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INTRODUCCION

stamos viviendo una de las revoluciones mas acelerada de la historia del hombre con

tempordneo, la conversion del planeta en una aldea global, en donde « las fronteras

son mds virtuales que reales, o se han esfumado». Las comunicaciones (intemet, via

jes, contactos, etc.) han progresado fanto que han transformado profundamente la vi-
vencia de hombre en el espacio v el tiempo, en otras palabras ha cambiado la estructura y
funcionamiento de los espacios con una tendencia mundializadora permanente (cada dia las
distancias son mas cortas, los gustos mas homogeéneos, las culturas mas cercanas). El comercioe
intercambio de mercancias ha flexibilizado los controles a la actividad empresarial y el mercado
se ha convertido en regulador de las relaciones econdomicas, con la consiguiente
internacionalizacién de las economias v 1a consolidacion de un inico mercado mundial en don-
de el riesgo de introducir patdgenos y plagas a regiones en donde no existen como fales | es cada
VEZ mayor,

Ante esta dindmica de cambio estructural en la cual el proceso ha «eliminadoy las fronteras
espaciales y temporales que antes evitaban o retardaban la diseminacion de enfermedades v pla-
gas de los cultivos, es indispensable fortalecer y fomentar actividades cuyo objetivo sea asegurar
una accién internacional comun y efectiva para prevenir la introduccién y dispersién de plagas
y patégenos de plantas y sus productos, y la promocién de medidas para su control, Particular-
mente en la produccion, comercializacion vy uso de la semilla v/o materiales de propagacion,
insumos basicos y fundamentales de Ia agricultura, se debe poner especial atencién toda vez que
¢stos sirven de vehiculos de diseminacion de fitopatdgenos, que al no tener barreras reguladoras
o de contencion continuaran siendo la espada de Damocles que pende sobre 1os cultivos que
proveen de alimentos y materias primas a la humanidad, por cuanto las semillas son el medio
més efectivo para la perpetuacion y diseminacion de los patdégenos intra, inter cultivos, regiones,
paises y/o continentes.

Adicionalmente se debe entender una nueva légica, basada en ¢l rol estratégico que juegan la
informacién y el conocimiento en la transformacion de los espacios naturales en espacios del
medio cientifico-técnico, y en los radicales cambios de los territorios de Jas naciones vistos ahora
como espacios nacionales de la economia internacional en donde los problemas fitosanitarios de
unos y otros pueden afectar la totalidad de la «aidea».
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En este orden de ideas y para contribuir al conocimiento de quienes asisten al XIX Congreso de
Fitopatologia me referiré en adelante a las relaciones patégeno-semillay a su metodologia gene-
ral de deteccion.

1. LA TRANSMISION DE PATOGENOS POR SEMILLAS

Una de las formas de perpetuacion de las plantas en €l espacio y en el tiempo es a través de sus
semillas, evento que aprovechan para sus actividades biologicas los demas agentes (hongos,
bacterias, virus, nematodos, insectos, el hombre, etc.) que conviven con ellas. Las semillas de las
plantas tienen reservas alimenticias, poseen un gran potencial de proteccion, diseminacion y
reproduccidn que las hacen muy apetecibles para que otros organismos, particularmente los
microscopicos, se asocien con ¢llas y aprovechen sus ventajas, existiendo una sincronia entre las
actividades de uno y otro lado con efectos de beneficio mutuo o de deterioro, en el caso de
organismos patogénicos.

No todos los organismos, virus, y otros agentes que se albergan en las semillas ¢xterna o inter-
namente son patogénicos; Solo aquellos que son capaces de desencadenar un proceso infeccioso
(enfermedad), en la semilla misma o en la planta, se les considera como patégenos trasmitidos
por semilla; ¢l resto puede ser microflora saprofitica o degradadora, o simplemente contaminan-
te que no ocasiona ningtin dafio o beneficio.

La microflora con potencial patogénico presente en las semillas, externa o internamente, suele
ocasionar infeccion en cualquier parte de €sta; reduciendo la germinacién o produciendo plantulas
enfermas, segun sea ¢l tipo de asociacion que exista entre ¢l agente biologico y Ia semilla.

Las leguminosas y gramineas constituyen dos de las familias de Angiospermas mas importantes
parala agricultura y cuyas semillas son la base para el establecimiento de los cultivos. Los cerea-
les (gramineas) como el arroz, cebada, maiz, trigo, sorgo, etc., representan mas del 90 % de las
semillas utilizadas para cultivo; leguminosas como la soya, €l {rijol, el mani, la lenteja, el gar-
banzo son fuentes de proteina vegetal para la alimentacion y también se propagan por semillas.

ASOCIACION PATOGENO-SEMILLA

Los patogenos asociados con las semilias suelen encontrarse en ellas ocasionando infeccion o
simplemente como contaminantes (infestacion). En caso de infeccion el patogeno se encuentra
en forma activa, internamente embebido en los tejidos de la semilla, esto es en proceso de esta-
blecimiento parasitico; mientras que en €l caso de infestacion, éste es portado en forma pasivaya
sea adherido a las cubiertas de las semillas, en residuos de cosechas, fructificaciones del patoge-
no o en particulas de suelo contaminado, mezclados con 1a semilia (contaminacion concomitan-
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te).

Una semilla es un évulo fertilizado y maduro que contiene una planta embridnica, reserva de
alimento (endospermo y cotiledones) y tejidos de proteccion (testa, cubiertas), componentes es-
tos que son susceptibles de ser invadidos o colonizados por agentes biologicos oportunistas que
forman parte de sistemas biologicos naturales.

Infeccién.

La microflora presente en las semillas suele ocasionar infeccion, ya sea en ia testa, en los
cotiledones o en el eje embrionario; puede reducir la germinabilidad de 1a semilla al momento de
la siembra o producir plantas enfermas a partir del inéculo primario presente, ya sea interna o
externamente.

Un patdgeno puede invadir de manera restringida una parte o tejido especifico de la semilla, o
hacerlo en forma generalizada en diferentes partes de ésta. La localizacion del inéculo dentro de
la semilla depende del tipo de patégeno, modo y época de infeccion, condiciones ambientales
durante el proceso infectivo, la variedad y muchos factores mas.

La infeccion de la semilla puede ocurrir en el embrion, endospermo, perispermo, cotiledones,
cubiertas de ia semilla, pericarpio y glumas

- En ¢l embrién

El embrién es el resultado de la fertilizacion de una oosfera por un gameto masculino y esta
construido por uno o mas cotiledones, una plimula, el hipocétilo y la radicula. Puede ser infec-
tado por hongos, bacterias y virus. En ¢l caso de hongos ¢s frecuente encontrar Alternaria spp.,
Colletotrichum spp., Dreschlera spp., Fusarium spp., Pyricularia spp., Micosphaerella spp.,
Ustilago spp; en bacterias Curtobacterium spp., Pseudomonas spp., Xanthomonas spp., y en
virus el del mosaico comun del frijol, et del mosaico de la soya, el del mosaico surefio del frijol,
el del mosaico achaparrado del maiz (Maize Dwarf Mosaic Virus), entre otros.

- En los tejidos de reserva (endospermo, perispermo, cotiledones)

En las leguminosas, el endospermo s una capa de células delgada que rodea los cotiledones que
son parte del embrion. Las semillas de las gramineas estan constituidas por el endospermo o
tejido de reserva, la aleurona y un cotiledon generalmente pequeiio, comparado con los de las
leguminosas.

Los patogenos que afectan perispermo, endospermo o cotiledones generalmente son los mismos
que afectan el embridn, ya sean hongos, bacterias o virus.

- En las cubiertas de la semilla y pericarpio
En la testa o cubierta de las semillas se encuentran estructuras como el hilum, el micropilo, el
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rafe, la chalaza v otras. Sus tejidos estan constituidos por distintas capas asi: cuticula, células
malpigianas (palisada). esclerénquima y parénquima, u otros tejidos segun el tipo de semilla. El
micropilo constituye una pucrta de entrada de los microorganismos (principaimente bacterias),
de la misma manera que el hilum, puesto que al absorber agua durante la germinacion facilitan la
penetracion de los patdgenos mezelados con ella.

La microflora que afecta Ja testa es numerosa ¢ incluye principalemete hongos de los géneros
Alternaria, Macrophomina, Ascochyta, Dreschlera , Colletotrichum, Diaporthe, Fusarium,
Pyricularia, Peronospora., Plasmopara, Sclerophthora, Sclerotinia, Ustilago, Verticillium, etc.
Las bactenas mas frecuentes corresponden a ; Xanthomonas, Psendomonas. Curtobacterium, y
Bacillus.

[.a transmision de virus en las cubiertas de las semillas es poco comun, algunos virus cuya trans-
misiodn es no embridnica podrian incluirse aquy, caso del TMV y del « Tomato spotted wilt virus»

-En las glumas.

f.as glumas son las bracteas u hojas exteriores de cada una de las espiguillas de las gramineas;
son estructuras que suelen encontrarse afectadas por hongos de los géneros Dreschlera,
Pyricularia, Cochliobolus, Curvularia, cuyas hifas se desarrollan dentro de las células del
parénquima v ¢} esclerénquima de la lemma vy la palea.

Infestacion

Este fendmeno se presenta cuando ¢l patdgeno es portado en forma pasiva ya sea adherido a las
cubiertas de las semillas o mezclados con ellas, Los patogenos mezclados con las semillas (con-
taminacién concomitante) en forma de propagulos (esclerocios, estromas, hifas) o como suelo
infestado o residuos de cosechas pueden infectar las plantulas en emergencia o ain en estados
posteriores de desarrollo, puesto que el patogeno y la semilla son colocados en el suelo v si las
condiciones son favorables se puede iniciar la infeccion.

La infestacion es uno de los medios mas importantes de acarreo de patogenos sin que exista una
relacion biologica activa entre el patdégeno v la semilla. Generalmente ocurre durante la recolec-
cion, o durante las actividades de post-cosecha y beneficio.

TIPOS DE TRANSMISION DE PATOGENOS POR SEMILLAS

La transmision de patogenos por semillas se refiere al paso del indculo desde una semiila infec-
tada o infestada una planta. Se consideran patégenos transmitidos por semilla solo aquellos que
son capaces de causar enfermedad o de iniciar una epidemta en una poblacion de plantas.
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Los mecanisimos de transmision por semilla varian con el hospedante y ¢l patégeno y son gober-
nadas por reacciones especificas de la mteraccion hospedante-patogeno. Cualqguier parte de la
semilla puede ser infectada.

Transmisi6n sistémica.

Qcurre transmision sistémica cuando en las plantas derivadas de las semillas infectadas o infes-
tadas se inicia una enfermedad con caracteristicas sistémicas con expresion de sintomas como
consecucncia del desarrollo o activacion del patogeno contenido en ellas.

Los patogenos portados sistemicamente en las semillas pueden ser transmitidos desde el em-
brién, endosperma, cotiledones ¢ cubiertas infectadas o desde la testa contaminada. Si ¢l em-
brién se encuentra infectado siempre resulta infeccion sistémica en las plantas. El patogeno se
activa cuando comienza el proceso de germinacion y contindian actuando en la medidaen quela
planta crece y pueden expresar sintomas en diferentes estados del desarrollo de las plantas, como
ocurre con Xanthomonas campestris pv. phaseoliy X. campestris pv. fuscans, en frijol.

Transmision no sistémica.

Hay transmision por semilia en forma no sistémica cuando hay infeccion en pre o postemergencia
de plantulas o en plantas en desarrollo, como consecuencia del indculo establecido en el suelo
gue ha sido acarreado por las semillas superficialmente.

La infeccidn no embriénica ocasionalmente conduce a afeccion sistémica. Estudios realizados
con Xanthomonas campestris pv. phaseoli indican que las bacterias penetran a los cotiledones
durante la germinacion de fa semilla, pues esta se hincha rapidamente con el agua de inbibicion
produciéndose grietas en la epidermis a través de las cuales la bacteria se introduce v suele
ocasionar infeccion a las plantulas.

La transmision por semifla en forma no sistémica, es muy comiin y ocurre por semilla infectada,
semilla contaminada superficialmente o por patégenos mezclados con las semillas. La semilla
infectada en el embridn puede conducir a infeccion localizada no sistémica. Las hifas de
Colletotrichurn lindemutianum por ¢jemplo se encuentran en el embrion y cubiertas de la semilla
¥y una vez que se ha iniciado la germinacion pueden ocasionar lesiones en las hojas verdaderas v
mas tarde en tallos y peciolos sin llegar a afectar la totalidad de 1a planta.

L.a semilla infectada en las cubiertas generalmente conduce a infeccitn no sistémica que afectaa
los cotiledones y las plantulas jovenes o simplemente no permite la germinacién.

‘La semilla contaminada superficialmente puede producir plantulas sana, pero el indeulo puede
permanecer viable en ¢l suelo y causar infeccion mds tarde durante el desarrollo de la pianta.

Los patogenos mezclados con las semillas (contaminacion concomitante) en forma de
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propagulos (esclerocios, estromas, hifas, esporodoqutos, etc.) o comosuelo infestado o resi-
duos de cosechas, conducen a infeccion no sistémica. El patogeno y la semilla son colocados
en ¢l suelo y pueden infectar la planta en cualquier estado de desarrollo de la planta.

PATOGENOS TRANSMITIDOS POR SEMILLA

.a gran mavoria de patdgenos gue s¢ encuentran en Ja semilla son los mismos gue han afectado
la planta madre durante su desarrollo y que, de una u otra manera, se establecen en esta importan-
te estructura reproductiva. Generalmente 1as infecciones ocurren bajo condiciones de campo por
cuanto es el lugar en donde normalmente crecen los cultivos v en donde las plantas interactdan
con los demds componentes del ecosistema, verbi gracia: microorganismaos, virus, insectos, etc.

Hongos. Los hongos asociados con semillas se pueden dividir en dos grupos: los que atectan la
planta en ¢l campo y aquellos que actian durante el almacenamiento {(Mohos de almacén).

Hongos de campo. Estos son hongos que invaden las semillas durante su fase de desarrolio en
las plantas madres o después de que han alcanzado su madurez y permanecen adheridas a éstas.
Dichos organismos pueden descolorar o manchar las semillas y debilitar u ocasionar la muerte
del embrion, ademas de producir compuestos toxicos at hombre y los animales. Generalmente
reducen ¢l porcentaje de germinacion

Hongos de almacenamiento. Ocurren durante el almacenamiento de las semillas, pero también
pueden provenir del campo, sobre todo cuando se hacen cosechas tardias o cuando al momento
de la cosecha se han presentado condiciones adversas para el secamiento normal de las semillas.
Los hongos de almacenamiento comprenden especies de los géneros Aspergilius y Penietllium,

Los requerimientos basicos para ¢l desarrolio de mohos de almacén son similares a los de otros
organismos vivos -alimento, agua, temperatura favorable, atmésfera adecuada y tiempo. La ve-
locidad a la cual se desarroiiaran sobre un lote de semilias dependera sobre todo de las condicio-
nes previas al almacenamiento: la infeccién inicial, la cantidad de semillas rajadas o cuya cubier-
ta presenta fisuras, la presencia de residuos, el estado del embrion, Ja presencia, ndmero y activi-
dades de insectos y 4caros, para nombrar solamente algunos de los factores que contribuyen el
desarrollo de los hongos en almacenamiento.

Ia humedad relativa minima para el crecimiento de hongos de granos alntacenados a su tempe-
ratura Ooptima de crecimiento (27-30EC) oscila entre el 68% y 85% para especies del género
Aspergillus {A. halophilicus, A. restrictus, A. glaucus, A. candidus, A. ochraceus, A. flavus) y
80-90 % para las del género Penicillium.

Otro factor importante a considerar es el contenido minimo de humedad de la semilla para desa-
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rrollo de los hongos en almacenamiento, factor que esta correlacionado con la especie de planta
y con la del hongo, En General para Aspergillus esta comprendida entre 12 v 19% , para
Penicillium entre el [6 y 19%.

Hongos saprofiticos o degradadores. Normalmente sobre las semillas se observan con cierta
frecuencia hongos saprofiticos o degradadores cuya funcidn es iniciar el proceso de degradacion
de 1a materia organica para completar el ciclo de mineralizacién de la misma. Ocurren en semi-
llas sobremaduradas o no cosechadas en madurez fisiologica.

Bacterias

Las bacterias son organismos procaridticos que carecen de clorofila y se multiplican por fisién
binaria. Existen varios géneros de bacterias que afectan las plantas, entre los cuales se en desta-
can Agrobacterium, Curtobacterium, Erwinia, Pseudomonas y Xanthomonas , alguna de ellas
transmusibles por semilla.

Las bacterias Xanthomonas campestris pv phaseolt {Smith) Dye y Pseudomonas syringae pv
phaseolicola (Burk) Young et al representan dos de los patégenos de mayor incidencia en las
regiones productoras de frijol; la primera en zonas de alta temperatura v humedad v la segunda
en dreas con 16 a 20 C de temperatura.

Virus y viroides

Se estima que por 1o menos el 20% de los virus que afectan a las plantas son transmisibles por
semilfa, siendo més exitosa la transmision si ocurre infeccion sistémica antes de floracion, si hay
mvasion del 6vulo o los gametos, i no s¢ inactivan los virus durante el desarrollo de 1a semilla o

si pueden sobrevivir cuando éstas se secan o almacenan.

En frijol el BCMYV, el BSMV, el virus del mosaico del pepino, el virus del mosaico de la soya
(SoyMV) son transmitidos por semilla,

Los viroides como el PSTV («Potato Spindle Tuber Viroid») y el del achaparramiento del crisan-
temo se registran como transmitidos por semilla,

Nematodos

Son organismos pertenecientes al reino animal, conocidos como gusanos alambres. Son muy
pequeiios, no segmentados, viven en el suelo, en ¢l agua o.parasitando las plantas.

Se han registrado como transmitidos por semilla los géneros Angunina, Aphelenchoides,
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Dntylenchus, Heterodera, Radinaphelenchus.

2. DETECCION DE PATOGENOS EN SEMILLAS PRIVATE

Las semillas son estructuras complejas de la planta, responsables de la perpetuacion de la especie
en el espacio y en ¢l tiempo, se encuentran biolégicamente en reposo y contienen un embrion
activo, esto es viviente y por lo tante con actividad metabolica. Por sus reservas de almidon,
proteinas, grasas vegetales y otros compuestos, sen fuente de alimento de microorganismos,
insectos, animales superiores, hombre, etc.

Desde el punto de vista agricola la semilla es un insumo fundamental para ¢l establecimiento de
los cultivos. Para obtener buenas cosechas se requiere que posea calidad total, esto es que con-
fluyan en ella la calidad genética, la fisiologica, la fistca y la sanitaria. Para determinar el grado
de excelencia de las semillas los analistas aplican diferentes procedimientos, segin el tipo de
componente  a verificar. En el caso particular de la determinacion de la calidad sanitaria s¢
requieren métodos de deteccidn para los microorganismos (saprofitos o pardsitos) y virus se que
encuentran asociados con ellas.

Las pruebas de sanidad guardan relacion estrecha con las politicas de Ia actividad de produccion
de semillas, su comercializacién, sumejoramiento ¢ intercambio mternacional de germoplasma,
y pretenden:

- Evaluar ¢l estado de sanidad antes de la siembra

- Certificar

. Determinar métodos y evaluar efectividad de los tratamientos a aplicar
 Examinar ¢f germoplasma para conservacion ¢ intercambio

. Determinar la calidad en almacenamiento o para cosumo

Una vez definido el propésito de las pruebas, se procede a establecer la metodologia a seguit,
puesto que para cada caso se establecen los procedimientos respectivos.

Las pruebas deben cumplir tres requisitos basicos, segun P. Neergard:

. Producir informacion confiable pertinente al comportamiento de campo y alos  requertmien-
tos cuarentenarios

. Los resultados deben ser reproducidos dentro de los limites estadisticos establecidos

. El tiempo, las labores y el equipo para ejecutar las pruebas deben mantenerse dentro de limites
econdmicos.
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METODOLOGIA PARA EL ANALISIS DE LA SANIDAD DE LAS SEMILLAS

La metodologia a seguir para determinar el estatus fitosanitario de las semillas utiliza diferentes
métodos de deteccion de patogenos, segun la clase y tipo de microorganismo a detectar (parasito
obligado o facultativo, saprofitos), sus caracteristicas en cuanto al tipo de relacion que exista con
las semillas (infeccién, infestacion, concomitancia) o el nivel de precision que requieran las
pruebas. La seleccion de un método determinado depende del propdsito de la prueba y de los
objetivos del analisis de la sanidad de la semilia.

Deteccién de hongos

Examen de semillas secas. Se efecttia mediante 1a observacion de las semillas a simple vista o
con lentes de bajo aumento; generalmente ¢s posible visualizar decoloraciones, anormalidades
morfologicas, presencia de fructificaciones de patégenos mezcladas con las semillas. También
es posible hacer observaciones con estereo-microscopio o con fuentes de luz cercana a ultravioleta.
Examen de semillas imbibidas en agua . En esta metodologia se imbiben las semillas en agua
para facilitar el desarrollo de cierto tipo de hongos.

Enjuagado de semillas. Se procede realizando el lavado de las semillas y centrifugando el liquido
de enjuague para facilitar las observaciones.

Incubacion de semillas. Es el método mas utilizado en andlisis de sanidad de las semillas y se
aplica mediante el método del papel de filtro (Blotter test) o mediante 1a utilizacion de medios de
cultivo (Agar-Plate test).

Observacion de sintomas en plantulas (Seedling- Symptom test). En esta metodologia se induce
la germinacion de las semilla en papel toalla, papel de filtro , en tubos de ensayo con medio de
cultivo 0 en suelo estéril.

Otros métodos. Se pueden aplicar otras técnicas de analisis como la fiuorescencia, histopatologia,
conteo de embriones y embebido en hidréxido de sodio, segun las necesidades

Deteccién de virus y viroides

Observacion visual de semillas secas. Es posible detectar decoloraciones, reduccion del tamaiio
y deformacion de semillas afectadas.

Pruebas bioldgicas . Comprenden la. observacion de sintomas en plantulas, pruebas de
patogenicidad y uso de plantas indicadoras

Pruebas bioquimicas. Se aplican técnicas de serologia , microprecipitina, difusion en geles,
ELISA, electroforesis, PCR, aglutinacion (cloroplastos, latex), anticuerpos marcados e
inmunofluorescencia , entre otras.

Observaciones con microscopio electronico: se utiliza tincidn negativa, inmunoelectrén
microscopia (ISEM y decorado), cortes ultrafinos para visualizar particulas, inclusiones o cam-
bios histoldgicos o citologicos.
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Deteccion de nematodos. Se puede realizar mediante examen visual de semillas secas, semillas
imbibidas en agua o por la extraccién de nematodos a partir de tejidos afectados o de suelo
mezclado con las semillas..
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