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PRESENTACION

Todos los paises de América Latina y el Caribe estan sometidos en mayor o menor grado
aun proceso de modernizacion que, en materia agricola, les permita ingresar al comercio
internacional de sus productos.

Al respecto, el Area de Libre Comercio de las Américas (ALCA) se ha dado a la tarea de
integrar atodos los paises del Hemisferio para que en los primeros afios del siglo venidero
exista un comercio sin barreras, dentro y entre los territorios que lo conforman.

Parte fundamental en este proceso, es la armonizacion de Medidas Sanitarias,
Fitosanitarias y de Salud Alimentaria, asi como la adopcién por todos los paises, de una
serie de procesos y técnicas relacionadas, tales como el Analisis de Riesgo de Introduccién
de Plagas de un pais infestado a otro libre, y sobre todo en relacién con las metodologias
de diagnéstico de plagas, patégenos y malezas, asi como de residuos téxicos en
alimentos, medicamentos y otros insumos necesarios en la explotacién agropecuaria.

El lICA, en su calidad de Organismo Internacional, esta profundamente involucrado en
todo este proceso de modemizacion y participa activamente con el Grupo de Medidas
Sanitarias y Fitosanitarias del ALCA.

Como resultado de su permanente preocupacion en apoyar el desarrollo agricola en el
continente y de vigilar todo aquello que pudiese ser un factor que impida dicho desarrolio,
publica esta obra sobre "TECNICAS PARA DIAGNOSTICO DE LAS ENFERMEDADES
DE LAS PLANTAS", que seguramente contribuiran grandemente a lograr una mayor
sanidad de los productos agricolas en América Hispana.

Los especialistas dedicados al diagnéstico encontraran en este libro, tanto las técnicas
clasicas aun en uso, como las avanzadas, que aunque laboriosas y costosas son més
precisas y seran de uso obligatorio en un futuro cercano, debido a que garantiza la
confiabilidad que exigen los sistemas internacionales de comercio.

La ACT del IICA en México contribuye de esta manera a la solucion de los problemas
fitosanitarios tan complejos en paises como los de América Latina, con una topografia
accidentada que les confiere una gran variacion en climas, con diversos cultivos y
consecuentemente con grandes problemas fitosanitarios.

ATENTAMENTE

Juan José Salazar Cruz
Representante de la Agencia Cooperacion Técnica
del lICA en México






PREFACIO

Frente al reto actual que presenta la globalizacién mundial del comercio, en lo que respecta
al intercambio de productos y subproductos derivados de las actividades agropecuarias,
dentro de las medidas no arancelarias se aseveran como las mas importantes todas las
relacionadas con la vigilancia fitosanitaria, basadas en la armonizacion de diversas
técnicas y métodos, entre ellas las de Analisis de Riesgo y de Diagnéstico Fitosanitario,
dirigidas a mejorar y mantener la sanidad en los cultivos, sus productos y subproductos.

El Diagnéstico Fitosanitario es una de las actividades determinantes para evitar la
introduccion de plagas exéticas a un pais, salvaguardando su soberania alimentaria, la
salud de sus habitantes, animales y plantas, asi como su diversidad bioldgica. Esta actividad
esta en constante cambio y modernizacién por lo que cada vez se generan nuevas
técnicas mas eficientes.

Como base de todo lo anterior, debe considerarse la capacitacién técnica del personal
responsable de las inspecciones en puertos, aeropuertos y fronteras, y sobre todo del
encargado de realizar los diagnésticos fitosanitarios de productos, no sélo de importaciéon-
exportacion, para excluir las plagas exoéticas, sino también los sujetos al control de su
movilizacion en el interior del pais, para garantizar el éxito de las campafias de erradicacion
y control de plagas ya presentes.

EIICA, en su calidad de Organismo Internacional, esta profundamente involucrado en el
proceso de modermizacion y participa activamente con el Grupo de Trabajo sobre Medidas
Sanitarias y Fitosanitarias del ALCA, cuyo objetivo es asegurar un comercio sin riesgos
en este Continente.

El presente Manual sobre TECNICAS PARA EL DIAGNOSTICO DE LAS ENFERMEDADES
DE LAS PLANTAS, pretende ser un apoyo a todos los técnicos del Hemisferio,
especialmente de los paises hispanoparlantes, para que mejoren la confiabilidad y
oportunidad de los diagnésticos fitosanitarios, en lo cual radica la eficiencia de un pais en
el manejo de su comercio internacional.

Los especialistas dedicados al diagnésitco encontraran en este libro, tanto las técnicas
clasicas aun en uso, como las avanzadas, que aunque laboriosas y costosas son mas
precisas y seran de uso obligatorio en un futuro cercano, debido a que garantizan la
confiabilidad que exigen los sistemas internacionales de comercio.

DR. CARLOS AQUINO GONZALEZ
DIRECTOR GENERAL DEL IICA
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|. INTRODUCCION

/ Las enfermedades de las plantas son uno de los factores naturales que mas afectan
la productividad agricola. Es comun ver cultivos destruidos por los patégenos que llegan a
causar dafios tan graves, que la cosecha se pierde totaimente '

En algunos casos es relativamente facil hacer el diagnéstico de la enfermedad, debi-
do a que los sintomas de la misma son tan caracteristicos y exclusivos, que no hay posibili-
dad de error; como ejemplos pueden citarse: la roya lineal del trigo (Puccinia striformis), el
carbén del maiz llamado en México Huitlacoche (Ustilago maidis), tumores en el tronco de
algunos frutales, rosal, eucalipto, etc. (Agrobacterium tumefasciens), agallas en las raices
de muchas plantas herbaceas y lefiosas (Meloidogyne spp.), el anillo rojo del cocotero
(Radinaphelenchus cocophillus), etc.

Aunque esto es de mucha utilidad en campo, el diagndstico se logra unicamente
cuando el técnico responsable ha adquirido suficiente experiencia.

Desafortunadamente, la gran mayoria de enfermedades requieren para su diagndsti-
co de la identificacion precisa del patégeno (o patégenos) que las causa, bien sea porque los
sintomas que inducen sean tan variables o imprecisos que den lugar a confusién, o porque
diferentes patégenos causen un sintoma similar en la misma especie vegetal.

Actualmente existen técnicas que permiten identificar practicamente a todos los orga-
nismos patoégenos de las plantas; muchas son muy sencillas, otras lo son menos, pero algu-
nas son tan complicadas que requieren ser realizadas por verdaderos especialistas; tal es el
caso de las pruebas bioquimicas y serolégicas que son necesarias para identificar virus.

Como puede verse, el diagnéstico de una enfermedad puede ser desde rapido y
sencillo hasta dificil y tardado, ya que en el caso de ciertos patégenos que son parasitos
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12 técnicas para el diagnéstico de las enfermedades de las plantas

obligados, cuando no se dispone de un laboratorio bien equipado y con personal especializa-
do, la manera de identificarlos es con plantas diferenciales, y se requiere hasta 20 dias o
mas para obtener los resuitados.

Dentro de estos dos extremos de dificultad y oportunidad existen todas las variaciones
posibles, que dependen también de los objetivos del diagnéstico y de la precision que se requiera.

El trabajo de laboratorio es s6lo una parte del proceso de diagndstico de una enfer-
medad; éste se inicia desde el campo, ya que es importante conocer el patrén que presenta
la enfermedad en el cultivo, la edad de las plantas atacadas, las partes de las mismas que
son afectadas, etc. Todos estos datos, de preferencia obtenidos por quien va a hacer el
diagnéstico, son muy importantes, puesto que en el caso de patdgenos muy especificos, la
especie de planta cultivada de que se trate e incluso la variedad de la misma, asi como el
estado fenolégico susceptible, dan una buena idea del organismo involucrado en la enferme-
dad. Muchos de los fitopatégenos pueden ser cultivados en medios artificiales, lo que facilita
mucho el diagnéstico de las enfermedades.

Debido a los requerimientos nutricionales de cada uno de los organismos patégenos,
algunos de los medios de cultivo y técnicas utilizadas para su diagnéstico pueden servir para
varios de ellos, pero otros han sido desarrollados para ser utilizados Unicamente con una
especie de patdgeno, e incluso, con una sola variante o raza de la misma.

De lo anterior se deduce que clertos grupos de patdgenos son mas faciles de identi-
ficar que otros, debido fundamentalmente a su propia naturaleza, que les confiere caracte-
risticas de habito y velocidad de crecimiento, tamafio, forma, tipo de reproduccién, tejido en
que se desarrollan o en el que aparecen sus signos, etc.

Para determinar el agente causal de una enfermedad en particular, no es suficiente
haber aislado a un organismo patégeno de los tejidos afectados, sino que debe demostrarse
que dicho organismo esta involucrado, total o parciaimente, en dicha enfermedad, sobre
todo en el caso de enfermedades poco comunes, desconocidas, de etiologia incierta, o cuando
se sospeche que son causadas por mas de un patégeno. Para esto es obligatorio realizar
los postulados de Koch, que permiten establecer sin lugar a dudas la relacién patégeno-
enfermedad. En el caso de patégenos que no pueden cultivarse fuera de sus plantas
hospedantes, se deben hacer adecuaciones a estos postulados.
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Los postulados de Koch exigen que el organismo sospechoso se encuentre perma-
nentemente asociado con la enfermedad en cuestion; que sea aislado, cultivado y purificado
para poder ser inoculado en plantas susceptibles; que se reproduzcan los sintomas de la
enfermedad en las plantas inoculadas artificialmente, y que pueda ser nuevamente aislado el
mismo organismo patégeno de los tejidos enfermos.

En los capitulos siguientes se presentan las técnicas de diagndstico mas comun-
mente utilizadas con cada uno de los principales grupos de fitopatdgenos.






Il. HONGOS FITOPATOGENOS

Los hongos fitopatogenos se reproducen por esporas, formadas en estructuras co-
nocidas como conidiéforos, esporangios, ascocarpos, basidios, etc., las cuales son em-
pleadas para la correcta identificacion de estos organismos; tales estructuras pueden ob-
servarse directamente sobre la superficie del 6rgano vegetal afectado o dentro de los tejidos,
incluso intercelularmente.

No en todos los casos es.posible hacer la observaciéon directa de los hongos
fitopatégenos en los tejidos, pero afortunadamente muchos de ellos pueden cultivarse en
medios sintéticos adecuados para cada especie, Ip que es de gran ayuda en el diagnéstico
de las enfermedades que causan.

A.DIAGNOSTICO
a. POR OBSERVACION DIRECTA DEL TEJIDO INFECTADO

Muchas veces es posible identificar con seguridad al hongo responsable de una
determinada enfermedad por observacién directa de los sintomas y/o signos en los érga-
nos afectados; también la especie de planta hospedante puede ser determinante para
saber, con absoluta seguridad, de qué patégeno se trata; tal es el caso de los hongos
biotréficos como royas en trigo, café, frijol, girasol, entre otros.

Desafortunadamente no es posible hacer un diagnéstico correcto de todas las enfer-
medades con base en la observacion directa del tejido infectado, debido a que muchos
hongos fitopatégenos no producen los cuerpos fructiferos requeridos por la taxonomia, sino
en condiciones determinadas de temperatura y humedad, como sucede con las cenicillas y
las royas.

15
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Ademas, una sola especie vegetal puede ser atacada por patégenos diferentes que
le inducen sintomas similares; tal es el caso de la pudricién radical del clavel, que puede ser
causada tanto por Fusarium oxysporum como por F. roseum.

Por todo lo anterior, se hace necesario realizar una serie de actividades que conduz-
can a la identificacion precisa del hongo causante de la enfermedad.

b. CULTIVANDOLO EN MEDIO SINTETICO

Este método es en general sencillo, y s6lo para algunas especies puede llegar a
ser muy laborioso. Esto depende de los requerimientos nutricionales de cada especie en
particular, asi como de sus exigencias en cuanto a los otros factores que intervienen en su
desarrollo.

La base de este sistema de identificacion de hongos fitopatégenos son los medios de
cultivo, que pueden ser soélidos o liquidos. No obstante, es conveniente aclarar que ciertos
hongos, tales como los causantes de royas (salvo algunas excepciones), mildius y cenicillas,
no han podido ser cultivados con éxito en un medio nutritivo; éstos son llamados parasitos
obligados.

Para la identificacion precisa de los hongos que causan enfermedades en las plan-
tas, es indispensable obtener sus cuerpos fructiferos, puesto que se requiere observar la
manera en que son producidos, su forma, nimero de esporas que contienen, etc.; ademas,
en algunos casos es necesario medir las esporas.

Por tal razén, es muy importante tomar en cuenta los componentes de los medios de
cultivo, que deben proporcionar todos los elementos que el hongo necesita tanto para desa-
rrollarse como para producir esporas. De igual manera, se debe vigilar que el pH sea acido
(5.5-5.8) puesto que la mayoria de los hongos fitopatégenos se desarrollan mejor en estas
condiciones.

Otra consideracién muy importante es seguir con cuidado las indicaciones para la
preparacion de los medios, ya que ciertos componentes de los mismos no pueden ser
sobrecalentados. Esta es una de las razones por las cuales la esterilizacion de los medios
de cultivo es una de las fases mas delicadas del proceso.
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A continuacion se presentan algunas de las técnicas empleadas para cultivar a los
principales hongos fitopatégenos de importancia econémica, utilizando medios de cultivo
comunes o especificos que permiten su desarrollo y estimulan la esporulacién.

Las féormulas de los medios de cultivo que se mencionan en el texto, se presentan en
el Apéndice que aparece al final de este capitulo; esto se hace para evitar la repeticion, ya
que un mismo medio puede servir para muchos hongos.

Aphanomyces euteiches.

A. euteiches prospera perfectamente en cualquier medio sintético o natural al que se
adicione azufre reducido, por lo que para su desarrollo y produccion de oosporas los medios
glucosa-acido glutamico, y Hanglud y King ofrecen buenos resultados.

Para obtener produccion de zoosporas, el cultivo debe desarrollarse por cinco dias a
25-28°C en una decoccién de semillas de maiz, garbanzo o de ambos (410 g de semillas por
litro de agua). El micelio se desarrolla en la superficie de este medio liquido, formando una
nata, la cual se retira y se transfiere a agua corriente; después de 1 a 2 h se retira el agua y
se substituye por agua destilada, la cual se mantiene aereada con un burbujeador de pecera.
Las zoosporas son liberadas en 6 a 8 h (Llanos, 1959). En 1960, Llanos y Lackwood simpli-
ficaron esta técnica.

Alternaria solani.

La esporulacion de A. solani es inducida al cultivario en cajas Petri con PDA
basico por 10 a 14 dias a temperatura ambiente (20 a 26°C) y bajo luz artificial cons-
tante o luz diurna. Sin embargo, el medio ideal es una modificaciéon al PDA llamada
P(M)DA.

Pasado el tiempo de incubacién, el medio de cultivo con el hongo se corta en
tiras o cuadros pequeiios de aproximadamente 4 cm, los que se colocan en un matraz
con 250 ml de agua esterilizada; se agita vigorosamente el matraz por 1 min y se deja
reposar por 10 min. En seguida, del fluido resultante se agregan 1.5 ml a cajas Petri
con P(M)DA y se deja incubar a 20°C bajo luz fluorescente constante, o0 a 23 °C con luz
de dia.
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Ascochyta spp.

Las esporas de A. chrysanthemi (Mycosphaerella ligulicola) se obtienen a par-
tir de flores o tallos enfermos secados a temperatura ambiente y aimacenados en seco.
Se procede de la forma siguiente: el material seco se coloca 15 min en agua desionizada
para que las esporas salgan del picnidio; posteriormente se filtra con una doble capa
de manta de cielo para eliminar los tejidos vegetales, recolectandose la suspension de
esporas.

A. caulicolay A. meliloti se desarrollan perfectamente en PDA; se ha observado que
la siembra en cajas Petri con este medio, tras un rayado con conidios de diferentes aisla-
mientos de A. meliloti (Mycosphaerella lethalis) e incubar posteriormente a 4°C por varias
semanas y aumentar después la temperatura a 24°C, favorece la formacion de pentecios
(Latch, 1962).

Botrytis spp.

B. allii produce conidios en PDA, pero para producir grandes cantidades de
in6culo se emplea el medio harina de avena-agar, e incubar los cultivos por siete a ocho
dias a 22°C.

B. cinerea y B. squamosa forman abundantes conidios al incubarlos por siete a 10
dias bajo luz diurna (12 h diarias) a 21°C, en un medio especifico que es sumamente elabo-
rado. En el Apéndice aparece la férmula, dentro de los ESPECIFICOS.

Ceratocystis fagacearum.

De este hongo existen cepas homotalicas y heterotalicas, y desarrolla perfectamente
en medio glucosa-fenilalanina-agar, en el cual produce abundantes esporas.

Cercosbor‘a spp.
Para hacer esporular a algunas especies de Cercospora se han empleado varios

medios a base de decocciones, pero debe aclararse que el medio que es conveniente para
una especie puede no serlo para otras.
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Un medio a base de decoccion de hojas de zanahoria-agar induce la esporulaciéon en
varias especies , entre ellas: C. brachiata, C. canescens, C. capsici, C. festucae, C. kikuchii,
C. penniseti, C. pueraicola, C. sesami, C. sorghi, C. stizolobii, y C. zebrina.

Como la profundidad del medio favorece la esporulacion, para cultivar estos hongos
se deben vaciar 25 ml del medio en cajas Petri de 9 cm de diametro, lo que proporciona una
capa de grosor suficiente.

Claviceps purpurea

Los esclerocios de esta especie se desinfestan superficialmente y se incuban prime-
ro sobre una rodaja de PDA por siete dias a 20°C; luego se transfieren a cajas Petri con
extracto de malta-agar y se dejan incubar por 10 dias sobre una charola que imprime a las
cajas Petri movimientos oscilatorios (Peach y Loveless, 1975).

Colletotrichum lindemuthianum

Este hongo se desarrolla y forma abundantes conidios en los medios jugo de frijol-
agar, neopeptona-glucosa-agar y PDA.

.. Drechslera spp

Se pueden obtener abundantes conidios de algunas especies de este género en
PDA. Ademas, el medio sucrosa-prolina-agar ofrece excelentes resuiltados para la
esporulacion de varias especies de Drechslera. El medio lactosa-caseina hidrolizada-agar
induce la esporulacion de Drechslera zeicola (Cochliobolus carbonus).

Diplocarpon earliana

Este hongo crece bien y esporula en un medio preparado a base de ejotes-malta-
agar. En México se llaman ejotes a las vainas verdes de Phaseolus vulgaris.

Fusarium spp

Este género de hongos es muy versatil, y con algunas cepas, incluso de la misma
especie, se obtienen a veces resultados erraticos. Se recomienda obtener informacién
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especifica sobre la esporulacién de las diferentes especies, consultando a Burges (1983),
Booth (1971) y otros autores.

Los medios que pudieran ser recomendados como generales para obtener
esporulacion de Fusarium spp son: Medio de Joffe, harina de avena-agar, papa-dextrosa-
agar basico y papa-sucrosa-agar. La Unica diferencia entre los dos ultimos medios es que el
segundo contiene sucrosa en lugar de dextrosa, lo que incrementa la esporulacion de varias
especies de Fusarium y de muchos otros hongos.

Glomerella cingulata

Este hongo produce abundantes conidios en medio de cultivo jugo de zanahoria-
agar; se obtiene mayor produccién cuando se fortifica con 50 g por litro de pulpa de naranja
fresca (Miller, 1970; Baxter, 1974).

Para la incubacién se usan cajas Petri de 9 cm de diametro con 30 ml de medio, en
el cual se dispersa 1 ml de una suspension hecha con un cultivo esporulante joven; se deja
incubar bajo luz diurna (12 h diarias) a 25°C, y si no esporula se someten las cajas a tempe-
raturas alternas de 15y 25°C (Miller, 1970).

Helminthosporium spp.

Muchas especies de Helminthosporium esporulan en el medio sucrosa-prolina-agar,
exponiendo los cultivos a alternancia de luz y obscuridad (Shoemaker, 1955; 1962); los
peritecios se forman a 20°C.

Por otra parte, Malca (1962) informa que el medio lactosa-caseina hidrolizada-agar
induce la esporulacion de Helminthosporium turcicum (Trichometasphaeria turcica). Tam-
bién Helminthosporium gramineum (Pyrenophora graminea) esporula eficientemente en los
medios Czapek-Dox-agar y PDA basico.

Leptosphaerulina briosiana
Las ascosporas de este hongo se obtienen facilmente en el medio a base de jugo de

verduras V8-agar, después de ocho a diez dias de incubacién a 20°C; las cajas Petri se
colocan en posicion invertida, bajo luz fluorescente (Raynal, 1975).
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~ Macrophomina phaseolina

Existe un medio especifico que contiene asparagina y peptona, en el cual esporula
bien M. phaseolina; la férmula de este medio especial aparece en el Apéndice, dentro de los
ESPECIFICOS.

También fructifica este hongo en medio liquido de caldo de soya-sucrosa . Para obte-
ner los cuerpos fructiferos, se coloca un litro del medio de cultivo en un matraz de cinco a
seis litros de capacidad y se esteriliza a la autoclave; después se siembra con cuatro a cinco
discos de una colonia de 15 dias de édad. incubada a 30°C (Dhingra y Sinclair, 1975; llyas et
al., 1976).

Nectna coccinea.

Parker (1976) prob6 con éxito y recomienda el medio llamado extracto de malta-agar
para desarrollar colonias de Nectria coccinea y obtener sus esporas.

Phymatotrichum omnivorum

Se utiliza un medio de cultivo selectivo que contiene tartrato de sodio, necesario para
que esporule este hongo (Woods, Bloss y Gries, 1967). La férmula del medio aparece en el
Apéndice, dentro de los ESPECIFICOS.

Como no es facil trabajar con este hongo patégeno, se recomienda buscar informa-
cién adicional, consultando a Lyda y Burnett (1970 y 1971).

Phytophthora spp.

Para la produccién de zoosporas en condiciones de cultivo axénico, dependiendo de
la especie de que se trate, se deben llevar a cabo pruebas de crecimiento en avena-agar,
jugo de verduras V8-agar, medios naturales a base de extractos de alfalfa, frijol lima, etc., o
de cocciones de semillas de cebada, avena, cafiamo, etc.

Posteriormente los cultivos experimentales se transfieren a una soluciéon nutritiva
pobre en nutrientes, a una solucién salina, o a agua destilada, que reemplazan al medio en el
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que el hongo se esta desarrollando, y se incuba a temperatura ambiente; es esencial cam-
biar repetidamente las soluciones o el agua durante la incubacién.

La calidad del agua que debe utilizarse es de suma importancia; se recomienda
emplear agua destilada libre de iones téxicos, como el cobre, obtenida en un desionizador de
vidrio. El uso de agua tratada con agentes quelantes o con carbén vegetal también da bue-
nos resultados.

La incubacién bajo luz incrementa la formacién de esporangios en muchas especies
de Phytophthora (Harnish, 1965).

Una vez que los esporangios se han formado, las zoosporas son liberadas si se
enfria el cultivo por una hora; la cantidad de zoosporas se incrementa si en el medio de
cultivo la concentracion de agar es de 0.15 a 0.20% y es nutricionalmente pobre
(Schmitthenner, 1959).

Algunos medios selectivos para Phytophthora spp son: harina de maiz-agar, reco-
mendado por Tsao y Ocafia (1969) y Mitchell et al. (1986) y extracto de malta-dextrosa-
peptona-agar.

Con la utilizacion de este ultimo medio se obtiene abundante produccion de
esporangios de Phytophthora cinnamomi; la colonia se incuba durante tres a cinco
dias a 25-27°C, después se remueve el medio y se enjuaga el micelio varias veces
con agua destilada; en seguida se incuba en un filtrado de suelo no estéril, preparado
con suelo secado durante 24 h a 40-43°C 6 72 h a 28°C (Mehrlich, 1935; Royle y
Hickman, 1964).

Otra posibilidad de obtener esporangios de esta especie, es desarrollar primero al
hongo en PDA o jugo de verduras V8-agar por tres a cinco dias; después, se corta la colonia
en discos que se colocan en PDA, complementado con un filtrado de suelo no esterilizado, y
se dejan incubar por 48 h a 24°C (Zentmyer, 1959).

Para la esporulacion de Phytophthora parasitica se han desarrollado diversas
metodologias; entre ellas sobresalen las propuestas por Menyonga y Tsao (1966), Klotz y De
Wolfe (1960) y Grimm y Hutchinson (1973).
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Para que el hongo desarrolle, se siembra en matraces de 250 ml con 100 ml de
medio liquido a base de caldo de frijol lima, incubandolo despues por tres a cinco dias; des-
pués se separa el micelio pasando el caldo por una tela, y se enjuaga con agua de lluvia.

La masa micelial obtenida se fracciona en una licuadora, haciéndola girar por un
segundo, y se distribuye en cajas Petri grandes a las que se agrega suficiente agua de lluvia,
pero cuidando que el micelio no quede sumergido; se deja incubar por 18 a 20 h a tempera-
tura ambiente para que se liberen las zoosporas, lo que se incrementa con agitacion y agre-
gando mas agua de lluvia aereada.

Para la produccion de esporangios de esta especie se usa también agua de lago
estenlizada, en placas Petri grandes, incubando por dos dias a 25°C (Webster y Dennis,
1967). Una vez obtenidos los esporangios, las zoosporas se obtienen a una temperatura de
15°C, remplazando el agua de lago por agua desionizada esterilizada; después la suspen-
8idn es filtrada en tela para obtener la suspension de zoosporas. Esta metodologia se reco-
mienda cuando se requieren grandes cantidades de in6culo.

El medio jugo de verduras V8-agar es excelente para obtener esporas de Phytophthora
cryptogea. Los cultivos se mantienen bajo luz fluorescente a 25°C y despues se inundan con
agua desionizada por siete dias; pasado este tiempo, las cajas Petri se someten a una
temperatura de 9°C por 20 min, lo que ayuda a la liberacién de las zoosporas (Mitchell, et. al.,
1978).

Phytophthora infestans desarrolla perfectamente en medio fgjol lima-agar (Thurston,
1957), pero para la produccién de esporangios y zoosporas a gran escala el medio a base de
semillas de chicharo es mas eficiente. Después de incubar al hongo por 10 dias a 20°C en
cualquiera de los dos medios, sé agrega agua corriente esterilizada y se vuelve a incubar por
dos a tres dias. o

Pythium spp.

Muchas especies de Pythium son facilmente aisladas de los tejidos de las plantas
cuando las infecciones son incipientes, desinfectandolos primero y colocandolos posterior-
mente sobre medio agua-agar a 2% o en un medio pobre en nutrientes, como harina de
maiz-agar.
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Cuando se trata de suelo infestado con alguna especie de este género, frecuente-
mente se dificulta aislarla, porque siempre estan presentes bacterias y otros hongos compe-
tidores; consecuentemente, el uso de medios selectivos es obligado para facilitar esta tarea;
Mitchell y Rayside (1986) recomiendan el penicilina-vancomicina-pimaricina (PVP), con el
que se obtienen buenos resultados.

Para obterier las esporas de Pythium ultimum, OHH et al. (1978) obtuvieron cepas
desarroliando al hongo en PDA; posteriormente, sembraron varios discos de una misma
colonia de cinco dias de edad en caldo de maiz, permitiendo su desarrollo por otros cinco
dias, o los cultivaron en vermiculita-jugo de verduras V8 por dos semanas; en ambos medios
el hongo produjo abundantes esporas.

La especie Pythium middletoni se desarrolla bien en el medio semillas de cafiamo-
agar; para la produccion de zoosporas se cortan discos del medio de cultivo y se colocan en 20
ml de agua de charca o extracto de suelo, y se incuba por 15 h a 15°C (Webster et al., 1967).

Pyricularia oryzae

P. oryzae esporula en el medio pulido de arroz-agar (Fasli y Schroeder, 1966). Los
medios sintéticos especificos para esta especie, conocidos como A,B, y C, ofrecen buenos
resultados para obtener las esporas (Ou, 1972). Los componentes de estos medios se pre-
sentan en el Apéndice, dentro de los ESPECIFICOS.

Rhynchosporium secalis

Se obtiene abundante produccion de conidios de este hongo sembrando una suspen-
sién de ellos en los medios jugo de verduras V8-agar o frijol lima-agar (Evans y Griffith, 1971).

Rhizoctonia solani

Este hongo desarrolla sobre PDA hecho con papas frescas; los esclerocios normal-
mente se forman 10 dias después de iniciada la incubacién (Manning et al., 1970).

Sclerotium spp

Para la obtencién de abundante micelio de algunas especies de este hongo, se culti-
van primero en PDA o en medio Czapek-Dox-agar. Después de cuatro semanas de incubacién,
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el micelio y el medio se fragmentan en una licuadora por 30 segundos y se pasa la mezcla
por un tamiz de 0.18 mm entre mallas para retener el micelio, que se enjuaga con agua
cornente (Adams y Papavizas, 1971).

A partir del micelio, se obtiene produccién a gran escala de esclerocios sembrandolo
en el medio arena-harina de maiz (20:1 p/p) que incuba por tres a cuatro semanas a 20°C.
Pasado este tiempo se lava siete u ocho veces (Coley-Smith, 1959).

Stemphylium spp

El jugo de verduras V8-agar es un medio en el cual esporulan muchas de las espe-
cies de Stemphyllium. Sin embargo, para la esporulacién de S. boliki, S. floridanum y S.
solani, el medio ideal es peptona-dextrosa-agar (Sober y Seymour, 1963).

Thielaviopsis basicola

T. basicola se reproduce sobre Czapek-Dox-agar o jugo de verduras V8-agar, pero
para realizar infestaciones de campo que requieren de grandes cantidades de inéculo, se
recomienda cultivar al hongo en medio liquido papa-dextrosa (Papavizas y Adams, 1969;
Mathre et al., 1966).

Verticillium spp
Para una abundante produccién de conidios de especies de este género de hongos
se usa el medio Czapec-Dox-agar, incubandolos bajo luz difusa por siete dias a 20-24°C
(Hally Ly, 1972).
B. METODOS DE PRESERVACION DE HONGOS
En todos los laboratorios de diagnéstico de enfermedades de las plantas, es necesa-
rio mantener una coleccion de especies de patégenos que, perfectamente identificadas,

puedan servir de referencia en identificaciones subsecuentes.

En el caso de los hongos, la coleccién de especies consiste en preservar el micelio
(con o sin esporas) en tubos de ensaye. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que la
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transferencia a medio de cultivo nuevo, a intervalos regulares, trae como consecuencia que
las especies fitopatégenas se adapten a desarrollar como sapréfitas y pierdan su potencial
patogénico y/o capacidad para esporular. Por otra parte, los hongos bajo cultivo permanente
pueden experimentar cambios en su morfologia, que crean confusién en su identificacién.

Para evitar o reducir estos problemas, los fitopatélogos han desarrollado diferentes
técnicas de preservacion. De acuerdo con Dingra y Sinclair (1985), algunas de las mas
comunmente usadas sori:

a. LIOFILIZACION

La liofilizacién es un método muy usado en la preservacion de microorganismos.
Todas las bacterias y levaduras soportan satisfactoriamente la liofilizaciéon; también se cono-
cen casos exitosos de preservacién de muchas especies de hongos hasta por 17 a 24 afios.
No obstante, cabe aclarar que algunos hongos no sobreviven a la liofilizacién; tal es el caso
de Botrytis spp, Sclerotinia convoluta 'y Monilinia fructicola.

En especies de Pythium y Phytophthora es comunmente usado; también las royas
pueden ser conservadas hasta por cinco a nueve afios, observandose que su viabilidad
declina después de los 10 afios (Flor, 1967, Kilpatrick et al., 1971; Sharp y Smith, 1952).

La liofilizacién tiene como principio la reduccién de la cantidad de agua en las espo-
ras (hasta del 2 a 3%) por secado al alto vacio, y su posterior almacenamiento en ausencia
de oxigeno y vapor de agua. Los detalles de la técnica varian con la especie de organismo de
que se trate y con el tipo de liofilizador que se use. Cuando no se tiene experiencia, es
recomendable basarse en la literatura y experimentar hasta obtener resultados satisfacto-
rios.

1. TECNICA BASICA
Los pasos basicos son:
- Precongelar una suspension de esporas.

- Secar al vacio las esporas en un estado de congelacién a bajas temperaturas, teniendo
cuidado de no suspender bruscamente el vacio porque se puede dafar el material.
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- Continuar el secado al vacio a temperatura ambiente.
- Sellar las ampulas al vacio con flama directa.

Generalmente, la suspension de esporas que se van a liofilizar se prepara en un
coloide, usando leche descremada, suero o en su defecto glucosa o sucrosa a 10% (Flor,
1967; Sharp, 1952; Baxter, 1974). Es necesario advertir que muchas uredosporas de roya no
sobreviven en el medio de suspensién y pierden su viabilidad antes de ser liofilizadas (Flor,
1956; Sharp y Smith 1952; Hughes, 1964).

La manera general de proceder es como sigue:

En el fondo de las ampulas para liofilizar, esterilizadas, se colocan de 0.1 a0.3 ml de
la suspension de esporas con una pipeta también esterilizada. Las ampulas se taponan con
algodén esterilizado, dejando un espacio de 3 a 4 cm entre éste y la suspension.

Después de preparar un numero suficiente de ampulas, se puede realizar la liofilizacién
con alguna de las siguientes variantes de la técnica:

Método NRRL

Pegar las ampulas al multiple del aparato y bajar éste por 1 a 3 min a la tina que
contiene la mezcla de congelacién, que esta a una temperatura de -30 a -45°C. La mezcla
congelante esta compuesta de hielo seco con acetona, etanol 95% o etilen-glicol.

Después se hace el vacio, iniciando la evacuacion en 25 hasta alcanzar 500 mm Hg;
una vez alcanzado este nivel, se mantiene por 2 h.

Durante la primera fase, o periodo primario de secado, se baja gradualmente la tem-
peratura hasta -10°C, agregando mas mezcla de congelacion; este periodo dura de 30 a 60
min, pero algunos investigadores prefieren prolongario hasta por 6 h.

Concluida la primera fase, se vuelve a sumergir gradualmente el muiltiple en la mez-
cla congelante y se continia con la evacuacién por 30 a 60 min adicionales. Enseguida se
sellan las ampulas al vacio in situ, rotandolas mientras estan calientes; después se despren-
den jalandolas despacio, para completar el sellado.
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2. MODIFICACION LLAMADA METODO PRL

En esta variante, antes de colocar las ampulas en el aparato liofilizador, se deposita
en ellas la suspensién de células y se congelan en la mezcla de hielo seco con acetona o en
un congelador. El secado primario se hace al vacio durante 10 a 12 h a temperatura ambien-
te, en un desecador preenfriado.

Terminada esta fase se montan las ampulas al muitiple del aparato liofilizador y se
continua la deshidratacion por 30 a 60 min; pasado este tiempo y aun bajo vacio, se sellan
las ampulas in situ.

Durante la liofilizacién de uredosporas de roya o teliosporas de Ustilago avenae, el
preenfriado es innecesario, e incluso puede ser perjudicial; por esta razén, el proceso com-
pleto se lleva a cabo a temperatura ambiente, pero efectuando el secado también al vacio
(Flor, 1967; Sharp y Smith, 1952 y 1957).

Esta metodologia basica de liofilizacién debe ser modificada cuando se usan apara-
tos de la marca Bellco o Virtis. En ambos casos, las ampulas con las esporas son congela-
das en la mezcla acetona-hielo seco, y rapidamente pegadas al multiple del aparato, conti-
nuando en seguida con la evacuacioén para hacer el vacio. Se procede asi porque en estos
liofilizadores se puede lograr un vacio de 500 mm Hg en 2 a 3 min.

Existen otras modificaciones a la técnica basica de liofilizacién; entre ellas pueden
mencionarse las que siguen:

3. TECNICA SIMPLIFICADA

Colocar de 0.1 a 0.2 ml de la suspension de células (no debe excederse de 0.2 ml) en el
fondo de un tubo para liofilizacién esterilizado, de 25 a 30 x 0.8 cm; insertar un tapén de algodén
esterilizado hasta que quede a 8 cm arriba de la suspension; encima del algodén agregar una
capa de 5 a 8 cm de desecante. Originaimente fue usado como desecante P,O,, pero el CaCl,,
CaCO,, MgCIO, o el silica-gel ofrecen mejores resultados (Flor, 1967; Sharp, 1952 y 1957).

Después de agregar el desecante se coloca un segundo tapén de algodén y se su-
merge el tubo en la mezcla congelante. Se procede a evacuar individualmente por 1 a 2 min
el aire de los tubos, usando una bomba de vacio de alta capacidad.
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Las muestras dentro de los-tubos se mantienen congeladas en una capa de hielo
seco en polvo, que debe quedar por encima del nivel de la muestra. Los tubos bien tapados
se pasan del hielo seco a una gradilla, la cual se coloca en una bandeja con hielo y sal, que
se mete en el congelador a una temperatura de -5 a -10°C por 2 a4 h. Pasado este tiempo se
sellan los tubos por abajo del desecante, 4 a 5 cm por encima de la muestra.

4. CASO PARTICULAR DE UREDOSPORAS DE ROYAS

El proceso se lleva a cabo a temperatura ambiente, sin utilizar ningin medio para
suspender las uredosporas. En las ampulas se depositan de 3 a 5 mg de esporas y se
coloca un tapon de algodén en el cuello de la ampula; encima del algodén se agregan de 3 a
5 mg de desecante (CaCl,); se montan las ampulas al multiple del liofilizador para evacuar el
aire por 3 a 5 min a 50 mm Hg; después se sellan por debajo del algodén (Flor, 1967 y Sharp
y Smith, 1952y 1957).

5. OTRAS APLICACIONES (SECADO Y ALMACENADO AL VACIO)

Roane (1973) menciona que esta modificacién de la técnica de liofilizacién fue
desarrollada para conservar especies de Diaporthe, Fusarium, Helminthosporium,
Pseudomonas y Rhynchosporium, que permite mantenerlas viables por mas de 15
afos. En el caso de especies de Phytophthora y Phythium la conservacién es sé6lo por
dos afios.

La técnica consiste en lo siguiente: en las cajas Petri con un medio adecuado en
donde se ha desarroliado el organismo, se colocan cuentas de vidrio, semillas pequefias o
fragmentos pequeiios de madera, esterilizados previamente. Una vez que han sido comple-
tamente cubiertos estos materiales por el micelio, se transfieren porciones a ampulas este-
rilizadas que se taponan con algodén, para evacuarias por 4 h a temperatura ambiente; la
evacuacion debe hacerse a no menos de 100 mm Hg. Las &mpulas se sellan bajo vacio y se
almacenan en refrigeracion.

b. PRESERVACION EN ACEITE MINERAL

Este método es aplicable a muchos hongos filamentosos, actinomicetos,
estreptomicetos, levaduras, etc.; también es ampliamente usado con varios ficomicetos. Es
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importante aclarar que no es posible conservar bajo aceite mineral a hongos que producen
acidos o lichan el medio.

El tiempo que pueden conservarse los hongos con este método varia segun la espe-
cie; asi, por ejemplo: Diplodia zea, Gibberella zea, Cochliobolus heterostrophus y Nigrospora
oryzae pueden ser almacenados por cuatro afios; en cambio Monilinia fructicola y Venturia
inaequalis, s6lo por dos afios.

Por otra parte, la patogenicidad de algunas especies de Phytophthora se reduce,
pero no se pierde totalmente. Por la misma razén, no es recomendable almacenar Fusarium
spp bajo aceite mineral (Dingra y Sinclair, 1987).

Cuando los hongos van a preservarse por este método, es conveniente desarrollar
las colonias en tubos que contienen un medio con agar inclinado, que permita el crecimiento
con o sin esporulacién. Una vez que la colonia ha crecido, en condiciones asépticas deben
cubrirse los cultivos con una capa de aceite mineral esterilizado, de aproximadamente 1 cm
de grosor, sobre el cultivo inclinado.

Debe emplearse aceite mineral de uso médico, con una gravedad especifica de 0.86
a0.89. Se esteriliza durante 1 a 2 horas a 170°C; después se deja reposar por 24 horas y se
somete nuevamente a las mismas condiciones de esterilizacion. Para evitar que se conta-
mine es recomendable esterilizario en recipientes pequefios, lo que evita guardar sobrantes.

Los tubos con los hongos y el aceite mineral pueden ser aimacenados en el refrige-
rador o a temperatura ambiente.

Para recuperar el cultivo, se remueve del tubo una pequeria cantidad de micelio con o sin
esporas, se elimina el exceso de aceite y se raya sobre la superficie de un medio sintético ade-
cuado, en cajas Petri. Frecuentemente el primer subcultivo crece lentamente, siendo necesarias
dos a tres transferencias para restaurar el vigor normal de la colonia. Si se va a renovar la cepa,
se procede de la misma manera, pero la transferencia se hace a tubos con medio inclinado.

c. CONSERVACION EN SECO
Algunos hongos pueden sobrevivir largos periodos de almacenamiento en medio de

cultivo que se deja resecar, o cuando los tejidos enfermos son prensados, secados y alma-
cenados con baja humedad en un refrigerador.
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Cochliobolus heterostrophus es una especie que puede ser conservada por este
método; otro caso es el de Erysiphe graminis f. sp. hordei, en el que al secar las hojas de
cebada enfermas, las ascosporas retienen su viabilidad y patogenicidad por 13 afios, mante-
niéndolas a 10°C (Moseman y Power, 1957).

d. ALMACENAMIENTO EN AGUA

Varios hongos fitopatégenos pueden ser almacenados en agua esterilizada, inclu-
yendo a Rhizoctonia solani, Sclerotium cepivorum y especies de Fusarium y Phytophthora
que pueden mantener asi su viabilidad por 14 a 18 meses (Boesewinkel, 1976). El
Commonwealth Mycological Institute (CMI) almacena varias especies de Phytophtora y de
Pythium en agua.

e. ALMACENAMIENTO EN SILICA-GEL

EI CMI recomienda el uso de silica-gel cuando la liofilizacion no puede aplicarse; Perkins
(1962) afirma que los resultados obtenidos con estas dos técnicas son comparables.

Este método fue desarrollado inicialmente para almacenar Neurospora spp., pero
varias especies de otros géneros de hongos pueden preservar asi su viabilidad por cuatro a
cinco aflos. También ha dado buenos resultados con las razas O y T de Drechslera = Coch-
liobollus heterostrophus (Sleesman et al., 1974).

La recuperacioén del cultivo, a partir de esporas conservadas en silica-gel, es facil, y
una misma cepa puede ser usada para hacer cultivos periédicos.

El método consiste basicamente en esterilizar el silica-gel de seis a 22 mallas, con
calor seco a 180°C por 90 minutos , y almacenarlo en recipientes sellados herméticamente.
Los hongos se desarrollan previamente en un medio adecuado que se mantiene inclinado;
cuando el hongo esporula, se suspenden las esporas en leche a la que se le ha dejado
solamente 10% de crema preenfriada a 4°C, manteniendo el recipiente en agua fria a esa
temperatura.

Se va agregando la suspension de esporas sobre el silica-gel, en proporcién de 0.5
ml de leche por cada 4 g del desecante; se deja el recipiente por 30 min en agua fria y se
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almacena después a temperatura ambiente por una a dos semanas con la tapa floja. Pasado este
tiempo se debe comprobar la viabilidad del inéculo, derramando algunos cristales de silica-gel
sobre un medio adecuado; si hay desarrolio del hongo es que son viables las esporas y entonces
se cierra herméticamente el recipiente, se etiqueta correctamente y se almacena a 4°C.

El alimacenamiento a temperatura ambiente tiene el inconveniente de que la viabili-
dad de las esporas puede perderse en corto tiempo.

f. ALMACENAMIENTO EN SUELO

Otra manera de preservar hongos, es utilizando suelo. Por ejemplo, algunas espe-
cies de Phoma, Phyllosticta y Fusarium pueden ser almacenadas en suelo por dos a cinco
anos (Bakerspingel, 1953 y 1954).

De esta técnica hay dos variantes:

En la primera de ellas se esteriliza el suelo, se infesta con una pequefia cantidad de
indculo, se deja secar y se almacena en el refrigerador.

La manera comun de proceder es la siguiente:

- Tamizar suelo arcilloso con 20% de humedad.

- Agregar 5 g de este suelo a cada tubo de ensayo y cerrarlos con tapa de rosca o con
algodon.

- Esterilizar tubos y suelo durante 48 h y dejarlos enfriar.

- Agregar 1 ml de suspension concentrada de esporas del hongo que se quiera preservar.

- Mezclar, y a temperatura ambiente permitir que el suelo se seque, dejando floja la tapa del
tubo durarite una semana.

- Cerrar herméticamente los tubos y almacenarlos en el refrigerador.

En la segunda variante de esta técnica, el suelo se infesta primero con el hongo y se
incuba para permitir su desarrollo; después se seca para preservar lo que seria en si la
segunda generacion del patégerio.

Una tercera variante de esta técnica es la siguiente: en frascos con tapas de rosca
se deposita suelo esterilizado que se inocula con discos de PDA en los cuales se desa-
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rroll6 el hongo. Los frascos se mantienen por 14 dias a temperatura ambiente hasta que
se observa buen crecimiento de micelio; entonces se almacenan en el refrigerador. Con
este método se ha podido almacenar Helminthosporium victoriae durante 12 afios sin
observar cambios.

C. APENDICE

MEDIOS DE CULTIVO

AGUA-AGAR (AA)

Ingredientes:

Agar 2009
Agua destilada 1 litro
Preparacion:

Disolver el agar en el agua, calentandola. Ajustar el pH con un indicador colori-
métrico 0 con un potenciometro, adicionandole 1N HCI o NaOH. Vaciar el medio en tu-
bos, matraces o botellas taponadas con algodén o con sus tapas de rosca y esterilizar-
las en autoclave.

ARENA-HARINA DE MAIZ

Ingredientes:

Arena finaderio 1000.0gr
Harina de maiz 200.0gr
Agua 200.0 ml
Preparacion:

Mezclar la arena de rio tamizada, la harina de maiz y el agua en una proporcion 5:1:1.
Puede utilizarse vermiculita en substitucion de la arena.



K técnicas para el diagndstico de las enfermedades de las plantas

CALDO DE MAIZ

Ingredientes:

Sémillas de maiz 10
Agua destilada 50 mi
Preparacion:

Poner las 10 semillas de maiz en los 50 ml de agua destilada; someterala autoclave
por 20 minutos a 121°C.

CALDO DE FRIJOL LIMA

Ingredientes:

Frijol lima 100.0g
Agua 1 litro
Preparacion:

Hervir el frijol lima en un litro de agua, filtrar a través de tela y completar el volumen a
un litro con agua esterilizada.

CALDO PAPA-DEXTROSA

Ingredientes:

Papa pelada 200.0g
Dextrosa 200g
Agua 1 litro
Preparacion:

Cocer las papas peladas y rebanadas en un litro de agua, filtrar en tela, ajustar el
volumen y agregar de 10 a 20 g de dextrosa.
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CALDO SOYA-SUCROSA

Ingredientes:

Semillas de soya 10009
Sucrosa 2009
Agua 1 litro
Preparacion:

Hervir las semillas de soya en un litro de agua y después filtrar el caldo con tela
desechando los granos; ajustar el volumen a un litro y agregar la sucrosa.

CZAPEK-DOX-AGAR.

Ingredientes:

Sucrosa 30.0g
KCI 0.5¢
NaNO, 2049
K,HPO, 109
MgSO,.7H,0 05g
FeSO, 0.01g
Agar 20.0g
Agua 1 litro
Preparacion:

Si se usa agua destilada en un destilador de vidrio, agregarie 1 mide ZnSO,a 1%y 1
mi de CuSO, a 0.5%; después se agregan los ingredientes y se calienta durante 15 min en
bafio Maria hasta la completa disolucién de las sales; la sucrosa se disuelve por separado, y
cuando la solucién ya esté fria, se agrega junto con el agar. Finalmente se esteriliza en la
autoclave; no debe filtrarse.

DECOCCION DE HOJAS DE ZANAHORIA-AGAR.

Ingredientes:
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Hojas de zanahoria 300.0g
Agar 12.0g
Agua 1 litro
Preparacion:

Moler finamente las hojas de zanahoria y mezclarlas con 500 mi de agua destilada;
cocerlas al vapor durante una hora y filtrar la pasta resultante; separadamente disolver los 12
gde agar en los 500 ml de agua restantes y mezclarlos perfectamente con el filtrado; ajustar
el volumen a un litro y esterilizar al vapor por una hora. Es importante aclarar que la
esporulacion de los hongos no ocurre si el medio es esterilizado bajo presién, es decir, enla
autoclave (Kilpatrick y Johnson, 1956).

EJOTES-MALTA-AGAR

Ingredientes:

Vainas de frijol 200.09g
Extracto de malta 50¢g
Agar 17.0g
Sucrosa 509
Agua 1 litro
Preparacion:

Cocer las vainas tiernas de frijol en 700 ml de agua, filtrar y agregar al agua de coc-
cion el extracto de malta y el agar; separadamente disolver los 5 g de sucrosa en 200 mi de
agua, esterilizar en la autoclave por separado y posteriormente mezclar (Dhanvantan, 1967).

ESPECIFICO PARA LA ESPORULACION DE Botrytis cinereay B. squamosa
Ingredientes:

Extracto de levadura 25¢g
Extracto de malta 7.5g
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Caseina hidrolizada 0.25 o]
Nucleato de Na 0.1 g
Solucién de microelementos 1.0 mi
Agar 15.0 g
Caldo Czapek-Dox 1 litro

La solucién de microelementos contiene, por litro de agua:

Fe(NO,),.9H,O 723.5mg
ZnSO,.4H,0 203.0mg
H,MoO, 2.0mg
H,Bo, 20mg

El caldo Czapek-Dox se prepara como se indic6, pero sin el agar.

Preparacion:

Se mezclan todos los componentes en el caldo Czapek-Dox y se esteriliza en la
autoclave.

ESPECIFICO PARA Macrophomina phaseoiina.

Ingredientes:

Glucosa 200g
Peptona 20.0640.0g
DL-asparagina 16.0620.0g
MgSO,.7H,0 06g
KH,PO, . 1.0g
Agar 20.0g
Agua 1 litro
Preparacion:

En 500 ml de agua agregar uno por uno los ingredientes, revolver bien y ajustar el
volumen a un litro. Una vez que todo esté bien disuelto, esterilizar en la autoclave a 120°C
durante 15 min.
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ESPECIFICO PARA Phymatotrichum omnivorum

Ingredientes:

Glucosa 20 %
Tartrato de sodio 1.0 ug/mi
KNO, 0.0008 M
Ca(NO),.4H,0 0001 M
§0,.7H,0 0.00015 M
KCI 0.0087 M
KH,PO, 0.00008 M
Agar 2.5 g
Agua 1 litro
Preparacion:

En 500 mi de agua agregar uno por uno los ingredientes, revolver bien y ajustar el
volumen a un litro. Una vez que todo esté bien disuelto, esterilizar en la autoclave a 120°C
durante 15 min.

ESPECIFICOS PARA Pyricularia oryzae

Estos son tres medios, A,B y C, cuya composicion se indica a continuacion:

MEDIO A:

Ingredientes:

Sucrosa 1560 g
NH,NO, 10 g
KH,PO, ‘ 05g
K,HPO, 05¢g
MgSO,.7H,0 0.25¢g
CaCl,.6H,0 0.05g

FeSO,.7H,0 0.75mg



MnSO,.5H,0
CuSO,.5H,0
ZnCl,

H,BO,
Biotina
Tiamina

Agua
MEDIO B
Ingredientes:

Sucrosa
KNO,

Urea
KH,PO,
K,HPO,
MgSO,.7H,0
CaCl,.6H,0
FeSO,.5H,0
MnSO,.5H,0
CuSO,.5H,0
ZnCl,

H,BO,
(NH,),M0,0,,.4H,0
Biotina
Tiamina

Agua

MEDIO C
Ingredientes:

Sucrosa
KNO,

bhongos fitopatigenos

0.22 mg
0.60 mg
7.50 mg
0.9 mg
5.0 ug

25 mg
1 litro

300 g
30g
05g¢g
10g
10g
05g¢g
01g
0.75mg
0.22 mg
0.6 mg
7.5 mg
0.09 mg
0.06 mg
5.0 ug
1.0mg
1 litro

150 g
10g
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KH,PO, 0.25g
K,HPO, 0.25g
MgSO,.7H,0 0.25g
NH, citrato.H,O 109
Na-glutamato 10g
Na-acetato 0.25¢g
Na-tioglicolato 01g
FeSO,.7H,0 0.75mg
MnSO,.5H,0 0.22mg
CuSO,.5H,0 0.60 mg
ZnCl, 7.50 mg
Biotina 1.0 ug
Tiamina 2.0 mg
Agua 1 litro
Preparacion:

Para cada uno de los medios A, B y C, en 500 ml de agua agregar uno por uno los
ingredientes, excepto la biotina y tiamina, revolver bien, ajustar el volumen a un litro y esteri-
lizar en la autoclave. Al enfriarse (43-45 °C) agregar las vitaminas mencionadas y mezclar
bien.

EXTRACTO DE MALTA AGAR

Ingredientes:

Extracto de malta 20.0g
Agar 2009
Agua 1 litro
Preparacion:

Se prepara calentando el agua con el extracto de malta hasta que se disuelva; enton-
ces se agrega el agar y se sigue calentando hasta que el agar también se disuelva. El medio
queda con un pH de 3.0 a 4.0 y hay que ajustarlo a 6.5 con NaOH.
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EXTRACTO DE MALTA-DEXTROSA-PEPTONA-AGAR

Ingredientes:

Extracto de malta 509
Dextrosa 15.0g
Peptona 1.0g
KH,PO, 1.0g
MgSO,.7H,0 05g
Agar 156.0g
Agua 1 litro
Preparacion:

En 500 mi de agua agregar uno por uno los ingredientes, revolver bien y ajustar el
volumen a un litro; cuando todo esté bien disuelto, esterilizar.

FRIJOL LIMA-AGAR

Ingredientes:

Frijol lima 5009
Agar 15.0g
Agua 1 litro
Preparacion:

Remojar las semillas de frijol lima durante 10 h en 500 ml de agua en la que previa-
mente se han disuelto los 15 g de agar. Ajustar el volumen a un litro y esterilizar en la autoclave.

GLUCOSA-ACIDO GLUTAMICO
Ingredientes:

Glucosa 12.5¢
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D-acido glutamico 33 g
DL-metionina 150 mg
CaCl,.2H,0 110 mg
MgCl,.6H,0 400 mg
Fc 1 mg
an 0.7 mg
Boro 0.01mg
Mn 0.1 mg
Mo 0.02 mg
Agua 1 litro
Preparacion:

En 500 mi de agua agregar uno por uno los ingredientes, revolver bien y ajustar el
volumen a un litro. Cuando todo esté perfectamente disuelto, esterilizar en la autoclave.

GLUCOSA-FENILALANINA-AGAR

Ingredientes:

Glucosa 3.0g
Fenilalanina 05¢g -
Biotina 5.0 mg
KH,PO, ' 1.0g
MgSO,.7H,0 05¢g
Zn 0.2mg
Fe 0.2mg
Mn 0.2mg
Agar 20.0gr
Agua 1 litro
Preparacion:

En 500 mi de agua agregar uno por uno los mgredlentes revolver bien, ajustar el
volumen de aguaaunlitro,yelpH,a667.
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HANGLUND Y KING

Ingredientes:

Dextrosa 5.0g
L-asparagina 0.75¢g
L-metionina o L-cistina 20.0 mg
MgCl, 50.0 mg
K,HPO, 20g
Cloruro de Mn 5.0mg
Cloruro de Zn 5.0mg
Cloruro de Fe 5.0 mg
Agua 1 litro
Preparacion:

En 500 ml de agua agregar uno por uno los ingredientes, revolver bien y ajustar el
volumen a un litro. Disolver bien y esterilizar.

HARINA DE AVENA-AGAR

Ingredientes: -

Harina de avena 100.0g
Agar 15.0g
Agua destilada 1 litro
Preparacion:

Mezclar la harina de avena con agua a 70 °C y manteneria alrededor de una
hora a 60 °C. Después completar el volumen a un litro de agua y afiadir el agar,
volviendo a calentar para que se funda. Vaciar el medio en tubos y esterilizarlos en la
autoclave.
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HARINA DE MAIZ-AGAR (POBRE EN NUTRIENTES)

Ingredientes:

Harina de maiz 40.0¢g
Agar _ 16.0g
Agua 1 litro
Preparacion:

Colocar los 40 g de harina de maiz en un litro de agua y calentar a 58 °C (nunca por
encima de 60°C) por una hora. Filtrar con papel filtro, agregar los 15 g de agar y una vez
disuelto esterilizar en la autoclave por 15 mina 115 °C.

HARINA DE MAIZ-AGAR (Férmula segun Tsao y Ocafia, 1969)

Ingredientes:

Harina de maiz-agar (Difco) 17.0g
Hymexazol 50.0 mg
Pimaricina 10.0 mg
Vancomycina 200.0 mg
PCNB (fungicida) 100.0 mg
Agua desionizada 1 litro
Preparacion:

Disolver la harina de maiz-agar en un litro de agua desionizada y esterilizar a 120 Ib
durante 15 min. Posteriormente, cuando la temperatura esté a 43-45 °C (se soporta el matraz
en la mano) entonces se agrega el resto de los ingredientes.

HARINA DE MAIZ-AGAR (Férmula segun Mitchell et a/., 1986).
Ingredientes:

Harina de maiz agar (Difco) 17.0g




hongos fitopatigenos 45

Ampicilina 250.0 mg
Hymexazol 50.0 mg
PCNB (fungicida) 100.0 mg
Piramicin 10.0 mg
Rifampicina 10.0 mg
Agua 1 litro
Preparacién:

Se prepara de la misma forma que la antenor.

JOFFE

Ingredientes:

Almidén en polvo 0.2g
Glucosa 0.2g
Sucrosa 0.2¢g
KH,PO, 1.0g
KNO, 1.0g
MgSO,.7H,0 05g
KCI 05g
Agar 16.0g
Agua 1 litro
Preparacién:

En 500 ml de agua agregar uno por uno los ingredientes, mezclar bien y ajustar el
volumen a un litro. Después de que todos los ingredientes estén disueltos perfectamente,
esterilizar en la autoclave.

JUGO DE FRIJOL-AGAR
Ingredientes:

Jugo de vainas verdes de frijol 5§70.0 ml
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Agar 20.0g
Agua 1 litro
Preparacion:

Después de obtener en un extractor el jugo de las vainas de frijol, se mezclan 430 ml
con 570 mi de una soluciéon de agar a 2%, que se logra disolviendo en la licuadora los 20 g de
agar; la mezcla se esteriliza después en autoclave (Romanowski, 1962).

JUGO DE VERDURAS V8-AGAR

Ingredientes de la formula comun:

Jugo V8 (marca Herdez en México) 200.0 ml
CaCo, 3.0¢9
Agar 10.0a200¢g
Agua 1 litro
Preparacion:

Se mezclan perfectamente todos los ingredientes y se esteriliza. La opacidad es
eliminada centrifugando parcialmente el jugo o filtrandolo primero con una capa sencilla de
papel filtro y luego con una doble. El jugo de verduras V8-agar es un medio en el que esporulan
muchos hongos; esta féormula basica puede ser modificada, haciendo variar la cantidad de
jugo o de CaC0,; en estos casos el pH puede variar entre 7.0y 7.5.

JUGO DE ZANAHORIA-AGAR

Ingredientes:

Jugo de zanahoria 125a750 mi
Streptomicina o penicilina 100 mg
Agar 16.0g

Agua 1 litro
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Preparacion:

Se mezclan 125 a 750 ml de jugo de zanahoria con los demas ingredientes, se
afora a un litro con el agua, se ajusta el pH a 5.1 6 5.5 y se esteriliza en la autoclave a
120°C por 15 min.

LACTOSA-CASEINA HIDROLIZADA-AGAR

Ingredientes:

Lactosa 375¢
Caseina hidrolizada 3.0g
Solucién de microelementos 20ml
MgSO,.7H,0 05g
Agar 10.0g
Agua 1 litro

La solucién de microelementos contiene, por litro de agua:

ZnSO,.7TH,0 439.8 mg
MnSO,4H,0 203.0 mg
Fe(NO,),.9H,0 723.5mg

Para aclarar esta solucién, se debe-agregar gota a gota H,SO, mientras se agita.
Preparacién del medio:

En 500 ml de agua agregar uno por uno los ingredientes, revolver bien y ajustar el
volumen a un litro. Una vez bien disueltos todos los componentes, esterilizar en la autoclave.

LIQUIDO DE SEMILLAS DE CHICHARO
Ingredientes:

Semillas secas de chicharo amarillo.
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Agua en cantidad suficiente.
Preparacion:

Remojar durante toda la noche las semillas secas de chicharo amarillo; colocar una
capa de 2 a 3 cm de chicharos remojados en el fondo de un matraz y agregar agua hasta

cubrirlos; por ultimo, esterilizar en la autoclave.

NEOPEPTONA-GLUCOSA-AGAR

Ingredientes:

Glucosa 28g
Neopeptona 20g
MgSO,.7H,0 1.23¢g
KH,PO, . 2.72g
Agar 200¢g
Agua 1 litro
Preparacion:

En 500 mi de agua agregar uno por uno los ingredientes, revolver bien y ajustar el
volumen a un litro. Después de que estén bien disueltos, esterilizar en la autoclave.

PAPA-DEXTROSA

Ingredientes:

Papa pelada y rebanada 200.0g
Dextrosa 10.0a20.0g
Agua 1 litro
Preparacion:

Hervir en un litro de agua las papas peladas y rebanadas hasta que estén blan-
das, después filtrar el cocido y completar nuevamente a un litro con agua destilada.
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Agregar 10 a 20 g de dextrosa; agitar vigorosamente y esterilizar en el autoclave a 120°C
durante 15 min.

PAPA-SUCROSA-AGAR.

Ingredientes:

Papas peladas y rebanadas 1.8Kg
Sucrosa 200g
Agar 200g
Agua 5 litros
Preparacioén:

Previamerite se prepara un caldo hirviendo por 10 min las papas peladas y rebana-
das en 4.5 litros de agua; se filtra este cocido y se conserva en el refrigerador para usarlo
posteriormente. Para preparar el medio se mezclan 500 ml del caldo de papa con 500 mi de
agua; se agregan después la sucrosa y el agar. La mezcla se calienta hasta que todo esté
perfectamente disuelto; finalmente, el pH se ajusta a 6.4 con CaCO, y se esteriliza en la
autoclave.

PAPA-DEXTROSA-AGAR (PDA) BASICO

Ingredientes:

Papas peladas y rebanadas 20009
Dextrosa . 10.0a200g
Agar 12.0a17.0g
Agua 1 litro
Preparacion:

Hervir en un litro de agua las papas peladas y rebanadas hasta que estén blandas,
después filtrar el cocido y completar a un litro con agua destilada. Agregar 10 a 20 g de
dextrosay 12 a 17 g de agar,; agitar vigorosamente para que se disuelvan los ingredientes y
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esterilizar en la autoclave a 120°C durante 15 min. Existen numerosas variaciones en las
cantidades de papa y dextrosa que se utilizan para preparar este medio, que es uno de los
mas utilizados en fitopatologia.

P(M)DA

Ingredientes:

Papa macerada 15.0g
Dextrosa 15.0g
Agar 23.0g
Agua 1.5 litros
Preparacion:

Este medio es una modificacion del PDA. En 1.5 litros de agua agregar la papa
macerada, la dextrosay el agar. Mezclar muy bien y esterilizar en la autoclave a 120°C por
20 min.

PEPTONA-DEXTROSA-AGAR

Ingredientes:

Phyton 150 g
Dextrosa 150 ¢
Extracto de levadura 10 g
Agar 170 g
Agua 1 litro
Preparacion:

En 500 ml de agua agregar uno por uno los ingredientes, revolver bien y ajustar el
volumen a un litro. Esterilizar en la autoclave a 120°C durante 15 min una vez que todos los
ingredientes estan bien disueltos.
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PULIDO DE ARROZ-AGAR

Ingredientes:

Arroz pulido 200 g
Agar 170 g
Agua 1 litro
Preparacion:

Mezclar el pulido de arroz en 500 mi de agua y cocer al vapor por 15 minutos. Des-
pués homogeneizar el cocido agitando por varios minutos y afiadir los otros 500 ml de agua
en la que previamente se disolvié el agar. Someter a autoclave y vaciar en las cajas Petri
agitando para evitar que el pulido sedimente.

PVP

Ingredientes:

Harina de maiz-Agar (Difco) 1709
Piramicina 10.0mg
Vancomicina 200.0 mg
PCNB (fungicida) 100.0 mg
Agua desionizada 1 litro
Preparacion:

Mezclar en el agua desionizada los 17 g de harina de maiz-agar y esterilizar en la
autoclave aproximadamente 15 min. Después de la esterilizacion, cuando la harina de maiz-
agar en agua esté a 43-45 °C, agregar los otros ingredientes mezclando perfectamente.
SEMILLAS DE CANAMO-AGAR
Ingredientes:

Semillas de cafiamo 100.0g
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Agar 200g
Agua 1 litro
Preparacion:

Cocer las semillas de caflamo en un litro de agua; filtrar y ajustar el volumen del caldo
a un litro con agua destilada; agregar los 20 g de agar, disolverlo bien y esterilizar en la
autoclave.

SUCROSA-PROLINA-AGAR

Ingredientes:

Sucrosa 6.0g
Prolina 279
FeSO, 10.0 mg
MnCl, 20mg
MgSO,.7H,0 05¢g
K,HPO, 139
ZnSO, 1.6 mg
KH,PO, 1.0g
Agar 2009
Agua 1 litro
Preparacién:

En 500 ml de agua agregar uno por uno los ingredientes, revolver bien y ajustar el
volumen a un litro. Cuando todo esté disuelto, esterilizar en la autoclave a 120°C durante 15
min.

VERMICULITA-JUGO V8

Ingredientes:

Vermiculita 600.0g
Jugo de verduras V8 300.0 mi
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ill. BACTERIAS FITOPATOGENAS

De acuerdo con Oku (1994), aunque en la naturaleza el nimero de bacterias formal-
mente descritas es de alrededor de 1600, menos de 200 son consideradas como responsa-
bles de causar enfermedades en las plantas.

No obstante, las bactenas fitopatégenas estan ampliamente distribuidas en las regio-
nes agricolas del mundo, y cuando existen condiciones favorables para su desarrollo, provo-
can pérdidas econémicas tan graves, que llegan a ser catastréficas.

Como sucede con todos los organismos patégenos, las bacterias adquieren impor-
tancia econdmica cuando sus poblaciones alcanzan niveles epifiticos. En condiciones 6pti-
mas, las bacterias exhiben un potencial de multiplicacion mayor que cualquier otro microor-
ganismo fitopatégeno.

La taxonomia de las bacterias es muy compleja y ha sufrido frecuentes cambios.
Goto (1990), tomando en cuenta la estructura y caracteristicas quimicas de la envoltura
celular, agrupa los géneros fitopatogenos dentro de cuatro Taxa.

A. UBICACION DE LAS BACTERIAS FITOPATOGENAS
EN LA CLASIFICACION DE PROCARIOTES

Dentro del Reino PROCARYOTAE, es en la Division de los GRACILICUTES y en la

Clase PROTEOBACTERIA en donde se encuentran clasificados la mayoria de los géneros

de bacterias fitopatégenas de mayor importancia agricola: ERWINIA, PSEUDOMONAS,

XANTHOMONAS, AGROBACTERIUM Y XYLELLA. Sin embargo,también en la Clase

THALLOBACTERIA, de la Divisién FIRMICUTES los géneros CLAVIBACTER y

STREPTOMYCES tienen especies que también causan dafios graves en cultivos tan impor-
61
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tantes como el jitomate y la papa. Los géneros BACILLUS, CLOSTRIDIUM, ARTHROBACTER
Y CURTOBACTERIUM, también de los FIRMICUTES, poseen especies fitopatégenas, pero
de merior importancia.

La mayoria de las bacterias patégenas de plantas tienen forma de bastén; estan en
general separadas, excepto durante la fase de reproduccién, en que se observan agrupa-
das. Casi sin excepcion, son méviles por medio de flagelos; pueden ser aerobias o0 anaero-
bias, y en ambos casos patégenas obligadas o facultativas; no forman endosporas, excepto
Bacillus y Clostridium. La mayoria son Gram negativas, excepto Clavibacter (antes
Corynebacterium), Streptomyces, Clostridium y Bacillus.

Demostrar que una bacteria esta involucrada en un proceso patolégico vegetal, es
mas dificil que en el caso de los hongos, debido a que son de tamafio muy pequefio, a que no
contrastan con los tejidos afectados y a que es necesario lograr una purificacién absoluta
para conocer sus caracteristicas.

A continuacién se describen las actividades necesarias para realizar el diagndstico
de las bacterias fitopatégenas.

B. RECOLECCION Y TRANSPORTE DE MUESTRAS

Para hacer un diagnéstico confiable de las bacterias que estén causando una enfer-
medad en plantas, es muy importante tener una sene de cuidados para la toma y envio de las
muestras. Aunque con todos los fitopatégenos es necesario tomar precauciones, en el caso
de las bacterias éstas tienen que ser mayores, ya que los tejidos enfermos deben llegar al
laboratorio en condiciones 6ptimas para ser analizados, con las minimas probabilidades de
hacer un diagnéstico incorrecto.

El aislamiento de bacterias de los tejidos infectados debe hacerse tan rapido como
sea posible para evitar el desarrollo de organismos saproéfitos en las muestras. Como el
exceso de humedad favorece el desarrollo de los organismos sapréfitos y en conse-
cuencia la pudricién de las muestras, éstas se envuelven en papel poroso antes de intro-
ducirlas en bolsas de plastico, y deben ser transportadas lo mas rapidamente posible al
laboratorio.
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Es recomendable hacer el diagndstico en muestras de tejido fresco, pero si no es
posible examinarlas de inmediato, se deben almacenar en un refrigerador a una temperatura
de-2a5°C.

La muestra debe estar constituida por plantas, o partes de ellas, seleccionadas, que
presenten los sintomas tipicos de la enfermedad. Esto es imperativo dado que la sintomatologia
es el punto inicial de guia para la diagnosis, debido a que mas de un patégeno o algun desor-
den fisiologico pueden estar involucrados. Es necesario tomar muestras de tejidos con sin-
tomas iniciales e intermedios, lo que facilita el aislamiento de las bacterias presentes; no se
recomienda incluir en las muestras tejidos con sintomas muy avanzados, porque en éstos
estan presentes organismos saprofitos que entorpecen el diagnéstico. Ademas, se reco-
mienda colectar plantas o tejidos sanos del mismo estado de madurez que los enfermos;
esto permite corroborar el diagnéstico de laboratorio.

También en el caso de manchas o necrosis en hojas y frutos, se deben colectar
especimenes con sintomas iniciales, comunmente las areas necréticas avanzadas son si-
tios no recomendables para el aislamiento de los patégenos, pues han sido invadidas por
bacterias secundarias.

En las hojas o tallos con sintomas de marchitez, es necesario colectar la planta
entera, ya que el patégeno responsable del problema puede estar localizado en cualquier
parte del vegetal, incluida la raiz.

Cuando la enfermedad se presenta como pudriciones radicales, es esencial que la
raiz no se encuentre en un estado avanzado de putrefaccion.

Para el caso de agallas causadas por bacterias, es recomendable seleccionar las
que estén poco desarrolladas.

Cuando se trata de canceres o secadera (damping-off), es necesario incluir plantas
completas con lesiones en diferente estado de madurez; si se trata de ramas, se debe cortar
el tejido enfermo, incluyendo parte del sano.
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C. IDENTIFICACION
a. DETECCION RAPIDA CON COLORACION DIFERENCIAL

Para poner en evidericia a las bacterias dentro de los tejidos de una planta enferma,
se utilizan algunas técnicas de coloracion diferencial.

Una de ellas consiste en cortar un trozo pequenio del tejido infectado, macerario en
una gota de agua esterilizada para que salgan las bacterias, hacer un frotis y tedir con rojo
Congo. :

En otra técnica un poco mas elaborada, se hacen cortes muy finos del tejido enfer-
mo, bien sea con micrétomo 0 a mano, se tifien con los colorantes diferenciales azul-tionina
y naranja G y se montan en xilol para observarlos al microscopio.

Por otra parte, si se requiere observar a las bacterias vivas para conocer el tipo de
motilidad que presentan, debe hacerse primero un cultivo puro de ellas y después preparar
en un portaobjetos excavado una “gota suspendida” de solucién con bacterias.

Para los detalles sobre las técnicas mencionadas, puede consultarse a Brathwaite y
Sosa-Moss (1995).

b. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION PRECISA

A partir de las muestras de tejido enfermo se deben aislar las bacterias hasta lograr
un cultivo puro de ellas. La técnica que se emplea comunmente es la de “Diluciones sucesi-
vas”®, que consiste en macerar un trozo pequeno de tejido infectado en una gota de agua
esterilizada, e ir transfinendo con un asa pequeiias porciones de la suspension de bacterias
a gotas sucesivas de agua, para que se vaya diluyendo progresivamente la concentracién de
ellas. Hecha la serie de diluciones, se deja que las bactenas se incuben en un medio con
agar. Las caracteristicas de las colonias desarrolladas a partir de una sola célula bacteriana,
indican si el cultivo esta puro o si estan mezcladas varias especies.

Si ademas de aislarias es necesario conocer la poblacion por gramo o centimetro
cuadrado de tejido enfermo, se puede utilizar una modificacién a la técnica de “Diluciones
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sucesivas”. Para esto se prepara primero una suspension de bacterias, moliendo o licuando
una cantidad conocida de tejido, en una cantidad también conocida de agua; de esta suspen-
sién original se mezcla 1 ml con 9 ml de agua esterilizada. De esta suspension se toma a su
vez 1 ml y se diluye en 9 ml de agua, y asi sucesivamente hasta lograr una dilucién de
aproximadamernite 10° células bacterianas por ml. Para conocer la poblacién original de bac-
terias, se siembra 1 ml de cada una de las diluciones hechas, en cajas Petn con agar, se

cuentan las colonias derivadas de células bacterianas Unicas y se multiplica por el factor de
dilucién.

Una vez que se tiene la hacteria en cultivo puro, se deben hacer varias pruebas, la
primera de las cuales permitira conocer si la bacteria aislada es fitopatégena o no. La prueba
consiste en inyectar en hojas de tabaco una suspension bacteriana con una concentracion
mayor a 5 x 107 bacterias por ml; si se observa antes de las 24 horas una reaccién de
hipersensibilidad, expresada en forma de necrosis, la bacteria es fitopatégena; como las
bacterias saprdfitas son incapaces de inducir esta reaccion, la necrosis es la prueba infalible
de que la bacteria aislada es fitopatdégena.

Con las cepas fitopatdégenas se deberan hacer las pruebas necesarias hasta lograr la
identificacion precisa de la bacteria responsable de la enfermedad que se desea diagnosticar.

Dentro de las pruebas de mayor importancia para la identificacion de las bacterias
esta la tincion de Gram, que permite separarlas en dos grandes grupos. Las que se colorean
de morado son llamadas Gram (+) y las que se tiflen de rosa o rojo Gram (-); la mayoria de
las bacterias que causan enfermedades en plantas pertenecen a este ultimo grupo. Los
detalles de la técnica pueden consultarse en cualquier libro general de Fitopatologia (Schaad,
1980,1988; Brathwaite, 1985; Brathwaite y Sosa-Moss, 1995).

La demostracion de la patogenicidad de una cepa bacteriana es un procedimiento
complicado que requiere a veces de varios meses, ya que puede ser verificada sélo hasta
que aparecen los sintomas de la enfermedad en plantas susceptibles inoculadas.

Rodriguez (1991) cita algunas pruebas rapidas para determinar en tiempo breve la
patogenicidad de un aislamiento bacteriano. Estas pruebas permiten, en algunos casos,
conocer la especie de bacteria involucrada en la enfermedad de que se trata. El procedimiento
y los resultados comparativos se resumen en la Tabla 1 del Apéndice.
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De acuerdo con Mayea y Padréon (1983), para la identificacion de bacterias
fitopatobgenas debe realizarse lo siguiente:

- Conocer la morfologia de las bacterias aisladas y de sus colonias.

- Realizar la prueba patologica del esquema para la caracterizacién de bacterias

- Determinar las propiedades fisiolégicas y bioquimicas de las cepas fitopatégenas para
identificar la especie a la cual pertenecen.

- Investigar, en caso necesario, la gama de hospedantes de las bacterias identificadas, rea-
lizando pruebas de patogenicidad.

El esquema para la caracterizacion de bacterias en la Figura 1 del Apéndice sirve
para verificar si las cepas aisladas son fitopatégenas; esto simplifica mucho el trabajo de
diagndstico, porque sélo con las cepas patégenas se efectuaran los ensayos bioquimicos,
que son complejos.

D. CLAVE PARA LA IDENTIFICACION DE LOS GENEROS

Para la identificacion de los géneros de bacterias mas comunes, es muy util la clave
propuesta por Schaad (1988), que se presenta enseguida:

1. Gram negativas 2
1' Gram positivas 8
2. No crece en medios convencionales Xylolla
2' Crecen en medios convencionales 3
3. Desarrollan colonias amarillas en YDC-Agar 4
3' Desarrollan colonias no amarillas en YDC-Agar 5
4. Desarrolla en MS-Agar Erwinia
4' No desarrolla en medio MS-agar Xanthomonas
5. Producen pigmentos fluorescentes en medio KB-agar Pseudomonas
5' No producen pigmentos fluorescentes en medio KB-agar 6
6. Al desarrollarse forma depresiones sobre el medio CVP-Agar Erwinia

6' Al desarrollarse no forman depresiones sobre el medio CVP-agar;
sin embargo, existen algunas cepas que si las forman,
pero menos marcadas 7
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7. Se desarrolla en D-1 M agar Agrobacterium
7' No se desarrolla en D-1 M agar Pseudomonas
8. Forman endosporas 9
8' No forman endosporas 10
9. Bacterias aerobias o anaerobias facultativas que cuando forman

endosporas no estan turgentes Bacillus
9' Bacterias anaerobias que cuando forman endosporas estan turgentes Clostridium
10. Crecen en forma de micelio Streptomyces
10' No crecen en forma de micelio Coryneformes

La composicion de los medios de cultivo mencionados se describe en el Apéndice.

E. CARACTERISTICAS DE DIAGNOSTICO
DE LOS PRINCIPALES GENEROS

Para la identificaciéon de las bacterias hasta especie, es necesario consultar las cla-
ves correspondientes.

A continuacién se mencionan las caracteristicas diferenciales de los principales gé-
neros de bacterias fitopatogenas.

Género Agrobacterium, Conn, 1942.

Son bacterias redondeadas, méviles, con uno a cuatro flagelos peritricos y for-
man colonias no pigmentadas. Son aerobias y como resultado de su metabolismo pue-
den producir polisacaridos, 3-cetolactosas y acido sulfhidrico. A. tumefaciens y A.
radiobacter lichan la gelatina en pocas semanas, pero no la celulosa, la quitina, el agar ni
lacaseina.

Las especies fitopatégenas de este género han sido ampliamente estudiadas por
Allen y Holding (1974); Da Silva (1982); Moore, Anderson y Kado (1980). En la Tabla 2 del
Apéndice se muestran las caracteristicas diferenciales de las especies.
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Género Ciavibacter, Lehmann y Neumann, 1896.

Estas bacterias, actuaimente consideradas como un grupo complejo llamado “bac-
terias coryneformes” dentro de las cuales estaba el género Corynebacterium (actuaimente
Clavibacter), son tipicamente Gram (+) pero pueden decolorar facilmente y exhibir una tinciéon
irregular, son estrictamente aerobias, catalasa-positivas, oxidasa- negativas, no forman aci-
do rapidamente. Pueden ser inméviles o0 mdviles con uno a tres flagelos laterales; son baci-
los ligeramente curvados que llegan a formar agregados en forma de “V"; generalmente no
forman micelio, pero puede ocurrir que lo formen, y no forman endosporas.

Aunque estas bacterias son dificiles de aislar, es un género relativamente facil
de identificar por la morfologia de sus colonias, que presentan pigmentacién de color
rojizo o amarillo en medios fortificados con vitaminas; no se desarrollan cuando se les
hace la prueba oxidativa-fermentativa de glucosa y no forman acido rapidamente; no
forman esporas aerdbicas; no ramifican y frecuentemente contienen granulos
metacromaticos.

Las especies de este género inducen una gran variedad de sintomas en las plantas
susceptibles, incluyendo agallas, gomosis y marchitez; generailmente pueden ser identifica-
das con base en los hospedantes de las que son aisladas, ya que muchas son patégeno-
especificas. Informacién detallada para su identificacion puede ser obtenida consultando a
Cummins et al. (1974), Vidaver (1980) y Vidaver y Davis (1988).

En la Tabla 3 del Apéndice se muestran las caracteristicas diferenciales de las espe-
cies fitopatégenas de este género.

Género Erwinia, Winslow, Broadhurst, Buchanan, Krumwiede, Rogers and Smith, 1920.

Son células de 0.5 a 1 ym, Gram (-) y méviles por flagelos peritricos. Producen &ci-
dos de la glucosa, fructosa, galactosa, metilglucésidos, sacarosa, manosa y ribosa, pero
raras veces del adonitol, dulcitol y la melecitosa.

Utilizan el acetato, malato, gluconato, fumarato y succinato, pero no al oxalato, benzoato
o propionato. Pueden o no producir gas de la glucosa; descarboxilan la arginina, omitina y la
lisina, y originan acido a partir de la salicina. Para su cultivo se emplea el medio YDA .
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Cowan, (1974), Lelliot (1974) , Mayea y Padrén (1983) reconocen tres grupos de
Erwinia: amylovora, herbicola y carotovora.

El primer grupo comprende a las especies: E. amylovora, E. salicis, E. tracheiphila,
E. nigrifiuens, E. quercina y E. rubrifaciens. Las bacterias de este grupo no hidrolizan la
caseina, aceite, gelatina ni aimidén; no reducen los nitratos y no producen gas de la glucosa
ni del indol. Tampoco producen acidos de la lactosa, celobiosa, maltosa, melecitosa, adonitol
y dulcitol.

El segundo grupo incluye a E. herbicola var. herbicola y var. ananas, E. stewartiiy E.
uredovora. Estas bacterias no hidrolizan al aceite, caseina ni almidén; producen gas de la
glucosa; son ureasa-negativas y no producen acido ni a partir del duicitol ni de los
metilglucésidos.

Las bacterias del tercer grupo causan pudriciones muy caracteristicas y comprende
a las especies E. carotovora var. carotovora y var. atroseptica, E. chrysanthemi, E. cypnpedii
y E. raphontici. Estas bacterias reblandecen discos de tubérculo de papa; no hidrolizan el
almidén ni crecen en caldos con 10% de NaCl; son oxidasa y ureasa-negativas y utilizan la
arbutina y el gluconato; producen acido del eritrol, adotinol y dulcitol. Son sensibles a la
kanamicina, neomicina, poliximicina, estreptomicina, cloramfenicol y tetraciclina. Licuan la
gelatina y son catalasa-positivas; reducen los nitratos y fermentan la glucosa. Producen
acidos a partir de la glucosa, sacarosa, arabinosa, xilosa, glicerol, manitol, sorbitol, manosa,
ribosa y celobiosa.

Para mayor informacién sobre estas bacterias puede consultarse a Lelliot y Stead
(1987) y Schroth y Hildebrand (1980 y 1988).

En las tablas 4a, 4b, 4c y 4d del Apéndice se muestran las caracteristicas diferencia-
les de las especies fitopatégenas de Erwinia.

Género Pseudomonas, Miguia, 1894.

Son células monotricas, aisladas, en forma de bacilos rectos o curvados; son Gram
(-) con dimensiones de 0.5 a 1 x 1.5 a 4 ym. No producen vaina ni endosporas de reposo.
Son quimiorganotréficas con metabolismo respiratorio no fermentativo. Son aerobias
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estrictas, excepto algunas que son denitrificantes. Excepcionalmente pueden reducir nitra-
tos o usar el hidrégeno o el CO, como fuente de energia; utilizan el acetato como nutriente.

La mayoria de las especies de este género no necesitan para desarrollarse de
factores de crecimiento, pero si de lactato, succinato y glucosa. Pueden producir
pigmentos solubles verdes-azules y amarillos, y muchas especies acumulan granulos
de acido poli-B-hidroxibutirico, particularmente cuando crecen en un medio pobre en
nitrégeno. Algunas producen fluorescencia en el medio B de King cuya férmula aparece
en el Apéndice.

Contrariamente a Xanthomonas, la mayoria de las especies de Pseudomonas no
degrada al almidén y son muy resistentes a los antibiéticos.

El género Pseudomonas ha sido ampliamente estudiado por Doudoroff y Palleroni
(1974), Sands y Schroth (1980) y Hildebrand y Schroth (1988). Recientemente, algunas
especies de este género han sido reclasificadas como Burkholderia.

Las principales especies de este género se enlistan en las tablas 5a, 5b y 5c del

Apéndice.
Género Xanthomonas, Dowson, 1939

Las bacterias de este género son bacilos cortos Gram (-), rectos y monotricos, con
dimensiones de 0.2-0.8 y de 0.6-2.0 ym; no producen vainas ni endosporas. Producen un
pigmento carotenoide amarillo no difusible; el crecimiento de sus colonias tiene apariencia
butirosa. Su metabolismo es estrictamente oxidativo y utilizan el oxigeno molecular como
aceptador de electrones. Son oxidasa y catalasa-positivas y no producen acetoina ni indol.
Son rojo de metilo-negativas y originan acidos de muchos carbohidratos, pero no de la
ramnosa, inulina, adonitol, dulcitol, inocitol, salicina y raramente del sorbitol. No acidifican la
leche purpura. Pueden usar el acetato, malatopropionato y el succinato, pero generalmente
no utilizan el benzoato, oxalato o tartrato. La mayoria de las especies hidrolizan el Tween 80
rapidamente, pero no reducen el nitrato, ni producen acido sulfhidrico a partir de la cisteina.
No usan la asparagina como unica fuente de carbono y nitrégeno y su crecimiento se inhibe
con 0.15% de cloruro de tetrazolio, y a veces con sélo 0.02% de este compuesto en el
medio.




bacterias fitopatdgenas 7

Puede obtenerse informacién complemetaria sobre este género de bacterias consul-
tando a Dye y Lelliot, (1974), Dye (1980), Schaad y Stall (1988).

En la Tabla 6 se muestran las caracteristicas diferenciales de las especies
fitopatégenas mas importantes del género Xanthomonas.

Género Xylella, Wells, Raju, Hung, Weisburg, Mandelco-Paul y Brener, 1987.

La taxoriomia de las bacterias fitopatégenas es una disciplina incesantemente cam-
biante, en respuesta al avance de varios campos de la ciencia como la biologia molecular,
bioquimica, genética, bacteriologia y fitopatologia, entre otras. Esto ha permitido la correcta
ubicacién de las llamadas “bacterias fastidiosas” dentro del género Xylella.

Estas bacterias se distinguen de otras que atacan el xilema, por su falta de capaci-
dad de infectar otros tejidos diferentes de éste, se transmiten por insectos y no se ha logrado
la transmision mecanica, excepto en la enfermedad asociada al enanismo de los brotes de
la cafia de azucar, y por la falta de habilidad para crecer en los medios bacteriolégicos con-
vencionales.

Xillela usualmente forma bastones rectos de 0.25-0.35 x 0.9-3.5 pym y en ciertas
condiciones de cultivo forma largas fibras filamentosas. Son Gram (-), no moétiles y
aerobias estrictas. Forma dos tipos de colonias: unas planas opalescentes y otras abul-
tadas y rugosas.

En cuanto a sus requerimientos nutricionales, las bacterias fastidiosas crecen en un
medio de extracto de levadura-agar, que contenga cisteina y carbén, o en el medio comercial
glutamato-peptona-agar al que se le agrega suero de albumina. Algunas cepas pueden cre-
cer lentamente en medio con agar nutritivo ordinario. Las colonias desarrollan de 0.6-1.5 mm
de diametro después de 10 a 30 dias.

En estas bacterias la relacion mol% G+C del DNA es 51-53. Se establecen en el
xilema y son transmitidas por injerto o por chicharritas. La especie tipo es Xylella fastidiosa,
agente causal de la enfermedad de Pirce de la uva; falsa enfermedad del durazno; marchitez
del Vincapervinca; quemadura de la hoja del aimendro, durazno, olmo, sicomoro, roble, mora
y maple; y tizén foliar de los citricos.
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Para el aislamiento en cultivo puro de las bacterias fastidiosas o bacterias limitadas
al xilema, se han desarrollado medios que permiten su crecimiento. Este agente causal fue
primeramente aislado con el medio JD1, que aparece en el Apéndice, de plantas de vid que
presentaban sintomas de la enfermedad de Pirce y de arboles con la quemadura de la hoja
del alimendro (PD-ALS) . Las bacterias causantes del PD-ALS han sido aisladas exprimien-
do la savia de peciolos de hojas enfermas o moliéndolos en amortiguador de fosfatos.

Las colonias son realmente visibles después de siete a 10 dias de incubacién aerébica
a 28 °C; son circulares con margenes enteros, de 0.5-1 mm de diametro y de color blanco a
opalescente. El medio CD2, cuya férmula se incluye en el Apéndice, ofrece resultados com-
parables con los obtenidos con el JD1, pero ademas facilita el aislamiento de otras bacterias
cuyo ataque se limita al xilema.

Mas amplia informacién puede ser consultada en Wells (1987) y Hopkins (1988).

F. METODOS DE PRESERVACION DE BACTERIAS

Todo laboratorio de diagnéstico requiere de una coleccién de cultivos plenamente iden-
tificados para usarse como referencia en las pruebas confirmatonas usadas para un diagnés-
tico correcto; esto es particularmente cierto cuando se realizan pruebas de patogenicidad.

Como sucede con los hongos, las bacterias no pueden ser almacenadas o manteni-
das indefinidamente en medio de cultivo a temperatura ambiente, porque los subcultivos
subsecuentes tienen el problema de pérdida de patogenicidad y de dar respuestas atipicas
con respecto a cultivos nuevos (Lelliot y Stead, 1987). Para evitar esto existen varios méto-
dos para preservar bacterias con poco riesgo de cambio.

Estos métodos son:

- Almacenamiento en agua destilada esterilizada a 10°C o a temperatura ambiente (De Vay
y Schathorst, 1963).

- En agar inclinado, almacenado a -20°C (Stead, 1974).

- En suspensién sobre particulas esterilizadas de vidrio, almacenadas a -70°C (Feltham et
al., 1978).
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- Como cultivos liofilizados (Lelliott, 1965).
- En aceite mineral sobre agar inclinado.
- En suelo esterilizado.

Los tres primeros métodos son menos utilizados que los tres ultimos, por lo que
solamente éstos se describen en detalle.

a. PRESERVACION POR LIOFILIZACION

La liofilizaciéon es el mejor método para preservar cultivos de muchas bacterias
fitopatogenas, ya que muchas de las especies se conservan viables por largos periodos
(generaimente 10 afios, pero con frecuencia mas de 50). Es el método preferido por los
laboratorios que mantienen colecciones, incluyendo la National Collection of Plant Pathogenic
Bacteria (NCPPB).

El procedimiento es el siguiente:

- Corroborar la pureza e identificacion de la bacteria.

- Desarrollar un cultivo en el medio adecuado.

- Una vez desarrollada la colonia, hacer una suspensién en agua esterilizada y transferirla a
un incubador grande o a una botella plana de Roux con el mismo medio de cultivo.

- Incubar hasta que las células bacterianas estén aproximadamente en la fase logaritmica
de crecimiento, para asegurarse que hay el mayor numero de ellas.

- Lavar las colonias con 20 mil de medio para liofilizacién esterilizado, que contiene sucrosa
a7 % y peptona a 7 % (esterilizar por separado la dos soluciones y después mezclar en
partes iguales).

- Centrifugar la suspensién a 10,000 g por 10 min.

- Decantar el sobrenadante y resuspender las bacterias en 3 a 4 ml del medio sucrosa-
peptona.

- Tapar con algodén las ampulas para liofilizacion y estirilizarlas en la autoclave a 121°C por
15 minutos.

- Introducir asépticamente 0.02 ml de la suspensién bacteriana en cada ampula y reempla-
zar el tapén.

- Someter al liofilizador evacuando a mas o menos 1.33 Pa y secar por 18 a 24 h en la
oscuridad.
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- Sellar las ampulas al vacio.
- Dejar que se enfrien las ampulas y almacenarias a 14°C en oscuridad.

1. CONFIRMACION DE LAVIABILIDAD E IDENTIFICACION

Después de la liofilizacion es importante confirmar la identificaciéon de la bacte-
ria, para estar seguros de su pureza y evaluar si se produjo variabilidad durante el
proceso.

Para recuperar la bacteria, se toma del lote de liofilizacién una &mpula, se rompe y se
procede como sigue:

- Agregar a la ampula un poco de solucién esterilizada de peptona a 1 %.

- Vaciar el contenido en 20 ml de la misma soluciéon de peptona a 1 % y mezclar perfecta-
mente.

- Diluir 0.1 ml de esta suspension de bacterias en otros 20 ml de solucién esterilizada de
peptona a 20 %.

- Nuevamente transferir 0.1 ml de la ultima dilucién a 20 ml de un medio de cultivo sélido
adecuado. No es recomendable el medio levadura-dextrosa-yeso-agar (Lelliot y Stead,
1987). '

- Incubar las cajas Petri a 27°C durante dos a tres dias.

- Determinar, pasado este tiempo, la viabilidad de la poblacién por ampula; esto puede
hacerse con papel milimétrico donde se cuenta en 1 mm?, 10 mm?y 100 mm?, el nGmero
de colonias desarrolladas. Cuando se desarrolla un numero muy alto de colonias, se debe
diluir mas la concentracién de bacterias, de tal suerte que se puedan contar cuando mu-
cho 300 colonias por caja.

- ldentificar nuevamente a la bacteria.

2. VERIFICACION DE LA PUREZA
La bacteria del lote liofilizado se recupera de la manera siguiente:
- Romper una ampula y agregarie peptona esterilizada a 1 %.

- Vaciar el contenido en un medio de cultivo adecuado, permitiendo el desarrolio de las
colonias.
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- Lavar las colonias con agua esterilizada.

- Diluir la suspensién bacteriana hasta obtener una poblacion adecuada.

- Rayar con esta suspensién sobre un medio éptimo e incubar a 27°C por 10 dias.

- Observar la variacién de las colonias y la presencia de contaminantes, comparando con
las caracteristicas de las colonias de la bacteria liofilizada.

3. VERIFICACION DE LA AUTENTICIDAD

~ Conla primera solucién hecha para comprobar la viabilidad total de la bacteria liofilizada,

se raya sobre un medio de cultivo adecuado y se deja incubar a 27°C durante tres dias hasta

obtener colonias bien separadas (si es necesario deben hacerse diluciones). Se compara la

morfologia y otras caracteristicas de las nuevas colonias, las cuales deben coincidir con las
de la bacteria antes de someteria a la liofilizacion.

Ademas de esto, es recomendable realizar las pruebas que corroboren la autenticidad
de la bacteria liofilizada.

b. PRESERVACION BAJO ACEITE

Esta metodologia también fue descrita ampliamente para el caso de los hongos
fitopatoégenos.

La técnica aplicada a bacterias es la siguiente:

- Se raya con la bacteria la superficie de un medio con agar inclinado en tubos de ensaye, y
se incuba a 20°C hasta obtener un crecimiento abundante.

- Cubrir el cultivo con aceite liquido de parafina . El nivel de aceite debe cubrir completamen-
te el medio inclinado.

-Almacenar a 4°C o a temperatura ambiente. En este ultimo caso las bacterias duran via-
bles menos tiempo.

Antes de utilizar el aceite debe esterilizarse en autoclave a una temperaturade 121°C
por 15 min, dejandolo secar después durante toda una noche a 100°C.
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c. PRESERVACION EN SUELO

De la misma manera que los hongos, las bacterias fitopatégenas se pueden preser-
var también en suelo. Para esto se procede como sigue:

- Secar el suelo a la sombra.

- Pasarlo a través de un tamiz de 2mm entre mallas.

- Esterilizar el suelo tamizado en la autoclave a 128°C por una hora y dejario reposar.

- Repetir esta operacién durante tres dias sucesivos.

- Depositar en cada tubo de 75 x 10 mm, 3 gr de suelo y agregar 0.5 ml de suspension
bactenana de un cultivo nuevo desarrollado sobre agar inclinado.

- Almacenar los tubos a 4°C.

Para recuperar las colonias, se toma un poco de suelo con una espatula y se siem-
bra en una caja Petri con agar.
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Tabla 1. Pruebas rapidas de patogenicidad.
Parte vegetal Método Observacion Organismo
Inoculada
Rebanada de Gotas de una Raices adventicias A. tumefasciens
zanahoria suspension Pudricion E. carotovora
bacteriana blanda.
Rebanada de Cultivo bac- Pudricién blanda. E. carotovora
papa, teriano P. fluorescentes
cebolla,
pepino X. campestris
Frutos verdes Puncién con Lesiones y exu- E. amylovora
de pera agujas dados
Vaina de Puncion con Lesiones P. syringae
chicharo aguja p.v. pisi
Vaina de Puncién con Lesiones P. syringae
frijol aguja p.v. phasedlicola
Hojas de Infiltracién Reaccién de hi- P. grupo fluo-
tabaco de susp. persensibilidad rescente.
bacteriana Grupo E. amylovora
Plantulas o Suspension Fasciacion C. fascians
semillas de bacteriana
chicharo

dulce




Tabla 2. Caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas, diferenciales para biovares
del género Agrobacterium.

PRUEBA 1 2

Citrato férrico de amonio + -
Utilizacién de citrato

écido L-tartérico - +
&cido propibénico

écido malénico - +
#cido mucinico - +
Crec. en Nacl 2% - _
Crec. a 35°C Y
Accién sobre leche litmus ALK AC
Utiliza L-tirosina - +

ALK= aicalino

AC= acido

V_= variable

V = variable, més frecuente negativo
(Rodriguez, 1891)



Tabla 3. Caracteristicas diferenciales de las especies fitopatégenas del género Clavibacter (Corynebacterium)

PRUEBA C. fascians C. titici C.sepedonicum C. insidiosum C. michiganense C. flaccumfaciens C. poinsetiae C. nebraskense C. ilicis
Movilidad -
Colonias pequefias en AND* + +
Crec. a 37°C + - - - +)
Ureasa + - - - -
Hidrolisis de: esculina
Pig. rosa - - - - - -
Pig. amarilio® + + - +© +) d
- - - + - -

Prod. de Indigo-idine

Prod. écido de Glucosa

Sacarosa

Maltosa

Glicerol

Manitol

Arabinosa

Xilosa - - - - - . .
Crec. TTc agar + . + + + + + - ND
Causa hipertrofia en

tallo

Produce gomosis en

inflorescencias

Prod. marchitez y/o

manchas foliares

a. En agar nutritivo dextrosa las colonias son 1 mm de diémetro después de 3 dias
b. En medio NBY

c. Las colonias pueden tener gréanuios azules

(+) La mayoria de las razas la dan positiva

ND No da la reacci6n

. No conocida

(Rodriguez, 1991)



Tabla 4a. Género Erwinia. Caracteristicas diferenciales de las especies fitopatoégenas de Erwinia. 1. E. amylovora, 2. E. salicis, 3. E. tracheiphila, 4. E.
nigrifiuens, 5. E. rubrifaciens, 7. E. herbicola var. herbicola, 8. E. herbicola var. anana, 9. E. stewartii, 10. E. uredovora, 11. E. carotovora var. carotovora,

12. E. carotovora var. atroseptica, 13. E. chrysantheini, 14. E. cypripedi, 15. E. raphontic.

15

14

13

12

1

10

SH, (cisteina)

Ureasa

Acetonia

Reduccioén de nitrato
Licuefacion de gelatina
Indol

Hidrolisis de la caseina

3840 3740 40 35

32-39 38-39

3540

33-34

Produccién de acido de:

Temperatura méxima en °C

+ 4+ 4+ +

[ I S ]
T v
+ 1 04+
+ O+
+ 1+ 4+
+ v+ 4+
+ v+ 4+
C v v+ O v
LI T T T }
LI R T B )
+ v+
I T T I
[ S T T 3

(Mayea y Padron, 1983)

Clave: d = débil
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Tabla 4b. Género Erwinia. Caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas diferenciales para especies del "
grupo” E. amylovora.

Prueba E. amylovora E. salicis E. tracheiphila E. nigrifiuens E. quercina E.rubrifaciens

Crecimiento anaerdbico % % E + + +
H,S Cisteina - + + + + +
Ureasa - - - + - -
Crecimiento a 36 C - - - + + +
Oxidacioén del gluconato - - + - - -
Sustancias recutoras

de sacarosa + + d - + -
Degradacion de pectato - + - - - +
Pigmento rosa en YDC - - - - - +
Acetoina + + d + + -
Crecimiento mucoide + + - - + +
Crecimiento en medio MS + - ND + + +
Hipersensibilidad en

tabaco + - ‘ ND - . .
Produccién de acido de:

Salicina - + - + + -
oc metil glucocido - - - - + +
Arabinosa d - - + - +
Manitol - + - + + +
Salicina - + - + + -
Xilosa - - - + - -
Raffinosa - + - + - -
Esculina - + - + + -
Manosa - + - + + +
Ribosa + + - + + +

(Rodriguez, 1891)
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Tabla 4c. Género Erwinia. Caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas diferenciales para las especies del "
grupo” E. herbicola.

Erwinia herbicola
var. herbicola

var. ananas

E. stewartii

E. uredovora

Inositol
Melezitosa
Melobiosa
Matosa
Adonitol
Celobiosa
Dextrina
Glicerol
Acetoina

Cre. mucoide
Movilidad
Red. nitratos
Licuef. gelatina
Desaminasa fenil-alanina
indol

DNA asa

+ + + ¢+ + + + + o+ o+ 4

+

d = Reaccién que algunas cepas lo dan positiva y otras negativas.

(Rodriguez, 1991).
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Tabla 4d. Género Erwinia. Caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas diferenciales para especies del
"grupo” E. carofovora.

Erwinia carotovora

Prueba var. carotovora  var. atroseptica E. clvysanthemi E. cypripedii E. rhapontici
Produccién de acido de:

Lactosa + + v - +
Maltosa + - +
Trehalosa - + - +
Metil glucocido - + - - v
Palatinosa - + - - +
Produccién de:

Indol - - + - -
Fosfatasa - - + - v
Lucitinasa - -

Pigmento azul - - +

Sustancias reductoras a partir

de sacarosa - + + - v
Sensibilidad a eritromicina - - + + +
Crecimiento a 36°C + - + + .
Crecimiento en NaCl 5% + + - + +
Licuefaccién de gelatina + + v - -
Gas de glucosa - < + + -
Pudricion de papa + + + - +
Degradacion del pectato + + + - -

(Rodriguez, 1991)
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Tabla Sa. Género Pseudomonas. Caracteristicas fisiologicas y bioquimicas diferenciales para las
especies del "grupo Fluorescente".

P. aeru- P. margi-  P. tolaasii P. agan- P. cicho- P. vindi- P. syringae

ginosa nalis cae rii flava (Grupo 1)

Oxidasa + + + + + - -
Dihidrolasa de arginina + + ND ND - - -
Reduccién de NO,-N, - - ND ND - - -
Crecimiento a 41 C + - n ND - - .
Utilizacion de :

Manitol + + + + + + Y]
Geraniol + - ND ND - - -
Benzoato + - + + - - .
Calobios : - - + - - - -
Sorbitol - + - - - - -
Trehalosa - 4 - - - - -
Sacarosa - + - - - - -
m-Tartrato - v ND ND + + v
D-Tartrato - Vv ND ND - + Vv
D-Arabinosa - - ND ND - - -
L-Rhamnosa - v ND - - - -
Eritritol + + NC NC - + -
Sacarosa + + NC NC - - .

(Rodriguez, 1891)



Tabla 5b. Género Pseudomonas. Caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas diferenciales para las especies del "grupo No Fluorescente”.

P. carophy P. avenae P. conuga P. gladioli P. cepacia P. pseudo P. solanacearum
alcaligenes Biotipos
li ta 1 2 3y 4

Pigmentos difusibles v,C - - VIAC VIAC -
Oxidasa + + + \" + + + + +
Dihidrolasa de arginina + - - - - - N ND ND
Reduccion de nitratos a N2 + + + - - - - - -
Crecimiento a 41°C + + - V+ v+ + Nd ND ND
Utilizacion de:
Celobiosa + ND - + + - - - -
Trehalosa v ND ND + Y ND + - +
D Arabinosa + - - + + - - -
D-Tartrato - ND \" + - ND - - Y
m-Tartrato + ND ND + + ND - Vv +
Manitol + + ND + + ND - - +
Sorbitol + + ND + + ND - - +
L-Rhamnosa + ND - - - - - - -
Levulinato - ND ND - + ND Y \ Y
Sacarosa + - ND + + - + + +
Glucosa + + + + + - + + +
Benzoato - ND ND + v+ ND - - -
n-Propanol - - - - - + - - -
B-alanina - + - - - + \' v Vv

V! = Verde no fluorescente, C = Café, A = Amarillo, V = Reaccion variable, N.D. No da la reaccién positiva.'.
(Rodriguez, 1991).
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Tabla 6. Género Xanthomonas. Caracteristicas diferenciales de las especies mas importantes.

Prueba X. campestnis X. fragarie X. albilineas X. axonopodis X. ampelina

Crec.a35°C
Hidrélisis esculina
Crecimiento mucoide
Licuefacciéon gelatina
Proteolisis de leche
H,S de peptona - - + d
Ureasa - - - - +
Tolerancia al NaCl% 20-5.0 05-1.0 <05 1.0 1.0
Produccién de acido *
Arabinosa

Glucosa

Manosa

Galactosa

Celobiosa

Trehalosa

+ -

+ + + +

+ + < + + +

+ +

+ + + + + +

a = Dentro de los 21 dias segun el método de Dye (1962)
(Rodriguez, 1991)

MEDIOS DE CULTIVO
BK
Ingredientes:
Proteosa peptona # 3 (Difco) 200g
K,HPO,.3H,0 15¢
Agar 150¢g
Glicerol ' 15 ml
Agua destilada 1 litro

Preparacion:

Los ingredientes se disuelven en el agua destilada en el orden citado, se mezclan
bien y se esteriliza a 121°C por 20 min. Para evitar su preparacion y obtener resultados
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menos variables, la mezcla sdlida de este medio la comercializa Difco con el nombre de
Pseudomonas-agar-F.

cvP

a. Colocar 500 ml de agua destilada hirviente en la mezcladora magnética, con un reéstato
para controlar la velocidad. Hacerla funcionar a baja velocidad y agregar:

a. Solucién de cristal violeta a 0.75 % 1 ml
(la concentracion final es de 1.5 ug/ml de cristal violeta)

b. NaOH 1N (8 g de NaOH en 200 ml de agua destilada) 45 ml
¢. CaCl2.H20 a 10 % ( use siempre solucion fresca;

no almacene por un periodo mayor de dos semanas) 6 mi
d. Agar (Difco) 2 g

La concentracion de agar se puede incrementar a 4 g/500 ml cuando se va a rayar
con cultivos de Erwinia. Si la concentracion de agar se incrementa, la concentracién de
CaCl, puede ser reducida a 3 m|, y el citrato de sodio puede ser omitido.

e. NaNO, 1 g
f. Citrato trisédico dihidratado 25¢g

Es un medio que facilita la deteccion de colonias de cepas pectoliticas.

g. Mezclar a alta velocidad durante 15.

h. Agregar lentamente 9 g de polipectato de sodio, mezclar cuidadosamente evitando
formar grumos de polipectato de sodio. Mezclar a alta velocidad durante 15. La can-
tidad de polipectato de sodio en la formula original fue reducida a 9 g/500 mi de
medio, pero en algunos casos la proporcion puede incrementarse hasta 15 g/500 mi
de medio.

i. Repartiren un matraz de 2 L; agregar 0.5 ml de una solucién de lauril sulfato de sodio, a 10
% (SDS grado laboratorio).

j- Tapar los matraces con papel aluminio; esterilizar en la autoclave 25 mina 120°Co 151b
de presion. Dejar que la presion baje lentamente para evitar las burbujas.

k. Vaciar a las cajas lo mas pronto posible.
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Es esencial no usar cajas con el medio que se haya resecado por mas de 48 h a
temperatura ambiente. Igualmente, no deben usarse placas que presenten humedad excesi-
va al tiempo de inocularles la bacteria. Este es un aspecto muy importante para tener exito
con este medio.

D-1 MAGAR

Ingredientes

Manitol 150 g
NaNO3 50 ¢
LiCl 60 g
Ca(NO3)2.4H20 0.002 g
K2HPO4 20 ¢
MgS0O4.H20 02 g
Azul de bromotimol 01 g
Agar 150 ¢
Agua 1 litro
Preparacion:

Los ingredientes se disuelven uno a uno en el agua en el orden citado, se
mezclan bien y se esteriliza. El medio debera tener un pH de 7.2 y un color azul
obscuro.

JD1

Ingredientes:

Base para caldo PPLO (Difco) 1009
Hemin chloride 40.0 mg
Albumina de bovino 05¢g
Agar 150¢g

Agua 1 litro
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Preparacion:

Se mezclan todos los componentes, excepto la albumina de bovino y se esterilizan
en la autoclave. La albumina de bovino se prepara separadamente en solucion acuosa a 0.5 %,
disolviendo los 0.5 g en 100 ml de agua destilada, y se esteriliza pasandola a través de un
fitro bacteriolégico y se mezcla con el medio.

MS AGAR

Ingredientes:

Manitol o sorbitol 100g
Acido nicotinico 05g
L-asparagina anhidra 30g
K,HPO,.2H,0 20g
MgSO,.7H,0 02g
Taurocolato de sodio (Difco) 25¢g
Agar 150g
Agua destilada 1 litro
Preparacion:

El agar se disuelve primero en 800 mi del agua destilada; una vez disuelto, se agre-
gan cada uno de los demas ingredientes so6lidos en el orden citado, asegurandose de que
cada uno esté bien disuelto antes de agregar el siguiente.

Por separado se preparan los siguientes ingredientes liquidos y se mezclan en el
medio, en las cantidades que a continuacién se mencionan.

Tergitol 7 (Sulfato heptadecil de sodio) 0.1 ml
Acido nitrilotriacético a 2 % 10.0 ml
(se prepara mezclando en 100 ml de agua destilada 2 g del acido
nitrilitriacético y se le agregan 1.4-6 g de KOH).

Azul de bromotimol al 0.5 % 9.0 ml
(se prepara mezclando 0.5 g de bromotimol en 100 ml de agua destilada).
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Rojo natural a 0.5 % 25 ml
(se prepara mezclando 0.5 g del colorante en 100 mi de agua destilada).

Hidréxido de sodio en solucién acuosa 1N 50 ml
(no debe usarse si forma precipitado).
Nitrato de talio a 1% 1.75ml

(se prepara mezclando 0.1 g de Nitrato de talio en 10 ml de agua destilada).

Cloruro de cobalto en solucién acuosa 14 mM 50.0 ml
Cicloheximida a 1 % 50 ml
(se prepara disolviendo 0.1 g del compuesto en 10 ml de agua).

Una vez agregados los ingredientes liquidos, se afora un 1 litro de agua destilada; el
pH debe ser de 7.3.

PD2

Citrato trisoédico 10g
Succinato disédico 10g
MgSO,.7H,0 10g
K,HPO, 10g
KH,PO, 10g
Agar (Difco) 1560¢g
Digerido pancreatico de caseina

(Triptona (Difco) 40g
Digerido de papaina de harina

de soya (Soytone (Difco) ) o

Peptona de Phitone (BBL) 20g

Solucién madre de

hemin chloride (0.1 % de

hemin chiroride, disuelto

en NaOH 0.05 N)1 10.0 ml
Albumina de suero de bovino

fraccién 5 (BSA-5) (en Solucion

acuosa a 20 %) 10.0 ml
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Preparacion:

Se preparan primero y por separado la solucién concentrada de hemin chloride y la
albumina de suero de bovino.Todos los componentes, incluidos los 10 ml hemin chloride a
0.1 % se mezclan y se someten a la autoclave en 980 ml de agua bidestilada; la solucién de
BSA-5 debe ser esterilizada pasandola a través de un filtro bacteriolégico y se agrega
asépticamente al resto del medio cuando éste tenga entre 45-50 °C de temperatura.

El pH del medio debe ser aproximadamente siete, ajustandolo después de disolver el
agar, pero antes de someterio a la autoclave.

YDC

Ingredientes

Extracto de levadura 100g
Dextrosa (glucosa) 200g
Carbonato de calcio 200g
Agar 150g
Agua destilada 1 litro
Preparacion:

Los ingredientes se disuelven uno por uno en el agua destilada, se mezclan bieny se
esterilizan a 121°C durante 15 minutos.
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IV. NEMATODOS FITOPARASITOS

Existen muchas especies de nematodos parasitos de plantas superiores; sin embar-
go, sélo algunas de ellas deben ser consideradas como patégenos graves que pueden cau-
sar daffos econdémicos muy severos.

Los nematodos fitoparasitos estan adaptados a vivir en el suelo, bien sea durante
todos sus estados de desarrollo o, en el caso de endoparasitos, en sus formas libres.

Los ectoparasitos son los que pasan toda su vida entre las particulas de suelo y su
relacion de parasitismo con las especies vegetales es Unicamente para satisfacer sus nece-
sidades nutricionales; algunos de ellos son transmisores biol6gicos de virus.

En el caso de especies endoparasitas, algunas son llamadas migratorias porque no
pierden su condicion filiforme y se desplazan dentro de los tejidos vegetales; tal es el caso de
Ditylenchus dipsaci, ciertas especies de Pratylenchus, etc. Otras especies son considera-
das endoparasitas sedentanas porque se fijan en tejidos vegetales especializados, e incluso
los alteran tomando sus nutrientes de las células enfermas; como ejemplos puede citarse a
Nacobbus aberrans, Globodera rostochiensis, Meloidogyne spp., etc.

Los nematodos parasitos de plantas son muy comunes en todos los suelos cultivados
o no cultivados. En relacién con la fitosanidad, Gnicamente causan pérdidas econdémicas cuando
se presentan condiciones que los favorecen y sus poblaciones se elevan desmedidamente, o
cuando aun en poblaciories bajas actian como agernites fitopatolégicos primarios, que debili-
tan, predisponen o causan heridas, que permiten la infeccion por un hongo o bacteria.

Cuando se trata de un problema causado Unicamente por nematodos fitoparasitos
en un cultivo determinado, es dificil hacer el diagnéstico en campo, porque salvo excepcio-
nes (agallas en raices, hojas o semillas; presencia de quistes en las raices; anillo de color
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rojo en cocotero; etc.), no inducen sintomas caracteristicos exclusivos; ademas, son orga-
nismos microscopicos poco visibles a simple vista. Por tales razones, para conocer con
certeza si la enfermedad es causada por nematodos, debe realizarse un analisis de labora-
torio, que puede ser sencillo o complejo, dependiendo de la especie de que se trate.

A. RECOLECCION DE MUESTRAS

Para un diagnoéstico confiable, es necesario que las muestras que van a analizarse
sean representativas del problema de campo. La manera de obtener las muestras varia con
el tipo de cultivo de que se trate (anual, bianual o perenne), el tamafio de las plantas enfer-
mas (herbaceas, arbustos, arboles, palmeras), la extension del area cultivada y otros facto-
res. Debera considerarse también el material que va a muestrearse, que puede ser suelo o
partes del vegetal, como raices, hojas, flores, semillas, trozos de madera, etc. En algunos
casos, en la misma muestra se puede incluir suelo y la planta entera o s6lo el sistema
radical, lo que dependera del tamafio de las plantas y del objetivo del muestreo.

Dependiendo del problema de que se trate, la toma de muestras puede ser comple-
tamente al azar o al azar dirigido, y el numero de ellas estara condicionado a la precisién que
se requiera, lo que a su vez depende de los objetivos del estudio. Una manera de reducir el
error durante el muestreo, es constituir las muestras con un numero determinado de

submuestras, lo que permite incrementar la precision del diagnéstico y evitar trabajo innece-
sario.

Debido a que los nematodos son muy susceptibles a la desecacién y a temperaturas
altas, se recomienda tomar algunas precauciones en el manejo de la muestras, sobre todo
en el caso de los filiformes en suelo. Debe evitarse que las muestras se sobrecalienten, por
lo que no deben exponerse al sol; no debe permitirse que el suelo o los materiales vegetales
se desequen; y no deben apilarse muchas muestras encimadas, porque los nematodos
mueren también cuando se les comprime. Estas precauciones no son necesarias cuando
se trata de suelo seco infestado con quistes de nematodos, ya que éstos no son afectados
por los factores adversos mencionados.

Generalmente se utilizan bolsas de plastico para transportar las muestras; cuando
se trata de suelo, las bolsas deben ser de plastico grueso para evitar roturas y dispersion del
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suelo, con la consiguiente contaminacion de estos parasitos a areas no infestadas. Se reco-
mienda usar dos bolsas metida una dentro de otra, lo que da mayor seguridad en el manejo
de las muestras; ademas, esto permite utilizar dos etiquetas con todos los datos necesa-
rios, una entre bolsa y bolsa y otra sujeta a la liga que se utiliza para cerrar la boca de las
mismas; de esta manera, si por alguna razén se pierde la etiqueta exterior, la muestra no se
inutiliza porque se tienen los datos de la etiqueta interior.

Cuando las muestras no pueden procesarse inmediatamente que llegan al laborato-
rio, deben conservarse en un refrigerador a £ 4°C, pero no por mas de dos semanas, debido
a que los nematodos fitoparasitos mueren y los sapréfitos se desarrollan, lo que es una
fuente importante de error en el diagnéstico. Si se trata de nematodos formadores de quis-
tes, las muestras de suelo deben secarse a la sombra y regresarse a las bolsas, pudiendo
conservarse asi por tiempo indefinido.

B. EXTRACCION Y PRESERVACION DE NEMATODOS DEL
SUELO Y TEJIDOS VEGETALES

Una vez que las muestras llegan al laboratorio, debe procederse lo mas pronto posi-
ble a hacer la extraccién de los nematodos con cualesquiera de las técnicas que han sido
desarrolladas para este fin.

La decisién de cual metodologia aplicar para la separacién de los nematodos de los
materiales infestados, depende de la precisién que se requiera en el analisis, del tipo de
nematodo de que se trate, del equipo de laboratorio de que se dispone y, desde luego, de si
se trata de suelo u otro tipo de material infestado.

Dentro de los métodos menos precisos para la extraccién de nematodos filiformes
de suelo y de tejidos vegetales debe citarse al embudo de Baermann, con sus multiples
modificaciones.

En el caso de nematodos que aunque no inducen la formacién de agallas radicales,
estan parcial o totalmente incrustados en las raices, como Tylenchulus semipenetrans,
Rotylenchulus reniformis, Ditylenchus dipsaci y otros, y de especies que si forman agallas
verdaderas como Meloidogyne spp y Nacobbus spp, el diagnéstico puede hacerse tifiendo
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los tejidos con Fucsina acida o Azul de algodén en lactofenol, lo que facilita la observacién y
extraccién de los individuos para identificarlos.

La descripcion de la técnica del embudo de Baermann, asi como de la coloracién
diferencial de raices, pueden consultarse en cualquier texto clasico de nematologia agricola,
o bien en Brathwaite (1984) o Brathwaite y Sosa-Moss (1995).

Uno de los métodos mas precisos de extraccion de nematodos, tanto de suelo como
de 6rganos vegetales infestados, es el de Centrifugacién-flotacién en solucién azucarada,
por el alto porcentaje de ejemplares (vivos 0 muertos) que se recuperan, y porque se utiliza
una submuestra mas grande, que es mas representativa. Su Unica desventaja es que se
requiere de una centrifuga que es costosa y que no siempre esta a disposicién en todos los
laboratorios de diagnéstico fitosanitario de América Latina.

El procedimiento basico, desarrollado para separar los nematodos del suelo, es el
siguiente:

- Homogeneizar la muestra traida del campo, revolviéndola con cuidado, y eliminar las pie-
dras o gravas grandes.

- Tomar pequeiias porciones con una cuchara, hasta completar 100 m! en un vaso de preci-
pitados grande.

- Agregar agua suficiente al vaso hasta completar aproximadamente 800 ml.

- Mezclar con un agitador motorizado de laboratorio (1550 rpm) durante 20 segundos y dejar
sedimentar por 1 min.

- Decantar la suspension sobre la malla de dos tamices empotrados entre si; el de arriba
debe ser de 40 mallas y retiene las particulas minerales y organicas grandes, dejando
pasar a los nematodos; el de abajo, de 325 6 400 mallas, retiene a los nematodos, arcillas
y particulas organicas del mismo diametro.

- Lavar el material del tamiz de 40 mallas, cuando todavia esta sobre el otro y eliminar lo
retenido.

- Transferir con una pizeta los nematodos y particulas retenidos en el tamiz de 325 6 400
mallas a un vaso de precipitados de 150 ml.

- Agitar la suspension del vaso y distribuirla equitativamente en los tubos de la centrifuga,
que deben ser de 50 6 100 ml de capacidad.

- Uniformizar el peso de todos los tubos en una balanza.
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- Agregar a cada tubo 1 g de caolin y agitar vigorosamente.

- Centrifugar a 3,500 rpm durante 3 min y esperar hasta que la maquina se detenga por si
sola.

- Eliminar el sobrenadante rotando con cuidado los tubos para eliminar la materia organica
que flota, porque no contiene nematodos. Esto se debe a que las particulas de caolin se
adhieren al cuerpo de los nematodos por diferencia en las cargas eléctricas y los hace
mas pesados, sedimentandose en el fondo por la fuerza centrifuga junto con las particulas
minerales del suelo, y asi flotan Unicamente los residuos de materia organica.

- Llenar los tubos con una solycién azucarada que se prepara disolviendo 454 g de aztcar
comercial en un litro de agua, y resuspender en ella el precipitado que quedé en el fondo,
agitando vigorosamente.

- Centrifugar nuevamente a 3.000 rpm durante 3 min para que sedimenten Unicamente el
caolin y las particulas minerales del suelo, quedando asi los nematodos suspendidos en la
solucién azucarada, debido a que las moléculas de azucar neutralizan las cargas eléctri-
cas del caolin, que al desprenderse del cuerpo de los nematodos permiten que éstos
fioten.

- Decantar la solucion azucarada que conteniene los nematodos, sobre un tamiz de 325 o
450 mallas.

- Lavar rapidamente con agua corriente para evitar que el agua azucarada dafie a los
nematodos plasmolizandolos.

- Pasar cuidadosamente los nematodos a un vaso de precipitados de 150 ml con el agua de
una pizeta, procurando que el volumen final no exceda los 30 mi.

- Tomar una alicuota de ésta suspension y observar los nematodos al microscopio de
diseccién.

Una de las modificaciones a ésta técnica, que permite incrementar ain mas la preci-
sion al aumentar el tamaio de la submuestra, sobre todo cuando las poblaciones de
nematodos en el campo son bajas, fue hecha por Sosa-Moss (1974) y consiste en utilizar un
litro de suelo en lugar de 100 ml. La muestra se mezcla en una cubeta con cinco a seis litros
de agua, desbaratando los terrones suavemente con la mano. Después de agitar bien se
deja reposar por 2 a 3 min para que las particulas de suelo mas pesadas se asienten. El
agua de la cubeta se decanta con cuidado, para no remover el suelo asentado, sobre los dos
tamices empotrados de 40 y 325 6 450 mallas, dejando perder el agua que pase a través de
ellos. Las particulas minerales y organicas que quedan retenidas en el tamiz de arriba se
lavan y se eliminan; los nematodos y otros materiales se recuperan del tamiz de malla cerra-
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da en un vaso de precipitados; esta suspension se distribuye en los tubos de la centrifuga y
se procede como se indicé al describir la técnica basica.

Otra modificacién a la técnica basica descrita anteriormente se utiliza para recupe-
rar nematodos endoparasitos, tanto migratorios como sedentarios, de tejidos vegetales
infectados.

El procedimiento es como sigue:

- Lavar cuidadosamente el material vegetal enfermo (raices o cualquier otro tipo de tejido) y
cortarlo en trocitos de 0.5 a 1.0 cm.

- Pesar 5 g del tejido ya cortado.

- Moler en licuadora los pedazos de tejido en 100 ml de agua, durante 30 segundos 0 menos.

- Pasar el material licuado a través de una serie de tamices de 60, 100, 200 y 325 mallas.
Las particulas vegetales que quedan en los tamices de 60 y 100 mallas se desechan
porque ahi no quedan retenidos nematodos.

- Transferir con una pizeta a un vaso de precipitados los nematodos y restos vegetales que
quedaron en los tamices de 200 y 325 mallas.

- Agitar la suspension del vaso y distribuirla proporcionalmerite en los tubos de la centrifuga.

- Agregar aproximadamente un gramo de caolin a cada tubo y aforar con agua a 50 ml.

- Uniformizar el peso de los tubos en una balanza, antes de centrifugar.

- Agitar enérgicamente el contenido de cada tubo para que el caolin se suspenda uniforme-
mente.

- Centrifugar a 3,500 rpm durante 3 minutos.

- Decantar cuidadosamente para eliminar el agua de los tubos y los restos de material
vegetal, procurando perturbar al minimo el precipitado que contiene al caolin y a los
nematodos.

- Llenar los tubos con la solucién azucarada preparada como ya se indic6.

- Agitar vigorosamente los tubos para resuspender el material asentado.

- Centrifugar nuevamente a 3,000 rpm durante 3 min. La fuerza centrifuga hace que el
caolin vuelva a sedimentarse, pero los nematodos quedan suspendidos en la solucién
azucarada. :

- Pasar la suspensién azucarada de los tubos por el tamiz de 325 mallas, lavando rapida-
mente con agua los nematodos retenidos, con la ayuda de una pizeta, para eliminar el
azucar que los plasmoliza y los distorsiona.
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- Transferir cuidadosamente los nematodos a un vaso de precipitados de 150 ml con el
agua de una pizeta, procurando que el volumen final no exceda 30 ml.

- Tomar una alicuota de la suspensiéon de nematodos y observarlos al microscopio de
diseccion.

Para preservar los nematodos obtenidos, deben matarse primero en bafio Maria o
agregando igual volumen de fijador hirviendo. La funcién del fijador es preservar a los orga-
nismos evitando su descomposicion, asi como hacer resaltar algunos de sus caracteres
morfolégicos utiles en la identificacion. Los fijadores mas utilizados son: Formalinaa 2 - 5%,
TAF y FAA, cuyas férmulas son ampliamente conocidas (Brathwaite y Sosa-Moss, 1995).

La extraccion de nematodos formadores de quistes, asi como los que inducen la
formacioén de agallas, representan un caso especial.

Para separar de las muestras de suelo a los quistes se utiliza la caracteristica de que
cuando estan secos flotan en el agua.

Una manera rapida de detectar la presencia de quistes en un campo infestado, es
utilizando una cubeta llena de agua a la que se agrupa suelo, separando con una cuchara el
material que flota para observarlo con una lupa; existen otras técnicas, como la llamada
“técnica rapida” que requiere de un matraz Erlenmeyer o de cualquier recipiente de forma
conica, en donde se agrega suelo al que se vierte agua para hacer flotar los quistes que se
recogen decantando sobre un papel filtro montado en un embudo.

Sin embargo, la metodologia mas precisa que se utiliza a nivel mundial es la del
“Flotador de Fenwick”. La ilustracion del flotador de Fenwick se presenta en la Figura 1 del

Apéndice.

Este aparato, que puede ser fabricado en cualquier lugar, es un recipiente cénico de
lamina galvanizada que tiene alrededor de la boca un collar inclinado. Arriba de la boca,
sostenido por tiras de lamina tiene un embudo sobre el que se coloca una coladera de cocina
para retener gravas, arenas y otras particulas muy gruesas. El tallo de este embudo penetra
en el seno del agua de que esta lleno el recipiente cénico. Al lavar el suelo, con el exceso de
agua los quistes y residuos de materia organica flotan, escurren por el collar del cuello y se
recogen en un tamiz; a esto se le conoce como “Material de flotacién”; las particulas minera-
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les de suelo se sedimentan en el fondo del flotador. Estas ultimas se drenan después quitan-
do el tapén que tiene el cono en su base.

El procedimiento es el siguiente:

- Secar a la sombra, extendiéndolas sobre papel, las muestras traidas del campo, teniendo
cuidado de no cambiar las etiquetas.

- Lavar cuidadosamente el Fenwick con abundante agua corriente, para evitar contamina-
ciones de quistes entre muestra y muestra.

- Pesar 500 g de suelo seco, vaciarlo sobre la coladera del embudo y hacerlo pasar al reci-
piente conico del aparato de Fendwick, lavandolo con agua.

- Las particulas organicas finas y los quistes flotan saliendo del cono del aparato; en cambio,
las particulas minerales se sedimentaran en el fondo.

- Con el exceso de agua que desborda, los quistes se deslizan por el collar inclinado y se
recogen en un tamiz de 50 mallas (297 p de abertura entre mallas).

- Recuperar el material de flotacion.

- Separar los quistes e identificarlos.

Existen dos maneras de separar los quistes del material de flotacion:

La primera es del material himedo, inmediatamente después de la extraccion; los
pasos a seguir son:

- Colocar en la pared interior de un vaso de 250 ml una tira de papel absorbente (Figura 2 del
Apéndice), adhiriéndola con agua.

- Agregar agua hasta la mitad del vaso.

- Depositar una alicuota del material de flotacién y esperar unos segurndos.

- Agregar unas gotas de agua con jabon o detergente (una cucharada pequeiia de jabén o
detergente en polvo en 200 mi de agua) para romper la tensién superficial del agua; el
matenal de flotacion es “empujado” hacia el papel absorbente pegado a la pared del vaso,
en el cual se adhiere.

- Retirar con cuidado la tira de papel donde van adheridos los quistes y otras particulas
organicas, y colocarla sobre una tira de madera, vidrio o acrilico de dimensiones ligera-
mente mayores a las del papel (Figura 2 del Apéndice).

- Observar al microscopio estereoscopico y separar los quistes con una aguja de diseccion
o pincel; colocarlos en un frasco seco, etiquetandolo correctamente con los datos que
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correspondan. Es importante mantener siempre htiimedo el papel, porque si se seca los
quistes ruedan con las corrientes de aire.

- Los quistes secos pueden conservarse por tiempo indefinido hasta que se haga su identi-
ficacion.

La segunda técnica para separar los quistes del material de flotacion esta basada en
el hecho de que los quistes secos ruedan por ser esféricos. Este método se recomienda
cuando se requiere obtener quistes en grandes cantidades para estudios bioldgicos.

Se procede como sigue:

- Secar el material de flotacién a la sombra y donde no haya corrientes de aire.

- Colocar el material de flotacién seco dentro de un "salero".

- Dejar caer pequefias cantidades sobre la superficie de un vidrio o cartulina dura inclinados.
Los quistes y otras particulas esféricas ruedan hacia abajo y se recogen en otra cartulina
blanca sobre la que descansa el plano inclinado (Figura 3 del Apéndice). Las particulas
organicas que no ruedan se quedan retenidas en el vidrio o cartulina y se desechan.

- Repetir la operacién anterior hasta que los quistes queden lo mas depurado posible.

- Separar los quistes al microscopio estereoscopico, para identificarios.

- El resto de quistes se conservan en seco a temperatura ambiente hasta su utilizacién.
Debe recordarse que con los aflos se reduce su viabilidad.

C. IDENTIFICACION DE ESPECIES DE NEMATODOS

a. FILIFORMES

La identificacion de nematodos a nivel de género no presenta mucha dificultad y con
practica puede ser dominada por cualquier técnico. Sin embargo, la identificacién a nivel
especifico requiere del conocimiento profundo de cada género en particular, por lo que el
diagnéstico preciso de una enfermedad causada por nematodos queda restringido a técni-
cos con una sélida preparaciéon en taxonomia de nematodos de importancia agricola.

La identificacién se inicia con el uso de claves para separar a los géneros (Sosa-Moss,
1990) y posteriormente se reconoce la especie utilizando las claves especificas para cada género.
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b. NO FILIFORMES

Existen grupos especiales que por su importancia econémica han sido objeto de
investigaciones muy amplias; en general, estos nematodos son endoparasitos y las hem-
bras maduras se hacen obesas 0 globosas. Tal es el caso de los nematodos formadores de
agallas del género Meloidogyne, que dieron origen a un programa de alcances mundiales
(International Meloidogyne Project), y de los que se enquistan.

En los grupos mencionados, la vulva, ano, y otras estructuras asociadas al perineo,
se usan para la identificacion hasta especie. El corion de los huevecillos y los juveniles de
segundo instar, poseen también caracteristicas que son de gran valor taxonémico.

1. ENQUISTADOS PERTENECIENTES A LOS GENEROS Punctodera, Dolicodera, Globodera, Cactodera,
Heterodera y Afenestrata

En el caso de especies donde la hembra madura después de morir se transforma en
quiste, se utilizan, ademas de las estructuras ano-vulvares llamadas “fenestralia”, ciertas
caracteristicas de la cuticula engrosada, endurecida y oscurecida (Hesling, 1978; Stone,
1986; Golden, 1986; Baldwing y Mundo-Ocampo, 1991).

Para la identificacién basada en las hembras enquistadas, pueden hacerse dos tipos
de preparaciones:

Permanentes, procediendo como sigue:

- Obtener quistes directamente de las raices infectadas o del suelo.

- Remojarios en agua 24 h antes de la diseccién.

- Transferirlos a un portaobjetos o a un pedazo pequefio de plexiglas, en una gota pequefia
de agua.

- Cortar el tercio posterior del quiste, bajo el microscopio estereoscopico, procurando que el
area perineal quede en el centro de la parte cortada (Figura 4 del Apéndice).

- Seguir cortando hasta obtener una pieza pequefia de cuticula, procurando que la region
vulvar quede en el centro de ella (Figura 4 del Apéndice).

- Limpiar los residuos de tejidos corporales adheridos a la cuticula, teniendo especial cuida-
do de no dafiar las estructuras asociadas a la vulva.
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- Transferir los pedazos de cuticula a una gota de agua oxigenada (H,0,) durante unos
minutos, para que se decoloren un poco. Esto permite ver mejor los caracteres taxonémicos,
sobre todo en especies de cuticula muy oscura.

- Enjuagar las cuticulas en agua destilada para detener la acciéon del agua oxigenada.

- Pasarlas por unos minutos a etanol de 90° para deshidratarlas.

- Impregnarias con aceite de clavo que actliia como desinfectante.

- Montar de tres a cinco cuticulas en balsamo de Canada; también pueden ser montadas en
Euparal después de pasarlas por Etanol de 70° o isobutanol; en ambos casos no es nece-
sario poner calzas de fibra de vidrio ni sellar el cubreobjetos, pero si se montan en gliceri-
na-gelatina si debe sellarse el cubreobjetos con barniz de ufias o0 ZUT.

- Observar al microscopio compuesto e identificar hasta género y especie.

Temporales, que se hacen cuando se requiere una identificacién rapida, procediendo
como sigue:

- Limpiar bien los cortes de cuticula que contienen la regién vulvar.

- Montar de tres a cinco cortes directamente en lactofenol claro.

- Colocar el cubreojetos y sellarlo con bamniz de ufias, ZUT o parafina.
- Observar al microscopio compuesto e identificar.

2. AGALLADORES DEL GENERO Meloidogyne spp.

Cuando se trata de nematodos formadores de agallas, del género Meloidogyne, que
estan ampliamente distribuidos a nivel mundial y frecuentemente en poblaciones muy altas,
la sola presencia de agallas en las raices de las plantas susceptibles es un indicador de su
presencia en los suelos.

Para realizar el diagnéstico de un problema causado por Meloidogyne spp, se debe
identificar con precision la especie de que se trata, para lo que se requiere considerar lo
siguiente: pueden existir poblaciones mezcladas de dos 0 mas especies; la forma y tamaiio
de las agallas varia con el cultivo, variedad, condiciones ambientales y con la especie misma
del nematodo; un técnico con poca experiencia puede confundir las agallas producidas por
Meloidogyne spp con las de Nacobbus spp e incluso con las causadas por insectos
agalladores de raices, como el pulgén lanigero del manzano.
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El género Meloidogyne agrupa mas de 60 especies; de ellas, M. incognita, M. javanica,
M. arenaria y M. hapla son las mas ampliamente distribuidas a nivel mundial. Otras especies
tienen importancia agricola, pero su distribucién y nimero de hospedantes es mas reducido;
tal es el caso de M. chitwoodi, M. artielia, M. decalineata, M. africana, M. coffeicola y M.
thamesi (Sasser, 1980; Hartman y Sasser, 1985; Jepson, 1987; Eisemback y Hirschman,
1991).

Para la identificacion de especies de Meloidogyne es necesario observar también los
caracteres taxondmicos presentes en la region ano-vulvar llamada“ modelo o patrén perineal”
de las hembras maduras, por lo que es necesario hacer cortes en esta region del cuerpo.

El procedimiento para hacer las preparaciones es como sigue:

- Obtener raices o tubérculos infectados, bien sea frescos o preservados en formol a 3-5 %.

- Separar de las raices las hembras maduras con una aguja de diseccién y colocarias en
una gota de lactofenol-fucsina acida para tefiir la cuticula; también puede utilizarse azul de
algodén como colorante. Muchos especialistas prefieren no colorear las hembras, en cuyo
caso se utiliza lactofenol claro.

- Transferir las hembras a un portaobjetos o a un pedazo de plexiglas y cortarles el cuello.

- Presionar para vaciar los contenidos corporales.

- Colocar las hembras ya vacias en una gota de acido lactico a 45%, lo que facilita la limpie-
za de la cuticula. Es recomendable reunir de 10 a 20 hembras vacias en la misma gota de
acido, dejandolas ahi de 30 min a varias horas.

- Hacer un nuevo corte ecuatoriaimente, removiendo después la parte que tiene el perineo a
una nueva gota de acido lactico a 45%.

- Seguir cortando hasta obtener un trozo cuadrado de cuticula en donde esté el patrén perineal.

- Transferir de cinco a diez patrones penneales a un portaobjetos limpio con una gota de
glicerina.

- Colocar el cubreobjetos, evitando la formacién de burbujas. No deben colocarse calzas
entre el porta y el cubreobjetos, para que el peso de éste ayude a distender los trozos de
cuticula.

- Eliminar el exceso de glicerina con pedazos pequefios de papel filtro; si la glicerina no es
suficiente, debe infiltrarse un poco méas por un lado del cubreobjetos.

- Sellar el cubreobjetos con barniz de uiias o con cualquier otro sellador.

- Etiquetar la preparacién adecuadamente.
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D. IDENTIFICACION DE RAZAS PATOGENICAS DE ESPECIES DE
NEMATODOS

Debido al incremento del comercio internacional entre bloques de paises, se hace
necesario identificar muchos de los patégenos hasta niveles subespecificos (patotipos,
biotipos, razas, etc.); tal es el caso de algunas especies de nematodos de importancia eco-
ndémica que se diseminan eficientemente con los productos agricolas.

Se hace menci6n a las razas patogénicas, porque en algunas especies de nematodos
existe lo que se llama “razas genéticas”, que son diferentes en su constitucién cromosémica
pero que aparentemente tienen el mismo comportamiento respecto de su potencial patogénico;
tal es el caso de Meloidogyne hapla.

Una de las técnicas mas utilizadas para la identificacién de razas en nematodos esta
basada en la susceptibilidad diferencial de un grupo de plantas.

a. RAZAS DE ESPECIES DEL GENERO Meloidogyne

Las especies del género Meloidogyne forman el grupo de nematodos mas amplia-
mente distribuidos a nivel mundial. Debido a que, dependiendo de la especie, su reproduc-
cién puede ser cruzada, partenogenética o mixta, su variabilidad genética es muy amplia, lo
que se manifiesta en el gran nimero de plantas hospedantes que tienen y en la vanacién en
patogenicidad que se presenta entre las poblaciones de una misma especie.

1. Meloidogyne incognita y M. arenaria

Para corroborar la identificacién de M. incognita, M. arenaria, M. javanica y M. hapla
basada en los modelos perineales, y para conocer de cual de las razas de las dos primeras
especies mencionadas se trata, se utiliza la “Prueba de Hospedantes Diferenciales de Caro-
lina del Norte” (Hartman y Sasser, 1985).

Para esta prueba se procede como sigue:

- Incrementar las poblaciones de Meloidogyne spp en plantas de tomate cv. Rutgers sem-
bradas en macetas de 15 cm de diametro con suelo esterilizado, inoculado con una masa
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de huevecillos por planta. El in6culo necesario para la prueba se tiene 45 a 60 dias des-
pués.

- Sincronizar, como se explica mas adelante, el desarrollo de las plantas diferenciales para
hacer la inoculacién.

- Obtener (técnica de Hussey y Barker, 1973) los huevecillos-larva de Meloidogyne spp de la
cria en tomate Rutgers, removiendo las plantas de las macetas y sumergiéndolas en agua
por 10 minutos. Cortar después las raices y lavarlas para eliminar el suelo, con mucho
cuidado para que no se desprendan las masas de huevecillos.

- Preparar 200 mi de una solucién de NaOCl a 0.5%, usando blanqueador comercial de
ropa.

- Cortar 20 g de raices con agallas, ponerias en el vaso de una batidora comercial y agregar-
les los 200 ml de NaOCI; batir durante tres minutos.

-- Pasar el NaOCl que contiene los huevecillos a través de dos tamices, uno de 200 mallas
(75 um de abertura entre mallas) y otro de 500 mallas (26 pm entre mallas). Los huevecillos
quedan retenidos en este ultimo tamiz.

- Lavar rapidamente los huevecillos-larva con agua corriente, ya que pierden su capacidad
infectiva cuando son expuestos por mas de cinco minutos al NaOCI.

- Ajustar el nivel final del agua hasta que la suspensién contenga 1000 huevecillos-larva por
mililitro.

- Inocular cada diferencial cerca de la base de la planta, con 5 mi de suspension (5,000
huevecillos-larva), agitando constantemente la suspension para homogeneizaria.

- Inocular cinco plantas de cada diferencial (repeticiones).

- Dejar desarrollar las plantas por un periodo de 60 dias a una temperatura de 24 a 30°C,
manteniendo condiciones apropiadas de humedad del suelo.

- Fertilizar cada semana, y de ser necesario utilizar solamente insecticidas o acaricidas no
sistémicos.

- Recuperar a los dos meses las raices de las plantas diferenciales y lavarias cuidadosa-
mente.

- Observar si hay agallas en las raices; si son pocas y pequefias, tefiir con una solucién de
Floxina B a0.0015% (15 mg/litro de agua) durante 15 a 20 minutos para facilitar su obser-
vacion. El colorante es absorbido por la matriz gelatinosa que contiene a los huevecillos,
tiféndola de un color rosa a rojo. Los huevecillos no absorben el colorante y mantienen su
viabilidad.

- Contar el numero de agallas y de masas de huevecillos y asignar un indice como se expli-
ca en seguida.
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La reaccion de las plantas diferenciales se clasifica en funcién de la presencia (+) o
ausencia (-) de agallas en las raices, segun la siguiente escala: 0 = no agallamiento ni ma-
sas de huevecillos presentes; 1 = 1 a 2 agallas 0 masas de huevecillos; 2 = 3 a 10 agallas o
masas de huevecillos; 3 = 11 a 30 agallas o masas de huevecilos; 4 = 31 a 100 agallas o
masas de huevecillos; y 5 = mas de 100 agallas o masas de huevecillos.

Las plantas diferenciales con un indice de agallamiento 0 masas de huevecillos de
dos 0 menos, son consideradas como resistentes (-) y aquellas con un indice mayor de dos,
como susceptibles (+). El comportamiento del tabaco y algodén depende de la temperatura,
y a mas de 30°C algunas poblaciones de M. incognita pueden inducir infeccién en estas
hospedantes que son consideradas como resistentes, conduciendo a una identificacion erré-
nea de la raza.

Para conocer de qué especie y raza se trata, los resultados obtenidos en la prueba
de hospedantes diferenciales se comparan con el Cuadro 1 que se presenta en el Apéndice.

La manera de sincronizar el desarrolio de las plantas diferenciales, consiste en hacer
la siembra de acuerdo con su fenologia. El tomate cv. Rutgers, pimiento cv. California Wonder,
sandia cv. Charleston Gray y cacahuate cv. Florunner se siembran 42 dias antes de la prueba.

En el caso del tabaco NC 95, que es otra diferencial, se ponen a germinar las semi-
llas 90 dias antes en vermiculita fina; después se trasplantan las plantulas a macetas de 5
cm de diametro para que tengan un buen desarrollo.

Por el contrario, las semillas de algodén cv. Delta Pine 16 se deben sembrar dias
antes de la prueba, escarificandolas previamente.

En el momento de hacer la inoculacion, las diferenciales se trasplantan a macetas de
10 cm de diametro con una mezcla 1/1 de suelo limoso y arena esterilizados previamente.

2. M. chitwoodi
Debido a la importancia econémica de M. chitwoodi se creé una prueba para diferen-

ciar dos de las tres razas que se le conocen. Esta prueba es similar a la empleada para la
identificacion de las cuatro especies mas comunes de Meloidogyne y sus razas.
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Una vez que M. chitwoodi ha sido correctamente identificada con el modelo perineal,
se procede como sigue:

- Incrementar las poblaciones en tomate cv. Rutgers.

- Sembrar en suelo fumigado con bromuro de metilo las hospedantes diferenciales, que en
este caso son: trigo cv. Nugaines, chile cv. California Wonder, alfalfa cv. Thor, zanahoria cv.
Red Cored Chantenay y tomate cv. Columbia.

- Extraer los huevecillos por el método de NaOCl a 0.5 % (Hussey y Barker, 1973) como se
explicé para Meloidogyne spp.

- Inocular con 5,000 huevecillos-larva por planta al momento de trasplantar las diferenciales
a macetas de 10 cm de diametro con suelo areno-arcilloso. Inocular cinco plantas (repeti-
ciones) de cada diferencial.

- Recuperar las raices de las plantas diferenciales después de 55 dias de haberlas inocula-
do; lavarlas cuidadosamente y tedirlas con Floxina B, como se indic6é para Meloidogyne
spp.

- Contar las agallas y extraer los huevecillos con NaOCl a 0.5 %.

- Calcular el factor de reproduccion (R) dividiendo la poblacién final de huevecillos (Pf) entre
la cantidad inoculada inicialmente (Pi).

- Comparar los resultados de la reaccién de las plantas diferenciales con lo indicado en el
Cuadro 2 del Apéndice.

El jitomate Columbia se usa en la prueba como hospedante susceptible universal;
el pimiento California Wonder no es hospedante de M. chitwoodi, pero se incluye para
detectar la posible presencia de M. hapla como contaminante, ya que ambas especies
tienen los mismos requerimientos climaticos para su desarrollo y pueden estar presentes
y mezcladas.

b. RAZAS DE Nacobbus aberrans

El género Nacobbus, que actuaimente posee sélo dos especies, induce también la
formacién de agallas en las raices de muchas plantas, tanto silvestres como cultivadas.
Aparentemente la especie mas distribuida es N. aberrans, que por tener un amplio nimero
de hospedantes causa dafios catastréficos en muchos cultivos en varios paises de América
Latina.
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Al género Nacobbus se le conoce como “Falso Agallador” o “Nematodo del Nudo en
Rosario”, debido a que las agallas que forma estan bién separadas una de otra y no coalescen
deformando totailmente a la raiz, como sucede con Meloidogyne spp. Ademas, las agallas
de Nacobbus son laterales, en relacion con el eje de la raiz, lo que permite conocer de

manera practica en el campo de cual de los dos géneros se trata, aunque pueden estar
mezclados.

Se ha observado que las poblaciones de Nacobbus aberrans no atacan todas a los
mismos cultivos. La existencia de razas de este nematodo en México fue demostrada por
Toledo (1990) y Toledo, Sosa-Moss y Zavaleta (1993), quienes proponen la técnica siguiente
para separarias:

- Colectar el indculo en campo o incrementario en invernadero en plantas de acelga cv. Ford
Hook Giant (Beta vulgaris var. Cicla).

- Sembrar en macetas con 1 kg de suelo fumigado con bromuro de metilo, cuatro repeticio-
nes de las diferenciales: frijol cv. Negro Querétaro (Phaseolus vulgaris), tomate cv. Rutgers
(Lycopersicon esculentum), acelga cv. Ford Hook Giant (Beta vulgaris var. Cicla).

- Inocular 20 huevecillos-larva por gramo de suelo, cuando las plantas tengas dos hojas
‘verdaderas.

- Evaluar la reaccién de las plantas diferenciales 60 dias después de la inoculacién, regis-
trando con el signo “+" cuando haya presencia de agallas y con “-" cuando éstas no se
observen.

- Comparar los resultados con el Cuadro 3 de respuestas de hospedantes diferenciales
para la separacién de razas de N. aberrans propuesta también por Toledo et al. (1993), que
se presenta en el Apéndice.

Asi como Hartman y Sasser (1985) llamaron “Prueba de Hospedantes Diferenciales de
Carolina del Norte “ a la que se utiliza para identificar las cuatro especies mas comunes de
Meloidogyne y sus razas, Toledo, Sosa-Moss y Zavaleta (1993) proponen el nombre de “Prue-
ba de Hospedantes Diferenciales Chapingo” para identificar las razas de Nacobbus aberrans.

c. RAZAS DE Ditylenchus dipsaci

El género Ditylenchus presenta dificultades especiales para su identificacion hasta
especie, porque es muy variable morfoldgicamente. Caracteres tan utiles en la identificacion
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de especies de la mayoria de los géneros, varian en Ditylenchus dentro de rangos muy
amplios, dando lugar a confusiones. Tal es el caso de la valvula esofagica, que puede estar
ausente o presente; de la region glandular del eséfago, que puede o no estar sobrepuesta al
intestino; de la forma de la hembra madura, que puede ser filiforme u obesa, etc.

Existen dentro del género algunas especies de gran importancia econémica, pero la
que se presenta con mayor distribucion a nivel mundial es D. dipsaci, debido a que tiene
muchas plantas hospedantes.

Ditylenchus dipsaci es un nematodo con una variabilidad genética muy amplia, por lo
que sus poblaciones presentan diferencias en su patogenicidad (razas). Desde el punto de
vista fitosanitario y cuarentenario, es muy importante identificar también la raza a la cual
pertenecen las poblaciones que causan problemas en campo.

Para separar las razas de D. dipsaci, el procedimiento propuesto por Caubel (1993)
es el siguiente:

- Extraer los nematodos 24 h antes, cortando los tejidos enfermos en pedazos pequerios y
colocandolos en un tamiz de 40 mallas; el tamiz se acomoda dentro de un recipiente con
agua, procurando que se mantengan siempre bien himedos los materiales vegetales. Los
nematodos saldran de los tejidos por sus propios movimientos y se asentaran en el reci-
piente con agua.

- Pasar la suspensién de nematodos por el tamiz de 325 mallas para eliminar los individuos
muertos.

- Concentrar los nematodos en agua limpia y mantenerlos vivos aereando la suspension
con un burbujeador de pecera. Si fuera necesario conservarlos varios dias (no mas de
tres), o0 si no se dispone de un burbujeador de pecera, se pueden mantener vivos cambian-
doles el agua con frecuencia.

- Ajustar el volumen de agua de tal forma que la suspension contenga 100 + 10 nematodos
en 20 pl; contar minimo cinco veces y hacer el promedio para reducir el error.

- Preparar un dia antes de inocular las diferenciales una solucién de metil-celulosa a 2 %,
mezclando perfectamente 2 g de metil-celulosa en 100 ml de agua destilada, procurando
que no haya burbujas en el seno de la solucion, que es muy espesa.

- Agregar a la suspension de nematodos una cantidad igual de metil-celulosa a 2 %; de esta
forma en la dilucién final habra por cada 20 pl 50 £ 5 nematodos y contendra 1 % de metil-
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celulosa. La metil-celulosa incrementa mucho la densidad del agua y proteje a los
nematodos de la desecacion, aumentando las probabilidades de que penetren a los tejidos
de las plantas en que se inoculan. Ademas, permite hacer una suspension de nematodos
homogénea, ya que por la alta densidad éstos no se sedimentan en el recipiente que los
contiene.

- Inocular el grupo de diferenciales; trébol rojo cv. Khun ( Trifolium pratence);, trébol blanco cv.
Avia (Trifolium repens); alfalfa cv. Europa (Medicago sativa), chicharo (Pisum sativum);,
papa (Solanum tuberosum); avena (Avena sativa), cardo (Dipsacus fullonum); narciso
(Narcissus spp); jacinto (Hyacinthus spp); tulipan (Tulipa spp); haba cv. Aguadulce (Vicia
faba); y cebolla (Allium cepa).

- Inocular también los cultivares resistentes: alfalfa cv. Vertus (Medicago sativa), trébol cv.
Quinn (Trifolium spp.) y haba cv. INRA 29 H (Vicia faba).

- Inocular 30 plantulas de las alfalfas, tréboles, habas, chicharo, avena y cardo. Las habas y
el chicharo se inoculan en el axis de las dos primeras estipulas; la avena, en el coleoptilo,
antes de que se extienda la primera hoja; y las alfalfas, tréboles y cardo, en medio de las
dos hojas cotiledonares. Para sincronizar la inoculacion de estas plantas, es necesario
conocer su comportamiento fenolégico.

- Inocular subdérmicamente los bulbos de cebolla, narciso, jacinto, tulipan y los tubérculos
de papa, haciendo un orificio superficial, donde se coloca la suspensién de nematodos (20
ul); después se cubre la herida con parafiim.

- Inccular el ajo cortando el apice de los “dientes” y depositando en la herida la suspension
de nematodos.

- Observar la respuesta de las plantas 45 a 60 dias después de la inoculacion, cuando se
han desarrollado aproximadamente dos generaciones del nematodo.

- Para conocer de qué raza se trata, es necesario comparar la reaccion de las diferenciales

i con los datos presentados en el Cuadro 4 para razas de D. dipsaci propuesto por Caubel

, (1993), que se presenta en el Apéndice.

E. LA ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL Y SU APLICACION EN LA
IDENTIFICACION DE NEMATODOS

La electroféresis bidimensional es una técnica de alta sensibilidad que permite traba-
jar con microvolumenes; con ella se pueden detectar diferencias a una concentracion de
2ug/pl de proteina.
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Esta técnica es muy laboriosa y exige ser realizada bajo estricto control aséptico.

La descripcién del procedimiento que se presenta en seguida, tiene como base las
experiencias obtenidas Bossis y Mugniery (1993) en el Institut National de la Recherche
Agronomique (INRA) de Francia, con nematodos enquistados del género Globodera.

Los pasos a seguir son:
a. PRIMERA PARTE
Preparacion y corrimiento de la primera dimension (ID).

- Desarrollar en invernadero las poblaciones de especies de nematodos formadores de quis-
tes, u obtenerlas en campo colectando las hembras directamente de las raices de las
plantas atacadas.

- Remover las hembras blancas y lavarlas tres veces en la solucion W1 (Apéndice: Técnica
Wageningen).

- Separar tres submuestras de 100 hembras blancas de cada poblacién a estudiar.

- Macerar las hembras en frio con 10 pl de la solucion W1, pero ajustando el pH a 7.9,
mezclada con 30 yl de la solucion R1 (Apéndice: Técnica Wageningen).

- Centrifugar el macerado a 10,000 g/10 min a 4°C y separar el sobrenadante. En caso de
tener que suspender el proceso, congelar el sobrenadante a -80°C, pudiendo conservarse
asi por varios meses, para continuar posteriormente.

- Medir su concentracion de proteinas por espectrofotometria. Para ésto, consultar el méto-
do de Bradford (1976) que requiere de la solucién del mismo nombre (Apéndice: Técnica
Bossis y Mugniery punto A)

- Marcar los capilares de 67 mm y preparar el soporte aplicando una fina capa de plastilina
que se cubre con parafilm; debe evitarse al maximo contaminar la cara del parafilm que
cubre a la plastilina.

- Llenar los capilares con el gel de primera dimension 1-D (Apéndice: Técnica Bossis y
Mugniery punto B) hasta la marca, evitando la formacién de burbujas y pararios en el so-
porte.

- Colocar el soporte con los capilares, en una camara himeda, hasta que polimerice el gel
1-D; una vez polimerizado extraer las microgotas de agua resultantes.
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- Calibrar la microaguja que se va a usar para aplicar la proteina, con una gota de 2 pl de
agua destilada y marcar el nivel, para mayor precision se pesa + 1 pyl = 1 yg de agua y se
comprueba la marca.

- Colocar con la microaguja + 2yl de proteina en el capilar con el gel 1-D. Lavar el aplicador
con agua destilada tres a cuatro veces antes de aplicar proteina a otro capilar; no deben
usarse mas de 5 ug de proteina porque se pierde la resolucién, es decir, dos proteinas
diferentes pueden aparecer como una sola mancha, debido a la cantidad existente en el
gel. Se recomienda correr dos o tres geles para cada poblacion en estudio.

- Una vez agregada la proteina, cubrirla con la solucién R3 (Apéndice: Técnica Wageningen);
colocar la tapita del capilar llena también con la solucién R3.

- Montar cada capilar en el soporte de la cuba del aparato de electroféresis.

- Sosteniendo el soporte, adherir una microgota de acido fosférico 0.10 mM en la parte infe-
rior del capilar.

- Meter el soporte con los capilares hasta el nivel que separa la cuba inferior (@nodo) de la
superior (catodo).

- Llenar la cuba inferior con acido fosférico 0.10 mM.

- Una vez llena la cuba inferior, llenar la superior con solucién amortiguadora (Apéndice:
Técnica Bossis y Mugniery punto C).

- Tapar el aparato y correr la primera migracién; 18 v una hora; 180 v 1:30 hr; 270 v 30 min;
500v 1:35 hr.; lo que equivale a 1375 vh.

Transcurrida la primera migracion se separan los geles 1-D en solucién WS ( Apén-
dice: Técnica Wageningen); en esta parte de la metodologia los geles pueden guardarse en
tubos Ependor y congelarse a -80°C para continuar posteriormente, siendo ésta la segunda
y ulitima ocasién en que se puede suspender el proceso.

b. SEGUNDA PARTE
Preparacion y corrimiento de la segunda dimension (2D).
El Gel 2D lo componen el de Separacion y el de Concentracion.
- Montar las placas perfectamente horizontales; marcar 15 mm hasta donde debe llegar el

gel de separacion (del Apéndice: Técnica Bossis y Mugniery punto D-a). Sobre el Gel de
separacion agregar el Gel de concentracion( Apéndice: Técnica Bossis y Mugniery punto
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D-b), evitando pelusa o contaminantes que interfieran con la tinciéon. Antes de aplicar el Gel
de separacion deberan mezclarsele sus polimerizantes y con una jeringa poner hasta poco
mas arriba para después reducirio hasta el nivel de la marca. De esta forma se pueden
eliminar las burbujas, que deben evitarse a lo maximo; dejar que polimerice en una camara
humeda. Si el tiempo es limitado, la cAmara humeda se puede guardar en el refrigerador y
al otro dia continuar con la segunda dimension.

- Una vez que se ha dado la polimerizacion, se agregan 100 pl de butanol-agua (v/v) dejan-
dolo por 20 min (el isopropanol da mejor resultado).

- Lavar con agua bidestilada y secar con papel filtro que no deje pelusa; agregar el Gel de
Concentracion.

- Aplicar con otra jeninga dicho Gel después de mezclarie su polimerizante, hasta el borde
de la placa exterior; al polimerizar, lavar con agua bidestilada y secar por los costados con
papel filtro que no suelte pelusa.

- Agregar 100 pl de butanol-agua (v/v) 0 en su defecto 150 pl de isopropanol, que da mejores
resultados.

- Colocar el Gel 1-D eliminando los restos de la solucién W5 en la que se conservaron,
evitando dafiar la superficie del gel con las pinzas.

- Terminando de colocar el Gel 1-D, agregar 100 pl de la solucién colorante W4 (Apéndice:
Técnica Wageningen), dispersandola a lo largo de la superficie del Gel 1-D.

- Montar correctamente las placas en los electrodos; introducirios en la cuba de electroféresis
y llenar la cuba inferior con la solucién amortiguadora (Apéndice: Técnica Bossis y Mugniery
punto E) hasta alcanzar un medio del tornillo superior.

- Eliminar las burbujas de la cuba inferior (esto es muy importante) con el tubo "L" de vidrio,
unido a una jeringa por medio de una manguera de goma.

- La migracién del Gel 2-D es de la siguiente forma: 20 min a 10 mA; 20 mA hasta que el
colorante baje 2 a 3 mm antes del fondo (+1.45 h).

c. COLORACION DE LAS PLACAS DE GEL 2-D

Todas las soluciones empleadas en la coloracién se encuentran en el punto F de la
técnica de Bossis y Mugniery en el Apéndice de este capitulo. Los pasos a seguir son:

- Desmontar los Geles 2-D transcurrido el tiempo de la migracion; el de Concentracién se
elimina y él de Separacion se coloca en la Solucion | por 30 minutos (fase de deshidratacion).
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- Retirar la Solucién | y sustituirla por la Solucién Il que se deja por 30 minutos (fase de
rehidratacion); mantener todo en agitacion constante para evitar la desecacién de la capa
superior del gel.

- Sustituir la Solucién |1 por la Solucién Il y dejaria durante 2 h (fase de fijacion del gel).

- Lavar cuatro veces (10 min cada vez) con la Solucién VI y dejar reposar por 10 min en la
misma solucién.

- Retirar la Solucién VI y agregar aproximadamente 50 mi de la Solucién |V; dejar reposar por
25 min (fase de fijacion del colorante) agitando constantemente la caja de revelado.

- Pasar el gel a otra caja con la Solucién VI, dejandolo ahi durante 5 minutos; las cajas se
lavan perfectamente para eliminar el AQNO, de la Solucién IV.

- Lavar el gel dos veces mas en la Solucién VI (5 min cada vez).

- Retirar la Solucién VI y agregar la Solucién V, dejandola por aproximadamente cinco minu-
tos (fase de revelado); la reaccion se observa “a 0jo”.

- Enjuagar con la Solucién VI.

- Fijar la coloracién en la Solucién VII por dos minutos.

d. MONTAJE Y SECADO DEL GEL 2-D

Para secar el Gel de Separacion del Gel 2-D se prepara una solucién de alcohol
etilico a 20% y se procede como sigue:

- Lavar perfectamente una hoja de celofan en el alcohol.

- Extender el celofan sobre un marco que se hace especialmente para este propésito.

- Colocar sobre el celofan el Gel y cubrirlo con otra hoja de celofan, evitando la formacién de
burbujas.

- Colocar otro marco a manera de emparedado y sujetar con pinzas.

- Dejar secar por 40 h en una camara donde no haya polvo. Una vez seca la placa, queda
lista para hacer un analisis comparativo subjetivo. En los laboratorios muy bien equipados,
se calcula el coeficiente de similaridad y la distancia genética de la especie y/o raza del
nematodo en estudio, con un sistema computarizado.




122 técnicas para el diagnéstico de las enfermedades de las plantas

F. APENDICE

FIGURA 1. Dibujo del Fenwick

FIGURA 2. Separacién de quistes por la técnica del vaso
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FIGURA 3. Separacion de quistes por la técnica de rodamiento.

FIGURA 4. Corte del quiste en su parte fenestral.
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Cuadro 1. Reaccién de las cuatro especies comunes de Meloidogyne a la prueba de Hospedantes
Diferenciales de Carolina del Norte.

Hospedantes diferenciales cultivar’

Especies de

Meloidogyne ' Tabaco Algodén Pimiento Sandia Cacahuate Tomate
y razas NC 95 Delta- California Charleston Flor Rutgers

pine 16 Wonder runner

M. incégnita
Raza 1 - - + + - +
Raza 2 + - + + - +
Raza 3 - + + - +
Raza 4 + + + - +

M. arenarnia
Raza 1 + - + + + +
Raza 2 + - - + - +

M. javanica + - - + - +

M. hapla + - + - + +

* Tabaco (Nicotiana tabacum) cv NC95; algodén (Gossypium hirsutum) c.v. Deltapine 16; Pimiento (Capsicum
rutescens) cv. California Wonder; Sandia (Citrulus vulganis) cv. Charleston Grey; Cacahuate (Arachis hypogea)
cv. Florrunner; Tomate (Lycopersicon esculentum) cv. Rutgers.
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Cuadro 2. Respuesta de hospedantes diferenciales a Meloidogyne hapla y razas de M. chitwoodi.

Reacciéon de los hospedantes diferenciales’

Trigo Chile Alfalfa Zanahoria Tomate
M. hapla - + + + +
M. chitwoodi
Raza 1 + - - +
Raza 2 + - + -

' Trigo (Tnticum aestivum) cv. Nugaines; Chile (Capsicum annuum) cv. California Wonder; Alfalfa (Medicago
sativa) cv. Thor; Zanahoria (Daucus carotae) cv. Read Cored Chantenay; Tomate (Lycopersicon esculentum) cv.
Columbia.

+ La capacidad de las especies para mantener un factor reproductivo > 1 por 55 dias (Mojtahedi, Santo y
Wilson, 1988).

Cuadro 3. Respuesta de hospedantes diferenciales para la separa-
cién de razas de N. abemrans

Reaccién de las hospedantes diferenciales

Raza Frijol Tomate Acelga
Na-1 - + +
Na-2 + + +

Na-3 + - +
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Cuadro 4. Reaccién de hospedantes diferenciales para la identificacion de razas de Dytilenchus dipsaci.

RAZA Trebol  Trebol
rojo  blanco

Alfalfa Centeno

Ajo Papa Cardo Jacinto Narciso Tulipan Haba Haba
raza raza
gigante normal

Trifolium
pratense ++ -
KHUN

Trifolium
repens - ++
AVA

Medicago
sativa - -
EUROPA

Pisum
sativum ++

Solanum
tuberosum -

Avena
sativa -

Dipsacus
fullonum

Narcissus
ssp -

Hyacinthus
ssp -

Tulipa ssp -

Vicia faba
AGUADULCE

Allium
sativum

Medicago
sativa
VERTUS

T. pratense
QUIN -

Vicia faba
IINRA 29 H

++

++

++

++ ++ - -
+ ++ - +
++ ++
- - - ++ ++
- - ++ - ++
- - - - ++
++ ++
+4 - ++

- o

++ = Alta reproduccion.
+ = Baja reproduccion.
(Caubel, 1993)

- = No reproduccién
(-)+ = Reproduccion escasa de algunas poblaciones
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REACTIVOS PARA LA TECNICA BOSSIS Y MUGNIERY (1993) DE
ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL

A. SOLUCION DE BRADFORD (1976) PARA CALIBRAR EL ESPECTOFOTO-
METRO Y CONOCER LA CONCENTRACION DE PROTEINA

Ingredientes:

Comasina azul brillante G250 10 mg
Disolver en etanol a 95% 50 mg
Ajustar 85% (peso/volumen) 4cido fosférico 10mi
Diluir en agua destilada 100 ml

B. GEL PARA LA PRIMERA DIMENSION 1D

Ingredientes:

Urea 1.375¢
Acyl PDA 334.0 pl
Biolyte 5-7 50.0 pl
Biolyte 6-8 50.0 pl
Biolyte 3-10 250l
Agua destilada 1 litro
Preparacion:

Agregar uno a uno todos los ingredientes, mezclar bien y filtrar a 45 pym. Una vez
preparado se agregan los polimerizantes, que se preparan como sigue:

Polimerizacion
Ingredientes:

APS 5.0l
Temed 25l
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Preparacion:

Mezclar la urea con el agua destilada tibia y agregar la acrilamida/PDA (334 pl); una
vez disuelta la urea agregar los anfolitos (anfolite de Bio-RAD). Filtrar con filtro de 45u usan-
do una jeringa de 10 ml; una vez filtrado agregar los polimerizantes 2.5 pl de Temed y 5 pl de
APS. Cabe aclarar que la velocidad de polimerizacion es de aproximadamente 10 min a 16-
17°C y puede verse aumentada marcadamente por la temperatura, por lo que es recomen-
dable reducir proporcionalmente los polimerizantes o trabajar sobre hielo.

C. Solucién amortiguadora para las cubas 1 D

Solucién concentrada

a. Cuba inferior (anodo): H,PO, 0.1M:100 ml diluir 10 veces 680u1/1000 ml (=10 mM).
Ingredientes:

b. Cuba superior (catodo): H,PO, a 85% = 15N. NaOHO 0.2M:10 ml diluir 10 veces 80 mg/10
ml (desgasificar) pesar 400 mg de NaOH, disolver en 50 mi de A Dutilar, tomar 10 ml (80 mg/
10ml), los 10 ml se aforan hasta 100 ml con agua destilada, y se somete a vacio con agitador
magnético durante 20 min.

D. Geles para la segunda dimensién 2-D

a. Gel de separacion: T = 12.9%

Ingredientes:

Acrilamida/PDA 13.000 mi
Tris HCl de pH 8.8 7.500 ml
SDS 0.300 ml
Tiosulfato 0.186 ml

Agua destilada 9.050 ml
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Preparacion:

Mezclar perfectamente todos los ingredientes y filtrar a 45 pm.
Polimerizantes.

APS 240.0 ul/3 =80 pl
Temed 13.5ul/3=4.5yl
Preparacion:

Los ingredientes que son suficientes para preparar seis geles, se mezclan en el
orden en que estan anotados; después se filtra a 45 ym y se somete a vacio (700 mm de Hg)
por 10 min. Se retira la solucién de la camara de vacio y se le agregan los polimerizantes 80
ul de APS mas 4.5 pl de Temed.

b. Gel de concentracion: T = 4%

Ingredientes:

Acrylamida/Bis 1.95 ml
Agua destilada 8.65 ml
Tris de pH 6.8 3.75mi
SOS 0.15ml
Volumen total 14.548 mi
Preparacion:

Mezclar todos los ingredientes perfectamente y filtrar a 45 pm;después desgasificar
durante tres a diez min (700 mm Hg).

Agentes polimerizantes
Ingredientes:

APS 40.0 pl
Temed 8.0l
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Preparacion:

12 Mezclar los ingredientes en el orden citado, filtrar a 45 pm y someter a vacio 10
min. Agregar los polimerizantes (recuerde el volumen indicado para seis geles).

E. SOLUCION AMORTIGUADORA PARA LA CUBA (1 LITRO) PARA EL CORRIMIENTO
DE LA SEGUNDA DIMENSION

Ingredientes:

Tns 309
Glycine 1449
SDS 10% 10.0 ml
Agua destilada 1 litro
Preparacion:

Pesar cuidadosamente los 3 g de tris y 14.4 de glycine; agregar los 10 ml de la
solucién de SDS a 10% previamente preparada, y aforar a un litro con agua destilada.

F. Reactivos para la coloracion con nitrato de plata (Tecnica de Oakley modifi-
cada por Bossis y Mugniery, 1993)

Solucién | (deshidratadora).

Ingredientes:
Metanol 160.0 ml
Acido acético glacial a 96% . 33.3mi
Agua bidestilada 126.7 ml
Preparacién:

Se mezcla todo perfectamente, y del volumen total de 320 ml se emplean 50 ml por placa.
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Solucién Il (rehidratadora).

Ingredientes:
Metanol 22.5ml
Acido acético glacial a 96 % 33.3ml
Agua bidestilada 394.2 mi
Preparacion:

Se mezclan los ingredientes perfectamente, y del volumen total de 450 ml se em-
plean 75 mi por placa.

Solucion Il (fijadora del gel).

Ingredientes:
Glutaraldehido 85.8 ml
Agua bidestilada 2142 ml
Preparacion:

Se disuelve perfectamente el glutaraldehido en el agua bidestilada, y del volumen total
de 300 ml se emplean 50 ml por placa.

Solucién IV (Fijadora del colorante).
Ingredientes:

Disolver un gramo de NaOH en 25 mi de agua bidestilada, se toman 2.2 mi de NaOH
INy agregarloé a 50 ml de agua bidestilada, 588.0 mg/l AGNO, se disuelven en 10 ml de
agua bidestilada (manéjese con sumo cuidado, producto muy corrosivo) colateraimente 150
mi de agua bidestilada se someten a vacio durante 10 minutos, a los 150 mi de NaOH se le
agrega el nitrato de plata, la solucion se obscurece, luego se agregan lentamente 3.03 mi de
amoniaco (NH, 25%), la solucién se aclara completamente, una vez clara ajustar a 300 ml
con agua bidestilada desgasificada. Volumen total 300 mi, volumen a usar 50 mi.
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Solucién V (revelado: reduccién de la Ag).

Ingredientes:
Acido citrico a 1 % (P/V) 1.5ml
Formaldehido a 37 % (P/V) 0.3ml
Agua bidestilada 5988.2 m|
Preparacion:

Mezclar todo perfectamente y del volumen total de 600 mi utilizar 100 ml por placa (
5 min).

Solucién VL. (se llama asi a agua bidestilada).
Solucién VI (fijador).

Esta solucion es acido acético a 1 %.

REACTIVOS PARA LA TECNICA WAGENINGEN DE ELECTROFORESIS

Soluciones amortiguadoras para la extraccion de las proteinas de nematodos.

Ingredientes:

w1

Urea 0.647g

Tris HCI (10 mM) de pH 7.4 0.570 mi

R mercaptoetanol 30.000 i
Solucién W2 133.000 i

W2

B mercaptoetanol 100.0 ul

Biolytes 5-7 80.0 il



Biolytes 3-10
Agua destilada

w3

Urea

Tris HCl10mM de pH 7.4
Biolyte 5-7

Biolyte 3-10

Agua destilada

w4
TrisHCI0.5MdepH 6.8
Glicerol

SDS a 10%

Bromofenol b a 0.1%
Agua bidestilada

W5

Tris

Agua destilada
(= 0.0625M)

Ajustar el pH a 6.8 con HCI 1N
SDS

Glicerol

Agua asp

R1
Esta solucién es igual a la W1

R2

Agua destilada

B mercaptoetanol
Biolyte 5-7
Biolyte 6-8

Biolyte 3-10

nematodos fitopardsitos

20.0 i
200.0 pl

9.60g
10.00 ml
0.40 ml
0.10ml
1.00 mi

8.75 mi
5.00 mi
10.00 mi
2.00ml
25.00 ml

76¢g
750.0 ml

23.0g
78.0 mi
1000.0 ml

200.0 4l
100.0 pl
40.0 pl
40.0 pl
20.0 pl
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R3
Biolyte 5-7 0.2l
Biolyte 6-8 0.2l

F.BIBLIOGRAFIA

AYOUB, M.S. 1980. Plant nematology an agricultural training aid. Neam Aid Publication.
195 p.

BALDWIN, G.I.; MUNDO-OCAMPO, M. 1991. Heteroderinae, Cyst-and non-cyst-farming
nematodes. Ed. por Nickle, W.R. Manual of Agricultural Nematology. Mercer Deker. Inc.
p 275-362. ‘

BAKKER, J. BOWMAN-SMITS, L. 1988. Genetic variation in polypeptide maps of two
Globodera rostochiensis pathotypes. Phytopathology. 78:894-900.

BARKER, K.R.; SASSER, J.N.; CARTER, C.L. (eds.). 1985. An advanced treatice on

Meloidogyne. Vol. Il. Methodology. A cooperative publication of the Departament of Plant
Pathology and the United States Agency for International Development. North Carolina
State University Graphics.

BAKKER, J.; BOWMAN-SMITS, L. 1988. Contrasting rates of protein and morphological
evolution in cyst nematodes species. Phytopathology. 78:900-904.

BOSSIS, M.; MUGNIERY, D. 1993. Specific status of six Globodera parasites of solanaceous
plants studied by means of two dimensional gel electrophoresis with a comparison of
gel patterns by a computed system. Fundament Applied Nematology. 16(1):47-56.

BRADFORD, M.M. 1976. A rapid and sensitive method for quantitation of microgram quantities
of protein utilizaing the principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry. 72:248-
254

BRATHWAITE, Ch. W. D. 1984. An introduction to the diagnosis of plant disease. IICA. San
José. Costa Rica.



nematodos fitopardsitos 135

BRATHWAITE, Ch. W. D.; SOSA-MOSS, C. 1995. Introduccion al Diagnéstico de las Enfer-
medades de las plantas. Diagnéstico Fitosanitario I. ICA. San José Costa Rica.

CAUBEL, G. 1993. Curso de entrenamiento para la identificacién de razas de Ditylenchus
dipsaci. Francia, INRA-RENNES (Comunicacién personal).

DE BOER, J.M.; OVERMARS, H.; BOWMAN-SMITS, L.; DE BOEVERE, M.; GOMMERS, F.;
BAKKER, J. 1992. Protein polymorphism within Globodera pallida assesed with mini

two dimensional gel electrophoresis of single females. Fundament Applied Nematology.
15:493-501.

EISEMBACK, J.D. 1985. Diagnostic characters useful in the identification of the four most
common species of root-knot nematodes (Meloidogyne spp.). p. 95-112.

EISEMBACK, J.D.; HIRSCHMANN, H.; SASSER, J.N.; TRIANTAPHYLLOU, A.C. 1983. Guia
para la identificacion de las cuatro especies mas comunes del nematodo agallador
(Meloidogyne especies) con una clave pictérica. Traducida por Sosa-Moss, C. Publi-
cacion cooperativa entre el Departament of Plant Pathology and Genetics, North Caro-
lina State University, el Centro de Fitopatologia del Colegio de Postgraduados, Chapingo,
México y la Agencia para el Desarrolio Internacional de los Estados Unidos. Raleigh,
North Carolina. 48 p.

EISEMBACK, J.D.; HIRSCHMANN, T.H. 1991. Root-knot nematodes: Meloidogyne species
and races. Ed. por Nickle, W.R. (ed). Manual of Agricultural Nematology. Marcel Deker,
inc.

FERRIS, V. R.; FAGHIHI, J.; IREHOLM, A_; FERRIS, J.M. 1989. Two-dimensional protein
patterns of cereal cyst nematodes. Phytopathology. 79:927-933.

GOLDEN, M.A. 1986. Morphology and identification of cyst nematodes. Ed. por Lamberti F.
and C.E. Taylor Cyst Nematodes. Plenum Press. Published in cooperation with NATO
Scientific Affairs Division. New York and London. p. 23-45

HARTMAN, K.M.; SASSER, J.N. 1985. Identification of Meloidogyne species on the basis of
differential host test and perineal pattern morphology. Ed. por Barker, K.C.; Carter,




136 técnicas para el diagnéstico de las enfermedades de las plantas

C.C.; Sasser, J.N. An advanced treatice on Meloidogyne. Vol. |l. Methodology. A Cooperative
publication of the Departament of Plant Pathology and the Uniterd States Agency for

International Development. North Carolina State University Graphics. p. 66-77.

HESLING, J.J. 1978. Cyst nematodes: Morphology and identification of Heterodera, Globodera
and Punctodera. Ed. por Southey, J.F. Plant Nematology. London. p. 125-155.

HOCHTRASSER, D.F.; PATCHORNIK, A.; MERRIL, C.R. 1988. Development of
polyacrylamide gels that improve the separation of proteins and their detection by silver
staining . Analytical Biochemistry. 173:412-423.

HOOPER, J.D. 1990. Extraction and processing of plant and soil nematodes. Ed. por Luc,
M.; Sikora A. J.; Bridge, J. Plant Parasitic Nematodes in Subtropical and Tropical
Agriculture. C.A.B. International Institute of Parasitology. p. 45-66.

HUSSEY, R.S.; BARKER, K.R. 1973. A comparison of methods of collecting inocula of
Maeloidogyne spp., including a new technique. Plant Disease Reporter. 57:1025-1028.

JEPSON, S.B. 1987. ldentification of root-knot nematodes (Meloidogyne species). C.A.B.
International. Wallingford, Oxon. United Kingdom. 265 p.

MOJTAHEDI, H.; SANTO, G.C.; WILSON, J.H. 1988. Host test to differentiate Meloidogyne
chitwoodi Races 1 and 2 and M. hapla, Journal of Nematology. 20(3):468-473.

MYERS, R.F. 1987. Identificacion de especies y razas de Meloidogyne. Ed. por Zuckerman
B.M.; Mai, W.F.; Harrison, M.B. Fitonematologia. Manual de Laboratorio. Centro
Agronémico Tropical de Investigacion y Ensefianza. Turrialba. Costa Rica. p. 71-76.

NIBLACK, L.T.; HUSSEY, S.R. 1987. Extraccion de nematodos del suelo y de tejidos vege-
tales. Ed. por Zuckerman, B.M.; Mai, W.F.; Harrison, M.B. Fitonematologia. Manual de
Laboratorio. Centro Agronémico Tropical de investigacion y Ensefianza, Turrialba, Costa
Rica. p. 235-242

OAKLEY, B.R.; KIRSCH, D.R.; MORRIS, N.R. 1980. A simplified ultrasensitive silver stain
for detecting proteins in polyacrylamide gels. Analytical Biochemistry. 105:361-363.



nematodos fitopardsitos 137

O'FARRELL, P.H. 1975. Hight resolution two-dimensional electrophoresis of protein. Journal
Biology Chemistry. 250:4007-4021.

PREMACHANDRAN, D.; BERGE, J.B.; EGBERT, E.C. 1984. Two-dimensional
electrophoresis of proteins from root-knot nematodes. Revue Nematology 7:205-207.

RIGGS, R.D. 1987. Preparacion de patrones perineales de Meloidogyne spp y de conos
vulvares de nematodos enquistados. p. 243-245.

SASSER, J.N. 1980. Root-knot nematodes: a global menance to crop production. Plant
Disease 64:36-41.

SASSER, JM.; BARKER, K.R.; CARTER, C.L. (Eds). 1985. An advanced treatise on
Meloidogyne. Vol. 1: Biology and Control. A cooperative publication of the Department
of Plant Pathology and the United States Agency for International Development. North
Carolina State University Graphics.

SOSA-MOSS, C 1974. Curso de nematodos fitopatégenos. México, Colegio de
Postgraduados de la Escuela Nacional de Agricultura, Rama de Fitopatologia. (Co-
municacién personal).

SOSA-MOSS, C 1990 Claves para género de nematodos fitoparasitos del Suborden
tylenchina. Colegio de Postgraduados, Montecillos México. 45 p.

SHEPHERD, M.A. 1986. Extraction and estimation of cyst. Ed. por Southey, J.F. Laboratory
methods for work with plant and soil nematodes. Ministry of Agriculture, Fisheries and
Food. London: Her Majesty’s Stationery Office. 202 p.

SOUTHEY, J.F. (ed.). 1965. Plant nematology. Technical Bulletin. N° 7. Ministry of Agriculture
Fisheries and Foods. London. 282 pp.

STONE, R.A. 1986. Taxonomy and phylogeny of cyst nematodes.Ed. por Lamberti, F.; Taylor
C.E. Cyst Nematodes. Plenum press. Published in cooperation with NATO Scientific
Affairs Division.p. 1-21



138 técnicas para el diagnéstico de las enfermedades de las plantas

TOLEDO, R. J.C. 1990. Caracterizacién patogénica de cinco poblaciones de Nacobbus
aberrans y evaluacién del dafio que causa a tomate, chile y frijol en México. Tesis de M.
en C. Centro de Fitopatologia. Colegio de Postgraduados. Montecillo, México. 64 p.

TOLEDO, R. J.C.; SOSA-MOSS, C.; ZAVALETA-MEJIA, E. 1993. Gama de hospederos de
cinco poblaciones mexicanas de Nacobbus aberrans. Nematrépica. 23(1):105-108.

TAYLOR, A.L.; SASSER, J.N. 1978. Biology identification and control of root-knot nematodes
(Meloidogyne species). A cooperative publication of the Department of Plant Pathology
and the United States Agency for the International Development. North Carolina State
University Graphics. 111 p.

ZUCKERMAN, S.M.; MAI, W.F.; HARRSON, M.B. (eds). 1987. Fitonematologia. Manual de
laboratorio. Centro Agronémico Tropical de Investigacion y Ensefianza. Turrialba, Cos-
ta Rica. 248 p.

ZUCKERMAN, B.M.; MAI, W.F.; KRUSBERG, L.R. 1990. Plant Nematology Laboratory
Manual. Published by Agricultural Experimental Station. University of Massachusetts at
Ambherst. 252 p.



V. VIRUS, VIROIDES Y OTROS PATOGENOS SIMILARES

A.VIRUS

Los virus son entidades tan pequefias que no pueden observarse con el microscopio
compuesto de luz. Causan enfermedades en las plantas y en los animales, incluyendo al
hombre; tedricamente ninguin ser vivo escapa al ataque de los virus.

Debido a su tamafio infinitamente pequefio, el diagnéstico de una enfermedad cau-
sada por virus es dificil; su estudio se dificulta ain mas porque no pueden ser cultivados en
medios sintéticos como los hongos o bacterias, debido a que al igual que los nematodos
fitopatégenos son parasitos obligados. Pueden ser detectados observando las inclusiones
que forman en las células de las plantas infectadas, o viendo sus particulas en el microsco-
pio electrénico.

No obstante que no es facil trabajar con los virus que atacan a los vegetales, existen
actualmente técnicas que han sido desarrolladas para detectar a los virus dentro de los
tejidos de las plantas enfermas.

Una técnica muy practica y relativamente rapida, que permite conocer en una prime-
rainstancia si en la enfermedad que se pretende diagnosticar esta involucrado un virus, es la
de “transferir” los sintomas de una planta enferma a una sana, inoculando a ésta ultima con
la savia de la enferma. La técnica de transmision mecanica de virus puede consultarse en
cualquier libro clasico de Fitopatologia o en Brathwaite (1984) o Brathwaite y Sosa-Moss
(1995).

Otra técnica similar consiste en injertar un trozo de tallo de la planta enferma en una
planta sana y observar si esta Ultima se enferma y se reproducen los sintomas. En teoria,
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todos los virus fitopatégenos descritos hasta la fecha pueden transmitirse por injerto a sus
plantas hospedantes y aun a especies cercanas; sin embargo, en la practica, por diversos
factores tales como la naturaleza de la planta hospedante, las caracteristicas del propio
virus, las dificultades técnicas para realizar el injerto, etc., no en todos los casos se tiene
éxito con este tipo de transmision.

Ademds, para eliminar la posibilidad de que los sintomas originaimente observédos
en la planta sean causados por toxinas de insectos, se recomienda hacer la transmision
seriada por tres o cuatro veces.

Debe aclararse que no puede hacerse lo anterior en todos los casos, sino Gnicamen-
te con las plantas atacadas por virus que pueden transmitirse mecanicamerite o por injerto.

Aunque los virus no pueden cultivarse in vitro, para su estudio es necesario purificar-
los y concentrarlos, lo que equivale a los cultivos puros de hongos o bacterias.

a. PURIFICACION EN VIRUS

Jayasinghe y Salazar (1993) afirman que en la naturaleza existen muchos virus que
infectan plantas; para hacer el diagnéstico es necesario conocerlos desde el punto de vista
quimico, fisico y biolégico. Para lo anterior es necesario purificarlos, es decir, obtener parti-
culas ciento por ciento activas y tan libres de material de las células que infectan, como sea
posible.

Las particulas virales asi obtenidas pueden ser utilizadas para caracterizar al virus
desde el punto de vista fisico, quimico y bioquimico; en investigaciones basicas de biologia
molecular; en trabajos basicos de investigacion; o para la obtencién de un antisuero especi-
fico que permita hacer el diagndstico.

1. FUNDAMENTOS DE LA PURIFICACION

Purificacién quimica de un virus se basa en que sus particulas difieren quimicamen-
te de los constituyentes normales de las células-hospedantes. La purificacion consiste en
aprovechar tales diferencias para obtener particulas ciento por ciento activas y libres de ma-
terial celular; sin embargo, debe aclararse que algunas particulas pierden su infectividad duran-
te el proceso de purificacién y que algunas veces también se presentan modificaciones en su
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morfologia, por lo que el proceso debe efectuarse de tal manera que el virus permanezca
intacto. Para tal fin, se deben realizar una serie de etapas que se describen a continuacion.

2. ETAPAS EN LA PURIFICACION
Seleccion de la planta hospedante

No utilizar el hospedante natural del virus, para evitar una reaccién inmunolégica a la
proteina de la planta. Seleccionar una planta hospedante de facil manejo que permita obtener
altas concentraciones de virus y que no tenga inhibidores como taninos, latex o compuestos
fendlicos, en altas cantidades,ya que estos compuestos interfieren en la purificacion del
virus.

Extraccién de ia savia

A pesar de que los virus se dl’;‘tribuyen en toda la planta, generalmente en las hojas
existe mayor concentracion, lo que permite que por maceracion se obterigan mas facilmen-
te.

Algunos virus son muy estables, por ejemplo virus mosaico del tabaco, y no requie-
ren de un medio de extraccion complejo para la purificaciéon. Sin embargo, existen varios
virus que tienen requrimientos especificos de pH, concentracién de sales e incluso pueden
necesitar de otras sustancias especificas para estabilizarlos.

Para la extraccion de savia se utilizan de 1 a 2 kg de tejido vegetal, de preferencia
fresco, puesto que la congelacion desnaturaliza las proteinas que, al volverse insolubles, se
precipitan. Durante esta fase es muy importante que, en medio de extraccion, entren en
contacto inmediatamente con las células destruidas; las soluciones amortiguadoras comun-
mente usadas son las de citrato, fosfato, borato y tris-HCI. Se procede como sigue:

- Moler el tejido en el mortero o licuadora. El uso de la licuadora tierie la desventaja de que
fracciona los virus de particula en forma de varilla. El molido debe realizarse en el menor
tiempo posible para evitar la degradacion de las proteinas por la friccion.
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- Agregar compuestos estabilizadores de la savia durante el proceso de molienda, como se
explica mas adelante.

- Filtrar el macerado a través de gasas para eliminar la fibra vegetal y a la vez eliminar las
particulas mas gruesas.

Estabilizacién de las particulas de virus

La savia, al ser extraida de los tejidos, libera compuestos capaces de degradar a los
virus. Entre estos compuestos, se encuentran algunos que inducen un pH ligeramente aci-
do, enzimas, etc. Por lo anterior, es necesario regular el pH de la savia por medio de una
solucién amortiguadora que puede ser de boratos, fosfatos, acetatos o Tris HCI. El efecto del
pH variara de acuerdo con el punto isoeléctrico del virus. Por otra parte, debido a las reaciones
propias de los componentes quimicos celulares, se requiere de la adicion de quelatantes,
tales como el etilendiaminotetra-acetato (EDTA), para eliminar los iones de Cay Mg y evitar
que se altere la estructura del virus. Tambien el uso de detergentes anidnicos como Tween
80, Trition X-100, urea o DT ayudan a solubilizar las particulas de virus, evitando la agregacién
lateral o terminal de particulas alargadas causada por la formacion de puentes de disulfuro o
de hidrégeno, respectivamente. Es comun, también, el uso de agentes reductores como el
acido tioglicélico, 2-mercaptoetanol, cisteina o sulfito de sodio, para evitar la oxidacion debi-
da a taninos y compuestos fendélicos y la formacion de quinonas.

Todos los compuestos que dan estabilidad a las particulas deben incorporarse du-
rante la molienda, como se explicé anteriormente. Si el virus es inestable es aconsejable
realizar la purificacion en frio.

Clarificacién de la savia

La clarificacion de la savia consiste en eliminar la mayor cantidad de componentes
vegetales, perdiendo la menor cantidad posible de particulas de virus. Los métodos mas
comunes de clarificacion son:

- Centrifugar a baja velocidad para eliminar fibras, cloroplastos y material vegetal grueso; la
centrifugacion se hace a 8000 - 10000 rpm durante 10 a 15 min.

- Filtrar la savia a través de un embudo Buchner con papel filtro especial para clarificar savia.

- Calentar la savia en bafio Maria a 50-60°C durante 10 minutos, o0 a 40°C durante 60 minu-
tos, dependiendo del punto de inactivacion térmica del virus.
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- Congelar la savia a 0°C durante 12 horas, para desnaturalizar la proteina y luego centrifugar
a baja velocidad para precipitaria.

- Acidificar agregando a la savia acido acético o HCI diluido, aplicado gota a gota y agitando
hasta llegar al punto isoeléctrico del virus, lo que desnaturaliza la proteina; centrifugar des-
pués a baja velocidad. En este caso el virus se precipita.

- Alcalinizar la savia, para lo cual la sal mas comiunmente empleada es sulfato de amonio a
1/2 de saturacion.

- Centrifugar a baja velocidad para precipitar las proteinas.

Concentracién del virus

La concentracion del virus permite eliminar impurezas adicionales; se realiza por
ultracentrifugacion o precipitacion.

La ultracentrifugacion a 40000-60000 rpm durante 2 a 4 horas en centrifugas prepa-
rativas es el método mas comunmente usado.

Purificacién del virus
- Método comin

El paso final para la purificacion de un virus fitopatégeno es la centrifugacién en
gradientes de densidad, generalmente de sucrosa, que se logra por deposicion del virus
sobre una columna de sucrosa previamente preparada, sobreponiendo capas de distintas
concentraciones de azucar (generalmente 40%, 30%, 20%, 10% de agua). El gradiente de
densidad del azucar se forma dejando reposar los tubos algunas horas, 10 que usuaimente
se hace durante la noche. Al dia siguiente se coloca la suspension de virus en la parte supe-
rior del gradiente y se centrifuga. El resultado es una banda azulosa donde se “estacionan”
las particulas de virus al encontrar su densidad de flotacién; de ahi se extraen por medio de
un equipo fraccionador de gradientes de densidad, 0 a mano, con una jeringa hipodérmica.

Posteriormente el virus se centrifuga a alta velocidad para eliminar la sacarosa y
podra ser utilizado para pruebas posteriores, o bien, dependiendo de la estabilidad del virus,
se dialisa con agua destilada o una solucion amortiguadora.
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Pueden usarse también sales que forman gradientes, como cloruro de cesio, tartrato
de potasio y los bromuros de sodio y yodo.

- Otros métodos de purificacion

Se conocen varios sistemas de purificacion de acuerdo con el tipo de virus de que se
trate. Algunos de los métodos que pueden ser empleados son: filtracion por gel (agar-agarosa-
sefaphadex), también conocido como cromatografia de tamizado molecular, que es de gran
utilidad para aquellos virus que se desnaturalizan durante la centrifugacion a altas velocida-
des; cristalizacion; precipitacion isoeléctrica, también conocido como precipitaciéon por
acidificacion o por cambio de pH; electroforesis en gradiente de densidad (liquida) de sucrosa
en una columna, que es un método muy efectivo en la purificacién de virus inestables o virus
que poseen un coeficiente de sedimentacion similar al de los componentes vegetales; méto-
dos serolégicos (cromatografia por afinidad y uso de antisueros para remocién de los antigenos
del hospedero); entre algunos otros.

La purificaciéon debe realizarse siempre con virus que sean biolégicamente homogé-
neos; esto significa que el aislamiento viral debe estar libre de virus contaminantes y que no
debe contener mezclados aislamientos o cepas de virus diferentes.

Los virus mutan muy rapidamente, por lo que resulta dificil evitar la produccién de
mutantes durante su manejo. No obstante, la tasa de mutacion puede ser mantenida a un
minimo evitando las condiciones en que éstas son mas frecuentes, como temperatura ele-
vada, irradiacion y exposicion a componentes quimicos mutagénicos. La cepa viral aislada
debe ser analizada periédicamente, utilizando plantas indicadoras para determinar la posible
existencia de mezclas.

Una vez que la cepa esté purificada, se deberan extremar las precauciones para
prevenir su contaminacion.

Una forma de mantener al virus biolégicamente puro es inoculando plantas indicadoras
en las que se produzcan lesiones locales, y reaislando al virus de la lesion para inocular a
otra planta hospodante. La transferencia reduce la probabilidad de que el aislamiento se
contamine con otro virus u otra cepa del mismo virus. En ciertos casos es posible utilizar
insectos vectores para separar virus diferentes.
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Es importante elegir una buena planta hospedante que garantice la produccion de
grandes cantidades de virus en el menor tiempo posible. También es conveniente que las
plantas hospedantes seleccionadas no contengan grandes cantidades de taninos, gomas,
ni compuestos fenélicos, puesto que éstos interfieren con la purificacién del virus.

Las plantas utilizadas para el incremento de los virus deben ser desarrolladas a 20-
25°C, con intensidad de luz baja. Los nutrimentos que se proporcionen a las plantas y el
fotoperiodo que se les aplique, pueden afectar la multiplicacion del virus, pero sus efectos no
son tan importantes como los de la luz y la temperatura. Es importante cosechar las hojas
cuando la concentracion del virus esta cerca del maximo; las hojas cosechadas pueden ser
almacenadas a -20°C, siempre y cuando el virus no sea inactivado por la congelacion.

Para mayor informacion sobre los fundamentos de la purificacion de virus consultar a
Jayasinghe y Salazar (1993).

- Tipos de virus y su purificacion

Grupo 1. Incluye los virus que tienen un solo componente nucleoprotéico (s6lo ADN o
ARN); es decir, las particulas del virus estan constituidas por una molécula central, de cual-
quiera de los dos acidos nucléicos, rodeada por una cubierta protéica. Ejemplos: virus mo-
saico del tabaco, virus esféricos parecidos al del mosaico del pepino y virus del enrollamiento
de la hoja de la papa, entre otros.

Hasta el momento, la mayoria de los virus fitopatégenos aislados pertenecen a este
grupo.

Grupo 2. Formado por los virus integrados por nucleoproteinas multicompuestas lla-
mados virus multiparticulados. Estos virus pueden estar constituidos por varias particulas
que contienen diferentes cantidades de acido nucléico. El método utilizado en la purificacién
de estos virus es muy similar al empleado con los del Grupo 1, descrito previamente, pero en
el paso final los tipos diferentes de particulas virales son separados haciendo uso de las
diferencias en sus coeficientes de sedimentacion o densidades.

Grupo 3. Agrupa a los virus satélite que son incapaces de multiplicarse solos en un
hospedero, a menos que éste sea infectado simultdneamente por otro virus al que se le
llama “AUXILIAR". Los dos virus son propagados juntos y luego separados durante o des-
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pués de la purificacion. Ejemplo: el virus satélite de la necrosis del tabaco (STNV), para ser
infectivo requiere de la ayuda del virus necrésis del tabaco (VNT).

Grupo 4. En este grupo quedan comprendidos los virus cubiertos que tienen una
membrana externa compuesta de lipoproteinas, que cubre la capside protéica que encierra
al acido nucléico. Dicha membrana es muy delicada y se dafia facilmente, causando la
inactivacion de la particula viral. Los procedimientos de purificacion empleados para el Gru-
po 1, que son dirigidos hacia la destruccion de membranas, no son adecuados para estos
virus. Se deben utilizar métodos menos fuertes.

Grupo 5. Incluye a los viroides que son moléculas libres de acido nucléico que care-
cen de cubierta protéica. Los métodos de purificacion utilizados estan basados en el aisla-
miento de acidos nucléicos. No es posible aislarios por ninguno de los procedimientos utili-
zados para los cuatro grupos anteriores.

Determinacién de la concentracién del virus

Una vez que se tiene el virus purificado, es necesario determinar su concentracion.
Para ello se debe preparar una dilucion del virus (normalmente 1/20) y leer su absorbancia a
OD,,,. Esta lectura debe ser corregida por la dilucién utilizada y luego dividida por el “coefi-
ciente de extincion” del virus, que es una caracteristica propia de cada virus, y representa la
absorbancia de una concentracién de 0.1 % (1 mg/ml) del mismo, con un pasaje 6ptico de
radiacion de 1 cm, utilizando una longitud de onda de 260 nm. El coeficiente de extincion se
representa con el siguiente simbolo: Ej.s0mm

Asi, cuando una preparacion diluida 1/20 tiene un valor de OD,, de 0.37 y su
coeficiente de extincidon es de 9.6, la concentracion de virus sera: 0.37 x20=7.4, 7.4/9.6
=0.77 mg/ml.

Por medio de calculos simples es posible conocer también los miligramos totales de
la purificacion y el rendimiento de virus por kilogramos de tejido de la planta hospedera.

Es recomendable que en cada uno de los pasos finales de la purificacion se tomen
pequefias muestras de la preparacion para que sean analizadas en el microscopio electréni-
co. De esta manera se puede saber si se esta obteniendo un virus cada vez mas concen-
trado y libre de contaminantes.
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3. EJEMPLO DE PROTOCOLO DE PURIFICACION
Como ya se menciond, la obtencién de un virus purificado es necesaria para el estu-
dio de sus propiedades fisicas y bioquimicas, la produccién de antisueros especificos, la

preparacion de sondas de acidos nucléicos complementarios a la secuencia viral y para la
determinacién de sus productos finales de traduccién.

De manera sintetizada, una purificacién comprende los siguientes pasos:

- Extraccién. - Clarificacion.
- Clarificacion. - Centrifugacién en gradientes de densidad, a
- Sedimentacioén a baja velocidad. alta velocidad.
- Clarificacion. - Fraccionamiento.
- Sedimentacion a alta velocidad. - Sedimentacion.
- Virus purificado.

A continuacién, a manera de ejemplo, se describe el protocolo de purificacién del
virus Y de la papa (PVY).

Planta hospedera: Nicotiana occidentalis
Materiales: Tomar solamente el limbo de las hojas, 15 a 20 dias después de la inoculacién.

Extraccién: Homogeneizar el material vegetal en dos volimenes de solucién amortiguadora
fosfato de sodio y potasio 0.2 M de pH 8.0 con 0.2 % de 2-mercaptoetanol y 0.01
Mde EDTA.

Filtrado: Filtrar el extracto a través de tres capas de gasa.

Clarificacion: Clarificar centrifugando a 7840 G durante 20 minutos. Eliminar el sedimento y
procesar el sobrenadante adicionando 1 % de Tritén X-100, manteniendo en
agitacion durante 120 minutos a 4°C. Clarificar una vez mas a 7840 G durante
20 minutos. Eliminar el sedimento y procesar el sobrenadante adicionando 4%
de PEG (PM 8000 a 8000) y 0.2 M de NaCl, manteniendo en agitacion durante 60
minutos a 4 °C. Incubar después a temperatura ambiente durante 60 minutos.
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Sedimentacién: Sedimentar centrifugando a 7840 G durante 20 minutos. Eliminar el
sobrenadante y procesar el sedimento resuspendiéndolo con agitaciéon en
solucién amortiguadora de fosfato de Na y K 0.02 M de pH 7.2 con 1 % de
Tritén X-100 (1/5 del volumen original), manteniéndolo a 4°C durante toda la
noche.

Clarificacion: Clarificar centrifugando a 5089 G durante 10 minutos. Eliminar el sedimento y
continuar procesando el sobrenadante.

Centrifugacion: En "colchdn de sucrosa” a 30 % (p/v) en solucién amortiguadora de fosfato
deNayK0.05Mde pH 7.2(15 mlde muestra por 5 ml de sucrosa a 30 %),
72527 G durante 150 minutos. Eliminar el sobrenadante y resuspender el
sedimento en solucién amortiguadora de fosfato de Nay K0.01 Mde pH 7.2
con 0.01 M de EDTA (1/30 del volumen original), manteniéndolo a 4°C duran-
te 4 horas.

Clarificacion: Clarificar centrifugando a 5089 G durante 10 minutos. Eliminar el sedimento y
al sobrenadante agregarie 0.5 g de CsCl por cada 1.5 ml de muestra.

Centrifugacion en gradientes de densidad: Preformados los gradientes de cloruro de cesio
(CsCl a 30, 60 y 90 %, p/v) en solucién
amortiguadora de fosfato de Nay K 0.01M de pH
7.2 con 0.01M de EDTA (1.5 ml de muestra por 3
ml de gradiente), centrifugar en rotor de colum-
pio a 128 028 G durante 3 horas.

Fraccionar: Colectar la banda del gradiente que contiene el virus.

Procesamiento de fracciones: Adicionar igual volumen de solucién amortiguadora de fosfato
de Nay K0.01M de pH 7.2 con 0.01M de EDTA.

Sedimentacion: Sedimentar centrifugando a 102 681 G durante 60 minutos. Eliminar el
sobrenadante y resuspender el sedimento en solucién amortiguadora de
fosfato de Nay K0.01M de pH 7.2 (1/50 del volumen original), manteniéndo-
lo a 4°C durante toda la noche.
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Clarificacién: Clarificar centrifugando a 5089 G durante 10 minutos. El sobrenadante consti-
tuye el virus purificado. Eliminar el sedimento.

Lectura de la absorbancia: En un espectrofotometro leer la absorbancia del virus
purificado.

Los protocolos de purificacion de los principales virus de papa pueden consultarse
en Jayasinghe y Salazar (1993).

b. CARACTERIZACION INICIAL DE UN VIRUS

Se han desarrollado diferentes metodologias para la caracterizacion inicial de un vi-
rus; entre las caracteristicas mas Utiles estan el “punto final de dilucion”, el “punto de
inactivacion térmica” y la “longevidad in vitro® que permiten conocer la concentracion y esta-
bilidad de las particulas virales en la savia de la planta enferma (Hill, 1984).

1. PUNTO FINAL DE DILUCION

Esta prueba permite conocer el nimero minimo de particulas virales que se requiere
para que ese virus en particular infecte.

Para conocer el nimero minimo de particulas, se procede como sigue:

- Extraer la savia de las hojas infectadas.

- Preparar, en Solam 0.02 M de pH 7.0, las diluciones 10, 102, 103, 10#, 10%,10%.

- Inocular, iniciando con la dilucién maxima, dos hojas que sean mas 0 menos de la misma
edad, haciendo tres repeticiones; continuar inoculando otras hojas con las demas dilucio-
nes, de mayor a menor.

- Colocar las plantas en un lugar aislado del invernadero.

- Contar el nimero de lesiones, cuando éstas aparezcan.

- Elaborar una gréfica con los datos obtenidos, para conocer a partir de cual dilucién ya no
se presentan lesiones.

Cuando se requieren datos mas precisos sobre el punto de dilucion limite, se hacen 304
diluciones intermedias (Hill, 1984).
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Esta técnica es util para conocer la concentracion relativa de virus en la savia infectiva.
2. PUNTO DEINACTIVACION TERMICA

Esta prueba, ademas de ser una herramienta de diagnéstico inicial, permite conocer
algunos cambios fisicos y quimicos que ocurren en las particulas virales y que les confieren
la propiedad infectiva; también es un indicador de ciertas caracteristicas especificas de los
hospedantes, que facilitan el diagnéstico (Bawden, 1984).

Por otra parte, el Punto de Inactivacién Térmica de un extracto crudo de sabia de
plantas infectadas, permite conocer la temperatura requerida para lograr la inactivaciéon del
virus, expuesto durante 10 minutos (Pinto, 1991).

Para conocer el Punto de Inactivaciéon Térmica, la técnica es la siguiente:

- Extraer con un molino de carne, savia de hojas de plantas enfermas.

- Poner 0.5 ml de savia en cada uno de 14 tubos pequefios y taparlos.

- Colocar separadamente, durante 10 minutos, en Baflo Maria, dos tubos en cada una de
las siguientes temperaturas: 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 95°C.

- Pasados los 10 minutos, sumergir inmediatamente los tubos en agua fria para detener la
accion del calor.

- Inocular mecanicamente las plantas indicadoras, con las savias tratadas con las diferen-
tes temperaturas, haciendo cuatro repeticiones.

- Registrar los resultados y hacer graficas con los datos obtenidos, para conocer a partir de
qué temperatura se inactiva el virus.

3. LONGEVIDAD in vitro

La longevidad in vitro se define como el tiempo en horas, dias 0 semanas, durante las
cuales la savia cruda con virus, mantenida a temperatura ambiente, conserva su infectividad
(Hill, 1984).

Para conocer el punto aproximado de la longevidad in vitro de un virus, es necesario
hacer una prueba inicial, a intervalos con progresion geométrica; por ejemplo: 0, 0.5, 1, 2, 4,
8, 16, 32... dias.
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El procedimiento es el siguiente:

- Preparar un extracto crudo de hojas relativamente jovenes, que muestren los sintomas
tipicos de la enfermedad (10 a 14 dias después de la inoculacién). Para uniformizar la
determinacion de las caracteristicas basicas de un virus en particular, se sugiere usar
amortiguador (es) para el extracto crudo.

- Tomar con una pipeta una alicuota de 2 ml de savia para colocarla dentro de los diferentes
tubos. El nimero de tubos dependera de cuantos tiempos se van a incluir en la prueba; por
ejemplo, para la serie de intervalos de 0, 0.25, 1, 2, 4, 7, 10 y 14 dias, se requeriran ocho
tubos, que una vez con la savia se sellan con parafilm.

- Colocar los tubos a temperatura ambiente, cuidando de no exponerios a la luz directa del
sol, 0 a variaciones bruscas de temperatura que puedan interferir en la prueba.

- Transcurrido el tiempo establecido, cada tubo se abre y se usa la savia para inocular me-
canicamente las plantas indicadoras.

- Valorar la reaccion de la planta inoculada con el virus, después de un tiempo apropiado.

¢. TRANSMISION DE VIRUS

Los virus fitopatégenos son parasitos obligados, inméviles e incapaces de penetrar
por sus propios medios a una célula, por lo que requieren de un transmisor que los introduz-
ca. Esta caracteristica ha sido aprovechada en los procesos experimentales para el estudio
de los virus. Todos los virus pueden ser introducidos a cualquier planta por inoculacién me-
canica, pero no todos pueden iniciar y establecer efectivamente la infeccién, pues existen
una serie de factores que condicionan el comportamiento del virus en la célula.

Existen varias técnicas disponibles para transferir un virus de una planta a otra. En
todas ellas se requiere que una o mas particulas virales entren a una célula vegetal viva y
susceptible. Los virus se multiplican en las células nuevamente infectadas y se mueven
después a las células contiguas, enfermando asi a ciertos érganos o a toda la planta. Este
proceso infectivo puede expresarse en forma de pequefias lesiones necréticas visibles a
simple vista.

Las principales formas de transmision, natural o experimental, de los virus, son: por
semilla, polen, insectos, 4caros, hongos, nematodos, y mecanicamente; también por cuscuta
y por injerto.
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1. TRANSMISION NATURAL

Se realiza por contacto entre plantas; el rozamiento entre ellas dafia los tricomas y
células epidérmicas, lo que permite que el virus de la savia de una planta enferma se intro-
duzca por las heridas de la planta sana. Esto ocurre unicamente en los virus estables, como
el virus mosaico del tabaco (VMT) y el virus X de la papa (PVX).

Tanto los mamiferos como los insectos con aparato bucal masticador, pueden trans-
mitir estos virus sin que haya una interaccion especifica entre ellos, sino mas bien en forma
accidental.

El hombre puede transmitir virus con las manos contaminadas, ropa e implementos
de labranza, durante las labores culturales y en la cosecha de frutos y otros productos agri-
colas.

- Transmisién por semilla

La transmisién de virus por semilla es importante porque se convierte en una
fuente de indculo primario distribuido al azar, de donde los vectores o el hombre se encar-
gan de diseminarlos.

Los virus que estan dentro de la semilla pueden perder su infectividad, aun antes que
se pierda la viabilidad de la semilla. Uno de los virus mas persistentes en semilla es el virus
mosaico de la calabaza, que puede permanecer viable mas o0 menos tres afios en semilla
almacenada.

De las semillas derivadas de una planta enferma con virus, s6lo una pequefia porcién
de ellas (1-10%) puede transmitir la enfermedad. Existen pocos casos en que cerca de cien
por ciento de las semillas de una planta resultan infectadas; por ejemplo con el tobacco
ringspot virus en soya; en otros casos, la transmisién por semilla puede alcanzar entre 28-
94%, con el virus mosaico del melén en sandia; 50-100% con el virus mosaico estriado de la
cebada (Agrios, 1969; Matthews, 1992).

Por otra parte, este tipo de transmision es de gran importancia en el comercio inter-
nacional de semillas, ya que es una forma muy eficiente de diseminar virus de regién a
region, de pais a pais y de continente a continente.
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Aproximadamente, 119 de los 500 virus fitopatégenos conocidos, se transmiten por
semilla; pueden ir en la testa (Virus Mosaico del Tabaco), o en el embrién, como en la mayo-
ria de los casos. La infeccion a la semilla se puede realizar a través del ovario o por el polen;
el virus penetra a la semilla antes de la diferenciacién de las microsporas, cuando todavia no
se forma la capa de callosa.

- Transmisién por polen

Existe la posibilidad de que muchos virus transmitidos por semilla sean transmitidos
por el polen de plantas enfermas. Presumiblemente, la autopolinizacién de plantas enfermas
puede resultar en un alto pocentaje de semillas infectadas. No obstante, cuando una planta
sana es polinizada con polen infectado con cierto virus, pueden resultar afectadas solamen-
te las semillas, pero en otros casos, la planta completa puede resultar afectada.

La transmisién por polen es importante en frutales, porque se infecta a toda la planta,
como sucede con el virus de la mancha anular del cerezo agrio y el enanismo arbustivo de la
frambuesa.

La eficiencia de la transmision por polen varia ampliamente, los virus del grupo de los
Cryptovirus son los mas eficientemente transmitidos de esta manera (Matthews, 1992). Sin
embargo, pocos son los virus que se transmiten por polen, debido a varias causas: que los
granos de polen aborten; que el tubo polinico crezca lentamente; que las plantas enfermas
produzcan menos polen que las sanas; que la viabilidad del polen sea muy corta; que el
polen no pueda diseminarse, etc.

2. TRANSMISION EXPERIMENTAL

Se utiliza para conocer la etiologia viral de una enfermedad, o para identificar una
enfermedad virosa desconocida. El método consiste en inocular savia de una planta enfer-
ma a plantas sanas. Se utilizan plantas diferenciales como Nicotiana tabacum, Phaseolus
vulgaris, Datura stramonium, Lycopersicon esculentum, Capsicum annuum, Physalis spp.
y algunas cucurbitaceas, entre otras.

Lainoculacion debe relizarse bajo condiciones de asepsia y puede hacerse con gasa,
isopos, espatula de vidrio, pinceles, los dedos, o con jeringas hipodérmicas. El método consis-
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te en asperjar, como abrasivo, carborundum de 500-600 mallas y frotar con una gasa hume-
decida con la savia infectiva. Después se lavan las hojas para evitar que se quemen por
efecto del abrasivo.

-Transmisién por injerto

Basandose er que muchos virus pueden ser transmitidos por injerto, en virologia se
utiliza éste para determinar la naturaleza viral de muchas enfermedades y eliminar la posibi-
lidad de que los sintomas sean causados por una toxina, asi como para certificar que en un
lote de plantas esta libres de virus.

Para realizar esta prueba es necesario que la planta donante y la receptora sean
compatibles y que el virus infecte sistémicamente a la planta indicadora. La rapidez con que
se desarrollen los sintomas en una planta, depende del tejido donde se encuentre el virus. En
el tejido parenquimatoso tardan aproximadamente 28 horas, y en tejidos vasculares mas
tiempo.

El material requerido para hacer los injertos debe estar estéril o ser nuevo; la técnica
debe realizarse bajo condiciones de asepsia.

Materiales necesarios

- Hoja de afeitar o bisturi.

- Tiras de parafilm de 1 x 3 cm para sellar la herida.

- Estacas para sostener las plantas.

- Bolsas de plastico.

- Plantas portainjerto (los tallos deben ser fuertes y suficientemente gruesos para sostener
al injerto).

- Material vegetal que se va a injertar.

Injertode pua

- Retirar de la planta portainjerto la mayoria de las hojas maduras.

- Efectuar en el tallo una incisién oblicua de 0.5 a 1 cm de profundidad, hacia abajo.

- De la planta donante seleccionar un apice joven; cortar la base en forma de cufia, dejando-
lade 0.5a1cmde longitud.
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- Insertar la pua en la incision del portainjerto y aseguraria con parafilm.

- Cubrir la planta injertada con una bolsa de plastico para hacer una cadmara humeda, y
colocaria en un lugar sombreado y fresco. Se debe cuidar que la bolsa de plastico esté
humeda por dentro; retirarla a los tres o cuatro dias y transferir la planta al invernadero.

Injerto de aproximacién

Este tipo de injerto es de gran utilidad cuando las plantas no son compatibles y recha-
zan el injerto de pua.

- En la planta enferma hacer un corte oblicuo de 1 cm de profundidad hacia abajo del tallo, a
4-5 cm sobre el nivel del suelo.

- En la planta receptora sana, realizar un corte a la misma altura del tallo, pero hacia arriba.
El tallo debe tener un grosor semejante al de la planta donante y el corte debe ser de las
mismas dimensiones que el de la otra planta.

- Insertar una planta en la otra por las incisuras que estan en sentidos contrarios.

- Sellar con parafilm y mantener las plantas en el invernadero.

- Esperar a que aparezcan los sintomas en la planta receptora.

- Transmisién por ciscuta

La cuiscuta es una planta parasita que perteniece a la familia Convolvulaceae. En sus
primeros estados de desarrollo se alimenta de las reservas de la semilla, pero después se
enreda en una planta hospedante y produce haustorios por medio de los cuales extrae
nutrimentos de la misma.

Se utiliza como puente de transmision cuando un virus no se puede transmitir por
otros medios, 0 cuando se quieren separar dos virus de un hospedante, como es el caso de
la mezcla de virus moteado del chicharo con el virus marchitez del chicharo; Unicamente el
primero se transmite a través de la cuscuta.

Las principales desventajas de la tranismision por ciscuta es que es un método muy
lento y que esta planta parasita puede ser hospedante de otros virus, como el llamado virus
latente de la cuscuta.
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Transmisién por insectos

Algunos insectos masticadores pueden transmitir virus en forma mecéanica por
simple contaminacion de sus piezas bucales. Sin embargo, los homépteros transmiten los
virus a través de un fenémeno complejo en el que estan involucrados: insecto, virus, planta
y condiciones ambientales.

Existen los términos “vector” y “biotransmisor” para indicar si un insecto es capaz de
transmitir un virus. El término "vector" es mas especifico y se aplica cuando el paso del virus
por el insecto es indispensable para que el patégeno permanezca en la naturaleza; es tam-
bién el término mas correcto para referirse a insectos en los cuales se multiplica el virus.

Los principales grupos de insectos vectores de virus fitopatégenos son:

Orden Familia Especies Virus
vectoras transmitidos
Homoptera Cicadellidae 60 35
Aphididae 200 190
Psillidae 1 1
Pseudococcidae 15 2
Aleyrodidae 3 25
Coleoptera Chrysomellidae 30 20
Thysanoptera Trhypidae 6 3
Orthoptera Tettigonidae 10 6
Dermaptera 1 1
Lepidoptera 4 5
Diptera 2 3
Hemiptera 2 2

Los &fidos son los vectores mas importantes y efectivos en la transmision de virus. De
las 3 800 especies de afidos que se han descrito, Gnicamente 200 son vectoras de virus.
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La especie Myzus persicae Sulzer es capaz de transmitir 190 virus, lo que indica que
los afidos son eficientes vectores de estos patégenos debido a que sus piezas bucales
estan modificadas para succionar la savia de la planta de la que se alimentan. Al unirse los
estiletes maxilares, forman el canal alimenticio y el canal salival; en la parte externa estan los
estiletes mandibulares. Los estiletes penetran intra e intercelularmente y la penetraciéon es
acompafiada por secreciones salivales que contienen celulasas y pectinasas. Las pruebas
iniciales de alimentacién las hace el insecto en las células epidérmicas, formando un gel
llamado “vaina salival”.

Para satisfacer su hambre, el afido introduce el estilete en los tejidos del floema,
adquiriendo asi el virus. Esta operacién se realiza en pocos minutos.

Posteriormente, al alimentarse nuevamente, el afido inyecta el virus junto con la sali-
va que habitualmente secreta.

En la transmisién de virus por insectos se emplean los términos siguientes:

- Periodo de ayuno. Es la suspension temporal de cualquier tipo de alimento para el afido.
Laintencion de esto es eliminar saliva del estilete mandibular, o para que haya un cambio de
habito alimenticio del insecto.

- Periodo de adquisicién-alimentacién. Es el tiempo que necesita el vector para adquirir el
virus.
- Periodo de acceso. Es el tiempo de permanencia del pulgén en la planta.

- Periodo latente. Es el tiempo que requiere el vector para poder transmitir el virus, después
de haberlo adquirido.

- Periodo de inoculacién-alimentacién. En el tiempo necesario para que un insecto trans-
mita un virus, después de que es puesto en contacto con una planta sana, para que se
alimente de ella.

- Periodo de retencién. Se refiere al tiempo durante el cual un insecto es capaz de retener
un virus, sin que pierda su capacidad de transmitirlo.
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- Persistencia. Periodo durante el cual un vector retiene a un virus.

- Umbral de transmisién. Es el tiempo minimo que requiere un vector para adquirir un virus
y poder despues inoculario a plantas sanas.

- Virulifero. Condicion del insecto cuando es capaz de transmitir un virus. Se dice también
del vector que tiene el virus y es capaz de transmitirlo.

Existen dos criterios para clasificar las formas de transmisién por insectos. El pﬁme-
ro se basa en el tiempo que el insecto permanece virulifero después de adquinr el virus, y el
segundo, la ruta que sigue el virus dentro del insecto antes de ser inoculado.

De acuerdo con la ruta que siguen sus particulas en el cuerpo del vector, los virus
transmitidos por insectos se dividen en:

- Virus de estilete o no circulativos. La transmisién no circulativa s6lo se ha observado en
afidos, en el virus enanismo clorético del maiz transmisible por chicharritas y posiblemente
sea el caso del virus moteado leve del caupi transmisible por mosca blanca. En esta moda-
lidad de transmision, las particulas virales responsables de la infeccion no pasan al tracto
digestivo ni a la hemolinfa del insecto, sino que sélo se adhieren en forma especifica a
ciertos sitios de la cuticula que reviste los estiletes, la faringe o el eséfago. El insecto los
adquiere después de alimentarse algunos segundo de una planta infectada, pudiéndolo trans-
mitir pocos segundos después y perderio después de la muda. Ejemplos: PVY (Virus Y de la
papa), CMB (virus mosaico del pepino), y WMV (Virus mosaico de la sandia).

- Virus circulativos no propagativos. Son aquellos que ingeridos por el insecto recorren
su cuerpo hasta llegar a las glandulas salivales, pero sin replicarse en sus tejidos. Ejemplos:
Virus hoja enrollada del frijol, virus mosaico dorado del caupi, virus moteado del caupi y virus
mosaico de la calabaza.

- Virus circulativos propagativos. Son aquellos que se replican en el cuerpo del insecto
vector; es decir, en las cuales hay una mayor asociacion virus-vector, existiendo algunos
capaces de infectar células embrionarias de donde son transferidos transovanicamente a su
descendencia. Ejemplos: virus enanismo del arroz, enfermedad viral de Fiji y virus rayado
del arroz.
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Segun el tiempo durante el cual el afido permanece virulifero después de haber abando-
nado la fuente de indculo, los virus se clasifican en tres grupos:

- No persistentes. Son aquellos que permanecen en el vector por un periodo menor a
cuatro horas; estos virus los pierde el insecto con la muda. El grupo incluye a la mayoria de
los virus de estilete.

Sus caracteristicas son las siguientes: se transmiten mecanicamente; son adquiri-
dos durante cortos periodos de alimentacion (5 segundos); el umbral de transmision es
corto; la transmision es rapida y por cortos periodos (periodos de alimentacion e inoculacion
prolongados reducen la eficiencia de transmision); el ayuno incrementa la capacidad del
afido para transmitir el virus; la especificidad del 4fido vector es baja. Ejemplos: virus mosai-
co del caupi, virus mosaico del pepino, tobacco etch virus, virus mosaico de la sandia y
cacao swollen shoot virus.

- Semipersistentes. Son aquellos que permanecen en el vector durante 10 a 100 horas.
Tienen las siguientes caracteristicas: la eficiencia de transmision se incrementa cuando se
aumenta el tiempo de adquisicion, de 2 a 24 horas; no hay periodo latente; se transmiten
mecanicamente con dificultad; la transmision es mas facil cuando son adquiridos del floema;
existe una mayor especificidad virus-vector; el periodo de retencion es de uno a tres dias; se
encuentran en la hemolinfa del insecto; se pierden con la muda; el ayuno tiene poco efecto
en la transmision; el virus tiene algun sitio de retencién en el cuerpo del vector. Ejemplos:
virus mosaico amaritio del nabo, virus mosaico surefio del frijol, virus cascabelero del taba-
co, virus amarillo de la remolacha, y virus tristeza de los citricos.

- Persistentes. Son virus que permanecen por mas de 100 horas en el vector; generalmen-
te durante toda su vida. Sus caracteristicas son las siguientes: no se transmiten mecanica-
mente; son adquiridos después de largos periodos de alimentacion; se encuentran en el
floema,; la eficiencia de transmisién se incrementa con un mayor acceso a la fuente de indculo;
el virus puede ser retenido después de la muda. Ejemplos. virus de la hoja enroliada de la
papa (PLRV); pea enation mosaic; virus marchitez manchada del tomate; virus enanismo
amarillo de la cebada; virus amarillamiento del oeste de la remolacha; virus rizado de la
remolacha.
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Prueba de transmisién por afidos.

Dada su alta eficiencia como vectores de virus, los afidos son utilizados con frecuen-
cia para transmitirlos de plantas enfermas a otras sanas.

El primer paso consiste en obtener una colonia de afidos libres de virus. Para esto es
conveniente conocer qué tipo de transmisién presentan los virus, con el fin de determinar si
pueden o no permanecer en el &fido, después de que éste se retire de la fuente de infeccion,
o si se pueden obtener ninfas recien nacidas (primer instar) para el inicio de la colonia.

Generalmente, los afidos transfieren virus no persistentes o no circulativos, por lo
que los problemas para obtener una colonia libre de virus se reduce a un minimo cuidado en
la sanidad de la planta hospedante y en el limpiado del estilete del afido iniciador de la colonia,
utilizando un hospedante temporal o una planta intermedia, antes de colocarlo en el hospedante
final (Villanueva, 1990).

Se conocen pocos casos de transmision transovarica en afidos; entre ellos pueden
citarse: virus del enrollamiento de la papa; virus del amarillamiento de la lechuga y virus de la
venaciéon amarilla del cardo (Harris, 1979). Con estos virus existe la necesidad de compro-
bar que la ninfa utilizada para iniciar la colonia no haya adquirido previamente algun virus que
pueda transmitir a la planta hospedante, para iniciar la colonia con aquellos afidos que estén
libres (Swenson, 1967).

Para establecer una colonia de Myzus persicae libre de virus, se requiere de plantulas
sanas de chile (Capsicum annum) o col china (Brassica pekinensis), un pincel, una caja
Petri, papel filtro y jaulas de vaso.

Procedimiento para la transmision:

- Colocar en una caja Petri con papel fitro himedo, una hoja de chile o col.

- Transferir varios pulgones (M. persicae) apteros, traidos del campo, cuidando de no da-
farlos.

- Transferir un dia después las ninfas recién nacidas a una planta sana de chile.

- Colocar la jaula de vaso sobre la maceta que contiene la planta sana de chile.

- Incluir un testigo en las mismas condiciones, pero sin infestar con pulgones.
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- Permitir la reproduccion de los afidos, una vez que se establezca la colonia libre de virus,
lo cual sera indicado porque la planta de chile permanecera sana.

- Una vez que se tiene la colonia de afidos libres de virus, transferir algunos a un papel filtro
humedo dentro de una caja Petri; cerrar la caja y matenerla durante una hora en un lugar
fresco y seco (ayuno).

-Colocar una hoja de la planta infectada con el virus que se pretende transmitir, en otra caja
Petri, y transferir los afidos de la colonia no virulifera a ella.

-Asegurarse que los afidos se alimenten de la hoja.

- Permitir la alimentacién de los afidos durante 20 minutos en el caso de los virus no persis-
tentes, o de 24 a 48 horas para los persistentes. Para prevenir el desecamiento de la hoja,
que normalmente ocurre en 24 horas, colocar un algodén humedecido en la base del peciolo.

- Transferir por lo menos cinco afidos a cada planta de prueba, una vez cumplido el periodo
de alimentacion.

- Cubrir la planta con una jaula de plastico, y en el caso de los virus no persistentes dejar que
se alimenten durante 15 minutos y durante 24 a 48 horas en el caso de los persistentes.

- Matar los afidos con insecticida y colocar las plantas asi tratadas en el invernadero para
observar si hubo transmisién del virus, en cuyo caso apareceran los sintomas.

- Utilizar un testigo apropiado para distinguir los sintomas virales de los provocados por otros
factores.

- Se debe alimentar a un grupo de afidos en plantas sanas y transferirlos a plantas indicadoras,
para asegurarse que la colonia de insectos esta libres de virus.

Transmision por otros organismos

Como ya se menciond, ademas de los insectos, existen otros grupos de organis-
mos capaces de transmitir virus, como son los acaros, nematodos y hongos.

Dentro del 6rden Acarina, varias especies de las familias Tetranychidae y Eriophidae
son transmisoras de virus. Ejemplos: virus Y de la papa; mosaico estriado del trigo y virus
mosaico del durazno; ademas, se sospecha que ambos tipos de acaros transmiten otros
virus (Pinto, 1991).

Los nematodos para alimentarse de las raices de las plantas, insertan su estilete de
manera semejante a como lo hacen los insectos chupadores; asi, transmiten activamente a
ciertos virus en las células de vegetales susceptibles; aproximadamente 14 virus son trans-
mitidos por nematodos.
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Los nematodos vectores de virus pertenecen al Orden Dorylaimida y los géneros
mas importantes son: Xiphinema, Longidorus, Trichodorus y Paratrichodorus. Estos
nematodos son vectores de virus poliédricos, como los que producen las enfermedades:
virus abanico de la vid, mancha anular del tabaco, mancha anular del tomate, mancha anular
de la frambuesa y anillo negro del tomate. Trichodorus ssp transmiten algunos virus en for-
ma de varilla como el virus jaspeado del tabaco y el virus empardecimiento temprano del
chicharo.

Los virus que persisten en el suelo por largos periodos pueden ser transmitidos de
una planta a otra por hongos. Dos érdenes de hongos, los Chitridiales y los Plasmodiophorales,
adquieren el virus de las plantas infectadas. Cuando estos hongos habitantes del suelo pro-
ducen zoosporas y éstas se encuentran infectadas, pueden transmitir el virus a otras plan-
tas.

En condiciones adversas, los hongos producen esporas de reposo altamente resis-

tentes que pueden contener al virus, lo que explica su persistencia en suelo por meses o
anos.

El género Olpidium transmite cuatro virus fitopatégenos que son: necrosis del taba-
co, necrosis del pepino, nervadura gigante de la lechuga y enanismo del tabaco. Los géneros
Synchytrium, Polymyxa, Spongospora y Pythium transmiten a: virus X de la papa, virus
mosaico del trigo, virus del enanismo de los tallos de la papa, virus de la nervadura amarilla
necrética de la remolacha y virus del falso enrollamiento foliar del chicharo.

Los hongos muestran gran especificidad de transmision, ya que, por ejemplo, Olpidium
brassicae transmite al virus necrosis del tabaco, pero no al virus de la necrosis del pepino;
mientras que O. cucurbitacearum transmite al virus de la necrosis del pepino, pero no al
virus necrosis del tabaco.

d . IDENTIFICACION DE UN VIRUS

Se han desarrollado algunas metodologias para identificar a un virus involucrado en
una enfermedad determinada. Las técnicas mas utilizadas son: plantas diferenciales, obser-
vacion de inclusiones en las células afectadas, microscopia electrénica de transmision y
métodos inmunolégicos.
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1.USO DE PLANTAS DIFERENCIALES

El desarrollo de técnicas de inoculacion frotando hojas con savia que contiene par-
ticulas de virus, y el descubrimiento de la reaccién de hipersensibilidad, expresada como
lesiones locales, que exhiben ciertas especies vegetales (plantas diferenciales) al ser inocu-
ladas por este método, han facilitado el estudio de los virus fitopatégenos y son utiles en la
identificacion de los virus que causan enfermedades en los vegetales; afortunadamente con
la gran mayoria de los virus fitopatégenos conocidos a la fecha puede utilizarse este método.

Las plantas indicadoras comunmente usadas son. Gomphrena globosa, Nicotiana
tabacum v. xanthi, N. tabacum v. hicks, N. sylvestris, N. glutinosa, Datura stramonium,
Chenopodium amaranticolor, Ch. quinoa, Capsicum annuum, Lycopersicon esculentum,
Physalis floridana 'y Cucumis melo.

La eleccion de las plantas diferenciales a utilizar dependera del grupo al que perte-
nezca el virus, o del virus en particular, por lo que debe consultarse la bibliografia especifica
(CMI/AAB, 1970; Kurstak, 1981; Hill, 1984).

Para la inoculacién de un virus frotando la savia, se usan los siguientes materiales:

- Mortero y pilén esterilizados

- Plantas indicadoras

- Carborundum de 600 mallas

- Hisopos de algodoén esterilizados

- Material vegetal que va a ser probado (hojas jévenes, pétalos, tubérculos, raices u otras
partes infectadas
por el virus)

- Solucién amortiguadora de fosfatos 0.01M pH 8.0

- Atomizador con agua destilada.

El amortiguador de fosfatos se prepara de la siguiente forma:

Solucién A: NaH,PO,.H,0 27.60 g/l

Solucién B:Na,HPO,.7H,0 53.65 g/l
o .
Na,PO,.12H,0 71.64 g/l
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Mezclar perfectamente 2.65 mi de solucién A y 47.35 de la B; después aforar a 100
mli con agua destilada.

El procedimiento es como sigue:

- Lavarse las manos con agua y jabén.

- Etiquetar las plantas indicadoras anotando el grupo al que pertenece el virus inoculado (en
caso de que se conozca), la fecha de inoculacién y cualquier otra informacion pertinente.

- Moler en el mortero un pedazo de hoja infectada, afiadiendo 2 mi de solucién amortiguadora
de fosfatos para extraer la savia.

- Esparcir en tres hojas de cada una de las plantas indicadoras y en las testigo, carborundum
de 600 mallas, y frotarlas con un hisopo humedecido en la savia con virus.

- Hacer, minimo, tres repeticiones y dejar como testigo hojas frotadas con solucién
amortiguadora Unicamente.

- Después de la frotacion, lavar con el agua del atomizador las hojas inoculadas.

- Anotar los sintomas observados y el tiempo de aparicion de los mismos, que pueden ser:
lesiones locales necréticas, lesiones locales cloréticas, mosaicos, manchas anulares,
moteados, necrosis, enchinamientos, etc.

2. OBSERVACION DE INCLUSIONES VIRALES

Las inclusiones virales se forman en las células de las plantas, como resultado de
las infecciones producidas por los virus; se ha demostrado que 369 de los virus fitopatégenos
conocidos forman inclusiones que pueden utilizarse en el diagnéstico de las enfermedades
causadas por ellos. Ademas, con las inclusiones se puede determinar si una infeccién es
producida por més de un virus iCérdenas y Galindo, 1980; Stevens, 1983; Cardenas, 1986;
Pinto, 1993).

Por su localizacion dentro de las células y por su forma, las inclusiones virales pue-
den ser: nucleares y/o citoplasmaticas, y éstas Ultimas a su vez, pueden ser:

Amorfas:
Granulosas
Fibrosas
Vacuoladas
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Bandeadas
Laminadas
Cuerpos densos
Irregulares
Otros tipos

Cristalinas:
Hexagonales
Piramidales
Rectangulares
En huso
Isométricas
Paracristalinas
Otros tipos

En una misma planta los virus pueden formar inclusiones en el nticleo o en el citoplasma
0 en ambos y pueden ser amorfas o cristalinas, o presentarse los dos tipos a la vez.

- Inclusiones Amorfas

Granulosas. Son de forma redondeada u ovalada con la apariencia de pequefios granulos,
de tamafio variable segun el tiempo de infeccién que tenga la planta.

Fibrosas. Son alargadas y a veces se agrupan en un mismo punto.

Vacuoladas. Son de forma redondeada, con limites bien definidos por una membranay con
areas claras en el interior.

Bandeadas. Se observan como cuerpos alargados con bandas a todo lo largo.
Laminadas. Forman cuerpos lineales en forma de laminas.

Cuerpos densos. Como su nombre lo indica, son cuerpos densos, redondos, de tamafio
variable.

Irregulares. Son inclusiones de forma y tamafio variables.
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Inclusiones Cristalinas

Cristalinas. Estas inclusiones tienen todas las propiedades de un cristal y sus formas pue-
den ser hexagonales, piramidales, rectangulares, de huso, isométricas, etc. Las paracristalinas
son inclusiones cristalinas en forma de agujas alargadas.

La determinacién de la presencia de inclusiones virales dentro de las células vegeta-
les, frecuentemente se hace observando tiras de epidermis de hojas con sintomas; en este
tejido se localizan las inclusiones inducidas por la mayoria de los virus transmisibles me-
diante frotado de savia.

Cuando la transmisién por frotado de savia no es posible o se logra esporadicamente,
o cuando las inclusiones estan posiblemente localizadas en el meséfilo, parénquima del
floema o conductos vasculares, se recomienda para el diagnéstico localizar estos tejidos,
eliminando en un sitio de la hoja una de las capas epidérmicas. Esto se logra tallando suave-
mente con una “lija de agua” de 400-600 malias.

Cuando es dificil eliminar la epidermis, se puede lijar del haz al envés, trabajando
sobre la epidermis abaxial. Cuando las inclusiones se forman en otro tejido, entonces se
deben hacer cortes de las hojas u otros érganos de la planta, ya que las inclusiones pueden
encontrarse en tallo, raiz, flor o fruto.

La técnica para la observacion de las inclusiones se basa en el uso de colorantes
que se presentan en el Apendice

El procedimiento es como sigue:

- Desprender la epidermis, o lijar del haz al envés cuando la epidermis no se pueda despren-
der, o cuando los virus estén localizados en el floema.

- Colocar las tiras de epidermis durante 15 minutos, en una gota de azul de bromofenol y
transferiria después a otra de rodamina-verde de metilo.

- Enjuagar con agua corriente las muestras coloreadas con azul de bromofenol, y con agua
destilada las tefiidas con rodamina-verde de metilo.

- Observar en el microscopio compuesto a un aumento de 1000X.
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El verde de metilo colorea de azul al nucleo (ADN), mientras que la rodamina tifie de
rosa las inclusiones (ARN) y el bromofenol las tifie de azul. Se recomienda usar la rodamina-
verde de metilo cuando se tiene poca experiericia, porque proporciona un mejor contraste,
pudiendo distinguirse con mayor facilidad las inclusiones granulosas de virus que se forman
dentro del nucleo.

Para la identificacion de virus con base en las inclusiones observadas, se recomien-
da consultar a Cardenas (1986) y Christie y Edwards (1987).

3. TINCION NEGATIVA PARA OBSERVACION EN MICROSCOPIO ELECTRONICO

Los virus son altamente transparentes a los electrones, por lo que para observarios
directamente en el microscopio, deberan colocarse sobre una pelicula de material denso
para los electrones.

Para que la tincion de particulas virales sea efectiva, se recomienda usar acido
fosfotungstico a 1% en agua destilada, con pH de 6.9, para virus de varilla, y acetato de
uranilo a 2% en agua destilada, para virus poliédricos.

Para examinar virus extraidos de savia infectada, parcialmente purificados o purifica-
dos, es necesario colocar las preparaciones sobre un soporte rigido, como una rejilla de
cobre de 3 mm -de diametro y de 60-160 mallas/cm (comunmente usada en microscopia
electrénica de transmision).

El procedimiento es como sigue:

- Preparar con anticipacion las rejillas, cubriéndolas con una pelicula de Fomvar al 0.25% en
agua destilada.

- Macerar por separado pedazos de hojas infectadas con virus, en una gota de acido
fosfotungstico o acetato de uranilo.

- Humedecer las rejillas ya preparadas, con el macerado.

- Colocar las rejillas dentro de una caja Petri con papel filtro, procurando que la cara cubierta
con Fomvar no haga contacto con el papel.

- Observar al microscopio electrénico de transmision las caracteristicas de las particulas del
virus.
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4.PRUEBAS SEROLOGICAS

Las pruebas serolégicas pueden ser decisivas en la identificacién de un virus desco-
nocido, e importantes para estudiar la relacion entre vanantes de un mismo virus o entre
virus relacionados. Tales pruebas se basan en la capacidad de unién que los anticuerpos
individuales tienen para sus antigenos especificos (Pinto, 1993).

- Doble difusién en agar

La prueba de doble difusién en gel (con frecuencia referida como prueba de
Ouchterlony) es una de las mas empleadas por los virélogos, y permite darse cuenta del
tamafio de la particula viral, de su homogeneidad y de la pureza de las particulas, asi como
de la relacién serolégica que existe con los antigenos.

El desarrollo de la técnica es como sigue:

- Calentar 24 ml de solucién salina a 0.85% mas 0.2 g de agar purificado (agar iénico), hasta
que éste ultimo se disuelva.

- Agregar 1 ml de azida de Na a 0.5% (para evitar la contaminacién por microorganismos)
cuando la temperatura baje de 60°C.

- Verter aproximadamente 20 mi del agar disueito en la solucién salina, en una caja Petri de
fondo plano y poner el resto en Bafio Maria para evitar que se solidifique.

- Hacer orificios de 7 mm de didametro en el agar solidificado de la caja Petn, cuya separa-
cién sea también de 7 mm.

- Con una gota pequefia del agar mantenido liquido en Bafio Maria, cubrir el fondo de cada
perforacién.

- Depositar en las perforaciones el antisuero y las savias a probar, distribuyéndolas de acuerdo
con la finalidad del estudio. Debe incluirse savia de tejido sano en la prueba, como testigo.

- Colocar las cajas en una charola y meterias en una boisa de polietileno.

- Anotar los resultados a las 24 o 72 horas, considerando la respuesta como positiva o
negativa, dependiendo de la reaccién antigénica.

En esta prueba se hacen difundir los antigenos y los anticuerpos, que al unirse reac-
cionan en la capa de agar; la reaccion serolégica se presenta como lineas de precipitacion
en el agar.
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Si la linea de reaccién esta cerca de donde se puso la savia, la particula viral es
grande, pero si esta alejada, entonces es pequefia. Por otra parte, con las particulas poliédricas
se observa que los precipitados que forman la linea de reaccién son finos, y con los de
particula de varilla, son gruesos. Estas son sélo algunas de las bondades de la técnica.

Las técnicas de inmunodifusion utilizadas con mas frecuencia, fueron actualizadas
por Ouchterlony (1968), Crowle (1973) y Ouchterlony y Nilson (1978).

Prueba de latex

La prueba de latex es una modificacion de la técnica anterior y se basa en la forma-
cién de un precipitado visible entre un antigeno (virus) y su anticuerpo especifico, adsorbido
en las esferas de poliestireno de 810 nanémetros de diametro que forman el latex.

Mediante un proceso denominado sensibilizacién del latex, las esferas de poliestireno
son recubiertas con los anticuerpos, después de lo cual se mezclan en una caja Petri con la
savia previamente extraida de hojas, o con virus purificado.

La agregacion, al igual que la microprecipitacion, tiene lugar si el antigeno se encuen-
tra presente en las muestras. En este caso, como las esferas de latex son mucho mas
grandes que los anticuerpos, la reaccion se puede observar a simple vista cuando la placa
Petri es colocada sobre un fondo negro.

La técnica completa se descnibe a continuacion:
Los materiales requeridos son:

- Bolsas de plastico (10 x 15 cm)

- Tubos de ensayo (10 x 75 mm)

- Placas Petri de plastico

- Jeringas hipodérmicas de 1 ml

- Létex sensibilizado para cada virus

- Agua destilada

- Solucién amortiguadora Tris HCI 0.05 M de pH 8, que contenga 0.01 M de bisulfito de sodio
y 0.05 % de Tween-20.
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Procedimiento:

- Con una regla y un lapiz de cera, trazar lineas paralelas separadas 0.8 cm, en la parte
interior de la caja Petri. Después trazar lineas perpendiculares para formar cuadros.

- Colectar hojas a diferentes alturas de la planta que va a ser examinada, manejandolas con
una bolsa de plastico para evitar el contacto con las manos.

- Incluir en la prueba dos testigos: uno negativo (savia de hojas de una planta sana) y uno
positivo (savia de hojas de una planta previamente infectada artificialmente con el virus que
se desea identificar). Si no se tienen testigos de la planta de interés, es posible utilizar
hojas sanas e infectadas, respectivamente, de otro hospedero o planta indicadora.

- Extraer el jugo de la muestra con un extractor automatico, o en la boisa de plastico, agre-
gandole 0.3 cm? de solucién amortiguadora Tris HCI. Con un rodillo u otro objeto cilindrico
presionar fuertemente la bolsa de plastico varias veces sobre una mesa, de modo que se
expriman las hojas.

- Colectar el jugo en un tubo de ensayo y dejarlo en reposo por dos horas, de preferencia a
4°C.

- Poner 0.45 ml de la solucién amortiguadora Tris HCI en dos tubos de prueba para preparar
las diluciones 1/10 (primer tubo) y 1/100 (segundo tubo).

Preparacion de las diluciones de savia

- Transferir al primer tubo, con una jeringa hipodérmica, 0.05 ml de jugo, del nivel superior
del tubo en que se colecto, evitando el sedimento.

- Mezclar bien, extrayendo el jugo con la jeringa y expeliéndolo de nuevo en el tubo de ensa-
yo. Esta es la dilucion 1/10. Otra forma de preparalo es mezclando nueve gotas de la
solucién amortiguadora Tris-HCI con una gota de jugo.

- Transferir 0.05 mi de la dilucién 1/10 al segundo tubo y mezclar como en el caso anterior .
Esta es la dilucién 1/100. También puede prepararia mezclando nueve gotas de solucion
amortiguadora Tris HCI con una gota de la dilucién 1/10. Es necesario hacer estas dos
diluciones, porque las reacciones no son visibles cuando el virus estd muy concentrado.

- Con la jeringa en posicion vertical dejar caer una gota de latex sensibilizado en cada cua-
dro del fondo de la placa Petri.

- Preparar tantos cuadros como sean necesarios, para tener dos repeticiones por muestra.

- Preparar cuatro cuadros adicionales para los testigos (negativo y positivo).

- Colocar las muestras en la placa Petri, siguiendo un plan predeterminado, de modo que se
puedan distinguir facilmente las muestras de los testigos.
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- Colocar, con otra jeringa, una gota de la dilucién 1/100 sobre una gota de latex. Luego, con
la misma jeringa, colocar una gota de la dilucién 1/10 encima de otra gota de latex.

- Enjuagar la jennga tres o cuatro veces con agua destilada, antes de utilizarla con la mues-
tra siguiente.

- Aplicar el mismo procedimiento para cada muestra y llevar un registro del plan que se ha
seguido.

- Sino se dispone de un agitador, colocar las placas Petri sobre un cartén y rotarlas manual-
mente sobre una mesa.

- Abrir la placa Petri y observar las reacciones sobre un fondo oscuro. Si la reaccién es
positiva, se observa ra una agregacién de particulas de latex; pero si la reaccion es nega-
tiva, el latex permanecera con un aspecto lechoso.

Inmunoabsorbancia con enzimas conjugadas
ELISA

ELISA es un acrénimo de “Enzyme-Linked Inmunosorbent Assay”. Esta prueba ha
demostrado ser precisa, sensitiva y mas rapida que otras técnicas serolégicas convencio-
nales, para detectar virus de plantas, ademas de utilizar pequefias cantidades de antisuero
(Pinto, 1993).

El principio de ELISA esta basado en que el virus de la muestra es atrapado e
inmovilizado selectivamente por anticuerpos especificos (gamma-globulina), adsorbidos en
una superficie sélida. Después, las particulas atrapadas se hacen reaccionar con otros
anticuerpos a los que se les ha unido una enzima, formando asi un complejo de fracciones
que son estables aun después de lavar. Al adicionar a la enzima un sustrato adecuado, éste
se hidroliza y se induce un cambio de color en la solucién; esto permite detectar la reaccion
visuaimente o con la ayuda de un espectrofotémetro. La intensidad del cambio de color,
provocado por la reaccién, es proporcional a la concentracion del virus.

Puesto que una pequefia cantidad de enzima puede hidrolizar una cantidad mayor de
sustrato, la reaccion se ve asi amplificada, lo que aumenta la sensibilidad de la técnica. Cabe
aclarar que los resultados que se obtienen, dependen en gran parte del condcimiento y la
habilidad del técnico que realice la prueba; también conviene mencionar que la alta sensibi-
lidad de esta técnica incrementa la probabilidad de obtener resultados erréneos, por lo que el
técnico debe conocer a fondo cada una de las estapas del proceso. -
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La obtencién de la gamma globulina, la conjugacién con la enzima y las soluciones
amortiguadoras necesarias para la prueba, se citan en el Apéndice.

A continuacién se describe la metodologia de la prueba de ELISA.
Materiales:

Reactivos - PBS (pH de 7.4), PBST, Solam de cubrimiento, Solam de extracciéon, Solam del
conjugado, Solam sustrato y Solam tris.

Sustrato - Tabletas Sigma N° 104-105 (5 mg/tableta).

Enzimas - Fosfatasa alcalina (Sigma alkaline phosphatase type Vil) (p 450.2).

Placas - Cooke microelisa substrate plates c1223-24, de fondo plano. (Dynatech Labs. inc.
900 Slaters Lane. Alexandna, VA. 22314 U.S.A.).

Procedimiento:
Sensibilizacion de la placa (anticuerpo)

Esta etapa consiste en cubrir los pozos de la placa de microtitulacién con un anticuerpo
(gamma globulina purificada) especifico para cada virus, el cual es adsorbido por la superfi-
cie.

Para lograr lo anterior, se agrega a cada pozos de la placa 100 ul de gamma globulina
purificada (anticuerpo) en Solam de cubrimiento (Apéndice). Se deja incubar la placa por 4-
6 h a 37°C, o durante toda la noche a 6°C, para que las moléculas de gamma globulina se
adhieran a las paredes del pozo. Las placas que no se usan en el momento deben ser
cubiertas y selladas con polietileno adherible y aimacenadas a 6°C; en éstas condiciones
pueden ser usadas o utilizadas en un intervalo de ocho dias.

La concentracion da gamma globulina normaimente usada es de 1-2 y g/mi; sin
embargo, la 6ptima debe determinarse previamente .

Para continuar, vaciar la placa y lavaria con PBST + Tween 20 usandd una pizeta y
esperar 3 minutos, después de lo cual se debe vaciar y sacudir fuertemente sobre una toalla
de papel en una mesa; repetir esta operacion tras veces para eliminar el exceso de gamma
globulina, pero los anticuerpos quedaran adheridos a las paredes del pozo.
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Cuando se realiza la técnica rutinariamente, las placas con gamma globulina pueden
ser preparadas con anticipacion y conservarse perfectamente a -20 °C por periodos largos.

Colocacién de las muestras (antigeno)

Las muestras por analizar pueden ser extraidas por diferentes métodos. Puede ha-
cerse la maceracién del tejido vegetal y utilizarse una solucién amortiguadora (Solam de
extraccién) para obtener una dilucién 1/10 a 1/20. Durante el procedimiento, el Solam y las
muestras vegetales deben mantenerse frias, colocandolas en una charola con hielo.

Cuando se considera que los virus se encuentran en concentracién baja en el tejido
infectado, se puede utilizar menos solucién amortiguadora para obtener una dilucién mas
concentrada.

La manera mas practica de obtener la muestra, es macerar el tejido vegetal en bol-
sas pequefias de plastico a las que se agrega PBS-Tween+2% PVP-40 recientemente pre-
parado. El PBS-Tween+2% PVP-40 es la solucion amortiguadora PBS-Tween a la que se le
agrega 2% de polivinil pirrolidona PM 40 000.

Se maceran las muestras haciendo rodar con presién un tubo de ensayo o algo
semejante sobre la bolsa de plastico. Se deben utilizar como testigos, tanto muestras de
tejido sano como de tejido enfermo, procesadas de la misma manera.

En laboratorios muy blen equipados, la savia de las muestras se extrae con un apa-
rato especiaimente fabricado para tal fin. El jugo se recoge en un tubo de ensayo y se le
agrega solucién amortiguadora hasta lograr la dilucién requerida.

Una vez logrado lo anterior, agregar 100 pl de savia de cada planta a probar, en dos
pozos, utilizando una pipeta limpia para cada muestra. Incubar a 6°C toda la noche 0 a 37°C
por4-8 h.

Si la muestra contiene particulas del virus especifico (antigeno) para los anticuerpos
con los cuales se insensibilizaron los pozos de la placa, quedarén adheridas a las paredes
de éstos y no serédn eliminadas en el proceso de lavado, que se hace como ya se explico.
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Adicion del conjugado (enzima-gamma globulina)

Aunque otras enzimas pueden conjugarse con las moléculas del anticuerpo, la
fosfatasa alcalina es la que ha dado los mejores resultados.

El conjugado (enzima-gamma globulina) se adquiere ya preparado y a la dilucién
conveniente, que puede ser de 1:400 a 1:1000. Esto es mas practico, debido a que el labo-
ratorio que lo fabrica y distribuye (AGDIA Inc.) indica la manera de preparario y usario; ade-
mas, se reduce la posibilidad de errores.

La adicién del conjugado se hace en las siguientes etapas:

- Agregar en cada pozo, 100 pl del conjugado ya preparado.

- Incubar a 30°C por 3-6 h, para que el conjugado se adhiera al compuesto virus-anticuerpo
pegado a las paredes del pozo y se forme un “sandwich® anticuerpo-virus-conjugado
anticuerpo enzima.

- Lavar la placa tres veces como ya se describid, para eliminar el exceso de conjugado
enzimatico que no esté adhendo a las particulas de virus.

Adicién del sustrato enzimético.

- Agregar 150 6 200 pl, dependiendo del tipo de pozos de la placa que se va a usar.

-Incubar a temperatura de laboratorio por 30 a 60 min. hasta que se observe un color ama-
rillo en algunos pozos.

-Detener la reaccion agregando 50 pl de NaOH 3M a cada pozo.

En esta etapa solamente reaccionarén los pozos que contienen la enzima.

Evaluacién de resultados

La intensidad del color amarillo es un indicador de la cantidad de particulas de virus
presentes en la muestra; cuanto més intenso es el color, mayor es la concentracién del virus.

Las lecturas pueden realizarse por observacién visual o midiendo la absorbancia con
ayuda del fotdmetro o colorimetro.
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Los resultados se pueden registrar en una hoja, o fotograficamente.
Reutilizacién de las placas
Para volver a usar las placas, debe procederse como sigue:
- Lavarlas dos veces con PBST y sacudirlas hasta que sequen.
- Inundarias con glicina-HCI 0.2M de pH 2.3.
- Incubar 60 min a temperatura ambiente.
- Sacudir las placas y lavarlas tres veces con PBST.
- Utilizar las placas con nuevas muestras.

Reutilizacién del conjugado

Para reducir los costos de la técnica de ELISA, se puede volver a usar el conjugado.
Para esto debe hacerse lo siguiente:

- Aspirar el conjugado de cada pozo, al final de la incubacién.

- Volver a usarlo tal cual o concentrario a su actividad original (cuando el nimero de mues-
tras que dan reaccién positiva es bajo, el conjugado conserva cerca de 2/3 de su activi-
dad).

Problemas comunes con ELISA, su posible origen y solucién

No hay coloracién al final de la prueba.

Esto puede deberse a que:

Se omitié algin paso durante el proceso.

No se usaron las soluciones Solam correctas en cada paso.

La enzima y/o el suero no estaban activos.

Recomendaciones:

Usar testigos positivos confiables en cada placa.
Probar previamente el conjugado en el sustrato.
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Verificar la gama globulina purificada, con antigenos especificos a las gamma globulinas.

Coloracién no especifica.

Puede presentarse en los pozos de la periferia de la placa, cuando se utilizan en la
prueba; ademas, pueden dar reacciones espontaneas erroneas, particularmente en las es-
quinas de la placa.

Recomendacion:

No utilizar los pozos de la periferia de la placa, sino lienarlos unicamente con Solam.
Se pueden presentar tambien en toda la placa, cuando:

El antisuero contiene anticuerpos para antigenos normaimente presentes en la planta.
El lavado fue incompleto.

El sustrato estaba viejo.

Hubo errores en la secuencia de llenado de los pozos.

Recomendaciones:

Usar testigos negativos confiables en cada placa.

Usar sustrato fresco y verificar cambios espontaneos de color.

Cubrir las placas con polietileno delgado adherible.

Algunos pozos dan reaccién inconsistente o inesperada.

Puede deberse a:

Lavado incompleto

Error en la aplicacion de antigenos

Contaminacién o salpicado entre pozos.

Recomendaciones:

Hacer un lavado extra.
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Manipular las placas con sus cubiertas puestas.

Predeterminar el orden de llenado antes de lienar los pozos.

Secar con toalla la cara superior de la placa, después de enjuagar.
Coloraciéon muy rapida o color en algunos testigos.

Cuando se presentan estas anomalias, pueden deberse a:

Concentracion muy alta del conjugado.
Concentracién muy alta del sustrato.

Recomendaciones:
Usar concentraciones adecuadas del conjugado y/o sustrato.
DAS-ELISA

La prueba DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich) ha alcanzado gran difusién como
método rutinario para la deteccién de virus en papa. En esta prueba serolégica se emplean
complejos enzima-anticuerpo, a los que se les denomina conjugados enzimaticos. Las
enzimas empleadas en DAS-ELISA tienen que producir algun tipo de reacciéon coloreada que
permita una evaluacion de manera sencilla; actuaimente la fosfatasa alcalina es la mas
empleada. Aunque DAS-ELISA es un método rapido y eficiente, muchos paises no pueden
hacer uso rutinario de la técnica, debido al alto costo por muestra, que en gran parte se debe
ala enzima y al sustrato enzimatico empleado, que es el p-nitrofenil fosfato.

DAS-ELISA es una técnica serologica de gran sensibilidad para la identificacion de
virus fitopatogenos. Las ventajas de esta técnica son las siguientes:

- Mayor sensibilidad que otros métodos para detectar a la mayoria de los virus, incluyendo al
PLRV (virus enrollamiento de la hoja de la papa) y PVA (virus A de la papa) que normal-
mente se encuentran en baja concentracion en la savia de plantas infectadas.

- Requiere menos antisuero, lo que significa bajar sus costos.

- Es el unico método que detecta eficientemente al PLRV en tubérculos o follaje de papa.

- Es una técnica faciimente adaptable a programas de mejoramiento de variedades, ade-
mas de ofrecer resultados rapidos y confiables con la mayoria de los virus.
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Las desventaja principales son:

- El gran nimero de etapas necesarias para completar la prueba.
- El elevado costo del equipo.
- Los altos costos de los reactivos utilizados.

Esta técnica es otra variante de ELISA; mayores detalles sobre ella, pueden ser con-
" sultados en Clark y Adams (1977).

Procedimiento
Sensibilizacion de la placa.

Los anticuerpos (gamma-globulina) especificos para cada virus, son adsorbidos a la
superficie de cada pozo de la placa de microtitulacion. Para logrario, es necesario realizar la
siguiente rutina:

- Preparar la solucion amortiguadora de adsorcion, que consiste en disolver 1.59 g de Na,CO,
mas 2.93 g de NaHCO,, luego agregar agua destilada hasta completar un litro; en seguida
disolver 0.2 g de NaN,. Esta solucién se puede almacenar en el refrigerador hasta por un
mes a 4°C.

- Diluir la gamma globulina purificada (anticuerpo) en ésta solucion amortiguadora. Para
determinar la dilucién mas adecuada, referirse al capitulo de purificacion y conjugacion de
antisueros.

- Agregar 200 pl de la gamma globulina purificada y diluida, a cada pozo de la placa de
microtitulacion.

- Incubar la placa por 2 a 4 horas a 37°C. Se recomienda no utilizar los pozos periféricos
porque se ha observado que producen reacciones no especificas, razon por la cual sélo
deben ser llenados con la solucién amortiguadora. Este proceso permite a las moléculas
de la gamma globulina adherirse a la superficie interna de los pozos.

- Al término del periodo de incubacion, la placa se vacia y se lava con PBS-Tween, cuya
composicion es la siguiente: 8.0 g de NaCl, 0.2 g de KH,PO,, 2.9 g de Na,HPO,.12H,0,
0.2 g de KCl, 0.2 g de NaH,, y 0.5 ml de Tween 20, aforado después a un litro con agua
destilada.
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- Llenar los pozos con PBS-Tween y dejar reposar durante tres minutos, pasado este tiem-
po vaciar la placa nuevamente, repitiéndo el lavado tres veces para eliminar la gamma
globulina exedente. Si son muchas muestras a procesar, las placas pueden preparse con
anticipacion, cubrirse con polietileno adherible y aimacenarse por largos periodos, a-20°C.

Preparacion de las muestras para su analisis (antigeno).

La forma mas practica es macerar los tejidos vegetales en bolsas de plastico. Co-
munmente se usa solucion amortiguadora para obtener una dilucion del macerado, de 1/10
a 1/20. Cuando los virus se encuentran en una baja concentracion en los tejidos infectados,
es recomendable usar menos solucién para asi tener una dilucién mas concentrada.

Agregar en la bolsa de macerado PBS-Tween + 2% PVP-40 recién preparado, lo que
facilita la maceracion de la muestra. El PBS-Tween-PVP es la solucion amortiguadora PBS-
Tween a la que se agrega 2% de polivinil pirrolidona PM 40 000.

Las muestras se maceran haciendo rodar un tubo de ensayo o algun otro artefacto
semejante sobre la bolsa de plastico. Siempre se deben usar muestras sanas (testigos) y
enfermas, procesandolas de la misma forma. El jugo se vacia en un tubo de ensayo, de
donde se toma la cantidad necesaria para preparar la dilucion requerida. Cada pozo de la
placa se llena con 200 pl (0.2 ml) de muestra diluida. Para cada muestra se debe usar
siempre una pipeta Pasteur limpia. No se debe olvidar que los pozos periféricos pueden
mostrar reacciones no especificas, por lo que no es recomendable usarlos. Las muestras
se disponen en la placa segun un plan previamente trazado. De este modo, tanto las mues-
tras como los testigos pueden ser faciimente identificados.

Una vez colocados los antigenos, se incuba la placa a 4°C durante 18 horas (o toda
la noche), 0 a 37°C durante 4 a 6 horas. Pasado este tiempo se lava la placa como ya se
describi6. Repetir el lavado tres veces o hasta que la placa quede completamente transpa-
rente, sin jugo o tejidos vegetales.

Las particulas de virus (antigeno) del jugo de los tejidos vegetales, se conjugan con
los anticuerpos con los cuales se sensibiliz6 la placa.
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Adicién del conjugado (enzima-gamma globulina)

También en esta técnica otras enzimas pueden ser conjugadas con las moléculas

del anticuerpo, pero la fosfatasa alcalina da mejores resultados. La adicién del conjugado se
hace como sigue:

- Diluir el conjugado enzimatico en PBS-Tween con 2% de PVP-40 y 0.2% de albumina de
huevo o leche en polvo; para determinar la dilucidon mas adecuada, referirse al capitulo de
purificacion y conjugaciéon de antisueros.

- Agregar a cada pozo de la placa 200 pl (0.2 ml) del conjugado enzima gamma globulina
diluido. Los pozos de la periferia deben ser llenados tinicamente con solucién amortiguadora.

- Incubar a 37°C por 3 a 6 horas.

- Lavar tres veces la placa como ya se descnibid; para que el conjugado enzimatico que no
esté adherido a las particulas del virus sea eliminado durante este proceso.

La conjugacién del anticuerpo (gamma globulina) antigeno (virus del jugo de la planta
infectada) y conjugado (enzima-gamma globulina), constituye el "sandwich” que le da el nom-
bre de DAS- ELISA a esta técnica. ‘

Adicién del sustrato de la enzima (fosfatasa alcalina).

Antes de disolver el sustrato de la fosfatasa alcalina, que es el p-nitrofenilfosfato, es
necesario preparar la siguiente solucién amortiguadora: disolver 97 mi de dietanolamina en
800 ml de agua destilada; regular el pH a 9.8 con HCI (37%); seguidamente agregar 0.2 g de
NaN,; aforar con agua destilada a un litro.

Es importante aclarar que esta solucién debe ser preparada en el momento de ser
utilizada, ya que no puede ser aimacenada.

Disolver el sustrato en la salucién amortiguadora hasta alcanzar una concentracién
de 0.6 0 0.8 mg/ml. El sustrato puede conseguirse en poivo o en pastillas de concentracion
conocida. Esta Ultima forma es la mas conveniente, ya que evita tener que pesar el sustrato
cada vez que se necesite. Luego se agregan 200 pl (0.2 ml) a cada pozo de la placa; por
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ultimo, incubar la placa a temperatura ambiente por el tiempo necesario (aproximadamente
30 a 60 min) para observar la reaccion.

En esta etapa de la técnica sé6lo habra reacciéon en los pozos de la placa, en los
cuales se hayan formado los "sandwichs".

La solucion del sustrato que contienen los pozos que fueron lilenados con muestras
de plantas enfermas adquiere un color amarillo. La intensidad del color es un indicativo de la
cantidad de virus presente en la muestra. Los pozos con las muestras testigo (sanas), asi
como el testigo con solucién amortiguadora deben permanecer transparentes. Las lecturas
pueden realizarse por el método visual (cualitativo) o con la ayuda de un fotémetro o colorimetro
a una longitud de onda de 405 nm (cuantitativo).

PNC-DAS-ELISA

En el Centro Internacional de la Papa (CIP) se ha ensayado la prueba DAS-ELISA
para la deteccion de virus en papa empleando otra enzima, la penicilinasa, de costo compa-
rable al de la fosfatasa alcalina, pero que presenta la ventaja de emplear como sustrato el
complejo iodo-almidén-penicilina, que es mucho mas econémico.

En si, la prueba DAS-ELISA con penicilinasa, llamada PNC-DAS-ELISA, se basa en
ol método iodométrico, en el que se utiliza el complejo yodo-almidén como indicador de pH.
Este complejo es bastante estable, de color azul, y se forma por el arreglo de los atomos de
iodo entre la molécula de almidén, al estar en solucién.

Cuando la penicilinasa actua sobre la penicilina se produce el acido peniciléico, que
opera como reductor del yodo y lo torna totalmente incoloro.

La prueba con penicilinasa tiene una sensibilidad igual y en muchos casos superior a
la obtenida con fosfatasa alcalina, al utilizarse con savia de plantas que contienen baja con-
centracion de virus.

Aunque esta prueba sélo sirve para evaluaciones visuales, es una opcién econémi- '
camente muy ventajosa para ser empleada como técnica rutinaria.
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Procedimiento
Sensibilizacién de la placa.

- Preparar la solucién amortiguadora de cobertura, disolviendo en agua destilada 1.59 g de
NaCO, y 2.93 g de NaHCO, 2.93 g; después aforar a un litro. Solamente si la solucion va
a ser almacenada, agregar 0.2 g de NaN,. Ajustar el pH a 9.6 con HCI 0.1 M o con NaOH
0.1M. '

- Diluir la IgG de cobertura en la solucion amortiguadora y mezclar bien (la IgG se puede
diluir hasta 1/1000).

- Llenar los pozos de la placa con 150 pl de la solucion de IgG y colocarla dentro de una
bolsa de plastico, sellandola con cinta adhesiva.

- Incubar a temperatura ambierite durante cinco horas o a 37°C durante tres horas.

- Eliminar la solucion de IgG de la placa, sacudiéndola y secandola sobre toallas de papel.

Bloqueo de la placa

- Preparar la solucion de bloqueo disolviendo 2 % de leche en poivo o albumina de huevo en
solucién amortiguadora fosfato salina (PBS) de pH 7.4, que se compone de: NaCl, 8.0 g;
KH,PO,, 0.2 g; Na,HPO,.12H,0, 2.9 g; y KClI, 0.2 g, disueltos en agua destilada hasta
completar un litro. Luego agregar 0.05 % de Tween 20. Si la solucién va a ser aimacenada,
agregar 0.2 g de NaN,.

- Llenar los pozos de la placa con 200 pl de solucion de bloqueo y sellaria de la forma men-
cionada anteriormente.

- Incubar la placa durante una hora a 37°C.

- Lavar los hoyos de la placa con solucion amortiguadora de lavado (PBS-Tween), tres ve-
ces durante tres minutos cada vez.

Preparacién y colocacién de las muestras

- Colectar las muestras en bolsas de plastico e identificarlas (esto puede hacerse uno o dos
dias antes, si es que es posible aimacenarias a 4°C). Deben incluirse testigos sanos (mues-
tras que no tienen el virus) y positivos (muestras de plantas en las que previamente se
inoculé el virus).
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- Preparar la solucion amortiguadora de maceracion PBS-Tween con 2 % de polivinil-
pirrolidona (PVP-40) y 1% de leche en polvo o albumina de huevo.

- Agregar la solucion amortiguadora a las muestras, la cual puede diluirse en una proporcién
de 1:5 (peso de la muestra: volumen de amortiguador).

- Macerar las muestras con la ayuda de un tubo de ensayo o un rodillo de madera.

- Llenar los pozos de la placa con 150 pl de savia, incluyendo los testlgos (sanos y positi-
vos), siguiendo un patrén preestablecido.

- Cubrir la placa e incubaria a 4°C o a temperatura ambiente durante toda la noche.

- Lavar la placa con PBS-Tween hasta eliminar por completo la savia de los pozos. Luegb
lavar tres veces mas durante tres minutos cada vez.

Colocacion del conjugado enzimatico

- Preparar la solucién amortiguadora de conjugado PBS- Tween 20 con 1 % de leche en
polvo o albumina de huevo.

- Diluir el conjugado enzimatico en la solucién amortiguadora.

- Llenar los pozos de la placa con 150 pl de la dilucién del conjugado enzimatico.

- Cubrir la placa e incubaria a 37°C durante tres horas.

- Lavar las placas tres veces durante tres minutos cada vez.

Revelado de la placa

- Preparar una solucién de almidén a 2 % en solucién amortiguadora fosfato 0.2 M, ajustan-
doelpHa 7.2 con HCI0.5M 6 NaOH 0.5 M.

- Disolver el almidon calentandolo a fuego directo. Luego dejar enfriar agitando constante-
mente para evitar la formacion de grumos.

- Tomar 5 mi de la solucién de almidén y agregar 25 mi de solucién amortiguadora fosfato
0.2Mde pH 7.2 y 100 pl de la solucién concentrada de yoduro (200 mg de yodo y 5.32 g de
yoduro de potasio en 10 ml de agua destilada). Ajustar el pH a 7.2. Esta soluciéon es de
color azul purpura.

- Preparar este sustrato empezando una hora antes de que termine el periodo de incubacién
de la placa con el conjugado enzimatico.

- Mientras se hace el titimo lavado del conjugado enzimatico de la placa, agregar penicilina
G a la solucion de sustrato. Es importante asegurarse de que la solucién esté completa-
mente fria.
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- Llenar los pozos de la placa con 150 pl de la solucién de sustrato y esperar la reaccién, la
cual normaimente comienza 10 minutos después de colocar el sustrato.

- Lareaccion es positiva cuando la solucién en el pozo se torna total o parciaimente incolora,
en comparacién con el testigo sano que debe permanecer de color obscuro o purpura.

NCM-ELISA

NCM-ELISA es una prueba inmunoenzimatica en la que se utilizan membranas de
nitrocelulosa como soporte para los reactivos.

Esta prueba es tan sensitiva como la DAS-ELISA, mas facil de realizar y tiene la
ventaja de que las muestras al ser colocadas en una membrana de nitrocelulosa, pueden
almacenarse durante vanas semanas antes de continuar con el proceso, o enviarse por
correo a otro laboratorio para terminar el diagnéstico; otra ventaja importante es que todas
las etapas se realizan a temperatura ambiente.

La prueba consiste en aplicar una pequefia cantidad de muestra (2 a 30 pl) en la
membrana, sefialando aquellas areas donde no se coloca la muestra. Las particulas de
virus reaccionan con anticuerpos especificos (IgG) para cada virus, y éstos son detectados,
@ su vez, por anti-anticuerpos conjugados a una enzima.

Esta enzima reacciona con 8u sustrato, dando una coloracién purpura cuya intensi-
dad es directamente proporcional a la concentracion del virus presente en la muestra. La
coloracion es estable por largo tiempo y las membranas pueden ser facilmente ailmacena-
das o enviadas a otro laboratorio nacional o del extranjero.

Al igual que con la prueba DAS-ELISA, varios virus pueden ser detectados al mismo
tiempo con esta técnica, utilizando una mezcla de anticuerpos especificos a los virus que se
van a probar. Esto es muy Util cuando es nesario procesar una gran cantidad de muestras.
Procedimiento
Recoleccion de muestras y extraccion de los jugos.

- Colectar las muestras en boisas de plédstico e identificarlas correctamente. La recoleccion
debe hacerse el mismo dia que se va a hacer la prueba.



virus, viroides y otros patdgenos similares 185

- Preparar la solucién de extraccion de sabia (ver Apéndice).

- Cortar cinco discos de 1 cm de didmetro de cada hoja colectada, y ponerios en una boisa
de plastico.

- Agregar 1 ml de solucién de extraccion y macerar el tejido completamente, utilizando un
tubo de ensayo o un rodillo de madera. El macerado puede hacerse en una bolsa de plasti-
co.

- Dejar reposar el macerado por 30 a 45 min a 4°C.

Aplicacion de las muestras en la membrana de nitrocelulosa.

Es importante sefialar que al manipular las membranas de nitrocelulosa es necesa-
rio utilizar guantes y pinzas. Las huellas digitales pueden interferir con las reacciones.

- Cortar las membranas de nitrocelulosa al tamafio deseado y marcarias formando cuadros
de 1 cm de lado. Para identificar las membranas, numerarias en la esquina inferior dere-
cha.

- Humedecer la membrana introduciéndola lentamente en TBS, evitando la formacién de
burbujas. Al mismo tiempo, humedecer dos papeles filtro tipo Whatman No. 1 o No. 4, de
un tamafio mayor al de la membrana; dejarios remojando de 5§ a 10 minutos.

- Colocar dos hojas de papel filtro seco sobre la mesa perfectamente limpia y poner sobre
éstos los dos papeles filtro himedos y luego la membrana, evitando la formacion de burbu-
jas. Esperar hasta que el liquido de la superficie de la membrana se haya absorbido (1-2
minutos).

- Aplicar cuidadosamente una gota del jugo sobrenadante (sin tejido vegetal) de la muestra
macerada de la boisa, en el centro del cuadro de un centimetro cuadrado en la membrana
de nitrocelulosa, utilizando un pipeta Pasteur limpia, teniendo cuidado de no tocar la mem-
brana con la punta de la pipeta.

- Repetir el proceso hasta que todas las muestras hayan sido colocadas, wtilizando una
pipeta limpia para cada muestra.

- |dentificar la posicién de cada muestra en la membrana de nitrocelulosa, utilizando una
hoja cuadriculada como guia.

- Transferir la membrana a un papel filtro seco y dejaria secar por 30 minutos a temperatura
ambiente, 0 durante 15 minutos a 37°C.

- Cuando la membrana esté seca, se puede empacar entre dos papeles filtro secos y prote-
geria con cartén para enviarla, o para aimacenaria hasta que se desee continuar la prueba.
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Continuacién del desarrollo de la técnica

- Agregar 25 ml de la solucién de bloqueo a una placa Petri e introducir la membrana lenta-
mente, evitando la formacién de burbujas.

- Incubar durante 60 minutos, mientras se prepara la solucién de anticuerpos especificos al
virus (o la mezcla de anticuerpos, segun sea el caso).

- Mezclar la diluciéon adecuada de IgG a 25 ml de solucién de anticuerpos (solucion de
anticuerpo 1).

- Eliminar la solucién bloqueadora y agregar la solucién de anticuerpo 1.

- Tapar las placas y sellarlas con parafilm o cinta adhesiva para evitar la evaporacion.

- Dejar incubar durante toda la noche.

- Eliminar la solucién de anticuerpo 1 y lavar, en agitacion, la membrana en 30 mi de T-TBS.
Repetir el lavado tres veces durante tres minutos cada vez.

- Simultaneamente al lavado, se prepara la solucion de anticuerpo 2 mezclando la dilucién
adecuada de conjugado enzimatico IgG (anticuerpo 2) a 25 ml de solucién amortiguadora
de anticuerpo. Verter esta solucién en una placa Petri limpia.

- Remover la membrana lavada y colocarla en la placa Petri con la solucién de anticuerpo 2.

- Dejar incubar durante una hora.

- Descartar la solucidon de anticuerpo 2 y lavar nuevamente la membrana tres veces en T-
TBS y una vez con Solam de sustrato, durante tres minutos cada vez.

- Simultaneamente preparar la solucién de revelado en un frasco protegido de la luz, y
vaciarla en una placa Petni limpia.

- Transferir la membrana lavada a la placa Petri con la solucién de revelado, teniendo cuida-
do de que quede completamente inmersa en ella.

- Esperar de 15 a 30 minutos para observar la reaccién.

- Transcurrido ese tiempo, detener la reaccion descartando la solucion de revelado y lavan-
do la membrana con agua destilada dos veces, durante 10 minutos cada lavado.

- Secar la membrana sobre papel filtro y aimacenaria después entre dos pedazos secos de

papel filtro.

Todas las incubaciones y lavados se hacen a temperatura ambiente. Si se dispone
de un agitador, las incubaciones se realizan con agitacién suave a 50 rpm y los lavados a 100
rpm.
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B. VIROIDES

Cuando se descubrieron los virus, los fitopatélogos pensaron que ya no existian
patégenos mas pequeiios. Esto dio como resultado que en muchos estudios etiolégicos, al
no enicontrar hongos, bacterias 0 nematodos, se le asignara a la enfermedad en estudio una
naturaleza viral. Actualmente, nuevas tecnologias han permitido conocer la existencia de
patégenos submicroscopicos como los viroides, virusoides, virus satélites y otras particulas
infecciosas, en plantas.

En 1971 Dienner aisla el agente etiolégico de la enfermedad conocida como tubércu-
lo fusiforme de la papa (ViTFP), al cual le asigna el nombre de viroide. Estos nuevos patégenos
solamente se han ericontrado parasitando plantas superiores, y no son solamente curiosida-
des cientificas, sino causantes de enfermedades muy graves en diferentes plantas cultiva-
das de gran importancia econémica.

Los viroides son los elementos patégenos autorreproducibles mas pequefios, cono-
cidos actualmente. En su forma circular (es decir, extendida) tienen una longitud aproximada
de 100 nm y en la forma compactada de trenza unos 37 nm. Son simplemente moléculas de
acido ribonucléico monocatenario (cuya cadena esta compuesta de 240-380 nucleétidos
segun del viroide de que se trate) no protegidas por una capsida. El peso molecular de la
mayoria de los viroides fluctua alrededor de 120,000 daltons.

Los viroides se encuentran en las plantas enfermas en cantidades extremadamente
pequefas, usualmente se puede recuperar de 0.1 - 0.5 ug/g de tejido fresco; el aislamiento
de viroides se basa en una eficiente técnica de extraccion de acido nucléico, seguida de un
método para concentrar el RNA. Afortunadamente, muchos de los RNA de algunos viroides
son muy estables a altas temperaturas y es viable por varios afios cuando se almacena a
temperatura ambiente o liofilizado. Estas caracteristicas hacen posible realizar las etapas
especiales en el fraccionamiento y concentracién de viroides a partir de extractos vegetales
(Singh, 1986).

En la actualidad se sabe que los virus y viroides son dos grupos de patégenos com-
pletamente diferentes y sin ningn indicio de tener relacién filogenética cercana.
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Se puede decir que los viroides son patégenos de regiones calidas, sus hospedantes
son plantas tropicales o subtropicales, con excepcién de la papa que es un cultivo de clima
templado a frio. Este caso anormal parece ser consecuencia de la actividad del hombre y no
de la naturaleza.

Los viroides han sido aislados de veinte plantas de importancia en agricultura, en
diferentes partes del mundo. Muchas de las referencias sobre la presencia de los viroides se
basan sobre los sintomas causados por el patégeno. La infeccién puede ser de 100% en
plantas ornamentales y otros cultivos que son multiplicados asexualmente; esto, aunado ala
frecuente ausencia de sintomas en plantas infectadas, favorece la perpetuidad de los viroides
(Singh y Singh, 1994)

Para mayor informacion sobre este grupo de parasitos moleculares, se recomienda
consultar a Dienner (1979, 1981), Semancik (1979), Sanger (1982), Maramoroch y Mokelvey
(1985), Singh (1986), Galindo (1987), Matthews (1992) y Singh y Singh 1994.

A. PROCEDIMIENTOS PARA EL DIAGNOSTICO DE VIROIDES

Si se considera que los viroides no tienen una capsida protéica, los métodos
inmunolégicos no pueden ser aplicados para el diagnéstico; iguaimente, a causa de que no
forman particulas caracteristicas que puedan ser faciimente detectadas, las técnicas de
microscopia electrénica no son Utiles. Por estas razones, los Unicos procedimientos de diag-
néstico son las.pruebas biolégicas, aunque para algunos viroides no ha sido perfectamente
establecido el grupo de plantas indicadoras; tal es el caso del CCCVd (Coconut Cadang-
Cadang viroid).

La electroforesis en gel de poliacrilamida e hibridizacién de acidos nucléicos son las
principales herramientas de diagndstico.

1. DETECCION DEL VIROIDE DEL TUBERCULO FUSIFORME DE LA PAPA (PSTVd)
La enfermedad conocida como tubérculo fusiforme de la papa es causada por un

viroide (Potato Spindle Tuber Viroid). Este viroide esta formado por una pequefia molécula de
ARN sin capside de proteina.
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Relacién de ios viroides descubiertos hasta 1987.
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Nombre del viroide

Descubrimiento

Espafiol Inglés Autor y Lugar
Vi.Jubérculo fusiforme Potato spindle V. Diener, 1971.
de la papa (VTFP) PSTV E.UA
Vi.Exocortis de los Citrus Exocortis V. Semancik-Weathers, 1972, E.U.A.
citricos (VEC) Sanger, 1972, Alemania
Vi.Enanismo del Chrysanthemum Stunt V. Diener-Lawson, 1972.
crisantemo (VECr) csv E.UA.
Vi.Moteado clorético Chrysanthemum Chloro- Romaine-Horst, 1975
del crisantemo tic mottie (CCMV) EUA
(VMCC)
Vi.Fruta pélida del Cucumber Pale Fruit Van Dorst-Peters, 1974
pepino (VFPP) CPFV Holanda.
Vi.Cadang-Cadang del Coconut Cadang-Cadang Randles, 1975.
cocotero (VCCC) ccecv Australia.
Vi. Enanismo del Hop Stunt V. Sasaki-Shikata, 1979
lopulo (VEL) Japon.
Vi. Latente de /a Columnea Latent V. Owens et.al., 1978
Columnea (VLC) cv E.UA.
Vi.Mancha amarilla Avocado Sunblotch,V. Tomas-Mohamed, 1979
del aguacate ASBV Australia
(VMAA)
Vi.Enanismo apical Tomato Apical Walter, 1981.
del jitomate.(VEAJ) Stun V. Francia.
Vi. Planta Macho del Tomato Planta Galindo, et. al., 1982
Jitomate (VPMJ) Macho V> Meéxico.
Vi. Enanismo del Burdock Stunt V. Chent et.al., 1983.
cadifio (VEB) China.
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Los sintomas de la enfermedad varian en gran medida, de acuerdo con el cultivar
infectado y con las condiciones ambientales; en muchos casos, los sintomas foliares son
muy dificiles de detectar.

Se tiene conocimiento de que plantas de papa infectadas, dependiendo de la varie-
dad y de la cepa del viroide utilizada, muestran habitos de crecimiento erecto, enanismo,
coloracién grisacea de las hojas y reduccién y rugosidad del area foliar.

Los tubérculos producidos por las plantas infectadas son elongados y en algunos
cultivares se observa el desarrollo de extremos puntiagudos, cuya presencia es una carac-
teristica tipica de la enfermedad. Otros sintomas en tubérculos son: hundimiento de las
yemas, presencia de puntos necréticos alrededor de las lenticelas, grietas superficiales y
necrosis interna. No todos los tubérculos de una planta infectada muestran todos o algunos
de estos sintomas.

EL PSTVd se transmite muy facilmente en forma mecanica a otro hospedero sus-
ceptible; en condiciones de campo, una planta enferma puede infectar a otra cercana por
simple contacto. El viroide también puede ser transmitido a otras plantas durante la realiza-
cién de practicas culturales y con herramientas contaminadas. También se transmite por
semilla botanica.

Como la deteccion serolégica de este viroide no es posible, los sintomas foliares son
dificiles de detectar y en muchas variedades el tubérculo no adopta la forma ahusada carac-
teristica. Por tales razones, la deteccion del PSTVd requiere de técnicas mas sensibles;
entre ellas pueden mencionarse:

- Prueba normal del tomate

- Prueba de Yang y Hooker

- Prueba de confrontacion

- Prueba de Scopalia sinensis

- Electroforesis en gel de acrilamida y poliacrilamida (PAGE).

- Hibridacién de acidos nucléicos( NASH, Nucleic Acid Spot Hybridization).

Prueba normal del tomate

El tejido de la planta que va a ser sometida a la prueba, se macera en agua destilada
y luego se inocula mecanicamente a plantas jovenes de tomate (Lycopersicon esculentum
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cv. Rutgers). Las plantas inoculadas se colocan en una camara de crecimiento a 30°C hasta
que aparezcan sintomas. Las plantas infectadas muestran inicialmete epinastia, rugosidad y
enrollamiento foliar, necrosis de venas y enanismo. Con el tiempo, la necrosis de las venas
se extiende a toda la hoja y ésta adquiere una coloracion café.

Las cepas severas de PSTVd provocan sintomas muy claros, en tanto que las débi-
les son dificiles de detectar, ya que los sintomas son leves y las plantas infectadas no se
distinguen con claridad de los testigos sanos.

Prueba de Yang y Hooker

Esta prueba se efectua en forma similar a la anterior, pero es mas sensible puesto
que detecta tanto la cepa severa como la débil.

Las plantas de tomate inoculadas se mantienen a 24-30°C bajo iluminacién
fluorescente continua (100 ft-c); las infectadas con cualquiera de las cepas muestran
albinismo, pero en el caso de las severas, las plantas muestran también necrosis de venas.

Prueba de confrontaciéon

Es una modificacion de la prueba normal que se hace con el propésito de detectar las
cepas débiles de PSTVd. Se utilizan tres plantas de tomate (A,B y C) en cada prueba. Prime-
ro se inoculan las plantas A y B con savia de la planta de papa que va a ser sometida a la
prueba; si muestran sintomas severos de PSTVd, entonces la planta de papa esta infectada
con la cepa severa del viroide. Si las plantas A y B no muestran ningun sintoma, se inoculan
las By C con la cepa severa de PSTVd y se mantienen a 30°C . Después de 2-3 semanas
se observan los sintomas de las tres plantas (A, B y C). La planta C mostrara los sintomas
severos de PSTVd, y si la planta B también los muestra, entonces la planta original no estaba
infectada por el viroide; pero si la planta B no muestra sintomas, entonces la planta original
estaba infectada con la cepa débil de PSTVd, que evité que la planta B se infectara con la
cepa severa del viroide debido a una proteccién cruzada.

Prueba en Scopaiia sinensis

Cuando S. sinensis (Solanaceae) se inocula con PSTVd, se observan lesiones loca-
les necréticas después de la infeccién. Las plantas a utilizar deben encontrarse en un perio-
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do de crecimiento vigoroso y deben mantenerse en luz ténue (300-400 ft-c) a 18-23°C. La
aparicion de los sintomas requiere de 8 a 14 dias. Esta prueba es poco utilizada debido a la
dificultad para obtener semillas de esta especie y a los estrictos requerimientos de tempera-
tura y luz en que se deben mantener las plantas.

En 1986 Singh aseguré que con frecuencia los sintomas provocados por los viroides
en su hospedante natural, no siempre son distintivos o caracteristicos, sino que su severi-
dad varia con el cultivar, condiciones ambientales y nutricién de las plantas. Debido a estos
factores la identificacion de los viroides debe ser confirmada por medio de la transferencia
del patégeno a una planta indicadora (Cuadro 1).

Cuadro 1. Algunas plantas indicadoras para la identificacion de viroides

VIROIDE PLANTA INDICADORA
Avocado sunblotch Persea americana cvs. “Haas” y “Collinson”
Cltrus exocortis Gymura aurantiaca
Chrysanthemum stunt Chrysanthemum morifolium cv. "Mistietoe”

Chrysanthemum chiorotic mottie

G. aurantiaca

C. morifolium cv. "Deep Ridge”

Coconut cadang-cadang Cocos mucifera

Cucumber pale fruit Cucumis sativus cv. “Sporu”®

Grapevine C. sativus

Hop stunt C. sativus cv. “Suuyou”

Potato spindle tuber Lycopersicon esculentum cvs. “Sheyenne” y Rutgers”
Scopolia sinensis;
Solanum X berthaultii

Tomato apical stunt L. esculentum cv. “Rutgers”;
S X berthaultii,
Scopolia sinensis

Tomato planta macho L. esculentum cv. “Rutgers”




virus, viroides y otros patogenos similares 193
Otras Pruebas

Existen otras técnicas utiles en la deteccion del PSTVd y otros viroides, tales como la
electroforesis en gel de acrilamida y poliacrilamida (Singh y Singh, 1994), la hibridacién de
acidos nucléicos (NASH), cuya realizacion requiere de equipo muy sofisticado. Esta Ultima y
otras técnicas mas, pueden consultarse en Jayasinghe y Salazar, 1993; Singh y Singh 1994b,
Niblett et. a/., 1980; Palukaitis y Symonds, 1980; Raudles, 1975; Singh et. al. 1976, Singh et.
al. 1988.

C. VIRUS SATELITES

Estas entidades patogénicas fueron descritas en 1962 por Kassanis como peque-
fias particulas asociadas a ciertos acidos nucléicos de algunas cepas de virus de la necrosis
del tabaco (VNT). EL término “satélite® ha sido utilizado para designar los acidos nucléicos
que se encuentran en ciertos virus, pero estos acidos nucléicos no codifican por si mismos
ninguna cubierta protéica, encapsidando en el mismo tipo de particula que el (o los) RNA viral
(es) genémico. Dependen del virus para su replicacién y son serolégicamente diferentes de
las particulas virales.

Comuet (1989) indica el nombre de 26 virus adscritos a més de seis grupos virales,
conocidos por poseer un satélite, los cuales se enlistan en el siguiente cuadro. Mas informa-
cién concerniente a estos patégenos puede ser consultada en Robertson et al. (1983).

Principales satélites conocidos
Virus Grupo

Virus mosaico del pepino Cucumovirus
(Cucumber Mosaic Virus)

V. achaparramiento del cacahuate Cucumovirus
(Peanut Stunt Virus) .

V. necrosis del tabaco Tobamovirus
(Tobacco Necrosis Virus)

V. mosaico del panicum
(Panicum Mosaic Virus)
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Continua. Principales satélites conocidos

Virus Grupo
V. mosaico linea blanca del maiz
(Maize Whiteline Mosaic Virus
V. mosaico del tabaco Tobamovirus
(Tabacco Mosaic Virus)
V. vena necrética amarilla de la remolacha Furovirus
(Bet Necrotic Yellow Vein Virus)
V. anillado amarillo de la achicoria Nepovirus
(Chicory Yellow Ringspot Virus)
V. mosaico del arabis Nepovirus
(Arabis Mosaic Virus)
V. anillo negro del tomate Nepovirus
(Tomato Black Ring Virus)
V. mancha anular latente de la fresa Nepovirus
(Strawberry Latent Ringspot Virus)
V. mancha anular latente del myrobolano Nepovirus
(Myrobolan Latent Ringspot Virus) _
V. hoja de abanico de la vid Nepovirus
(Grape Vine Fanleaf Virus)
V. bulgaro latente de la vid Nepovirus
(Grape Vine Bulgarian Latent Virus)
V. mancha anular del tabaco . Nepovirus
(Tobacco Ringspot Virus)
V. mosaico del pepino Cucumovirus
(Cucumber Mosaic Virus)
V. achaparramiento del cacahuate Cucumovirus
(Peanut Stunt Virus)
V. rallado transicante de la alfalfa Sobemovirus
(Luceme Transicat Streak Virus)
V. moteado velloso del tabaco Sobemovirus
(Velvet Tobacco Mottle Virus)
V. moteado del solanum modiflorum Sobemovirus
(Solanum Modiflorum Mottle Virus)
V. moteado subterraneo del trébol Sobemovirus
(Subterranean Clover Mottle Virus)
V. enchinamiento del nabo Tombusvirus

(Tumip Crinkle Virus)
V. enanismo arbustivo del tomate

Tombusvirus
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ContinGia. Principales satélites conocidos
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Virus Grupo
(Tomato Bushy Stunt Virus) .
V. moteado amarillo de la alcachofa Tombusvirus
(Artichoke Mottle Crinkle Virus) _
V. mancha anular italiana del clavel Tombusvirus
(Carnation Italian Ringspot Virus) _
V. mancha anular del Cymbidium Tombusvirus
(Cymbidium Ringspot Virus)
V. mosaico asteriode de la petunia Tombusvirus
(Petunia Asteroid Mosaic Virus) '
V. de la hoja enrrollada del Pelargonium

(Pelargonium Leaf Curl Virus)

Tpmbusvirus

D. APENDICE

COLORANTES

Rodamina o Pironina B-Verde de metilo

Preparacion:

Antes de preparar el colorante, se debe preparar una solucién de acetato de sodio,

como sigue:

Acetato de sodio
HCI
Agua destilada

10.00 mi
100.00 mi

Una vez preparada se diluye a 1:10 v/v con agua destilada. El pH debe ajustarse a

47.
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La formula del colorante es:

Verde de metilo 0.15¢g

Rodamina o Pironina B 025¢g

Solucién de Acetato de Sodio 100.00 ml

Floxina

Preparaclén:

Floxina 1.00g

Agua destilada - 100.00 m|

Disolver perfectamente

Rosa de Bengala

Preparacién:

Rosa de bengala 0.05g

Agua destilada 100.00 mi
Disolver perfectamente

Azul de Bromofenol-Mercurio

Preparacion:

HgCl, 10.009g
Azul de bromofenol 100.00 mg
Agua destilada 100.00 ml

Mezclar todo perfectamente, teniendo mucho cuidado porque los compuestos de
mercurio son muy téxicos.
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SOLUCIONES AMORTIGUADORAS (SOLAM) PARA LA PRUEBA ELISA

Soluciones amortiguadoras (SOLAM).

PBSdepH 7.4

Preparacion:

NaCl 8.0g
KH,PO, 0.2g
Na, HPO, .12H,0 29g
KCI 0.2g
NaN, 0.2g
Agua destilada 10L

Para fines practicos, se puede preparar una solucién mas concentrada que la descri-
ta; en este caso el pH varia, siendo generalmente mas bajo, pero al diluirse la solucién a la
concentracion indicada se ajusta a 7.4.

PBST

Se prepara mezclando por litro de PBS, 0.5 ml de surfactante Tween 20.

Solam de cubrimiento de pH 9.6.

Preparacion:

Na, CO, 1.59¢g
NaHCO, 293g
NaN, ' 0.20g
Agua destilada1.00 L

Disolver perfectamente los compuestos en el agua destilada.
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Solam de extraccion (fosfatos de potasio 0.25 My de pH 7.5 + 0.1 M EDTA),

Preparacion:

K, HPO, 43549
K HPO, ‘ 34.02g
Agua destilada 1.00L

Preparar independientemente las soluciones de fosfatos y por combinacién de ellas,
equilibrarelpHa 7.5. ‘

Finalmente, agregar 37.23 g de EDTA (etilendinitrilotetracetato) a un litro de la solu-
cién de fosfatos con pH 7.5, para tener preparado el Solam de extraccién.

Soiam de con]dgado

Preparacién:

PBST . 7 esooml
PVP (Polyvinilpyrrolidinona al 2%) ‘ 2.00g
Ovoalbumina (0.2%) 0.20g

Mezclar perfectamente los tres componentes.

Solam sustrato

Preparacién:

Diethanolamina 97.00 ml .
NaN, 0.20g
Agua destilada 1.00L

Se disuelven los componentes en 800 mi de agua y despues se afora a un litro.

Debe ajustarse el pH a 9.8 con HCI al 37%. Esta solucién amortiguadora debe ser
preparada justo antes de usaria; no puede ser almacenada.
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Solam tris

Preparacion:

Tris (0.05 M) 6.06g
Agua destilada 1.00L

Disolver el Tris en 800 mi de agua y aforar a un litro. Agregar HCI hasta que el pH
sea de 9.8.

Para desgasificar la celulosa, una vez que el pH del liquido drenado esta cercano al
neutro, pasaria el PBS a la mitad de su concentracién

PBS PBS de 1/2 conc.
NaCl 8.0g 400¢g
KH, PO, 0.2g 0.10g
Na, HPO, . 12 H,0 29g 145¢g
KCI 0.2g 0.10g
NaN, 0.2g 0.10g
Agua destilada 1.0L 1.00L

SOLUCIONES AMORTIGUADORAS PARA LA PRUEBA NCM-ELISA

TBS DE pH 7.5

Preparacion:

Tris (0.02 M) 484g
NaCl (0.5 M) 58.44 ml
HCI 10.00 mi
Agua destilada 2.00L

Todos los ingredientes se disuelven en 1990 ml de agua destilada yelpH se ajustaa
7.5 con el HCI; después se completa el volumen total de 2000 ml, con agua destilada. Si la
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solucién amortiguadora va a ser aimacenada por varios dias, agregar 0.4 g de azida de sodio
(NaN, al 0.01%).

Solucién de extraccién

Preparacion:

DIECA | 0.01M
EDTA 0.01M
TBS. | | . . 100.00ml

ElI EDTA tarda en disolverse en el TBS.

Esta solucién se utiliza solamente si se sospecha que se trata del virus PLRV de la
papa.

Para preparar muestras de camote, la extraccion es la siguiente:

NaSO, (0.2%) ' 0.2g
TBS 100.0 mi
Solucién de bioqueo

Preparacion:

Leche en polvo 05¢g
Tritén X-100 0.5ml
TBS 25.0 ml

La leche en polvo se disuelve en un pequefio volumen de TBS que luego se completa

a 25 ml; se agrega el Triton X-100 y se mezcla bien. Esta solucién debe prepararse justo
antes de usarse.



virus, viroides y otros patdgenos similares 201
Solucién de anticuerpos
Preparacion:
Leche en polvo 1.00g
T8S 50.00 ml

La leche se disuelve en una pequefia cantidad de TBS y después se completan los
50 ml.

Solucién de lavado T-TBS

Preparacion:
Tween-20 1.00 ml
TBS 2.00L

Mezclan ambos componentes perfectamente.

Solucién de sustrato a pH 9.5

Preparacion:

Tris (0.1 M) 6.05g
NaCl (0.1 M) 2929
MgCl, .6H,0 (5mM) - 051g
NaN, (0.01 %) 0.05g
HCI (5N) 5.00 mi
Agua destilada 500.00 ml

Se disuelven los ingredientés en poca agua destilada, a excepcion del HCI (SN) que
va a servir para ajustar la solucién a pH de 9.5. Completar después los 500 ml de agua
destilada.
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SOLUCION DE REVELADO

Para esta solucién, previamente deben prepararse los dos componentes siguien-

tes:

NBT

NBT . . . 40.00 mg
DMF (N-N dimetil formamide) 70% 2.00 ml
BCIP

BCIP 20.00 mg
DMF (N-N dimetil formamide) 70% 2.00 ml

Las dos mezclas deben manejarse con guantes porque son compuestos altamente
téxicos. Una vez preparados deben almacenarse a 4 °C en frascos que los protejan del
efecto de la luz.

La solucién de revelado se prepara mezclando:

NBT 100.00 pi

BCIP 100.00 pl
Soluciéon de sustrato 25.00 mi

Agregar 100 pl de la solucién NBT a 25 ml de solucién de sustrato. Mezclar bien y
agregar gota a gota 100 pl de la solucién BCIP, agitando constantemente con un vértex (agi-
tador de tubos). Para esto utilizar guantes. La soluciéon de revelado debe prepararse al mo-
mento de usaria.

NOTA: Todas las soluciones Amortiguadoras (Solams) deben conservarse en refrigerador,
exepto cuando se indique otra cosa.
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VI. MICOPLASMAS Y ESPIROPLASMAS

A.MICOPLASMAS

En afios recientes se ha demostrado que muchas enfermedades de plantas, que se
creia eran causadas por virus, son causadas por pequefios agentes semejantes a bacterias,
llamados micoplasmas.

El conocimiento de los micoplasmas no es nuevo; en el siglo XIX Louis Pasteur
describi6é el primer micoplasma (Mycoplasma mycoides), como el agente causal de la
pleuroneumonia en el ganado. Desde ese tiempo, los micoplasmas han sido considerados
como la causa de enfermedades del hombre, ganado, aves y roedores.

En cuanto a su clasificacion, los micoplasmas se agrupan dentro de la clase Mollicutes
con un s6lo orden, los Mycoplasmatales, agrupados en dos familias; si el organismo requiere
esterol para su desarrollo en un medio artificial, pertenece a la familia Mycoplasmataceae y
si no lo requiere, es de la familia Acholeplasmataceae (Freundt, 1974; Razin y Freundt, 1984).

En relacién con plantas, en 1967 Doi e Ishiie en Jap6n llevaron a cabo un estudio de
una enfermedad llamada “enanismo de la mora” (Mulberry dwarf disease) y encontraron que
agentes parecidos a micoplasmas estaban presentes en los tubos cribosos y ocasional-
mente en el parénquima del floema; no encontraron cuerpos similares en plantas sanas. Los
autores demostraron que la enfermedad se curaba aplicando a las plantas enfermas
antibiéticos a base de tetraciclina, lo que confirmé que la enfermedad era causada por el
micoplasma y no por un virus.

Desde que se realiz6 ese trabajo en Japén, se ha demostrado que cerca de otras 40

enfermedades de plantas son causadas por micoplasmas.
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Las caracteristicas de los micoplasmas pueden resumirse como sigue: son los
organismos vivos mas pequefios que se conoce que pueden crecer en un medio artificial.
Su tamafio varia entre 0.2 a 0.8 milimicras en diametro, por lo que sélo pueden ser observados
al microscopio electrénico y pasan a través de filtros con poro de 450 nm de diametro. Carecen
de pared celular y sus células estan limitadas solamente por una membrana unitaria gruesa
(10 nm) de tres capas; tienden a ser pleomorficos, variando su forma como consecuencia
de pequefios cambios en la concentracién osmética del medio. Son gram negativos. Contienen
ribosa de tipo bacteriano y estan formadas por DNA y RNA. Son resistentes a la penicilina y
sensibles a la tetraciclina.

Los micoplasmas son muy similares a los protoplastos bacterianos o formas L. Estas
ultimas son bacterias a las que se les ha eliminado la pared celular o que han sido cultivadas
en medios con penicilina que evitan la formacién de la misma; sélo se pueden producir en
laboratorio y son muy inestables, por lo que retoman su forma original inmediatamente después
de que la penicilina se elimina del medio de cultivo. A diferencia de las formas L de las
bacterias, los micoplasmas no revierten a la forma bacteriana cuando crecen en un medio
sin penicilina. .

Los micoplasmas se reproducen emitiendo largos filamentos que se rompen, dando
lugar a cuerpos primarios.

Los micoplasmas casi en todos los casos son transmitidos por pulga saltona
(Cicadellidae) y psilidos (Psillidae); por ejemplo, los vectores de la "escoba de bruja” o “purple
top” y del “latebreaking virus® de la papa son las pulgas saltonas Ophiola (Scleroracus)
flavopictus, S. dasidus y S. balli. En muchas otras partes del mundo el vector es ain
desconocido.

Por otra parte, los vectores son incapaces de adquirir los micoplasmas a partir de
plantas de papa enfermas. Algunos micoplasmas pueden transmitirse transovaricamente y
generalmente, los insectos infectados permanencen infectivos por el resto de su vida.

Los micoplasmas tienen un amplio rango de hospedantes silvestres; con frecuencia
la infeccién del cultivo se establece mediante la migraciéon de chicharritas desde la maleza a
las plantas cultivadas.
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Todos los micoplasmas fitopatogenos pueden ser controlados con antibiéticos a base
de tetraciclina, como la aureomicina; sin embargo, existen informes que sefalan que la
aplicacion de tetraciclina no "cura" a la planta enferma, ya que los sintomas reaparecen
rapidamente una vez que se suspende el tratamiento con el antibiético. '

Debido a que los micoplasmas son sensibles a las temperaturas altas, pueden ser
eliminados de plantas infectadas, partes de ellas u 6rganos propagativos en dormancia,
mediante termoterapia (30 a 37 °C). EL tratamiento debe durar semanas o meses, depen-
diendo del micoplasma de que se trate.

Los sintomas de las plantas enfermas son invariablemente: follaje amarillento,
enanismo, arrosetamiento y formacion de “escoba de bruja” (fasciacién). Existen sintomas
inducidos en las plantas por ciertos micoplasmas, que son caracteristicos y rara vez
producidos por otros fitopatégenos, entre ellos la "escoba de bruja”, virescencia o cambio de
color de las flores a verde, y filodia, que es la transformacién de los pétalos en estructuras
foliares. Sin embargo, la sintomatologia como herramienta de diagndstico de estos patégenos
debe ser usada con mucha reserva.

Dentro de las enfermedades que se conoce son causadas por micoplasmas, se
incluyen: el enanismo amarillo del arroz, la hoja blanca de la cafia de azucar, el
ensanchamiento de la yema del tomate, la hoja pequeria del camote y el “potato purple top”,
entre otras.

Todos los micoplasmas fitopatogenos se encuentran confinados a las células del
floema de la planta infectada, y son morfolégicamente similares cuando se observan al
microscopio electronico secciones ultrafinas de tejido infectado.

Un procedimiento estandar para detectar la presencia de micoplasmas, es el examen
de cortes ultrafinos de material vegetal enfermo, en microscopio electrénico, teniendo cuidado
de no confundir los patégenos corn organelos de las células; una evidencia adicional es la
remision de sintomas después de someter el material enfermo a una terapia con tetraciclina.

a. IDENTIFICACION

Aunque en enfermedades causadas por micoplasmas la sintomatologia no es definitiva
en el diagnéstico, si es de utilidad como paso preliminar. La identificacion precisa requiere de
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la transmisién del agente causal a partir de plantas sospechosas, mediante injertos a otra
hospedante. El uso de vectores para transmitirios de plantas de papa enfermas a plantas
sanas resulta imposible, dado que los vectores son incapaces de adquirir el in6culo.

Se tiene conocimiento de que las especies Datura stramonium, D. metel, Lycopersicon
esculentum, Cyphomandra betaceal, Nicotiana tabacum, Medicago sativa, Melilotus alba y
Trifolium repens son hospedantes alternas y pueden ser utilizadas como plantas indica-
doras. Cuando se intenta transmitir micoplasmas a estas plantas, mediante injertos a partir
de plantas de papa que crecen en el campo, es necesario tener mucho cuidado, ya que
éstas suelen estar infectadas con otros patégenos, principalmente con virus, los cuales
pueden infectar a muchos de estos hopedantes produciendo sintomas que pueden conducir
a un diagnéstico erréneo.

Para conocer si esta sucediendo lo anterior, Jayasinghe y Salazar (1993) recomiendan
el uso de técnicas seroldgicas para detectar la presencia de virus después de realizar los
injertos. Si alguno estuviera presente infectando a la planta diferencial, es necesario injertar
una parte de la planta infectada con el micoplasma en otro cultivar de papa que sea inmune
al virus. También se pueden utilizar otras plantas hospedantes inmunes al virus, pero
susceptibles al micoplasma.

El objetivo basico de la transmision por injerto es obtener en invernadero, un aislamiento
puro del micoplasma, para estudios subsecuentes.

El siguiente paso es probar la sensibilidad del micoplasma a los antibi6ticos. Para
esto es importante tener muchas plantas infectadas con el micoplasma y testigos suficientes
para obtener resultados confiables.

Se debe tratar un grupo de plantas semanalmente, con una solucién de tetraciclina,
otro con una solucién de penicilina y otro inicamente con agua destilada. Es importante
tomar en cuenta, que los antibiéticos a concentraciones altas, son fitotéxicos para algunas
plantas, por lo que en la prueba deben usarse tres niveles de concentracion de ellos (100,
500 y 1000 ppm). Para detectar el nivel fitotoxico, se debe dar el mismo tratamiento con las
tres concentraciones de antibi6ticos a un grupo de plantas sanas. Si no resulta fitotxica la
concentraciéon mayor del antibiético, es posible utilizar concentraciones mas elevadas.
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Si estan presentes micoplasmas, las plantas que recibieron el tratamiento de
tetraciclina mostraran remision de sintomas, o éstos desapareceran completamente de los
tejidos jovenes, y las que recibieron el tratamiento de penicilina no mostraran ningn cambio
en la severidad de los sintomas.

Al suspender la aplicacion semanal de tetraciclina, se podra observar que las plantas
comenzaran a mostrar nuevamente los sintomas de la enfermedad. La sensibilidad del
patégeno a la tetraciclina y la ausencia de reaccién a la penicilina, es un buen indicador de
que un micoplasma esta asociado a la enfermedad.

Existen algunas técnicas para el microscopio de luz, que facilitan el estudio de los
micoplasmas en tejidos enfermos.

Para lograr mayor contundencia en el diagndstico, se recomienda tefiir secciones de
peciolos y tallos de las plantas enfermas con el método Dienes. La presernicia en el floema,
de estructuras granulares de color azul oscuro, es la evidencia de la asociacién de
micoplasmas con la enfermedad.

Este método consiste en:

- Hacer cortes longitudinales del tejido enfermo con el micrétomo de congelacién, para
observar los vasos del floema y detectar las acumulaciones de micoplasmas.

- Fijar los cortes en agua hirviendo por 3 a 4 minutos, o en glutaraldehido a 3% en solucién
fosfatos 0.1 M de pH 7.2, por 30 minutos.

- Colocar los cortes en la solucién Dienes a 0.5% por 5 a 10 minutos. La férmula de la
solucién Dienes se presenta en el Apéndice,

- Lavar con agua destilada y montar los cortes en glicerina.

- Observar al microscopio compuesto de luz.

Con esta técnica el xilema se tifie de azul turquesa, la corteza de azul palido, el
floema enfermo de azul obscuro y el sano o se tifie.

También puede usarse el método de rodamina-verde metilo que es el siguiente:

- Cortar longitudinalmente el tejido enfermo con el micrétomo de congelacién.
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- Fijar los cortes en agua hirviendo por 3 a 4 minutos, o en glutaraldehido a 3% en solucién
de fosfatos 0.1M de pH 7.2, por 30 minutos.

- Transferir los cortes a rodamina-verde de metilo por 15 minutos.

- Lavar con agua destilada y montar los cortes en glicerina.

- Observar al microscopio compuesto de luz.

Cuando el tejido esta infectado con micoplasmas, en el floema enfermo se observa
un precipitado color rosa.

La prueba mas confiable para detectar micoplasmas es su observacién en el
microscopio electrénico de transmision. Los patégenos se obtienen de las venas principales,
peciolos o tallos de la planta infectada, que se cortan en piezas pequefias de 2 a 3 mm de
largo y se embeben en solucion fijadora Karnowsky, o en una solucién de glutaraldeido al 2 %,
en solucién amortiguadora de fosfato 0.01 M de pH 7.0. La muestra asi preparada puede
enviarse a un laboratorio donde se tenga microscopio electrénico.

Otra técnica para observacién de micoplasmas es utilizando el método del azul de
anilina.

- Cortar longitudinalmente el tejido enfermo con el microtomo de congelacién.

- Fijar los cortes en agua hirviendo por 3 a 4 minutos, o en glutaraldehido al 3% en solucién
de fosfatos 0.1M con pH de 7.2, por 30 minutos.

- Transferir los cortes a azul de anilina por 30 minutos y dejarlos escurrir. La formula del
colorante se presenta er el apéndice.

- Montar los cortes en azul de anilina.

- Observar al microscopio compuesto de fluorescencia.

Con esta técnica, dentro de los vasos del floema enfermo se observa un precipitado
fluorescente.

Para una comprensible descripcion de los métodos usados en el aislamiento de
micoplasmas, en los medios para su cultivo y su caracterizacién, se recomienda consuitar
las obras de Razin y Tully (1983), Tully y Whitcomb (1982), Tully y Razin (1983) y Davis et. al.
(1988).
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B. ESPIROPLASMAS

Los espiroplasmas son organismos tipicamente helicoidales (3-12 x 0.22 pm) que
durante alguna fase de su crecimiento requieren de esterol para su desarrollo; son sensibles
a la digitonina a 1.5%; el tamafio de su genoma es de 1.0 x 10° daltons y la NADH esta
localizada en el citoplasma.

Los espiroplasmas también pueden ser cultivados en medio artificial, pero siempre -
requieren de esterol; su desarrollo en medio sélido provee las bases para su caracterizacion,
que es complementada con diversas pruebas bioquimicas y serolégicas (Freundt, 1981).

En el cultivo in vitro de los espiroplasmas se han usado diferentes medios de cultivo
(Daniels et. al., 1973; Fudl-Allah et. al., 1972; Markhan et. al., 1977; Saglio et. al., 1973; Townsed
et. al., 1977 y Whitcomb, Tully, Bove y Saglio, 1973).

En medio sdlido las colonias exhiben el crecimiento tipico de los micoplasmas, que
es una apariencia de “huevos fritos” de 0.1 a 0.2 mm de diametro.

Dos de los espiroplasmas patégerios de plantas mas estudiados son el Spiroplasma
citri y el espiroplasma del achaparramiento del maiz, los cuales han sido aislados de sus
hospedantes y de los insectos vectores correspondientes, habiéndose logrado cultivos puros
de ellos en medios nutritivos.

Para el aislamiento de espiroplasmas, el procedimiento es el siguiente:

- Desinfectar superficialmente los tejidos enfermos, por inmersiéon en alcohol a 70% (V/V), o
en hipoclorito de sodio a 1%, durante un minuto.

- Hacer varios lavados con agua esterilizada.

- Moler la muestra de tejido en un mortero esterilizado, con alrededor de 1 ml de medio de
crecimiento; una vez molido agregar 4 mi del medio. Si el extracto contiene trozos grandes
de material vegetal, centrifugar a baja velocidad (500 g por 1 min).

- Pasar el sobrenadante a través de un filtro miliporo estéril de tipo HA, con diametro de poro
de 0.45 Mm, en un adaptador Swinnex syringe. Es preferible filtrar bajo gravedad que por
medio de presién. Si la muestra molida no es flitrada con miliporo, la esterilizacién es
esencial.
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- Incubar el filtrado en pequefias botellas de vidrio, selladas.

- Hacer subcultivos (1:50) después de dos dias de crecimiento, cuando se pretenda aislar
los espiroplasmas de ciertas plantas, para evitar la inhibicion por productos como los
polifenoles, que se producen con el macerado de los tejidos.

a. MEDIO DE CRECIMIENTO

Usualmente Spiroplasma citri se cultiva en medio completo SMC (Saglio et al.,
1971, citado por Markhan y Townsend, 1984) y en el MEDIO-T; en cambio el espiroplasma
del achaparrimiento del maiz se desarrolla en MEDIO C-3 y en un medio simplificado (Liao
y Chen, 1975). Las férmulas de los medios de cultivo aparecen en el Apéndice.

Spiroplasma citri se incuba a 32°C (el rango de temperatura de crecimiento es de 27-
35°C) y el espiroplasma del achaparrimiento del maiz requiere de 29°C para desarrollarse.
Los espiroplasmas pueden ser examinados utilizando técnicas de microscopia de campo
oscuro, contraste de fase y por observacién al microscopio electrénico de transmisién, de
savia enferma previamente sometida a la técnica de tincién negativa. Los detalles de la técnica
pueden ser consultados en Cole et a/., 1973.

Otro criterio practico usado como herramienta para la clasificacion de organismos
pertenecientes a la clase Mollicutes, es su capacidad de pasar a través de filtros con poro de
220 a 450 nm de diametro.

En el estudio de los micoplasmas se han empleado diferentes técnicas para la
comparacion de cepas; dentro de ellas, la electroforesis unidimensional en gel de poliacriiamida
es la mas usada (Freund, 1981). Otras metodologias para la identificaciéon de micoplasmas
y espiroplasmas puede ser consultada en Davis, Lee y Fletcher, 1988.

C. APENDICE
AZUL DE ANILINA

Preparacion:

H,HPO4 3.420g
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Azul de anilina 0.001g
Agua destilada 100.000 ml

Filtrar con papel No. 1 y conservar en refrigeracion. Esta solucién debe tener un pH
de 8.0. :

SMC (SORBITOL)

Preparacion:

Caldo PPLO (Difco) 21009
Triptona (Dilfco) 10.00g
Sorbitol 70.009g
Fructosa 3.00g
Glucosa 1.00g
Sucrosa 10.00g
Rojo de fenol (indicador) 20.00 mg
Agua destilada 700.00 mi

Una vez mezclados los componentes, el medio debe pasarse por el autoclave (120°C/
20 min); después suplementario con los siguientes aditivos estériles:

Suero de caballo 200.00 ml

Extracto fresco de levadura 5% peso/volumen 100.00 mi

Solucion de acetato de Thallous 10.00 mi

Penicilina G 10° unidades por L
de medio

Para preparar medio sélido, el PPLO puede ser reemplazado por 34.00 g de caldo
PPLD agar (Difco), o 10.00 g de agar purificado y deben ser adicionados al medio antes de
someterio al autoclave. El medio no sdlido debe ser enfriado a 50°C antes de agregar el
suero de caballo.
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SOLUCION DE DIENES

Preparacion:

Azul de metileno 2509
Azufre Il 1.256¢g
Maltosa 10.00¢9
Carbonato de sodio 0.25¢g
Agua destilada 100.00 ml

Filtrar con papel No. 1, diluir de 0.5 a 0.1% v/v en agua destilada. Esta solucion debe
mantenerse bajo refrigeracion

SOLUCION DE KARNOWSKY

Preparation:

Solucién de paraformaldéido al 8% 12.00 ml
Solucién de cacodilato 0.1M 33.00 ml
Solucién de glutaraldeido al 70% 2.00 ml
Agua destilada hasta completar 100.00 ml

Mezclar bien todos los componentes

MEDIO-T

Preparacion:

PPLO (Difco) 21009
Sorbitol 70.009
Fructosa 1.00g
Suero de caballo 20% viv
Agua destilada hasta completar 1.00L

Mezclar bien todos los componentes.
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MEDIO C-3

Preparacion:

Medio 199 (GIBCO)

Medio Schenider’s Drosophila (GIBCO)
Medio CMRL 1066 (GIBCO)

Caldo PPLO (Difco)

Sucrosa

Extracto fresco de levadura

Suero de caballo

Rojo fenol

Agua destilada
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1.00 ml
0.50 mi
0.50 ml
1.50¢g
16.00g
10.00 mi
20.00 ml
1.00 mg
100.00 mi

Si se desea el medio sélido, debe agregarse 0.8 peso/volumen de Oxoid lonagar No. 2.

MEDIO SIMPLIFICADO PARA EL ESPIROPLASMA DEL ACHAPARRIMIENTO DEL MAIZ.

Preparacion:

Caldo PPLO
Sucrosa

Suero de Caballo
Agua destilada

Mezclar todo perfectamente.
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Naci6 en Barbados. Obtuvo su Bachillerato en
Agricultura en la Facultad de Agricultura de la
Universidad de las Antillas en Trinidad y Tobago; méas
tarde, logré una Maestria en Ciencias en la Universidad
de Cornell, Ithaca, Nueva York, y en el mismo centro de
ensefianza, el Doctorado en Fitopatologia.

En Comell trabajé como Asistente de Enseflanza e
Investigacion en el Departamento de Patologia Vegetal.
En 1970 ocupé el cargo de Oficial de Proteccion Vegetal
para Asuntos Tropicales, para la FAO. Desde 1971
hasta 1982 trabajé como Investigador y Profesor para la
Facultad de Agricultura en la Universidad de las Antillas.
Durante 1981 y 1982 ocupd el cargo de Especialista
Regional de Proteccion Vegetal para la Regiéon Caribe
en el IICA. En 1982 fue designado Director y
Representante de la agencia de Cooperacién Técnica
del IICA en Trinidad y Tobago y en 1988 fue nombrado
Director Asistente de Operaciones para Centro América
y el Caribe. En 1992 fue transladado por el lICA a
México como Representante Adjunto. En 1994 obtuvo
un Diploma en Economia en el Wye College,
Universidad de Londres. Actuaimente ocupa un cargo
en la Sede Central del IICA en San José, Costa Rica.

JUAN JOSE SALAZAR CRUZ

Oriundo de Colombia. Se gradu6 en Medicina
Veterinaria y Zootécnia en la Universidad Nacional de
Bogota; posteriormente obtuvo la Maestria en Ciencias
de la Universidad de Carolina del Norte y el Doctorado
de la Universidad de Florida; en la Facultad de
Administracién de Empresas de la Universidad de los
Andes en Bogotd, alcanzé el titulo de Alta Gerencia.
Inici6 su carrera profesional como Investigador en el
Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), en el Depto.
de Ciencias Animales; mas tarde ocupd los cargos de
subgerente de Fomento de la Caja de Crédito Agrario y
de Gerente General de Vecol, empresa colombiana de
productos biol6gicos. En 1980, fue nombrado Decano
de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad de la Salle y de 1981 a 1990 se desempefio
como Director General del Fondo Financiero
Agropecuario del Banco de la Republica de Colombia. A
partir de 1991 se incorporé al IICA como Representante
de la ACT en México, cargo que desempefia hasta la
fecha.

Ha sido Asesor del Ministro de Agricultura de Colombia;
consultor en varios Organismos Intemacionales;
profesor de la Universidad Nacional y de la Universidad
de la Salle; miembro de varias Juntas Directivas y autor
de publicaciones a nivel Nacional e Internacional.







