas préacticas
en el banco de germoplasmay de las
normas de la introduccion de
semillas

Deteccion de OMG

» Relacion con las
autoridades mexicanas
de la fitosanitaria

Relacion historica, de confianzay
conocimiento mutuo




Laboratorio de Sanidad de
Semilla

» Aprobado por las autoridades mexicanas de
fitosanitaria (SAGARPA) desde 1998

» Acreditado con la norma ISO/IEC NMX-EC-17025-
IMNC-2005 desde abril 2007

Estas recomendaciones juridicas proporcionan:

» Guarantias para el pais anfitrion
» Guarantias para nuestros colaboradores

ACREDITA
A
CENTRO INTERNACIONAL DE MEJORAMIENTO
DE MAIZ ¥ TRIGO, INT.
LABORATORIO OE SANIDAD DE SEMILLAS,

Camrerans Mency - Vmacruz s 45, Cou EL Bariw
C.P. 56130, Texcoco, Esravo ok Méoco

’ NN

g el I
Makia G ALCANTARA lauhi1 sassnl. ez Mtz
L*J\lv L

“ Pmde ta del Comit de Cvaduscion de Diteciors Ejec:

ratorios de Ensayo de sme. a.c.

\
“El prevecie documents oo teoe valides 1ia v anese técnice correspondients “06LP1532

» Control de la calidad de nuestros procedimientos a través de procesos

obligatorios de auditorias internas y externas.




Pruebas de |laboratorio

Examen visual de las semillas

Incubacion

Serologia

, . o

Germinacion



» Carbones (Tilletia spp., Ustilago spp.)
» Magnaporthe oryzae (tizon del trigo)
» BSMV, WSMV

» Pantoea stewartii

» Fusarium spp.




Certificacion adicional contra carbon parcial
del trigo

» Multiplicacion de semillas en
una zonalibre de KB

» Separacion de las areas de
almacenamiento y preparacion

» Disinfestacion de las areas de
almacenaminto y empaque

» Lavado de las superficies de
las semillas con solucién de
cloro al 1,2%

“Mexicali 06/07




Presencia no intencional de OMG en la semilla de maiz

> Pruebas de todas las instrucciones
de maiz de todos los paises GM

> Mejores practicas implementadas
para el banco de genes y las
operaciones del programa de
reproduccion

> Deteccidon de ELISA
» Deteccion de PCR




Semilia de TnorduccCloOn: 1 interceptacion de Claviceps purpurea

and 1 interceptacion de Ustilago nuda

~ 60% Alternaria spp.
~ 8% Aspergillus spp.
~ 8-20% Fusarium spp.

Semilla para distribucion:

= Deteccion esporadica de BSMV, WSMV
de trigo

= F. verticilloides de maiz




Algunos conceptos fitosanitarios:
Aislamiento, Deteccion, Cuarentena



Cuando un patégeno constituye un riesgo
fitosanitario y se considera de importancia
cuarentenaria?

Como se aplican las cuarentenas
Meétodos de deteccidn

Ejemplos de manejo de patogenos
cuarentenados en México:

e Tilletia controversa, carbon del enanismo del trigo
e Tilletia indica, carbon parcial del trigo



Un patdgeno se considera de importancia
cuarentenaria:

e Cuando no se sefale su presencia o0 la
presencia de cepas exaoticas en un cierto pais, 0
cuando se a presente en un pais pero no sea
distribuido y sea sujeto a medidas fitosanitarias
de contencion o erradicacion

*Cuando es conocido como causante de perdidas
economicas en otros paises; si tiene un ciclo
bioldgico o0 una interaccion huésped/patdogeno
gue potencialmente pueda causar dano
econdmico en condiciones particulares que
favorezcan su desarrollo

*Cuando, aungque ausente en un pais, tenga un
nicho ecologico similar al organismo huésped en
un cierto pais

huésped

B
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En cada pais hay instituciones gubernamentales que se encargan de llevar a
cabo las actividades de servicio fitosanitario y cuarentena, en México:
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e Las organizaciones fitosanitarias gubernamentales emiten LEYES y
NORMAS que regulan la entrada de los productos vegetales y que
advierten cuales son los patdogenos “cuarentenados” en un cierto pais

e Cuarentenas “restriccién a la movilizacion...... para prevenir o retardar la

introduccion de plagas en dreas donde no se sabe que existan.....podrdn ser
exteriores... o interiores” (Ley Federal de Sanidad Vegetal, 5 de enero 1994, México)

* Meéxico tiene normas “FITO-xx-yyyy” que se encuentran enlistadas en el
sito web de SENASICA
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Certificado Fitosanitario Internacional

Es un documento que declara la condicion fitosanitaria de la semilla o del
material vegetal que se pretende movilizar;

Es emitido por las autoridades fitosanitarias del pais exportador y dirigido
a las autoridades fitosanitarias del pais importador;

En este documento se debe especificar:

» Cantidad, tipo de material y su nombre cientifico; lugar de origen;
lugar de procedencia; si el material lleva tratamiento; declaraciones
adicionales solicitadas por el pais importador; la condicion
fitosanitaria del material y si el material responde a los
requerimientos fitosanitarios del pais importador;

» Debe llevar firma vy sello del oficial fitosanitario



Sin embargo segun la Convencion Internacional de Proteccion

Fitosanitaria)
ARTICULO VII

Requisitos relativos a la importacion
1. Con el fin de prevenir la introduccion y/o la diseminacion de plagas reglamentadas en
sus respectivos territorios, las partes contratantes tendran autoridad soberana para reglamentar.
de conformidad con los acuerdos internacionales aplicables. la entrada de plantas, productos

vegetales y otros articulos reglamentados y. a este efecto. pueden:

2. Con el fin de mumimizar la interferencia en el comercio nternacional, las partes
contratantes, en €l ¢jercicio de su autoridad con arreglo a lo dispuesto en el parrato 1 de este

Articulo. se comprometen a proceder de acuerdo con las siguientes condiciones:



Calidad Fitosanitaria de la Semilla



Introduccioén

»Definicion de calidad de semilla
»Importancia
»Componentes

»Calidad fitosanitaria

»Deteccidn

e
»ldentificacidon

de los patdogenos




Semilla de alta calidad: la
base de una agricultura
exitosa




La calidad de la semilla
empieza en el campo

> Seleccion del area de produccion y de lotes.
»Seleccion de agricultores.

» Preparacion de la semilla y la siembra.

» Método de siembra, floracidon, control del polen.
»Manejo de la fertilidad del suelo.

» Control de insectos, malezas y patogenos.

» Eliminacion de plantas atipicas.

» Aislamiento.

» Cosechar cuando ha alcanzado la madurez
fisioldgica.
> Protegerla de factores bidticos y abioticos.

> Cercania a zonas de comercializacion.




Mantener |la calidad después de la cosecha

Pl Durante:
"8 >acondicionamiento

»Secado

»Limpieza

»Evaluacion del tamaio del grano
» Tratamiento

»Empaque

»almacenamiento

»Preservacion de la calidad
fisiologica

» Control de temperatura y humedad
»Resistencia a insectos y patdgenos



» GENETICA
Especies y pureza de la variedad, pureza analitica, uniformidad,
peso de la semilla.

» FEISIOLOGICA (potencial)
germinacion, vigor, contenido de humedad, emergencia y
uniformidad en el campo, periodo de almacenamiento.

» FEITOSANITARIA
contaminacion por malezas, sanidad, contaminacion por hongos de
almacenamiento, contaminacion por insectos y acaros.




Viabilidad

= Del punto de vista fisioldgico =

= |os eventos que ocurren del momento de absorcidon del agua hasta la
emision de la radicula

= [STA =

= |a propiedad que permite a la semilla, habiendo eliminado la
dormancia, de germinar en condiciones favorables y dar origen a una
planta normal

= Se expresa como:
" % de germinacion
" % de plantulas normales y anormales

ISTA= International Seed Testing Association




Plantulas normales

Semilla en germinacién



Vigor

= [STA =
= propiedad que determina el potencial de la semilla para obtener una
rapida y uniforme germinacion, buena emergencia en campo,
capacidad de dar una buen establecimiento del cultivo debajo de
condiciones de campo diferentes y a veces no optimales y que tenga
buena capacidad de conservacidon en almacenamiento

= Alta viabilidad no necesariamente significa buen vigor
= Elvigor no es una sola propiedad medidle de la semilla



Factores que pueden afectar el nivel de vigor:

Constitucion genética

Condiciones ambientales y nutricion de |a
planta madre

Nivel de madurez a la cosecha
Integridad mecanica
Patogenos



Tipos de Anélisis:
»Directos: reproducen el estrés
»Indirectos: miden propiedades fisiologicas de la semilla

Viability

Deterioration <




Analisis y medicidon de los componentes de calidad
de la semilla
» Muestreo

» Protocolos estandardizados (ISTA,
AOSA, ISSS, NSHS, DSHC, etc.).

» Métodos basados en experimentacion
cientifica rigurosa y dinamica.

» Laboratorios especializados y
reconocidos oficialmente en cada pais
para realizar analisis.



Calidad fitosanitaria

semilla libre de patégenos Lag ¥




Patdgenos asociados con la

semilla pericary
endospermm
Definiciones:
% Cerm
Patdgenos llevados por la semilla \U

» Patogenos gue se detectan sobre, dentro o con
la semilla.

» NO son necesariamente transmitidos a Ta
planta.

e;t:c)temw

coleoptilo
primera hoja
~ del follaje ) embrién
o de crecimiento

Patdogenos transmitidos por la semilla

» La semilla es el medio de transmision del
patdgeno a las plantas que nacen de semilla
iInfectada.

primer nudo




Patdgenos llevados por la semilla

> Bacterias

>»Nematodos




Enfermedades causadas:

» Pudricion de la semilla antes de germinar




Muerte de las plantulas,
tizon, marchitez



Carbones



Manchas foliares, rayado,
amarillamiento, tizones




Procedimientos para inspeccion de semillas

* |nspeccion en el campo de los lotes de
multiplicacion

 Analisis de la semilla en laboratorio




Conclusioén

» La calidad de la semilla depende de una
combinacién de complicados factores fisiologicos,
morfologicos y ambientales que interactdan entre
Si.

» Algunos aspectos todavia son desconocidos.

» La calidad de la semilla causa muchos impactos:
abundancia o hambruna, ganancias o pérdidas.

» Ellema “primero la semilla” deberia cambiar a
“primero y siempre, semilla de calidad” (Hamptom,
2002).




» En muchas ocasiones las medidas de cuarentena o
fitosanitarias son obsoletas, ineficaces, sin fundamento
cientifico

 Ejemplo: Burkholderia andropogonis en maiz

» Por esta razéon en el CIMMYT tenemos una vigilancia
estricta, basada en sustento cientifico sobre varios
patdgenos que no aparecen en las normas fitosanitarias y
gue podrian llegar a representar un riesgo fitosanitario

 Ejemplo Magnaporthe oryzae en trigo



Deteccion en Laboratorio



PROPOSITOS

Sanitacion: erradicacion
del o reduccion inoculo

Establecimiento de

Semilla para
exportaciéon

Crecimiento

p P ANALISIS
PRINCIPIO ACCION PROPOSITO LIMITANTES
DISPONIBLES
Analizar toda la o Valido solo para
., . . Crecimiento en . .
Exclusion del inoculo semilla antes de Cuarentena . . semilla viva y para
i ambiente protegido )
liberar siembra
Incubacién en agar o
apel
., . P p. . Considerar valido
Exclusion del inoculo Muestreo Cuarentena Crecimiento
. el muestreo
Serolégicos
Moleculares
Cuarentena en .,
Incubacién en agar o
algunos casos
Muestreo papel

Considerar valido
el muestreo

tolerancias ] Seroldgicos
Semilla de alto valor
) Moleculares
para siembra
Evaluacion de la .
o L, L Incubacién en agar o ) )
Sanitacion: erradicacion eficacia de Considerar valido
) Muestro ] papel
controlada del inoculo tratamientos a la o el muestreo
) Crecimiento
semilla
Control de calidad de un Muest Evaluacién de grano | Incubacién Considerar valido
uestreo i
producto para consumo Serologia el muestreo




VENTAJAS:

» Andlisis de semilla permite averiguar la condicion
fitosanitaria de un lote de semilla

» Cuando se haya identificado un patdgeno, hay que
averiguar que recomendacion dar para reducir la

contaminacion que pueda derivar del movimiento
de la semilla

Sin embargo:

no es dicho que un patdogeno vaya a causar
perdidas de produccion solo porque fue encontrado
en la semilla



Factores que pueden afectar el resultado de una
analisis en laboratorio:

» Tamano del lote de semilla
> Técnica de muestreo

Muestreo en relacion al nivel de
acondicionamiento de la semilla

Bajo vigor puede favorecer los patdgenos

Dafio mecanico favorece la penetracion
patdgenos

Presencia de saprofitos

Presencia de tratamientos quimicos o fisicos
Tiempo transcurrido desde la cosecha
Condiciones de laboratorio

A\

YV VY
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TIPOS DE ANALISIS DE
LABORATORIO:



1.

e patégenos:

econ y sobre de la semilla = carbones y
nematodos

e analisis:
sInspeccion visual directa
sLavado y Filtracion (Ustilago maydis)

*Tincion tejidos internos (Perosclerospora
spp.; Ustilago spp. )

g/wiki/File:Ustilal
&




2.

spatdgenos:

*en la semilla = bacteria, virus y
hongos

sanalisis:
egerminacion en suelo o papel



3.

spatdgenos: en la semilla = hongos y bacteria

sanalisis:  Papel secante y congelamiento
Cultivo en medio selectivo agarizado




A. ldentificacidn por caracteristicas morfologicas

» Estructuras microscopicas de hongos y nematodos




B. Identificacion por caracteristicas bioquimicas

Para la identificacion de bacterias
» Tincidn de Gram

» Morfologia de colonias

» Crecimiento en medios selectivos

» Reacciones bioquimicas




4.

e patdgenos: enla semilla = virus, bacteria,
hongos

o analisis:
Ensayo de inmunoabsorcion de enzima ligada)
(ELISA)

Inmunofluorescencia
Tiras de immunoimpresion

eed Services, Inc.

i
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Deteccion de Teliosporas de Tilletia indica
en granos de trigo






Tilletia indica
carbon parcial




Distribucion del carbon parcial del trigo:

Asia:
North America: = Afghanistan
= USA — since 1996 in India
Arizona, California and
Texas Iran
= Mexico — since 1 Iraq
in Sonora and Sina Nepal
Pakistan
Africa:
South Ame\t 1 Africa —
since 2000 In

= Brazil — since 1990 in the Pouglas, Northern

southern part of the Ri 7 State Province
Grande do Sul i



barba

pericarpio

endosperma

escotelo\

coleoptilo

primera hoja

del follaje

punto de crecimiento

primer nudo

radicula

coleoriza

i

embrion

»Las teliosporas que se encuentran
abajo del pericarpio se liberan durante
la cosecha y trilla, se depositan al suelo
0 en la superficie de los granos sanos

»Las teliosporas geminan al realizarse
las condiciones necesarias durante la
fase de floracion de la planta de trigo

»La penetracion del hongo se realiza a
través de los estomas de las glumas,
lemas y paleas

»La infeccion empieza cerca del
embrion del grano extendiéndose por la
sutura dejando el pericarpio
parcialmente intacto; el crecimiento de
las ifas es intercelular

»Alta humedad relativa, temperaturas
moderadas Y lluvia durante la floracion
favorecen el desarrollo de la
enfermedad



T. Indica: diferentes grados de infeccion

Punto de infeccion 1oy el grano infectado
en el estremo del

embrio

#100% del grano infectado

50% del grano infectado
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T. controversa
Foto CIMMYT

T. caries
Foto CIMMYT

’

de diametro

Color amarillento-rojizo
diametro19-24 um T. indica
Cubierta gelatinosa, 1-1.5 FED @I
mm de espesor

Pared es reticulada,
poligonos regulares con
1.5-3 um de altoy 3.5 um

Color: café a café oscuro
diametro22-45 pm hasta 55 um
Pared en 3 capas con espinas y
ornamentacion en la pared mas
externa, cubiertas por una membrana
hialina

T. laevis
Foto CIMMYT

Color café claro hasta muy palido
Diametro 18-22 um
Pared lisa

Color amarillento-rojizo-café claro
diametrol14-23.5 mm
Pared con ornamentacion




. -L'l‘"‘ﬁ é

“Mary E. Palm

Esporas estériles de T. indica de color
amarillento, esféericas y con pared lisa y
muy espesa




Ustilago nuda

Esporas esféricas diametro5-9 um
Color amarillo palido o café finamente
reticuladas
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Tilletia barclayana
Esporas color negro diametro18-23 um
Pared cubierta por espesas espinas

)
]

@ Chin Khoon Min

Genero Tilletia

CASTLERURY AND CarRis: T, WALKERS P, NOV, 125

23 24 25 26 27

Fiis. 11-28.  Teliospores (BF). 11-16. Tilletia walkeri, 17-22. Tilletia indica. 2

grostidis, 27, 28, Tilletia inolens. Scale bars: 12 pm.



Metodos disponibles:

e Inspeccion visual

« Jlavado y filtracion con
Inspeccion microscopica

* inmersion en NaOH




Lavado vy filtracion con inspeccidn microscopica

Es el actual reconocido para la deteccion de carbones en trigo
Puede ser un método cuantitativo

Es atil para hongos que estén presente en la superficie de la semilla
No da informacion sobre la viabilidad de las esporas



Prueba de lavado de semillay filtracion

25 g de semillas
100 ml agua
3 gotas de tween 20

Agitacion 30,
250 rpm

Filtracion a través de una
malla de poliéster
53 um



Filtracion a traves de
una malla de poliéster
15 um o papel filtro
Whatman #1




Esporas de carbon parcial en
—— malla de poliéster
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Teliosporas de carbon parcial en filtro de papel




Método de inmersiéon en NaOH al 0.2% x 24 horas

o A~




Prueba de germinacion en papel
y sustrato de suelo



Ventajas:

 Se observan sintomas en la plantulas en
crecimiento

e Se obtiene informacidn sobre viabilidad y vigor de
la semilla

e Se obtiene informacidn sobre riesgo de
transmision a la planta del patégeno

Desventajas:
 No es muy sensible

* Requiere investigacion sucesiva para identificar el
patdgeno




Germinacién en papel:

=  Secante filtro o toallas

= Celulosa

=  Sin contaminaciones

= Poroso, pero que no deje penetrar las raices
= Robusto

= Buena capacidad de mantener la humedad

=  pH neutro

=  Bien conservado

= Estéril si es necesario

Germinacion en sustrato:

A. Arena
= Uniforme entre 0.8-0.05 mm
= Buena capacidad de mantener la humedad
=  pH neutro
= Lavaday estéril
=  Se puede reusar previo lavado y esterilizacion

B. Suelo

C. Compost (peat-moss + vermiculita o perlita)
= Buena calidad
= Buena capacidad de mantener la humedad y aeracion
=  pH neutro
= Estéril
= No se aconseja re-usar




Semilla ordenada en el papel
hdamedo

Plantulas listas para evaluacion

Formacién del “rollo”



e Se puede realizar en invernadero o camara de
crecimiento

Plantulas en crecimiento

Plantulas listas para evaluacion



Inspeccidn en campo



VENTAJAS: -

« Eliminacion mezclas e
impurezas

« Eliminacion de plantas
enfermas

 Muchas enfermedades se
pueden detectar en un
momento especifico y eliminar

* Informacion sobre incidencia de
patdgenos antes de la cosecha

* Posibilidad de intervenir con un
tratamiento quimico




» DESVENTAJAS:

 No da informacion sobre
patdgenos que infecten después
de la inspecciodn

* Deteccion de patdgenos
presente en un momento
particular

e Varios patdogenos no se pueden
detectar

 Patdgenos que pueden ser
presente pero no causan
infeccion a la semilla




Efectuar lainspeccidn en el momento
oportuno:

 Dependiendo de que patdogenos se buscan

 Programar mas gue una inspeccion

Llegando al campo:

« Ubicarse en un punto con la mejor visual para
identificar:

* rios, canales de irrigacion, presencia de areas con
malezas, arboles, areas de sequia, edificios etc.




Establecer el diseino en campo del muestreo

cinco de oros

En “X”

En pasajes equidistantes

Pasajes diseflados a propositos para por ejemplo, muestra un cierto
numero de plantas

W

Actividades que se realizan en el campo:

« Examen de los sintomas presentes en la planta y utilizacion de
manuales para la identificacion rapida si es posible

 Recoleccion de muestras para llevarlas al laboratorio




Manual Operativo de la

Campana contra el Carbén ClnCO de OrOS

Parcial del Trigo

PUNTOS DE MUESTREOD

(1 ha) (120 ESPIGAS)

Fiaura 2. Procedimiento de muestreo nor predio o lote de 25 ha.

SAGARPA - SENASICA - DGSV - Proteccion - Frtosanitaria



&

Figure 1 “X* Field Inspection Pattern

Start

Finish

10 feet
________________________________ .'. L 3
________________________________ .'.
........................ o
10 feet
y

Figure 1 - Equidistant Pass Pattern
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Deteccidon de bacteriay virus por
tecnicade Elisa



Immunoserologia

Analisis basados en reacciones anticuerpo-antigeno

» Los anticuerpos son glicoproteinas,
inmunoglobulinas, del tipo gamma globulina

» Se encuentran en forma soluble en la sangre
de los vertebrados

» Son empleados por el sistema inmunitario
para identificar y neutralizar elementos
extrafios tales como bacterias, virus o
parasitos

» Los anticuerpos son sintetizados por un tipo
de leucocito denominado linfocito B.
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El anticuerpo tipico esta constituido por unidades
estructurales basicas, cada una de ellas con dos
grandes cadenas pesadas y dos cadenas ligeras de
menor tamano A—

METHODS FOR ASSAY. DETECTION. AND DIA

A b=

Aunque la estructura general de todos los L chwnq_‘{zf;;i%

anticuerpos es muy semejante, una pequefia region H chaings_ =5

del apice de la proteina es extremadamente variable, k

region hipervariable, lo cual permite la existencia de o e E::::jf’;

millones de anticuerpos, cada uno con un extremo l ; :
ligeramente distinto. v oo Cur i C"'_“__;c o

regions

Cada una de estas variantes se puede unir a un
antigeno diferente

La Unica parte del antigeno reconocida por el
anticuerpo se denomina epitopo

El epitopo se une con su anticuerpo en una i g -
interaccion altamente especifica que se denomina

adaptacion inducida, unica en medio de los millones

de moléculas diferentes que componen un

organismo.







Suero que contiene uno 0 Mas anticuerpos. Se obtiene de un animal que ha sido sometido a la accién de un
antigeno.

En fitopatologia se utilizan 2 tipos de antisueros:
» Policlonal
» Monoclonal

1. Un antisuero es policlonal cuando las IgG se producen indistintamente por muchas
células B, debido a que el antigeno tiene muchos “determinante antigénicos” que
pueden estimular muchas células B.




2. Un antisuero monoclonal, es producido por una
sola especifica célula linfocito B.

Se obtiene:

« fusionando una célula linfocito B de un animal que
haya sido expuesto al antigeno con una linea de
células de mieloma de raton obteniendo un
hibridoma (ya que las células B no son cultivables
en vitro);

el hibridoma se inyecta en ratbn o en conejo
causando un tumor ascitico (liquido) del cual sale
el antisuero que contiene los anticuerpos
monoclonales

a8

Células cancerosa ¥

=

e

/ Bazo |
-

(Mleloma) j--...............;célulu

\

productoras de
anticuerpos
/ (LInfocitos B)

y

|
’\- anticuerpos
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Hay diferentes técnicas de ELISA, pero

= Todas se basan en la utilizacion de anticuerpos que “atrapan” su
antigeno especifico en un medio plastico (placas con pozos).

= Esta propiedad fisica es propia de las proteinas, como son los
anticuerpos

= Se utilizan anticuerpos monoclonales y anticuerpos policlonales



Prueba de ELISA directa con anticuerpo doble sandwich

| Specific antibody adsorbed to 2 Add test extract containing virus.
plate.(Incubate 3 h at 37°C) (Incubate overnight at 6°C)
Y 0
Wash Wash y g Y
3 Addenzyme-labelled specific 4 Add enzyme substrate
antibody (Incubate 3 h at 37°C) °
i Evaluate 6% s
E after 30-60 B
min incubationat | ® Ygfc .
Wash Yvy room temperature \_Y_¥ ¥

Reacciones que ocurren durante una DAS ELISA en un pozo de la placa de pléastico: el

enzima esta conjugado al mismo anticuerpo que se utilizé para el cubrimiento; es muy
especifica
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R.E.F. Matthews 1991

Prueba de ELISA indirecta:

el anticuerpo conjugado con el enzima no es
el especifico para el antigeno sino un anti-
animal (por ejemplo conejo) que se utilizo
para la produccion del antisuero para el
antigeno, o sea:

Antigeno A
Anticuerpo producido en conejo con antigeno A

Anticuerpo producido en cabra injectado con antigeno de
conejo B y conjugado con enzima




Procedimiento general de ELISA:

Establecer la magnitud de la muestra

Moler la muestra en seco o en bufer de extraccion en la
proporcion indicad por el kit de antisuers que se va
utilizar (en este caso dejar remojar la semilla 15-18
horas)

Preparar el esquema de la prueba

1 2 | 3| 4|5 |6 | 7|8 | 9|10 11]|1
A + +

B

c| B B

D| 1 1

E| 2 2

F| 3 3

G| 4 4

H| 5 5
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Poner el antisuero de “coating” = cubrimiento, en ocasiones
las placas ya vienen “cubiertas”

Incubar y lavar

Poner la muestra (antigeno)

Incubar y lavar

Poner el conjugado

Incubar y lavar

Poner el substrato (antisuero conjugado con el enzima)
Parar la reaccion

Evaluar



Barley Stripe Mosaic Virus RNA, particula alargada, 22 nm,
Virus estriado de la cebada Miembro de los Hordeivirus

N e Transmitido por:

Semilla
Polen
Ovulos
Contacto

No tiene vectores, depende de la semilla
para su sobrevivencia vy difusion

Sus huéspedes primarios pertenecen al
grupo de Gramineae

También infecta Chenopodiaceae,
Solanaceae, Amaranthaceae, Primulaceae

Posiblemente Unico virus a ser transmitido
eficientemente por semilla

Distribuido en todo el mundo



Pantoea stweartii Regulado en Mexico NOM-018-FITO-1995

Transmitido por semilla a niveles bajos 0.05%
Transmito en naturaleza por un vector
Chaetocnema pulicaria

Caracteristicas morfologicas:
Anaerdbio facultativo, Gram negativa, en YDC colonias convexas y amarillas

Huespedes primarios:
Zea mays, Zea mexicana (teosinte)

Distribucidn:
endémico de EU, pero reportado en muchos paises esporadicamente

Importancia economica: moderada



Prueba de papel secantey
congelacion



Caracteristicas:

>
>

Se utiliza para cualquier tipo de semilla

La congelacion

= elimina efectos de resistencia del huésped
= favorece la esporulacion de ciertos hongos (ex. Alternaria

porri)
Detecta solo los hongos imperfectos

Algunas especies son favorecidas en comparacion a otras

Algunas especies aungue presentes como micelio en la semilla
no se desarrollan

Si faltan condiciones ambientales de limpieza e higiene hay alto
riesgo de contaminaciones por Rhizopus y Mucor



Objetivos de meétodos de deteccion por incubacion:

Determinacion del tipo de inoculo
Cantidad de inoculo
Distribucidn del inoculo adentro de un lote de semilla

Evaluacion del vigor del inoculo al momento del analisis, que se
mide evaluando:

Tasa de crecimiento de la colonia (incubacion en agar)

Grado de esporulacion (incubacion en papel humedo)
Reduccion de la emergencia y procurar sintomas
(germinacion)

Capacidad de procurar sintomas en plantas indicadora (virus)



Condiciones de incubacion:

= Cajade plastico

= Espacio entre semillas: 1 por caja seria lo ideal pero no es practico
= Tipo de papel

= Tipo de medio de cultivo: nivel de selectividad

= Cantidad de medio de cultivo en la caja petri

= pH del medio de cultivo

=  Temperatura

= Humedad

= Luz

= Tiempo de incubacion



Desinfectar ,
enjuagar, escurrir la
semilla

Acomodar sobre el papel y
en la caja

Incubar



v" Se cuenta el numero de semilla con
desarrollo fungico

v" Se identifica cada hongo con la ayuda
de:

» Experiencia
» Claves taxonomicas
» Fotografias

e Pruebas de laboratorio




Prueba de lavado y dilucidon para la
deteccidn de bacterias en semilla



. Extraccion de la bacteria de la semilla y aislamiento en
medio selectivo

. Prueba de patogenicidad

: Immunofluorescencia

: ELISA

: PCR

Cualquier método implica:

= Extraccion

= Identificacion

=  Sensibilidad de acuerdo al nivel de tolerancia
establecidos

Establecer:
=  cual bacteria se quiere detectar
=  que grado de infeccion la semilla trae de su origen
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Xanthomonas translucens pv. undulosa

agente causal del
rayado bacteriano y espiga negra

Caracteristicas morfologicas:

bacteria aerobica, Gram negativa, en forma de
bastoncillo 0.5 x 1.0 um; forma colonias de color
amarillo palido en YDC, y ain mas clara en medio
de cultivo selectivo, convexas, mucoides lisas con
margenes enteros.

Huespedes primarios: Hordeum vulgare,
Triticum aestivum, Secale cereale, Triticale.

Distribucion: en todo el mundo donde se cultive
cebada y trigo en ambiente calientes y humedos.

Dept. of Plant Pathology
University of Arizona

Importancia econdmica: puede causar perdidas
desde el 20 hasta el 50% en ambientes
favorables y en genotipos susceptibles



Sintomas:
En las glumas

se observan estrias finas de color negro entre

las venas que le dan a la espiga un color

bruno oscuro, el dafio puede llegar hasta el

grano que puede volverse oscuro y chupado
Se observan exudados

En las hojas
Las lesiones empiezan como estirdis de
color marrén claro y con aspecto de “water
soaking” a lo largo de las venas; las
lesiones se unen y pueden llegar a
necrotizar toda la hoja
Se observan exudados en las horas
tempranas del dia y en condiciones de
humedad

W E. Duveiller

II\|_I
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Caracteristicas ecologicas:

En el campo se distribuye por la lluvia y por contacto.

Puede sobrevivir en residuos del cultivo pero la manera de transmision
mas eficiente y sobre larga distancias es:
por semillas

 El patdogeno puede quedar viable en la semilla por muchos afios
 se ubiqua internamente a la semilla
« Porcentaje de transmision entre 4 'y 25%

« Lasemilla infectada puede ser chupada y se registran perdidas de
produccion hasta del 35%

 No hay tratamientos a la semilla que controlen la bacteria



Aislamiento en medio selectivo de Wilbrink o WBC

Agar Bacteriologico

Agua destilada

Bacto Peptona (peptona de gelatina)
K,HPO, (Fosfato de potasio)

MgSO, .7H,0 (sulfato de magnesio
heptahidrato)

Na,SO; (sulfito de sodio anhidro)
Sacarosa

Ingrediente para esterilizar separadamente:
Acido Boérico en solucion acuosa:  0.75 g/150 ml H,O destilada

Ingredientes para adjuntarse después de la esterilizacion del medio:
Cefalexina 1ml de una solucion en etanol al 75% con 10mg/ml

Cicloheximida 2 ml de una solucion en etanol al 75% con 75 mg/2ml



Mecanismo de
Infeccion-Infestacion
de la semilla

Ana Maria Hernandez Anguiano
Profesor-Investigador
Colegio de Postgraduados

Taller Sanidad de Semillas-
02/12/2010 CIMMYT
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Fertilizacion
°Fruto
Semilla

02/12/2010

Estigma
Estilo

Pared ovario=Pericarpio

Saco embrionario

Integumento=Cubierta S

Célula huevo=Planta E

Funiculo=Hilum

Taller Sanidad de Semillas- (Maude, 1996)
CIMMYT ’



Fruto

Estigma-Estilo

Pared ovario-Pericar

Ovulo-Semilla

Integumento
Cubierta de la Semilla

Micropilo lanta embrionaria
,///
Hilum:—
Taller Sanidad de Semillas- (Maude, 1996)

02/12/2010 CIMMYT



Anatomia comparativa

Cariopside Semilla

/ BN

ey  Cotiledon

Pericarpio
SC _
AL Cubierta

End

Escutel_9 /

4 Coleoptilo
eopt

Plumula

02/12/2010 CIMMYT (Maude, 1996)



Fruto-una semilla= Cariopside

Material de siembra:

Cariopside
*Centeno
*Maiz
*Sorgo
*Trigo

Cariopside + lema + palea
®Arroz
®Cebada

[
Aven a Taller Sanidad de Semillz%-
02/12/2010 CIMMYT




Infeccion / Infestacion de la semilla

® Puede ocurrir durante el desarrollo de las plantas
® Bajo condiciones ambientales favorables
® Por agentes causales como microorganismos

La probabilidad de tener infecciones exitosas en la naturaleza
es muy baja.

Taller Sanidad de Semillas-
02/12/2010 CIMMYT



Infeccion / Infestacion de la semilla

® Infeccion.- Cuando el microorganismo penetra y establece
una relacion parasitica con la semilla.

® Infestacion (contaminacion).- Cuando el microorganismo
establece una asociacion pasiva con la semilla.

® Importancia: Permite establecer mecanismos de control

Taller Sanidad de Semillas-
02/12/2010 CIMMYT



Mecanismo
de Infeccion / infestacion

® Infeccidn
A. Sistémica:

\/Vl’atejido planta-embrion
B. Via estigma-embrion

C. Atraves de pared del fruto, ovario, cubierta semilla
D. Através de aberturas naturales y heridas

® |nfestacidon o contaminacion
Adherencia a la superficie de la semilla
Contaminacion concomitante

Taller Sanidad de Semillas-
02/12/2010 CIMMYT



Infeccidon sistéemica

» Tejido de Planta — Embridn

Sistema vascular (SV) Pf -~
Conexiones citoplasmaticas Amaranto
Etapas tempranas

Virus: Varios tienen esta capacidad pero una vez que la

capa de caloza se ha formado, el movimiento de los virus se
reduce.

Bacterias: Pocas pueden invadir el SV
Nematodos: Algunos permanecen cerca del hilum o se

mueven a traves del pedicelo y placenta y dentro de las
paredes del ovario por el funiculo

Taller Sanidad de Semillas-
02/12/2010 CIMMYT



Via Tejido Planta — Embridn

Virus: Virus Mosaico Lechuga - Lactuca sativa
Virus Mosaico Alfalfa - Medicago sativa
Virus Mosaico Estriado de la Cebada- cebada

\/Hongos: F. 0. f.sp. lycopersici — Fusariosis cuello
Tilletia tritici — Carbon apestoso

vBacterias: X. c. pv. campestris - Pudricion negra
X. c. pv. phaseoli -Tizon comun

v’ Nematodos: Ditylenchus dipsaci - cebolla

Taller Sanidad de Semillas-
02/12/2010 CIMMYT
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Estigma — Embrion

®Estructuras infectivas de patdogeno
transportadas a estigma

®*En estigma germinan y siguen ruta

del polen s— EStigma

Tubo germinativo
Estilo

Ovario

® Espora emite tubo germinativo el ™
cual entra al estilo, infecta el ovarioy =~

se establece en semilla en desarrollo -
Célula huevo

SP—
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Estigma-embrion

®Carbon volador
®*Virus Mosaico de la Alfalfa

L4
Embrion
e _4__ESt|gma Stylar fissure ~ Pericarp Testa Aleurone layer Entsgperm Scutellum

— Estilo

— Qvario

Micelio carb6én volador
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Infeccion ovario
via estigma
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Infeccidn-Paredes

Invasion directa estructuras florales
Infectan semilla en desarrollo
Penetran via funiculo u ovario
Ejem: Alternaria brassicicola

C
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Penetracion a traves

\/Cubierta de la Semilla
grietas

C. kikuchi, C. sojina — Frijol
Soya

\/Aberturas naturales

P.s. lachrymans
Pepino
X. c. pv. phaseoli

Invade semilla a
Micropil traves de micropilo

/
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Infestacion o Contaminacion

®Infestacién o Contaminacion:
Asociacion pasiva de un patégeno con la semilla

® Estructuras de Patdogeno: adheridas o mezcladas con
semilla

®Ocurrencia:
Durante desarrollo de semilla, cosecha o postcosecha
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Infestacion / Contaminacion

® Adherencia a la superficie:
\/Esporas

Micelio
‘/Células bacteriales

Particulas virales

® Contaminacidén concomitante

v Esclerocios
Soros
Agallas de nematodos
Quistes de nematodos
Restos de plantas infectadas
Agregados de suelo infestados
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Adherencia Superficie Semilla

Hongos

T. controversa, T. indica Trigo
Tilletia barclayana Arroz
Alternaria brassicicola Cruciferas
F. 0. f.sp. lycopersici Tomate
Bacterias

C. f. pv. flaccumfaciens y X. c. pv. phaseoli Frijol

P. s. pv. lachrymans Pepino
P.s. pv.tomate y X. c. pv. vesicatoria Tomate
X. C. pv. campestris Col

v’ Nematodos
Aphelenchoides besseyi Arroz
Ditylenchus dipsaci Cebolla, alfalfa

Taller Sanidad de Semillas-
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Adherencia a superficie

Downy mildew

® Peronospora manshurica
Oosporas incrustadas en
semilla de frijol soya

\%,’l /7 \ - ;e
Oospora madura o ‘

e J
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Esporas o micelio
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Contaminacion Concomitante (CC)

Mezcla de indculo con la semilla

® Estructuras Patogenicas: trigo y pastos
4 Agallas: A. tritici, A. agrostis

v’ Esclerocios: C. purpurea, C. africana

® Restos de plantas infectadas: Pedunculo, restos tejido
vascular:C. michiganensis subsp. insidiosus - alfalfa

® Suelo:Quistes de Heterodera glycines en agregados de
suelo mezclados con semilla de soya, frijol comun.
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Contaminacion Concomitante

\/Claviceps purpurea

\/Anguinatritici

,‘

Agallas

Esclerocio

02/12/2010



Quistes — Heterodera

Importancia Mecanismos de Infeccion

| Disenar estrategias de control!
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MECANISMOS DE INFECCION DE PATOGENOS TRANSMITIDOS POR SEMILLA

Ana Maria Hernandez Anguiano-Profesor Investigador Titular
Fitosanidad-Fitopatologia
Colegio de Postgraduados. Montecillo, México 56230
(95) 5-20200 ext. 1610, 1083
ahernandez@colpos.mx

Durante el desarrollo de las plantas estas
pueden llegar a ser invadidas por diferentes
microorganismos causantes de enfermedades a los
gue conocemos como fitopatégenos. Sin embargo,
varios son los factores que determina el éxito de
estos fitopatdgenos para poder infectar la planta, y
poder transmitirse de una generacion de plantas a otra
a través de la semilla. Entre estos factores se
encuentran el ambiente, que debe ser favorable a la
infeccidn, el hospedero, que debe ser susceptible, el
patégeno que debe ser virulento y el vector. La
conjuncidn de estos cuatro factores, que conforman lo
que conocemos como el tetrahedro de la enfermedad,
es un evento raro en la naturaleza por lo que la
probabilidad de tener infecciones exitosas en la

naturaleza es muy baja.

I. INFECCION DE LA SEMILLA

Por definicion se dice que una semilla esta
infectada cuando el patdgenos se ha establecido
dentro de cualquier parte de la semilla, ya sea interna
0 externamente. Los mecanismos que emplea el
patdgeno para infectar la semilla son diversos. Puede
infectar sistémicamente, a través del sistema vascular
y conexiones citoplasmaticas o directamente
infectando flores, penetrando a través de la pared del

ovario, cubierta de la semilla o de aberturas naturales.

A. Infeccion Sistémica via tejido de la planta madre

al embrién de la semilla

La gran mayoria de los virus, algunos
hongos y pocas bacterias infectan a la semilla por este
mecanismo. En el caso particular de los virus, la ruta
es directa al gametofito femenino, afectando la célula
madre de la megaspora en etapas muy tempranas de
su desarrollo. Conforme el évulo se desarrolla, el
paso posterior del virus se ve limitado por diferencias
en la tasa de crecimiento del tejido endospérmico y
embrionico que lleva a la ruptura de las conexiones
citoplasmaticas (plamodesmos) de estos tejidos con la
nucela. De los virus reportados a la fecha,
aproximadamente 15 tienen la capacidad de infectar
el embridn; entre estos tenemos a los virus Virus
Mosaico de la lechuga en Lactuca sativa y Virus
Mosaico de la Alfalfa en Medicago sativa.

Se cree que la infeccién por Plasmopara
halstedii causante del mildiu del capitulo y semilla de
girasol ocurre sistétmicamente. EI carbon apestoso
(Tilletia tritici) del trigo, cebada y algunas especies
de pastos invade los coleoptilos jovenes produciendo
un micelio que se desarrolla dentro del tejido de la
plantula, avanza a medida que se desarrolla la planta
y eventualmente invade las partes florales, reemplaza
el tejido del ovario con teliosporas, las cuales
permanecen cubiertas por el pericarpio intacto. Las
masas de carbon son de forma similar a la de los
granos normales, aunque usualmente mas esféricas;
cuando se aplastan, se liberan las teliosporas,
contaminando el grano y el suelo. Cuando las

teliosporas germinan, forman un promicelio con 8 a
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16 basidiosporas, las cuales se fusionan en pares
formando estructuras en forma de H y eventualmente
desarrollan esporidias secundarias infecciosas las
cuales inician de nuevo el ciclo de la enfermedad.

Son pocos los ejemplos de bacterias que
pueden invadir el sistema vascular de las plantas,
causar infeccion sistémica, y continuar por esta ruta
hasta el tejido de la semilla sin la produccién de
sintomas externos de la enfermedad. Entre estos
tenemos a Xanthomonas campestris pv. phaseoli y a
Xanthomonas campestris pv. campestris causantes del

tizon comun y pudricién negra, respectivamente.

B. Infeccidén Sistémica Via Estigma-Embrién de la
Semilla

Este tipo de infeccion ocurre basicamente de la
siguiente manera. Las estructuras infectivas de
algunos patogenos, provenientes de plantas enfermas,
son transportadas por el viento, la lluvia o insectos a
las flores de plantas sanas. Una vez sobre los
estigmas de las flores, estas estructuras germinan,
penetran a través del tejido estilar, infectan el ovario
y se establecen en la semilla en desarrollo. La
infeccion por los hongos Sclerospora graminicola o
Claviceps fusiformis en mijo perla (Penissetum
americanum), Botrytis antophila en trébol rojo,
Ustilago nuda y U. tritici, en trigo y cebada,
respectivamente, ocurre principalmente a través de
estigmas. Similarmente, en el caso de los virus y
viroides que se transmiten por polen, la infeccion de
la semilla ocurre cuando uno de los gametos
masculinos infectados con particulas virales se
fusiona con la célula huevo o con el nicleo polar.
Algunos virus pueden alterar el desarrollo, la
morfologia o el vigor de los granos de polen, de tal
forma que la infeccion de la semilla por el virus no
tiene éxito. Como ejemplos de virus que se transmiten

por polen estan el Virus Mosaico Comun del Frijol,

CIMMYT

02/12/2010

Virus Mosaico estriado de la Cebada, y el Virus
Mosaico de la Alfalfa, entre un numero considerable

de virus que se han reportado en la literatura.

C. Penetracién a Través de las Paredes del fruto,

Ovario y Cubierta de la Semilla

En este caso, el patogeno tiene la capacidad de
penetrar directamente a través de los tejidos para
infectar la semilla, ya sea que destruya el tejido
conforme va invadiendo o que penetre posteriormente
a través de aberturas naturales. Algunos patégenos
como Ascochyta pisi, agente causal de la mancha de
la hoja y vaina en chicharo, y Alternaria brassicicola,
agente causal de la mancha negra de la hoja en
cruciferas, invaden las estructuras florales
directamente e infectan las semillas en desarrollo
penetrando directamente via funiculo. Similarmente,
Rhizoctonia solani puede invadir la semilla de
pimiento y zinnia a través del funiculo. Sin embargo
una vez que se ha endurecido y sellado, el funiculo
deja de ser una avenida de entrada accesible para este
tipo de patgenos.

Se tienen evidencias que la infeccién del embrion
por los carbones en cebada y trigo ocurre por
penetracién directa de la pared del ovario. Por
ejemplo, Ustilago nuda germina en la superficie del
estigma u ovario, penetra la pared del ovario,
atraviesa el parénquima pasando a través de los
integumentos de la semilla hasta llegar al escutelo
desde donde coloniza la mayor parte del embrion.

Algunas Bacterias como Pseudomonas
syringae pv. pisi y Xanthomonas campestris pv.
phaseoli invaden via la sutura dorsal de la vaina al
funiculo (hilum) y en algunas ocasiones via el
micrépilo de las semillas en chicharo y frijol,
respectivamente.

En el caso de frutos frescos como frutillas

(Solanaceas) la ruta de invasion puede ser via el céliz
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a la placenta y de la placenta via el funiculo a la
semilla. El hongo Phoma lycopersici, estado asexual
de Didymella lycopersici, y la bacteria Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis infectan a través
de esta ruta.

Hongos como Botrytis alli en cebolla,
Colletotrichum capsici en pimiento y C. dematium f.
sp. spinaciae en remolacha penetran directamente a
través del tejido de la cubierta de la semilla y en
ocasiones cuando las infecciones son tempranas y
severas el patégeno llega a colonizar los tejidos

internos incluyendo los cotiledones.

D. Penetracion a Través de Aberturas Naturales y

Heridas

Varias son las especies de hongos y bacterias que
toman ventaja de la presencia de aberturas naturales y
heridas para infectar la semilla. Por ejemplo,
Cercospora sojina, penetra a través de poros y grietas
en la semilla de soya; Alternaria sesamicola, penetra
a través del hilum de semillas de ajonjoli;
Xanthomonas campestris pv. phaseoli invade a través
del micropilo de semillas de frijol; Erwinia hervicola
invade a través de estomas las semillas de arroz;
similarmente, Pseudomonas syringae pv. japénica
invade las semillas de trigo y cebada via estoma-

funiculo.

Il. INFESTACION DE LA SEMILLA O

CONTAMINACION

Los términos infestacion y contaminacion se
refieren a la asociacién pasiva de un patégeno con la
semilla. La infestacion o contaminacion por
estructuras del patdgeno puede ocurrir durante el
desarrollo de la semilla, durante la cosecha, o después
de la cosecha. Entre las estructuras del patdgeno que
pueden infestar o contaminar las semillas se

encuentran esporas fungales, como, clamidosporas,
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oosporas,  teliosporas,  urediosporas;  células
bacteriales; y, particulas virales. La infestacién o
contaminacién de la semilla puede ser en una de las

siguientes formas.

A. Adherencia de los Patdgenos a la Superficie de la
Semilla
Estructuras como esporas de hongos, células
bacteriales y particulas virales se adhieren a la
superficie de la semilla durante su desarrollo o
durante la cosecha, el acondicionamiento o el
almacenamiento. La lista de  patégenos
contaminantes de la cubierta de las semillas es muy
grande. Como  ejemplo  de patdégenos
contaminantes, de importancia cuarentenaria
tenemos a los hongos Tilletia controversa y T.
indica, en semillas de trigo, T. barclayana en arroz,
Alternaria brassicicola en semillas de cruciferas,
Sclerophthora macrospora en mijo y Urocystis
agropyri en semilla de trigo. Algunas bacterias
como  Curtobacterium  flaccumfaciens  pv.
flaccumfaciens en frijol, P. s. pv. lachrymans en
pepino, P. s. pv. tomato en tomate, Xanthomonas
campestris pv. campestris en col y X. c. pv.
vesicatoria en tomate y X. c. pv. phaseoli en frijol
también se han reportado como contaminantes de la
semilla. Similarmente se han encontrado como
contaminantes a los nematodos Aphelenchoides
besseyi en arroz, y Ditylenchus dipsaci en cebolla 'y

alfalfa.

B. Contaminacién Concomitante de la Semilla

El termino contaminacidon concomitante se
utiliza para referirse a la mezcla de inoculo del
patégeno con la semilla. El inoculo es en forma de
propagulos como esclerocios, agallas de nematodos,
restos de plantas infectadas, grumos o particulas de

suelo infestado.
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1. Estructuras patogénicas
Las agallas de Anguina tritici y Anguina agrostis
pueden estar mezcladas con las semillas de trigo o
pasto respectivamente. Los esclerocios de Claviceps
purplrea pueden estar mezclados con las semillas de
trigo
2. Restos de plantas infectadas

El pedinculo y el tejido vascular de frutos y
semillas de tomate pueden estar infectados con F.
oxysporum f. sp. lycopersici. Este patdgeno puede ser
acarreado sobre la cubierta de la semilla, embebido en
residuos de la pulpa adherida a la superficie de la
semilla o bien en restos de la misma planta mezclados
con la semilla. También las semillas de alfalfa pueden
venir mezcladas con restos de plantas de alfalfa, los
cuales pueden estar contaminados con Clavibacter

michiganensis subsp. insidiosus.

3. Suelo

Quistes de Heterodera glycines pueden estar
embebidos en grumos de suelo los cuales se forman
durante la cosecha; estos grumos, pueden venir

mezclados con semilla sana de soya.
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TRANSMISION DE PATOGENOS POR SEMILLA

Ana Maria Hernandez Anguiano-Profesor Investigador Titular
Fitosanidad-Fitopatologia
Colegio de Postgraduados. Montecillo, México 56230
(95) 5-20200 ext. 1610, 1083
ahernandez@colpos.mx

I. Introduccion

Las semillas representan un medio propicio e importante para la transmision de
enfermedades ocasionadas por microorganismos. La transmision por semilla es un
proceso complejo, pero se puede resumir como “el paso de inoculo de una semilla
infectada o infestada a la plantula y a la planta”.

Los mecanismos de transmision por semilla varian de acuerdo con el hospedante
y el patdgeno y estdn gobernados por la asociacion especifica huésped-patdgeno.
Diversos factores afectan la transmision exitosa por semilla y el establecimiento de la
infeccion en el cultivo. El conocer los mecanismos de transmisién de un patégeno nos
permite establecer acertadas estrategias de control de enfermedades en las plantas.

Il. Terminologia

Transmision por Semilla.- Paso de un patégeno que se encuentra infectando o
infestando a la semilla a la plantula y a la planta.

Patégeno Transmitido por Semilla (seed-transmited pathogen).- Patdégeno que es
transmitido por semilla y causa enfermedad en la plantula o planta.

Patdégeno no Transmitido por Semilla (nonseed-transmited pathogen).- Patégeno que
esta infectando o infestando a la semilla pero que no se transmite a la plantula y no causa
enfermedad en la planta.

Transmision sistémica. Cuando la semilla infectada o infestada germina da origen a una
planta que esta infectada sistéemicamente y desarrolla sintomas en algin estado de su
desarrollo.

Transmision no sistémica.- Es muy comun. Cuando la semilla infectada o infestada, o
cuando se encuentra mezclada con propagulos del patégeno (contaminacion
concomitante), germina da origen a una planta que esta infectada localmente y desarrolla
sintomas en algun estado de su desarrollo.

IV. Significado de la Transmision por Semilla

1. Implicaciones bioldgicas y adaptativas
a) Las semillas permanecen viables méas tiempo que los propagulos vegetativos. Para
la gran mayoria de las bacterias fitopatogenas la semilla es la principal o mas
importante via de sobrevivencia y transmision.
b) La intima asociacion del hospedero y el patdgeno en la semilla en el espacio y el
tiempo provee la maxima oportunidad para la infeccion de la progenie.
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Por las razones a) y b) la dispersion de un patégeno a grandes distancias se facilita
mas que con la asociacion patdégeno-propagulo vegetativo.

Una raza de patégeno con marcada virulencia para una variedad de hospedante es
preferencialmente seleccionada en el campo de produccion de semilla.

La transmision por semilla introduce un patdgeno al azar en un campo y provee
numerosos focos de infeccidn primaria.

2. Significado de la transmision por semilla en una area de plantacion
El efecto del ambiente o la importancia econdmica del cultivo no se toman aqui en
consideracion.

a)
b)
c)

d)
e)

f)

El patdgeno esté presente en el area y no se encuentra infestando el suelo.

El patdgeno esta presente en el area y es capaz de infestar el suelo por periodos
cortos; ejemplo, X. campestris en repollo, Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola en frijol.

El patdgeno estd presente en el &rea y se encuentra infestando el suelo o se ha
establecido en hospederos persistentes (malezas) mas 0 menos permanentemente.
El patdgeno es nuevo en el &rea y no se encuentra infestando el suelo.

El patdgeno es nuevo en el area y es capaz de infestar el suelo por periodos cortos
0 hasta que el hospedante se descomponga.

El patdgeno es nuevo en el area y es capaz de infestar el suelo o llegar a
establecerse en hospederos persistentes. ESTE ES EL MAS PELIGROSO

V. Frecuencia de la Transmision por Semilla y Niveles de Tolerancia

Es importante conocer la frecuencia de la transmisidén de patogenospor semilla

para determinar los niveles de inoculo permitidos o tolerados en un lote de semillas y
poder establecer medidas de control. Los niveles de inoculo son mas estrictos en semilla
registrada en comparacion con los niveles establecidos en semilla certificada. Los niveles
de tolerancia permitidos, de semilla infectada o infestada, en un lote dado de semilla
varian ampliamente y dependen de la importancia del cultivo y la prevalencia del
patégeno en un pais dado.

Los niveles de inoculo tolerados se determinan basandose en:

a.
b.
C.

Las caracteristicas del patégeno

La relacién de la semilla con el patégeno

La relacion entre la poblacion del patdgeno en el cultivo y la incidencia de la
enfermedad que se puede desarrollar en campo.
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En el caso del tizon de halo del frijol, la vena negra de las cruciferas y la marchites del
tomate, que son enfermedades extremadamente peligrosas, los niveles de tolerancia son
tan estrictos que solo se permite una semilla infectada en un lote de 10,000 semillas. Para
que estas enfermedades puedan ser controladas efectivamente se requiere cero tolerancia.
P. phaseolicola causa severas epidemias en campos de frijol en Wisconsin cuando se
siembran 12 semillas infectadas por acre (4047 m?). Se ha encontrado también que una
semilla infectada en un lote de 10,000 semillas puede ser suficiente para que X. phaseoli
provoque una epifitia en frijol

Entre mas grande es la tasa potencial de dispersion de un patégeno, més importante se
hace la transmision por semilla.

Un pequeiio numero de plantas enfermas puede ser dificil de detectar y no tener
importancia econdmica en campos de produccion de semilla; sin embargo, debido a la
alta tasa de incremento o dispersion (i.e. tiempo de generacion, y calidad de inoculo
producido) de un patégeno que se encuentra infestando o infectando semillas,
aleatoriamente distribuidas en el campo de cultivo, pueden producir perdidas econémicas
significativas.

Generalmente en semillas comerciales bien acondicionadas menos del 5% estan
infectadas por un patdgeno dado, pero ocasionalmente la infeccion puede ser mas mayor.
Por ejemplo, Corynebacterium michiganense puede estar presente en menos del 1% en
semilla de tomate y X. carotae, en 4.3% en semilla de zanahoria.

En la actualidad existen algunas pruebas rapidas para determinar si un patégeno se
transmite por semilla; por ejemplo, para determinar si un lote de semilla de leguminosas
esta infectado con bacterias patogénicas se recomienda la siguiente prueba:

Prueba de inoculacion:

1. Tomar una muestra de 200 semillas

2. Desinfectar superficialmente con 2.5% de hipoclorito de Sodio (NaOCI) por 10
min.

3. Sumergir la semilla desinfestada en 1 0 2 L de agua destilada esterilizada e
incubar a 20°- 22°C por 36 h.

4. Inocular sobrenadante en nudos de hojas primarias de frijol de 10 dias de edad.

5. Registrar sintomas de la enfermedad durante las 2 primeras semanas después de la
inoculacion.

VI. Criterios para demostrar la Transmision por Semilla

Para demostrar que un patdgeno se transmite por semilla se deben establecer pruebas
experimentales. Estas deben establecerse en suelo natural, libre del patégeno, con semilla
limpia y sin fuentes alternativas del patdgeno, ni vectores presentes. Cuando hay vectores
implicados, las pruebas de transmision se deben realizar en su ausencia.

VII. Produccion de Semilla o de Cultivo

La importancia de la transmision de patégenos por semilla también depende del
uso posterior del lote de semilla; por ejemplo, de si el lote va a ser utilizado para
produccién de semilla o para cultivo ( i.e. lote cuyo producto comercial es diferente a la
semilla). Las perdidas ocasionadas por una enfermedad transmitida por semilla pueden
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ser severas en campos de produccion de semillas pero desconocidas o de poca
importancia en campos de produccion de cultivos.

Independientemente de que los lotes de semillas sea destinados para produccion
de semilla o de cultivos, la transmision de patdgenos de la semilla a la planta es de suma
importancia y las practicas de control enfocadas a su prevencion o eliminacion se deben
de considerar, por ejemplo, el uso de semilla libre de patdgenos viables obtenidas a traves
de procedimientos de certificacion, (inspeccion de la semilla en el campo, indexacion de
la semilla), separacion, tratamiento quimico o tratamiento con acidos (C. michiganense
en tomate).

VIII. Anatomia de la Semilla con relacién a la Transmision de Patégenos

Como resultado de la relacion intima de la estructura y ontogenia de la semilla
con la infeccion y transmision de fitopatdgenos, la patologia de semillas necesariamente
involucra la anatomia de semillas.
Aunque hay una gran variacion en los detalles anatdmicos entre las semillas, existe un
gran numero de caracteristicas generalizadas en la transmision de patdgenos por semilla.

El 6vulo (el cual posteriormente se va a transformar en la semilla) se diferencia
de la placenta del ovario a la cual esta unido por el funiculo.

Los integumentos.- Son las capas méas exteriores del 6vulo que encierran a la
nucela y al tejido meristematico central el cual da origen a la megaspora.
Las cubiertas de las semillas pueden contener conexiones vasculares y estas pueden ser
extensivas en algunas semillas. Ejemplos, semillas de frijol, lechuga, algodon. lino, frijol
castor, apio, tomate, y cucurbitéceas.
Las semillas formadas de 6vulos anatropos o hemitropos tienen mucho tejido vascular lo
que las hace poseer sitios particularmente favorables para la transmision interna de
patdgenos vasculares.
Las semillas formadas de 6vulos atropos o campilotropos contienen menos tejido
vascular interno debido a que la mayor parte de el esta confinado al funiculo.
Existen varias aberturas a través de las cuales los microorganismos pueden penetrar
dentro de la semilla.

1. Hillum o punto de abscision.- Altamente absortivo de agua y provee un
punto favorable para la entrada de bacterias, o un sitio protectivo para la
transmision de ellas.

2. Micrdpilo.- Normalmente durante el crecimiento del tejido se encuentra
cerrado, y rara vez es un punto favorable de infeccion.

3. Cuarteaduras en la cubierta de la semilla.- Provocadas durante el
acondicionamiento o por exceso de agua provee un sitio ideal para las
bacterias.

Las semillas formadas dentro de frutos se desarrollan en una atmosfera saturada
de humedad hasta la maduracion por lo que cualquier microorganismo que gane acceso a
tales cAmaras se puede dispersar rapidamente, y causar pudricion o infeccion de todas las
semillas contenidas en ella; por ejemplo, P. s. pv. phaseolicola en vainas de frijol.

Conexiones vasculares entre planta madre y 6vulo o semilla. En general a mayor
cantidad de conexiones vasculares mayor probabilidad de infeccion del embrién. Esto es
particularmente cierto para enfermedades ocasionadas por bacterias las cuales atacan mas
frecuentemente a las leguminosas y gramineas. Las bacterias deben infectar a la planta
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madre antes de que ocurra la fertilizacion ya que después de esto las conexiones
vasculares no funcionan.

IX. Factores que Afectan la Transmision de Patdgenos por Semilla

Entre estos se encuentran el periodo en el cual ocurri6 la infeccion de la semilla, las
condiciones del almacenamiento de la semilla, las caracteristicas innatas de cada
patogeno y la relacion que han establecido con su hospedante

Tambiéen afectan el ambiente (temperatura, humedad, lluvia, luz, viento), las
caracteristicas del hospedero (susceptibilidad, resistencia) y del patégeno (patogenicidad
i.e capacidad de infectar; agresividad, capacidad de multiplicarse, densidad de inoculo,
estado de desarrollo, capacidad de dispersién) entre otras.
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Intercambio seguro de semilla alrededor
del mundo con atencion a la presencia
Involuntaria de los OGM



MAIZ

TRIGO

2 ciclos de
mejoramiento
en invierno

3 ciclos de
mejoramiento
en verano

1 ciclo de
mejoramiento
en invierno

2 ciclos de
mejoramiento
en verano

Cd. Obregon, trigo

Toluca, trigo

Tlaltizapan, maiz



CANTIDAD de SEMILLA PREPARADA
ANUALMENTE:

MAIZ ~4t
TRIGO ~8t
DISTRIBUIDA

con fines experimentales
sin fines de lucro
aceptando las directrices del

Tratado Internacional sobre los
Recursos Fitogenéticos para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO)




RIESGOS INVOLUCRADOS CON EL
INTERCAMBIO DE SEMILLA

. Distribucion de semilla que lleve patogenos de
Importancia cuarentenaria (regulados)

. Distribucion de semilla que lleve patdégenos sin
Importancia cuarentenaria (no regulados)

. Introduccion de semilla que lleve patdgenos de
Importancia cuarentenaria (regulados)

. Introduccion involuntaria de transgenes
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OGM de maiz

= ]1°7% generacion:

0 resistencia a enfermedades, insectos, productos quimicos

= 2ndageneracion:
O caracteristicas de tipo nutricional
= 3er generacion:

0 uso farmacéutico e industrial



REGULACIONES NACIONALES

» LEY de Bioseguridad de Organismos Geneticamente Modificados, 18 de marzo 2005
» REGLAMENTO a Ley de Bioseguridad, 18 de marzo 2008

» DECRETO por el que se reforman, adicionan y derogan diversas disposiciones del
Reglamento de la Ley de Bioseguridad de Organismos Genéticamente Modificados, 6 de
marzo 2009

» LEY Federal de Sanidad Vegetal, 5 de enero 1994, reformada 26 de julio 2007

» Norma NMX-EC-17025-IMNC-2006 (=ISO/IEC 17025:2005) Requisitos generales para la
competencia de los laboratorios de ensayo y calibracion

LINEAMIENTOS y PROCEDIMIENTOS del CIMMYT

» Lineamientos y procedimientos para el manejo seguro en los laboratorios
» Comité de Bioseguridad y Bioética en operacion desde 1996

» Conforme con las regulaciones nacionales



Preguntas criticas

vV v v v v v v Y

¢,De qué cultivo se tratay como se propaga?

¢, Porque existe rechazo?

¢,Cuales genes detectar?

¢,Cuadl es el nivel de deteccidn que se requiere?
¢, Probabilidad estadistica de deteccion?

¢ Tamarno de la muestra a escoger?

¢, Qué técnica utilizar?

¢, Quiéen deberia realizar la deteccion?



Lineamientos y procedimientos internos
supervisados por el Comité de Bioseguridad

» Evaluacion de riesgos y beneficios
» Evaluacion de los proyectos en biotecnologia

» Manejo seguro de las actividades en los laboratorios de fitopatologia,
fisiologia, biologia molecular e ingenieria genética

» Manejo seguro de las actividades en los invernaderos de bioseguridad
» Aplicacion de la regulaciones nacionales e internacionales en bioseguridad
» Operacion en las estructuras de bioseguridad

» Desarrollo de actividades de entrenamiento en temas de bioseguridad del
personal del CIMMYT



Hechos que llevaron el CIMMYT
a establecer lineamientos de Bioseguridad

Desde 2001 hasta la fecha publicacion de varios informes de
presencia de transgénicos en los maices sembrados en ciertas
zonas de México.

Desde 2002 algunos paises empezaron a requerir una declaracion
de libre de transgénicos que acompafara la semilla procedente de
CIMMYT, México (a la fecha 20 paises exigen dicha declaracion).

Desde octubre de 2009 presencia autorizada de maiz transgenico
en los campos de México



Lineamientos del CIMMYT para la deteccion de
la presencia no intencional de trasgenes

2003 Primera version

2008 Version actual publicada en la pagina de la red

http://cropgenebank.sgrp.cqgiar.org/

Crop Genebank Knowledge Base — Sistem-wide Genetic Resources
Program — Consultative Group for International Agriculture Group



Desde 2004 aplicacion de los lineamientos de
control y deteccion a

» Todas las introducciones de maiz de paises donde se
utilizan transgénicos en campo

»Monitoreo de las estaciones experimentales mediante la
siembra de parcelas trampa

»Monitoreo de los lotes de regeneracion de las accesiones
del banco de germoplasma



Germplasma

Protocolo

Método de
deteccidn realizado
por laboratorio
externo

Accidn en caso de
resultado positivo

“CAJAS
NEGRAS”: Semilla
almacenada para
conservacion

No sale al campo

Ninguno

Accesiones Parcelas trampas en | PCR Dependiendo del material:
almacenadas antes | las estacionesy en »Destruccion de toda la
de 1996 y después | los lotes de semilla procedente de los
regeneracion lotes regeneracion
» Andlisis de todas las
accesiones del lote de
regeneracion antes de
almacenar
Lineas en proceso | Parcelas trampasen | PCR »Andlisis de semilla de cada
de mejoramiento las estaciones lote de mejoramiento
»Ninguna material se incluye
en ensayos para distribucion
»Ninguna linea entra al banco
Introducciones Muestreo individual PCR Destruccion de todas la plantas

de cada planta
sembrada antes de
floracion (muestreo
tipo censo)

gue constituyen la introduccion




RESULTADOS

>

Hasta la fecha no se ha detectado la
presencia de transgenes en los materiales
del CIMMYT

No se ha detectado ninguna introduccion de
semilla positiva a la presencia de trangenes

Costo anual de la aplicacion de los
lineamientos: USD 100,000



For further information: m.mezzalama@-cagiar.org
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