Capitulo |

Metodologias y técnicas
empleadas para la deteccion
de hongos en semillas

El flujo de germoplasma vegetal representa un riesgo
significativo de diseminacién de problemas fitosa-
nitarios. Las semillas en particular son un vehiculo
eficaz para la propagacion de plagas y enfermedades
(Gergerich et al., 2015; Mancini et al., 2016). Incluso,
una baja concentraciéon de inéculo presente en una
semilla puede conducir a graves pérdidas de culti-
vos, especialmente si se trata de un patégeno cuaren-
tenario (Mancini et al., 2016). Esta estrecha relacion
entre los hongos y las semillas facilita la superviven-
cia a largo plazo y la propagacion generalizada de
estos patogenos (Brodal y Asdal, 2021; Mancini et
al., 2016).

Muchos paises cuentan con el respaldo de técnicas
de deteccion de plagas y enfermedades en semillas
para la formulacién, preparacion y desarrollo de
politicas, planes, programas, proyectos, medidas y
procedimientos para limitar o prevenir que aque-
llas puedan afectar su estatus sanitario y fitosanita-
rio (Bebber et al,, 2014; Buja et al., 2021; Comisién
Europea, 2013). Generalmente, los bajos niveles de
indculo y la distribucion desigual dentro de los lotes
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de semillas hace que las pruebas de deteccion precisas y rapidas de contaminantes
fungicos para el cumplimiento de las reglamentaciones fitosanitarias sean una tarea
mas compleja (Kumar et al., 2020).

En muchos casos, para detectar la presencia de hongos en las semillas, se deben
seguir varios pasos secuenciales que incluyen (figura 1): a) la toma de muestras
representativas del lote de semillas; b) la eleccion de la técnica de deteccion; la cual
implica c) la incubacion de las semillas en medios de cultivo o sustratos especifi-
cos para favorecer el crecimiento de hongos; d) el aislamiento de los hongos; e) su
caracterizacion (macroscopica y microscdpica) e identificacion, ya sea mediante f)
la visualizacion de estructuras caracteristicas o g) mediante pruebas seroldgicas y
moleculares; h) finalmente, se deben desarrollar pruebas de germinacién y patoge-
nicidad con los aislamientos obtenidos.

Muestreo de semillas

Para verificar la calidad de las semillas de maiz, soya, arroz o sorgo, es importante
seleccionar cuidadosamente la muestra de trabajo. Para ello, se sugiere seguir los
lineamientos de la Asociacién Internacional de Pruebas de Semillas (International
Seed Testing Association [1STA], 2018). De acuerdo con estas directrices, se reco-
mienda tomar muestras primarias, que consisten en una porcion inicial de semillas
recolectadas de manera aleatoria de cada inventario. Esta tarea constituye el primer
paso para obtener una muestra representativa del lote. Posteriormente, se mezclan
las muestras primarias de un mismo lote para conformar una compuesta, de la cual
se obtiene una muestra homogenizada para su analisis. Este proceso de seleccion de
la muestra es esencial para garantizar que el lote sea debidamente representado y
evaluado en términos de calidad.

Aspectos generales de las técnicas para la deteccion de
hongos contaminantes en semillas

A lahora de detectar hongos en semillas, es importante elegir la técnica adecuada en
funcion del tipo de hongo que se busca. Existen diversos métodos fundamentados
en la morfologia, fisiologia y sintomas de los patégenos. Los métodos tradicionales
implican la inspeccion directa de semillas secas bajo microscopio o estereoscopio,
identificando esporas, estructuras de resistencia, cuerpos fructiferos o sintomas
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Figura 1. Pasos secuenciales para detectar la presencia de hongos en semillas.

Fuente: Elaboracion propia
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caracteristicos del hongo. Otras mas sofisticadas incluyen la aplicacion de pruebas
seroldgicas y el empleo de técnicas moleculares (Walcott, 2003). Estas técnicas varian
en complejidad y alcance, desde la observacion directa hasta el uso de herramien-
tas de laboratorio mas sofisticadas (Mancini et al., 2016). La eleccion de la técnica
dependera del objetivo de deteccion y de los recursos disponibles para llevar a cabo
el analisis. A continuacion, se presentan las técnicas mas utilizadas:

1. Observacion directa de semillas: consiste en examinarlas visualmente en busca
de signos de contaminacion por hongos, como manchas, crecimiento micelial o
cambios en la textura (Mancini et al., 2016).

2. Incubacion en papel humedo (blotter test): consiste en colocar las semillas en
papel absorbente humedecido y observar la aparicion y desarrollo de hongos
(Majumder et al., 2013).

3. Pruebas moleculares: mediante el uso de técnicas de biologia molecular, como
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se detecta y amplifica una seccion
del ADN de los hongos presentes en las semillas, lo que permite su identificacién
precisa mediante secuenciacion del fragmento amplificado (Tsedaley, 2015).

4. Pruebas seroldgicas: se basan en la deteccion de proteinas especificas producidas
por los hongos mediante la utilizacién de anticuerpos (Kumar et al., 2020).

5. Incubacién en medios de cultivo: las semillas se siembran en medios de cultivo
adecuados, donde los hongos presentes pueden crecer y ser identificados poste-
riormente (Marcinkowska, 2002).

En cualquier caso, una técnica de deteccion de contaminantes fungicos en semillas

debe cumplir seis requisitos esenciales (Mancini et al., 2016; Marcinkowska, 2002;

Tsedaley, 2015):

1. tener la capacidad de distinguir un organismo objetivo en particular de otros
que se encuentran en las semillas analizadas (especificidad);

2. permitir detectar organismos, incluso cuando la concentracion del in6culo en
las semillas es baja (sensibilidad);

3. ser rapida (velocidad) y simple, es decir, debe incluir el menor nimero de etapas
posibles para reducir la probabilidad de ocurrencia de error (simplicidad);
poder ser efectuada por personal que no necesariamente sea altamente calificado;

5. ser barata (rentabilidad) y
ser una metodologia reproducible y lo suficientemente robusta para que los
resultados sean repetibles entre muestras del mismo lote de semillas, indepen-
dientemente de quien la aplique.
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Metodologias existentes para la deteccion de hongos
en semillas

Incubacion de las semillas

En estas pruebas la muestra de semillas se somete a unas condiciones de temperatura
y humedad por un tiempo determinado con el fin de evidenciar el desarrollo de los
signos caracteristicos del hongo contaminante (Nasir, 2003). Una de las técnicas mads
frecuentes que emplean métodos de incubacion son las pruebas en papel absorbente
o blotter test (figura 2). Estas permiten la deteccion de hongos contaminantes (sapro-
fitos y patogenos) y el desarrollo de la infeccién en las plantulas germinadas. Esta téc-
nica combina las ventajas de las pruebas in vitro con las pruebas in vivo. Las semillas
(muestra de trabajo) son dispuestas sobre o entre 1 y 3 capas de papel absorbente o
almohadillas de celulosa humedecidos con agua estéril o una solucién tampén. Una
vez alli, son colocadas frecuentemente en recipientes plasticos herméticos para gene-
rar las condiciones de cdmara humeda (Mancini et al., 2016; Marcinkowska, 2002;
Tsedaley, 2015), esta tltima se entiende como un ambiente controlado que simula las
condiciones 6ptimas para el desarrollo de hongos en las semillas, es decir, altas tem-
peraturas combinadas con alta humedad. Las condiciones de incubacién usualmente
son de temperaturas entre 25°C+3°C y HR~90% +5% por siete dias. Al finalizar el
proceso de incubacion se determinan los porcentajes de germinacion total, semillas
sanas, semillas sanas germinadas y prevalencia de hongos contaminantes, diferencia-

dos por género de hongo contaminante y semilla germinada o sin germinar (figura 3).

Foto: Manuel Alfonso Patifio M.

Figura 2. Montaje de pruebas de calidad sanitaria de semilla

en papel absorbente dentro de cdmara de flujo laminar.
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Foto: Manuel Alfonso Patino M.

Figura 3. Lectura de pruebas de calidad sanitaria de semilla en papel
absorbente.

Otra de las técnicas que emplea métodos de incubacion es la prueba en medios de
cultivo solidificados con agar, como agar papa dextrosa (ppa), o medios selectivos
usualmente acidificados o con algtin antibiético de amplio espectro que inhiban el
crecimiento de contaminantes bacterianos. Estos métodos proporcionan informa-
cion sobre la viabilidad de un inéculo en una muestra de semilla infectada y son
empleados cuando las pruebas en papel absorbente no proporcionan las condiciones
adecuadas para el desarrollo de los signos del hongo contaminante en plantulas y
semillas (crecimiento micelial, estructuras reproductivas, etc.) (Mancini et al., 2016;
Ustiin et al., 2021). Las semillas (muestra de trabajo) son dispuestas en el medio
de cultivo para el crecimiento de hongos y sometidas a periodos determinados de
tiempo, temperatura y luminosidad (figura 4). Generalmente, se someten a tiem-
pos de incubacién de 5 a 10 dias aproximadamente, a temperaturas de 20°C a 28°C
con el fin de promover sobre el agar el crecimiento de los hongos presentes en las
semillas (Mancini et al., 2016; Marcinkowska, 2002; Ustiin et al., 2021). Cuando los
hongos contaminantes crecen muy lentamente en medios de cultivo artificiales o no
desarrollan estructuras diagnosticas (cuerpos fructiferos, esporas, etc.), se emplean
técnicas basadas en métodos de tincidn, que consisten en la aplicacion de colorantes
especificos a las estructuras fungicas para facilitar su visualizacién en el micros-
copio. Estas técnicas siguen siendo la base de las pruebas de calidad sanitaria en
semillas, sin embargo, consumen tiempo, requieren una experiencia y un conoci-
miento de taxonomia especializados y a veces no son lo suficientemente sensibles
para detectar niveles bajos de infeccién (Martin et al., 2022).
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anuel Alfonso Patir

Figura 4. Lectura de prueba de calidad sanitaria de
semilla en medio de cultivo solidificado con agar.

Aislamiento de hongos

Es el proceso posterior a la etapa de incubacion de las semillas. Consiste en la sepa-
racion del hongo de una muestra compleja, la siembra en un medio de cultivo y
su posterior incubacion bajo condiciones especificas para garantizar su purificaciéon
y poder llevar a cabo su caracterizacion. Para realizar el aislamiento, se requiere
tomar un fragmento del micelio con un instrumento estéril como un asa, cuchilla o
pinzas, dentro de una camara de flujo laminar o bajo condiciones asépticas. Luego,
se siembra en medios de cultivo no selectivos como PpA pH4,5 (ajustado con acido
lactico), PpA +antibidtico de amplio espectro o medios especificos segtin el hongo de
interés. Por lo general, los aislamientos se incuban en oscuridad a temperaturas de
25°C a 28°C durante un periodo de 7 dias. Posteriormente, el micelio generado de
los aislamientos de los tejidos se replica en el mismo medio de cultivo hasta obtener
el crecimiento de una colonia pura del hongo contaminante (figura 5). Estas colo-
nias puras obtenidas se utilizan para identificar el hongo a nivel de género y especie,
preservarlas a largo plazo o ser empleadas como fuente de indculo en pruebas de
patogenicidad (Mufioz et al., 2020).
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Figura 5. Colonias puras de hongos contaminantes comunes en semillas.

Fotos: Manuel Alfonso Patinio M.
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Técnicas para la caracterizacion de hongos presentes
en semillas

Se refiere al proceso de describir y determinar las caracteristicas de un hongo, tales
como su identidad, apariencia macroscépica y microscopica, su modo de repro-
duccién, su patogenicidad, su respuesta a ciertos factores ambientales, entre otros
aspectos.

En los siguientes apartados se exploraran tanto los métodos tradicionales como los
moleculares utilizados para la caracterizacion de hongos contaminantes en las semi-
llas. Estos enfoques van desde la observacion microscdpica y el cultivo en medios de
agar, hasta las técnicas mds avanzadas basadas en la amplificacion de dcidos nuclei-
cos. A través de esta revision, se buscara destacar las ventajas, limitaciones y apli-
caciones de cada método, proporcionando una vision completa de las herramientas
disponibles para la caracterizacion de hongos contaminantes.

Visualizacion macro y microscopica

La identificacién de hongos puede llevarse a cabo a partir de su caracterizaciéon
microscdpica y microscopica y, con esto, llegar al reconocimiento de algunas estruc-
turas diagndsticas. Para la visualizacion de estas estructuras se realizan montajes
directos de los hongos creciendo sobre las semillas o de los aislamientos puros.

Los montajes permiten examinar la colonia en su totalidad, tanto a nivel macros-
copico como microscopico. Al observarla macroscopicamente, se analizan aspectos
como la forma, el color, la textura y la produccién de pigmentos, los cuales son de
gran utilidad para identificarla. En cuanto a la morfologia microscdpica, se puede
observar la presencia de cuerpos fructiferos, estructuras de resistencia, tipos de
esporas, tamafo y disposicion de las hifas (Barnett y Hunter, 1972). La prepara-
cion del material para la observacion microscopica se realiza en fresco, a través de
improntas hechas con cinta adhesiva transparente o mediante cultivo sobre portaob-
jetos (figura 6).
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Seleccionar una
colonia pura y
joven del hongo

Disponer de un
portaobjetos

Agregar una gota
de azul de
lactofenol en el
portaobjetos

4 Tomar una parte
del tejido del
hongo o una
impronta de la
colonia

Pegar la impronta
en el portaobjetos
con el azul del
lactofenol

Disponer el
montaje sobre la
platina del
microscopio

Enfocar hasta
observar
estructuras
caracteristicas de
los hongos

Fotos: Manuel Alfonso Patifnio M.

Figura 6. Pasos para la visualizacién macroscdpica y microscépica de hongos contaminantes en
semillas.
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Pruebas basadas en técnicas moleculares

Tradicionalmente, las técnicas que se han usado para deteccion de hongos transmi-
tidos por semillas se basan en la incubacién y métodos de crecimiento. Estas técni-
cas consumen mucho tiempo, requieren habilidades micoldgicas y algunas veces no
son muy sensibles a las concentraciones bajas de indculo. Sin embargo, para mejo-
rar la sensibilidad y especificidad en la deteccion de patdgenos se han desarrollado
técnicas moleculares, las cuales estdn basadas en el andlisis del ADN, como la Pcr
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convencional, adecuada para la deteccion de hongos por su rapidez, especificidad,
sensibilidad y facil interpretacion (Mancini et al., 2016). El anélisis de ADN ayuda
a diferenciar las especies de patdgenos, ya que se ha comprobado que el genoma
posee zonas que brindan muy buena informacion para su identificaciéon taxonémica
(Ramos-Fernandez et al., s. f.). Las pruebas moleculares facilitan la deteccion del
patogeno convirtiéndolo de indetectable a detectable, al facilitar la amplificacion y
multiplicacion de la secuencia de ADN.

A continuacidn, se detallan técnicas recientes como la PCR anidada, que permite la
deteccion a bajas concentraciones de indculo; PCrR multiple para detectar simulta-
neamente varios patdgenos; PCR en tiempo real y PCR por captura magnética, entre
otras; ademas, se describen otras técnicas en la tabla 1. Asi mismo, algunos cebado-
res comunes para la identificacion de patogenos de semillas se detallan en la tabla 2.

Reaccion en cadena de la polimerasa (pcr) convencional

Esta técnica de biologia molecular se basa en la multiplicacién de un gran numero
de copias de un fragmento de ADN en particular (Gonzalez-Garza, 2017). La ampli-
ficaciéon de ADN mediante PCR involucra varios elementos clave. En primer lugar,
se emplea una enzima termoestable conocida como ADN-polimerasa, siendo la mas
comun la Taq polimerasa, la cual es estable a 95°C. Durante cada ciclo de amplifica-
cion se involucran dos cebadores (Marcinkowska, 2002). Estos cebadores son oligo-
nucleétidos que permiten la duplicacion del fragmento de ADN seleccionado y deben
tener ciertas caracteristicas, como una longitud entre 18 a 25 nucleétidos; entre un
40 a 60 % de contenido de Citocina y Guanina (Cy G) —es recomendable que la ter-
minacion del extremo de la cadena sea C o G— y las temperaturas de fusion de los
cebadores usados en la misma reaccién no deben superar los 5°C (Marcinkowska,
2002).

Para que la enzima termoestable funcione adecuadamente, se requieren cationes
divalentes, especialmente el Mg**. Por otro lado, se hace uso de un buffer de amplifi-
cacion para mantener el pH éptimo durante la reaccién PCR. Asi mismo, se incorpo-
ran adyuvantes como el TritonX-100 o la formamida para mejorar la especificidad
de la pcr. Por ultimo, el ADN molde actiia como patrén a partir del cual se amplifica
el fragmento de interés (Bartlett y Stirling, 2003).
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Se emplean cuatro pasos:

1. Desnaturalizacion a alta temperatura, la cual oscila entre 94 y 95 °C para separar
las hebras del AbDN molde.

2. Hibridacion de cebadores a su secuencia complementaria en sus dos hebras de
ADN, en donde se asocian los cebadores al fragmento que se requiere amplificar.
En este paso la temperatura desciende a un rango entre 40 y 60 °C, lo que facilita
la union del cebador a la secuencia complementaria.

3. Extension o sintesis de la doble cadena que hace la ADN polimerasa a partir del
extremo donde se unié el cebador. La temperatura se eleva a 72 °C, la adecuada
para la actividad optima de la enzima. Los pasos 1 a 3 se repiten al menos 40
ciclos con el fin de obtener el nimero de copias necesarias del fragmento de
interés. Se realiza un ciclo de extension o polimerizacion final que oscila entre
5y 10 minutos, con el fin de que la ADN polimerasa sintetice fragmentos de ADN
simple que no fueron amplificados (Gonzalez-Garza, 2017).

Los fragmentos amplificados se pueden visualizar por electroforesis en un gel de
agarosa (figura 7).

=3

oto: Manuel Alfonso Patino M.

Figura 7. Gel de electroforesis donde se visualizan fragmentos de Ap~N amplificados de las mues-
tras a. hasta lal. C(-) corresponde al control negativo y C (+) al control positivo.

Esta prueba se usa para la identificacién molecular de muchos hongos en semillas,
empleando los cebadores ITS1F-ITS4 (ITS1-F 5-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-
3'y ITS4 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') para amplificar la regiéon ITS1-5.85-
ITS2 (Henras et al, 2015).
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PCR anidada

La pcr anidada o Nested PCR es usada para aumentar la sensibilidad de la pcr al
realizar dos rondas de amplificacion con distintos pares de cebadores en cada etapa.
Inicialmente, se realiza una amplificacion con los cebadores externos, cuyo producto
se utiliza como molde para una segunda amplificacion con cebadores internos, lo que
incrementa la sensibilidad de la técnica. Esta técnica se usa generalmente cuando la
concentracion del patégeno es muy baja, ademas, resulta ttil en la deteccién de fito-
plasmas (Gonzalez-Garza, 2017) y begomovirus en soya (Leyva et al., 2019).

Asi mismo, ha sido utilizada para la deteccion en semilla de cana de las bacterias
Xanthomonas albilineans 'y Leifsonia xyli subsp. Xyli, agentes causales de la escalda-
dura foliar y del raquitismo de las zocas, respectivamente; asi como del fitoplasma
SCYP (SUGAR CANE LEAF YELLOWS PHYTOPLASMA), causante del amarillamiento
foliar. Estas tres enfermedades pueden permanecer latentes, por lo que la PCRr ani-
dada es una de las pocas técnicas utilizadas para su deteccion.

BIO-PCR

Es una técnica, previa a la PCR, que busca aumentar la biomasa del patdgeno fun-
gico mediante una incubacidn de la semilla contaminada (Mancini et al., 2016). Este
enfoque incluye un aumento previo de la biomasa del hongo contaminante en medio
solido enriquecido para, posteriormente, llevar a cabo la extraccion de ADN y la PCR
con sus cebadores especificos. El objetivo principal es aumentar la concentracion de
los patégenos y mejorar su deteccion.

El proceso comienza con el remojado de las semillas en una solucién de 750 mL
de Tween 20 al 0,01% en agua estéril, a una temperatura de 4°C durante la noche.
Posteriormente, se toman submuestras del extracto de las semillas y se colocan
en placas de agar peptona sacarosa (psa) por duplicado. Estas placas se incuban a
27°C durante dos dias hasta la aparicion de las colonias de hongos; posteriormente,
sobre esta biomasa fungica, se realiza de forma convencional el proceso de extrac-
cion de ApN y amplificacion posteriori por PCR (European and Mediterranean Plant
Protection Organization [EPPO], 2007).
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PCR en tiempo real

Es una técnica que permite monitorear de manera continua la acumulacién de ADN
amplificado durante el proceso de pcr. En esta metodologia, el ADN amplificado se
detecta y cuantifica en tiempo real a medida que la reaccién avanza. Para lograrlo
se utiliza una molécula fluorescente que se asocia al AbDN amplificado. El incremento
de la fluorescencia es proporcional al incremento de la cantidad de moléculas de
ADN amplificado. Algunas de las sondas mds conocidas son sYBR Green, una sonda
reversible, rapida y de bajo costo, que se une a la doble cadena de ADN y aumenta su
fluorescencia mas de mil veces; y la sonda TagMan, que es altamente especifica y con
la cual se puede realizar ademas pcr multiplex (Chirinos-Arias, 2015).

Esta técnica ha demostrado ser confiable para la deteccion de hongos y bacterias
en semillas, como Magnaporthe grisea en arroz (Deza et al.,, 2015), y también para
identificar Xanthomonas en arroz y otros hongos transmitidos por semillas (Cho et
al., 2011). Una diferencia importante de esta técnica frente a la PCR convencional es
que esta ultima arroja datos cualitativos, mientras que la PCR en tiempo real permite
cuantificar los fragmentos de ApN amplificado. Esto se logra mediante un fluoré-
metro integrado que genera una sefial fluorescente en tiempo real, proporcionando
informacién sobre la cinética de la reaccién (Mancini et al., 2019).

PCR multiplex

Es una técnica que utiliza varios cebadores en una misma reaccion, y puede imple-
mentarse mediante PCR convencional, asi como con PCR en tiempo real (Mancini
et al,, 2019). Al mezclar varios cebadores en la misma reaccion, se logra amplifi-
car simultaneamente varios patégenos, y los fragmentos amplificados se separan y
visualizan por electroforesis (Hariharan y Prasannath, 2021).

El objetivo de esta técnica es obtener multiples copias de secuencias especificas de
ADN a partir de un proceso de amplificacion, lo que permite obtener cantidades
significativas de ADN de una sola molécula inicial (Méndez-Alvarez y Pérez-Roth,
2003). Esta técnica ha sido exitosamente aplicada en el diagndstico de patégenos
fangicos en cultivos como maiz, al identificar especies como Fusarium verticillioides
y F. subglutinans, asi como en platano para reconocer Fusarium oxysporum. Aunque
el método es rapido y confiable (Hariharan y Prasannath, 2021), la pcr multiple es
relativamente costosa y susceptible de contaminaciones. Por lo tanto, se requiere de
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personal especializado para evitar y controlar estos casos (Méndez-Alvarez y Pérez-

Roth, 2003).

Tabla 1. Caracteristicas de las diferentes técnicas de deteccion de patdgenos fungicos en semillas

Método de

diagnéstico

Examen
visual

Técnica de
lavado de
semilla

Incubacion
en papel
secante

Incubacion
en agar

PCR
convencional

BIO-PCR*

Tiempo

requerido

Muy alto

Muy alto

Bajo

Bajo

Moderado
aalto

Moderado

Sensibilidad

Baja

Baja

Bajo a
moderado

Bajo a
moderado

Moderado
aalto

Muy alto

Especifici-

dad

Baja

Baja

Moderado

Moderado

Moderado
aalto

Alto

Facilidad de
implementa-
cién

Requiere
habilidades

micolégicas

Requiere
habilidades

micolégicas

Requiere
habilidades
micolégicas

Requiere
habilidades
micolégicas

Requiere
habilidades en
biologia mole-
cular, de facil
interpretacion

Requiere
habilidades en
biologia mole-
cular, de facil
interpretacion

Ejemplo de pato-

genos detectados

Phomopsis spp.
Cercospora
kikuchii
Peronospora
manshurica

Cylindrocladium
parasiticum

Colletotrichum
dematium

Peronospora
manshurica

Alternaria dauci
Alternaria
radicina

Leptosphaeria
maculans

Alternaria dauci
Alternaria
radicina
Alternaria
carotiincultae

Verticillium
dahliae

Fusarium spp.

Botrytis spp.

Burkholderia
glumae

Xanthomonas
oryzae

Semillas

Soya

Mani

Soya

Zanahoria

Brassicaceae

Zanahoria

Cucurbitaceae

Cebolla

Arroz

Arroz

(Continda)
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(Continuacion tabla 1)

Método de

diagnéstico

Tiempo
requerido

Facilidad de
implementa-
cién

Especifici-

Sensibilidad dad

Ejemplo de pato-
genos detectados

Semillas

Colletotrichum Friiol
Requiere lindemuthianum )
habilidades en
pcr anidada Moderado  Muy alto Alto biologia mole-
cular, de facil
interpretacién ~ Fitoplasmay Sova
Begomovirus ¥
ch}‘_icrc Xanthomonas sp.  Arroz
P‘CR en Alto Muy alto Alto hab1l11dadrcs
tiempo real en biologia
molecular Colletotrichum .
. . Frijol
lindemuthianum
Requiere i
hal(alilidades Ib)zdymella Cucurbitaceae
MCH-PCR Alto Muy alto Alto L LS
en biologia
molecular Botrytis spp. Cebolla
Fuente: Elaboracion propia con base en EPPO (2007) y Mancini ctal. (2016)

Tabla 2. Cebadores comunes para la identificacion de patégenos de semillas

Region de . 5
Hongo egion Secuencia de cebadores Tamaio
interés

Todos los
hongos

Todas las
levaduras

Fusarium

Aspergillus
Penicillium

Fuente: Elaboracion propia con base en Centers for Discase Control and Prevention [cpc] (2(€

ITS

D1D2

Elongacién
Factor la

p-tubulina

Adelante: ITS-1 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG
(0) ITS-5 5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG
Reverso: ITS-4 5"TCCTCCGCTTATTGATATGC

Adelante: NL-1
5-GCATATCAATAAGCGGAGGA
Reverso: NL-4 5"TTGGTCCGTGTTTCAAGACG

Adelante: EF-1
5-ATGGGTAAGGARGACAAGAC
Reverso: EF-2 5-GGARGTACCAGTSATCATG

Adelante: Bt2a
5-GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC
Reverso: Bt2b
5'-ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC

)22)

Aproximadamente 600
pares de bases de la region
ITS1-5.8S-1TS2 del gen
ribosomal

Aproximadamente 620
pares de bases de la region
28S del gen ribosomal

Aproximadamente 717
pares de bases de la region
codificante del gen EF-1a.

Aproximadamente 495
pares de bases de exones e
intrones en el extremo 5'
del gen de la B-tubulina
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Pruebas de germinacion

Segtn la International Seed Testing Association [15TA], la germinacion es la emergen-
ciay desarrollo de las plantulas en una fase en donde sus estructuras esenciales sefialan
si podran desarrollarse totalmente y de forma normal bajo condiciones favorables de
campo o en el proceso de siembra en su sitio definitivo. El porcentaje de germinacion
indica la proporcion del nimero de semillas que han producido plantulas clasificadas
como normales bajo condiciones y periodos de tiempo especificos (15TA, 2018). Se con-
sideraran como plantulas normales aquellas que muestran potencial para continuar su
desarrollo hasta llegar a plantas, cuando crecen en suelos de calidad y bajo condicio-
nes favorables de humedad, temperatura y luz. Dentro de este criterio se incluiran las
plantulas intactas, con sus estructuras esenciales (sistema radicular, eje de brotacién
y cotiledon) bien desarrolladas, completas y sanas; las plantulas con defectos leves en
sus estructuras esenciales, siempre que demuestren un desarrollo equilibrado y satis-
factorio comparable al de las plantulas intactas de la misma prueba; y las plantulas con
infeccion secundaria, tanto intactas como con defectos leves que han sido afectadas
por hongos o bacterias de otras fuentes diferentes a la semilla original (1sT4, 2018).

Segtin 1sTA (2018), las semillas que no germinaron al final del periodo y bajo las
condiciones de evaluacion se clasifican en: a) semillas duras: semillas que al final
del periodo de anilisis permanecen duras porque no absorbieron agua; b) semillas
frescas: semillas que no han germinado en las condiciones de la prueba de germina-
cion, pero que permanecen limpias y firmes, y tienen el potencial de desarrollarse
junto con las semillas normales; ¢) semillas muertas: semillas ni duras ni frescas, que
tampoco han producido ninguna parte de una plantula.

Las plantulas anormales serdn aquellas que no muestren potencial de desarrollarse
hasta una planta normal cuando crezcan en suelos de calidad y bajo condiciones favo-
rables de humedad, temperatura y luz. Dentro de este componente se incluiran las
plantulas con cualquiera de las estructuras esenciales faltantes o con dafos graves e
irreparables; las plantulas que presenten un desarrollo débil o cambios fisiolégicos en
los cuales las estructuras esenciales se deforman o estan fuera de proporcion y las plan-
tulas con cualquiera de sus estructuras esenciales enfermas o descompuestas como
resultado de una infeccidén primaria, que impide el desarrollo normal (1sTA, 2018).

La determinacion del tiempo que dura la prueba y el medio que se debe usar para esta
(suelo, sobre papel o entre papel) dependera de la especie que sea objeto del andlisis.
En semillas de arroz las pruebas se realizan sobre papel (sp), entre papel (EP) y sustrato
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(s); en el caso de soya y maiz las evaluaciones se consideran validas en medio EPy s y,
finalmente, para sorgo las pruebas de germinacion se pueden realizar sp y EP.

Segun recomendaciones de 1sTA (2018) para las especies relacionadas en este manual,
las pruebas de germinacién en promedio deben estar bajo condiciones de tempera-
tura de aproximadamente 25°C. Las lecturas iniciales se realizan a los 4 dias para
las especies maiz y sorgo, con lectura final de germinacion a los 7 y 10 dias respecti-
vamente. Para las especies soya y arroz, la lectura de germinacion inicial se realiza a
los 5 dias y finaliza a los 8 y 14 dias respectivamente, tiempos en los cuales se pueden
obtener lecturas correctas y aproximadas del poder germinativo de la semilla anali-
zada. La prueba usualmente para todas las especies en mencién requiere un minimo
de 400 semillas puras (100 por réplica x 4 réplicas), para evaluar el nimero de semi-
llas no germinadas, plantulas normales y plantulas anormales. Los resultados para
cada componente se expresaran como porcentaje.

Pruebas de patogenicidad

El hecho de que un hongo reportado como patégeno haya sido encontrado en un lote
de semilla no significa que este sea un patdgeno transmitido por semilla. Para asegu-
rarse de que se trata de un patdgeno transmitido por este medio es necesario llevar
a cabo unas pruebas de patogenicidad (Istikorini et al., 2022; Shabana et al., 2021).
El principio basico de estas pruebas consiste en inocular la semilla (en este caso) con
el hongo, posteriormente se evidencia el desarrollo de la enfermedad en la planta y
se cuantifica la incidencia y la severidad de la enfermedad, por ultimo, se aisla dicho
hongo del tejido enfermo o de la semilla producida (Wanjiku et al., 2020). Para esto
es necesario estandarizar varios procesos con el fin de asegurar la confiabilidad y
reproducibilidad de la prueba (Ramadan y Zrary, 2014).

Ajustar el protocolo de desinfeccién de la semilla que va a ser
inoculada con el hongo

Esto implica establecer qué soluciones (etanol, hipoclorito de sodio, etc.), tiempos de
desinfeccion y etapas secuenciales seran aplicadas a la semilla con el fin de remover
todos los contaminantes microbiologicos superficiales, sin afectar negativamente su
calidad fisioldgica y asegurarse de que no seran los patogenos que no fueron elimi-
nados con la desinfeccion los que causen la enfermedad.
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Los protocolos existentes de desinfeccion superficial de semilla para maiz
(Davoudpour et al., 2020), sorgo (Oyebaniji et al., 2009), arroz (Miché y Balandreau,
2001) y soya (Escamilla et al., 2019) frecuentemente consisten en sumergir las semi-
llas de forma secuencial en soluciones de hipoclorito de sodio, etanol en diferen-
tes concentraciones y agua destilada estéril a diferentes temperaturas y por tiempos
determinados (Kim et al., 2022). Se recomienda evaluar los protocolos en los mate-
riales de interés y hacer los ajustes respectivos (Li, 2018; Si et al., 2022). A conti-
nuacion (tabla 3), se presenta a manera de ejemplo un protocolo de desinfeccion de
semillas con solucion de hipoclorito de sodio al 5 %.

Tabla 3. Protocolo de desinfeccion de semillas para pruebas de patogenicidad

1. Materiales y reactivos necesarios:

« Semillas de maiz, sorgo, arroz y soya
o Agua destilada estéril

« Hipoclorito de sodio (solucion al 5%)
« Papel de filtro estéril

« Placas de Petri

« Pinzas estériles

o Gasa estéril
« Colador

2. Preparacion de la solucién de hipoclorito de sodio:

« Diluir hipoclorito de sodio hasta alcanzar una concentracién de 5% en agua destilada.
o Agitar suavemente para asegurar una mezcla homogénea.

3. Preparacion de las semillas:

o Seleccionar semillas de calidad y libres de dafios visibles.
« Esterilizar las pinzas sumergiéndolas en alcohol al 70 % y flamedndolas hasta que se hayan enfriado.
» Tomar las semillas necesarias con las pinzas estériles y transferirlas a un papel de filtro estéril.

4. Desinfeccion de las semillas:

o Colocar las semillas sobre el papel de filtro o servilleta estéril.

» Sumergir las semillas en la solucién de hipoclorito de sodio al 5%, asegurandose de cubrir todas las
semillas de manera uniforme.

o Dejar las semillas en inmersion durante 10 a 15 minutos.

5. Lavado y enjuague de las semillas:

« Retirar las semillas de la solucion de hipoclorito de sodio con ayuda de un colador o una gasa y trans-
ferirlas a un recipiente limpio.

o Lavar las semillas con agua destilada para eliminar el exceso de hipoclorito de sodio.

« Repetir el lavado con agua destilada al menos tres veces.

6. Secado de las semillas:

o Transferir las semillas a un papel de filtro o servilleta estéril.
« Dejar que las semillas se sequen al aire en condiciones estériles hasta que estén completamente secas.
« Evitar la exposicion a la luz solar directa durante el secado.

(Continta)
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(Continuacién tabla 3)

7. Almacenamiento de las semillas:

o Transferir las semillas desinfectadas y secas a bolsas o recipientes estériles.

« Etiquetar adecuadamente las bolsas o recipientes con la informacion relevante, como la especie y
variedad de la semilla y la fecha de desinfeccion.

o Almacenar las semillas en un lugar fresco, seco y oscuro hasta su uso en las pruebas de patogenicidad.

FLICI](CZ Elllb()l'&( ion PI'OPI‘J

Estandarizar el proceso de produccion masiva del patégeno

La produccién masiva es un paso critico para evaluar la patogenicidad de un aisla-
miento. Esta consiste en producir la cantidad suficiente de estructuras infectivas para
inocular el hospedero (en este caso, la semilla) y causar enfermedad. Estandarizar el
proceso significa determinar el tipo de cultivo que se empleara, el medio o sustrato
de multiplicacion (fuentes de carbono, nutrientes, antibiéticos, etc.), la concentra-
cién del indculo inicial que se va a sembrar en el medio o sustrato, las condiciones
de incubacion (luz, temperatura, humedad relativa, agitacion, tiempo, etc.) y el ren-
dimiento en términos de cantidad de estructuras infectivas del patégeno (oospo-
ras, zoosporas, clamidosporas, macroconidias, microconidias, esclerocios, micelio
estéril, etc.) por cantidad de sustrato (Zhang et al., 2018). Por ejemplo, en el caso
de Fusarium verticillioides, un hongo fitopatégeno transmitido por semilla de algu-
nos cereales, la produccién masiva se podria llevar a cabo mediante fermentacion
liquida en caldo estéril de ppA con extracto de raiz de maiz (4,5g/L) bajo agitacion
orbital a 125 rpm durante 8 dias a 25°C, partiendo de una concentracion inicial de
5x10°microconidias/mL, para obtener un rendimiento de 1x10® microconidias/mL

de medio de cultivo agotado.

Definir el protocolo de inoculacion de la semilla con el hongo

Constituye quizas uno de los puntos de consideracién mas importantes, ya que
establece la forma en que se garantizara que el patégeno entre en contacto con la
semilla para causar infeccién. Un protocolo de inoculaciéon implica la definicion de
las estructuras infectivas del patégeno que seran aplicadas en las semillas y que fue-
ron producidas de forma masiva previamente (oosporas, zoosporas, clamidosporas,
macroconidias, microconidias, esclerocios, micelio estéril, etc.). Ademas, es necesa-
rio determinar la concentracion y el volumen de in6culo que recibira una determi-
nada cantidad de semillas, por ejemplo, 50mL de una suspension del patégeno en
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una concentracion de 1x10”microconidias/mL (estimada a través de un recuento
en camara Neubauer) en 20g de semilla. Asi mismo, se debe establecer la forma
de inoculacién del patégeno en la semilla en la concentracion establecida, ya sea
por inmersién de la semilla en una solucién del patégeno, aspersion de la semilla
con el patégeno, inoculacion del sustrato (drench, mezcla del sustrato con el paté-
geno, etc.), puncion, etc. (Giiney y Giildiir, 2018; Li, 2018; Sukanya y Jayalakshmi,
2016). Algunas veces es necesario aplicar el patégeno mediante un recubrimiento
de semillas. Esta técnica, empleada frecuentemente para el aprovechamiento de
microrganismos benéficos de plantas, consiste en la aplicacion uniforme de sustan-
cias exdgenas en la semilla, tales como goma arabiga, vermiculita, perlita, quitosan,
bentonita, carbonato de calcio, talco, tierra diatomacea, arena y polvo de madera,
las cuales favorecen y aseguran la supervivencia y adherencia del microorganismo
a la semilla (Paravar et al., 2023). A continuacidn, se presenta un protocolo general
de inoculacion de hongos para determinar su patogenicidad en semillas de cereales.

Tabla 4. Protocolo de inoculacion de hongos en semillas de cereales para determinar su patogenicidad

Objetivo: Describir los pasos para llevar a cabo la inoculacion de hongos en

semillas de cereales con el fin de evaluar su patogenicidad.

Materiales requeridos:

« Semillas de cereales (por ejemplo, arroz, trigo, maiz, cebada) de calidad previamente desinfectadas
« Colonias puras de los hongos que se desean evaluar

o Medio de cultivo adecuado para el crecimiento de los hongos

« Instrumentos estériles (espatulas, atomizador, etc.)

« Cubetas plasticas con tapade 2,5 L

o Camara de crecimiento

o Agua destilada estéril

« Solucion salina NaCl al 0,85 %

« Etanol al 70 %

Procedimiento:
1. Inoculacion de las semillas:

o A partir de las colonias puras y esporuladas de los hongos de interés, preparar una suspension de
esporas de los hongos en solucion salina NaCl al 0,85 %. La concentracion de esporas debe ser ajus-
tada en cimara de Neubauer para obtener una concentracién de indculo determinada, usualmente de
alrededor de 1x10° esporas/mL.

« Disponer las semillas esterilizadas en las cubetas plasticas, distribuyéndolas uniformemente.

o Aplicar la suspension de esporas sobre las semillas, asegurandose de que todas las semillas estén
cubiertas uniformemente. Esto se puede lograr empleando un atomizador o sumergiendo las semillas
en la suspension de esporas.

« Preparar cubetas control utilizando semillas desinfectadas sin la suspension de esporas como testigo
absoluto.

o Transferir las semillas y colocarlas sobre servilletas estériles himedas en cubetas con tapa con el fin
de generar condiciones de cdmara humeda.

(Continta)
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(Continuacién tabla 4)

Objetivo: Describir los pasos para llevar a cabo la inoculacion de hongos en

semillas de cereales con el fin de evaluar su patogenicidad.

2. Incubacién y observacién:

o Colocar las cubetas con las semillas inoculadas y las cubetas de control en una cdmara de crecimiento
a la temperatura optima para el crecimiento del hongo, generalmente entre 25y 28°C.

« Mantener un registro de las condiciones de incubacién, incluyendo la temperatura, humedad y dura-
cién del periodo de incubacion.

o Observar y registrar regularmente la aparicién de sintomas de patogenicidad en las semillas inocula-
das, como decoloracion, manchas, pudriciéon o deformaciones.

« Comparar los resultados obtenidos entre semillas inoculadas y sin inocular para determinar si los
hongos inoculados son patégenos para las semillas de cereales.

Fuente: Elaboracién propia

Determinar la metodologia de evaluacién de la incidencia y se-
veridad de la enfermedad causada por el potencial patégeno

Una vez definido el protocolo de inoculacion, sera necesario determinar la meto-
dologia de evaluacion de la incidencia y severidad de la enfermedad causada por el
potencial patégeno transmitido por semilla. Esto dependera del tipo de patégeno, los
tipos de dafno (damping off, podredumbre, chancro, manchas foliares, tizon, lesiones
en raiz, etc.), los tejidos de la planta donde se observan los sintomas de la enfer-
medad, el tiempo de aparicion de los sintomas, las condiciones ambientales para la
expresion de la enfermedad (luz, temperatura, humedad relativa), etc. A manera de
ejemplo, se presenta un formato (tabla 5) para el registro de las variables de inciden-
cia y severidad de damping off en plantulas de maiz, cuya semilla fue inoculada con
un aislamiento de Fusarium oxysporum.
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La evaluacion de la incidencia y severidad se lleva a cabo en laboratorio bajo con-
diciones in vitro, donde la plantula crece en un medio de cultivo sélido, semisolido
o liquido estéril. También, se pueden llevar a cabo bajo condiciones de inverna-
dero, casa de malla o casa de cristal donde las semillas inoculadas son sembra-
das en contenedores con suelo o sustrato previamente desinfectado (Sivachandra
y Banniza, 2017). De igual forma, son posibles las evaluaciones en condiciones de
campo abierto. Estas ultimas son menos recomendables cuando se tratan de pato-
genos foliares, ya que no se garantiza que el indculo provenga de la semilla infec-
tada. Siempre sera necesario desarrollar una escala de severidad visual que permita
establecer el nivel de dafio generado por el patégeno (Sivachandra y Banniza, 2017).
Estas escalas consisten en la representacion visual de una serie de plantas o partes
de plantas que exhiben los sintomas de una enfermedad en diferentes niveles de
severidad. Estas representaciones suelen ser ilustraciones o fotografias (figura 8) que
permiten la evaluacion de la severidad de la enfermedad de manera estandarizada y
precisa (Hernandez y Sandoval, 2015).
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Grado y descripcion
de sintomas

Grado y descripcion de
sintomas

Fotografia Fotografia

1. Clorosis en una o
0. Sin sintomas dos hojas (incluyendo

cotiledones)

3. E1100 % de las hojas

2. Marchitamiento en .
presentan marchita-

30-50% de las hojas, . . -
. miento, evidente pérdida

clorosis moderada en

primeras hojas verda-

deras y leve en hojas

de estrato medio

de turgencia, clorosis
moderada en estrato
medio, absicion de hojas
cloréticas

4. Clorosis severa
con necro
hojas, defoliacion

moderada, marchi-

sen

5. Doblamiento de tallo,

. planta muerta
tamiento severo,

evidente retraso del
crecimiento

Figura 8. Escala visual y descripcion de sintomas para evaluar la severidad de la enfermedad de
marchitamiento vascular causada por Fusarium oxysporum 4 semanas después de la inoculacion.
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Con los datos periddicos de incidencia y severidad, se calcula el drea bajo la curva
de progreso de la enfermedad (ABCPE), segtin la ecuacion descrita por Campbell y
Madden (1990):

n-1

ABCPE = )" [(X; + Xi11)/2](tia |10

i=1
Donde n es el nimero de evaluaciones, X es la proporcion de la enfermedad y es el
intervalo entre dos evaluaciones consecutivas. La estimacion del drea bajo la curva
de progreso de la enfermedad (ABcPE) ha sido empleada con éxito para estimar la
patogenicidad de aislamientos de hongos presentes en semillas de leguminosas (Li,
2018), cereales (Perell6 et al., 2017) y forestales (Soleha et al., 2022). En la figura 9, se
presenta un ejemplo de las curvas de incidencia, severidad y del ABCPE.
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Figura 9. Curvas del progreso de la incidencia y severidad de la enfermedad y drea bajo la curva del
progreso de la enfermedad. a. Curva del progreso de la incidencia de la enfermedad; b. Curva del pro-

greso de la severidad de la enfermedad; c. Area bajo la curva del progreso de la enfermedad.
Fuente: Elaboracion propia
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