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PRESENTACION

La apertura comercial en los paises de América Latina, es uno de los
grandes eventos de finales del presente siglo, que exigira muchos aflos de
trabajo y esfuerzo para ser comprendido, implementado y consolidado.

Uno de los factores de mayor importancia para garantizar un comercio
intemacional de productos agricolas, sin riesgos de diseminar plagas y
patégenos de importancia cuarentenaria, dentro y entre los paises que
intercambien sus productos, es la confiabilidad y la oportunidad en los
diagnésticos fitosanitarios.

La Agencia de Cooperacion Técnica en México, del Instituto
Interamericano de Cooperaciéon para la Agricultura, consciente de la
importancia de la fitosanidad en el hemisferio, ofrece a los técnicos
relacionados con esta actividad la presente publicacion "INTRODUCCION
AL DIAGNOSTICO DE LAS ENFERMEDADES DE LAS PLANTAS", con
el deseo de que les sirva como una herramienta de base para el desarrolio
de las técnicas de diagnéstico de los principales agentes causantes de
enfermedades en las plantas.

Atentamente

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

see
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PREFACIO

Las enfermedades de las plantas son indudablemente uno de los
factores principales que limitan la productividad de los cultivos agricolas
en todas las regiones del mundo. Para controlar cualquier enfermedad y
reducir su impacto en la produccién de alimentos, es indispensable hacer
un diagnéstico correcto y oportuno, identificando al patégeno involucrado
en el problema.

El objetivo principal de esta publicacién es el de introducir a estudiantes,
técnicos y otras personas a la patologia de las plantas, para que aprendan
los principios y técnicas basicas que se requieren para el diagnéstico de
las enfermedades.

Estamos seguros de que asi como la publicacién “AN INTRODUC-
TION TO THE DIAGNOSIS OF PLANT DISEASE" escrita por Chelston
W.D. Brathwaite y publicada por el Instituto Interamericano de Cooperacién
para la Agricultura (IICA) en 1985, ha sido muy util en los paises de habla
inglesa de nuestro continente, esta obra en espaiiol sera de utilidad en los
paises hispano hablantes.

Los autores agradecen la colaboracién recibida, por parte de la Srita.
Lucinda Aranda, del M.C. Francisco Perdomo R., de la sma L. Brenda
Espejel Lagunas y del Lic. Mario S. N4jera Figueroa.

Chelston W.D. Brathwaite
Carlos Sosa-Moss
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I
DIAGNOSTICO DE LAS ENFERMEDADES
DE LAS PLANTAS

El diagnéstico de una enfermedad en un cultivo est4 basado prin-
cipalmente en la observacion de los sintomas que presentan las plantas y
en la presencia de un agente patégeno dentro o sobre los tejidos enfermos.

Los sintomas de las enfermedades son muy variados y numerosos;
dependen del vegetal, del patégeno, e incluso de los factores del medio
en que se desamrolia el proceso patolégico. No obstante, los sintomas

principales pueden agruparse como sigue:

- Necrosis 0 muerte del tejido infectado (ejemplo: mancha foliar del banano
causada por Micosphaerella musicola).

- Hiperplasia e hipertrofia, que es el aumento en el nimero y tamaiio de
las células, lo que da como resultado la formacion de agallas, tumores o
“escobas de bruja” (ejemplo: agallas de Meloidogyne spp., en tomate;
tumores de Agrobacterium tumefasciens, en manzano; escoba de bruja
causada por Crinipellis pemiciosus, en cacao.

- Hipoplasia o hipotrofia, que es un crecimiento reducido cuya consecuencia
es el enanismo caracteristico de las plantas atacadas por nematodos
fitoparasitos (ejemplo: reduccion del crecimiento de los tallos de alfaifa,
causados por Ditylenchus dipsaci).

Los principales agentes patégenos que producen estos tipos de sintomas
pueden ser: hongos, bacterias, virus, micoplasmas, nemétodos, etc.; incluso
los insectos y los llamados desérdenes fisiolégicos pueden causar
enfermedades llamadas no parasitarias 0 no infecciosas. Dentro de estas
uitimas deben incluirse los desdrdenes causados por condiciones climéaticas
adversas, carencias 0 excesos de un nutriente en particular, contaminantes,
gases fitotéxicos, etc. (ejempio: heladas; corazén negro de la papa causado
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por deficiencias de boro; anillos clordticos en las aciculas del pino causados
por 0zono).

Existe laidea emmonea de que el diagndstico es tan simple como observar
la planta, reconocer inmediatamente la enfermedad y dar recomendaciones
completas para su control. Sin embargo, solamente en algunos casos puede
ser asi de sencillo; para la mayoria de las enfermedades el diagndstico es
delicado y en algunos muy laborioso.

El primer paso para controlar una enfermedad es la determinacion del
agente causal, esto puede ir de lo simple a lo complejo. Cuando la
enfermedad es comun y se tiene experiencia en diagnéstico, no siempre
es necesario aisiar al patégeno, pero en la mayoria de los casos es
necesario el aislamiento y la identificacion del agente etiol6gico con toda
precision, sobre todo en la actualidad, con la apertura del libre comercio
entre bloques de paises.

El diagnédstico basado tnicamente en la observacién de sintomas puede
dar lugar a graves emores. Por ejemplo, una planta de tomate que presenta
marchitez en un dia soleado puede estar afectada por uno 0 mas de los
siguientes patégenos:

- Pseudomonas solanacearum, causante de la marchitez bacteriana.

- Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, causante de marchitamiento.

- Meloidogyne incognita causante de agallas en las raices, que impiden
el fiujo normal de savia.

Pueden, incluso, estar involucrados en la marchitez, dafios a la raiz
hechos por insectos, faita de agua, compuestos téxicos en el suelo, etcétera.

Como puede verse, es necesario hacer una evaluacion culdadosa de
la situacion real, antes de emitir un diagnéstico correcto.
A. PASOS BASICOS EN EL DIAGNOSTICO DE UNA
ENFERMEDAD

Es necesario seguir una secuencla para hacer el dlagnéstioo de una
enfermedad, como sigue:
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- Examinar detenidamente la planta enferma para observar las partes
afectadas (raices, hojas jovenes o viejas, ramas, tallos, etc).

- Anotar los tipos de sintomas (necrosis, cancros, tumores, manchas
foliares, etc.; en este ultimo caso, es importante observar si son
angulosas, coalescentes, rodeadas por un halo, con margen definido,
etc.).

- Observar si estan presentes los signos del patégeno (coniodiéforos o
conidias, masas de huevecillos de nemétodos, etc.), que pueden ser
desprendidos de los tejidos dafiados y examinados bajo el microscopio.

- Es muy importante conocer las condiciones en que se esta desamrollando
el cultivo, asi como las préacticas agronémicas a que se le ha sometido.

Hecho lo anterior, debe compararse el sindrome de la enfermedad con
la descripcién presentada en un texto reconocido. Si no se estéa seguro de
que la descripcion coincide con lo sefialado en el texto, es necesario aislar

al patégeno.

B. PRECAUCIONES EN EL DIAGNOSTICO

Cuando debe aislarse un patégeno para hacer el duagnéstioo de una
enfermedad, es necesario tomar en cuenta que:

- Nunca debe descartarse la posibilidad de que varios patégenos estén
presentes ai mismo tiempo en la misma planta o en partes de ella.

- Existen. casos en que el dafio de.insectos chupadores puede ser
confundido con sintomas de enfermedades causadas por hongos,
bacterias o virus.

- Los nddulos formados por las bacterias nitrificantes en las raices pueden
ser confundidos con agallas inducidas por nematodos.

C. RECOLECCION DE MUESTRAS
Para diagnosticar la enfermedad es necesario tomar muestras, bien

sea para analizarias en la zona de trabajo o para enviarias a aiguna
autoridad competente.
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Para el caso de enfermedades de las partes aéreas de las plantas, son
utiles las siguientes recomendaciones durante el muestreo:

- Recolectar todas las partes de la planta que muestren evidencia de la
enfermedad

- Envolver las muestras en papel humedo y ponerias en una boisa de
plastico.

- Conservar las muestras en almacenamiento cuando no se puedan
procesar de inmediato; si la conservacion debe ser por largo tiempo,
poner las muestras en una solucién compuesta de formalina-&cido
acético-alcohol (FAA). Esta solucion se prepara mezclando 100 mi de
etanol a 50%, con 10 ml de formalinay 10 ml de acido acético glacial.

- Fotografiar las partes enfermas de las plantas con una pelicula de color,
resulta util para el diagndstico.

En el caso de ataque de nemétodos, generalmente es suficiente para
el diagndstico una muestra de suelo y de raiz, de 3 a 5 plantas afectadas,
y una muestra similar de plantas sanas. Si las plantas son pequefias, como
zanahorias, lechugas, etc., lo mejor es tomar el sistema radical completo,
con el suelo que las rodea (rizosfera), pero si las plantas son grandes,
como platano, papaya,etc., las muestras se toman en la region de las
raices que muestran pelos absorbentes (de 30 a 80 cm de separacion de
ia base del tronco y a una profundidad de 15 a 20 cm).

Normalmente se toman de 6 a 8 sub-muestras de la rizosfera, usando
una pala o cualquier otro implemento; después se mezclan las sub-muestras
para constituir una muestra compuesta. Al mismo tiempo, se puede obtener
una muestra de raices con pelos absorbentes cortando algunas de ellas;
una muestra adecuada es aproximadamente 500 mi de suelo y 100 gr de
raices.

Las muestras deben ser colocadas en bolsas de plastico, etiquetadas y
conservadas en un contenedor frio hasta ser procesadas.

Como los nemétodos son muy sensibles al calor y a la desecacién, las
muestras deben ser procesadas 0 antes posible; sin embargo, cuando no
es factible su procesamiento inmediato, deben ser conservadas en un
refrigerador a 5°C, por mas de 10 dias.




I
EL MICROSCOPIO

Debido a que la mayoria de los organismos que causan la enfermedad
de la planta son muy pequeiios para ser observados a simple vista, el
microscopio es una heramienta importante en la fitopatologia.

Existen diferentes tipos de microscopios desde el punto de vista de los
detalles de su construccion; sin embargo, ios principios fundamentales de
su funcionamiento son los mismos.

A. EL MICROSCOPIO OPTICO
a. Estructura

El microscopio consiste basicamente de dos sistemas:

- Un sistema 6ptico para ampliacion de la imagen.
- Un sistema de iluminacion para facilitar la visibilidad del espécimen.

1. El sistema éptico

La ampliacién en un microscopio 6ptico se obtiene con una serie de
lentes. El lente mas cercano al espécimen se llama “objetivo” y el mas
cercano al 0jo, “ocular”. La ampliacion total es el producto de los aumentos
del ocular, multiplicados por los del objetivo.

A su vez, el lente objetivo esta hecho de una combinacion de lentes
céncavos y convexos. Generaimente, las lentes son fabricadas con
diferentes tipos de cristal, para comregir las diversas abemaciones crométicas
y esféricas.
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El microscopio simple, llamado lupa, de diseccion o estereoscopico,
esta compuesto por un ocular y un objetivo; los modelos mas avanzados
pueden tener dos y hasta tres lentes objetivo que, deslizandose
horizontalmente en el tubo del microscopio, permiten incrementar los
aumentos; en otros modelos, también recientes, el incremento progresivo
de los aumentos se logra girando un tomillo graduado.

Un microscopio compuesto esta normalmente equipado con tres lentes
objetivo, parair progresivamente incrementando el aumento; estos lentes
son llamados “objetivo de bajo poder” (10x), “objetivo de alto poder en
seco” (40X) y “objetivo de inmersion en aceite” (95-100X).

A medida que se incrementa el aumento, la distancia focal varia; entre
mas pequeria sea esta distancia, mas cerca esta la lente del objeto que se
esta observando. Algunos microscopios cuentan también con un “objetivo
extra de bajo poder” (4X). Las lentes objetivo mencionadas estan fijas a
una pieza rotatoria llamada “revéiver”, que permite rotarias sobre un mismo
eje.

Para poner en foco al objetivo sobre el espécimen, el microscopio esta
provisto de dos tomillos: el ajuste grueso se obtiene con el “tomillo
macrométrico”, que mueve el tubo del microscopio (o la platina en algunos
modelos) hasta una distancia vertical que acerca el espécimen a un enfoque
aproximado; el ajuste fino se hace con el “tomillo micrométrico” que mueve
lentamente el tubo hasta lograr el enfoque preciso.

Algunos microscopios compuestos tienen un condensador, que es un
sistema de lentes que une los haces de luz y los concentra sobre el
espécimen. El condensador por lo general cuenta con un diafragma iris,
que regula la cantidad de luz que pasa hacia el objeto que se esta
observando; puede también estar provisto de filtros de luz. '

El objeto mas pequefio que puede ser visto con el microscopio de luz
esde cercade 0.2 1 (14=0.001 mm). Las bacterias, los hongos y nemétodos
son mas grandes que 0.2 u, pero los virus y micoplasmas, que son mas
pequeiios que 0.2 pu, sélo pueden ser observados en el microscopio
electronico. '
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2. El sistema de liuminacién.

El sistema de iluminacién en un microscopio de diseccién o
estereoscopico, puede estar compuesto de un espejo simple o de una
fuente de luz incorporada. Si el microscopio esta provisto inicamente de
un espejo, éste debe acomodarse de tal manera que refleje la luz de una
fuente extema y la proyecte hacia el sistema 6ptico, lo que permitir iluminar
el objeto que se esta observando. Esto se logra gracias a que el espejo
esta montado en una pieza que permite girarlo en todos los sentidos.

En algunos microscopios de diseccién, pero sobre todo en los microsco-
pios compuestos, el sistema de iluminacion esta constituido por una fuente
de luz incorporada a la base del microscopio, provista de un sistema que
permite regular la intensidad de la luz.

3. iluminacién de Kbhier

Para el uso del microscoplo con resultados éptimos, es necesario que
todo el sistema de iluminacion esté enfocado correctamente. Esto permite,
ademas de lograr imagenes mas reales, proteger la vista de quien trabaja
cotidianamente en el microscopio éptico.

A continuacién se citan las ventajas de rectificar el sistema de
iluminacion, siguiendo las etapas recomendadas por K&hler:

- Campo visual uniformemente iluminado.

- Observacién de una imagen brillante, pero sin reflejos que causen
deslumbramiento.

- Proteccion del material que se esta observando.

Para que en un microscopio pueda realizarse la iluminacion de Kohler,
es necesario que tenga: diafragma de campo luminoso (dispuesto en el
pie del microscopio); condensador desplazable verticaimente; y lAmpara
con colector y con diafragma iris.

En seguida se describe el procedimiento:

- Subir completamente el condensador, con la lente frontal alineada.
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- Enfocar la preparacion con los objetivos a seco de menor aumento (6.3
6 10x).

- Cerrar el diafragma de campo luminoso.

- Bajar lentamente el condensador, hasta obtener la maxima nitidez de la
imagen del diafragma de campo.

- Centrar el diafragma de campo luminoso en el campo visual, utilizando
los dos tomillos del condensador.

- Abrir el diafragma de campo luminoso, hasta que quede iluminado el
borde del campo visual.

Hecho lo anterior, se habra calibrado el sistema de iluminacion del
microscopio. Se recomienda hacer esta calibracion regularmente, ya que
cuando el equipo es usado por varias personas, el sistema de iluminacién
puede alterarse.

4. Calibracién para micrometria.

Para medir un objeto o espécimen microscopico, es necesario un
microscopio calibrado. Para calibrarlo, se necesita un “micrometro ocular”
que es una pieza circular pequeia, y un “micrometro objetivo® que esta
montado sobre un portaobjetos.

El procedimiento es el siguiente:

- Desatomillar la lente superior del ocular y acomodar en el interior el
micrémetro ocular, con la superficie donde esta grabada la escala hacia
arriba.

- Colocar sobre la platina del microscopio el micrémetro objetivo, con la
superficie donde esta grabada la escala hacia arriba.

- Localizar la escala del micrometro objetivo, para observaria con un lente
objetivo determinado.

- Superponer la escala del micrometro ocular sobre la del micrometro
objetivo, de tal forma que las graduaciones o divisiones de una queden
paralelas con las de la otra.

- Seleccionar en el extremo superior de las escalas dos divisiones (una
de cada escala), y moviendo el carro de la platina hacer que coincidan.

- Buscar hacia abajo otra linea del micrémetro ocular, que coincida
exactamente con otra del micrometro objetivo.
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- Contar el nimero de divisiones del micrémetro ocular y las del micrémetro
objetivo que se encuentren entre las dos lineas que coinciden.

- Calcular el valor, en mm, de cada una de las divisiones del micrometro
ocular. Ejemplo: Si la escala del micrdmetro objetivo es de 1 mm, con
divisiones de 0.01 mm y se contaron 45 divisiones del micrémetro ocu-
lar y 35 del micrémetro objetivo, entonces cada division del ocular tendréa
un valor de 35/45 X 0.01 = 0.0077 mm, o sea 7.7 p.

- Repetir este procedimiento con cada uno de los lentes objetivo que posea
el microscopio.

Los valores obtenidos en la calibracion del microscopio pueden aplicarse
unicamente cuando se utilice el mismo micrometro ocular, en el microscopio
que fue calibrado.

Para medir el espécimen que se esta observando, se acomoda el
micrometro ocular en un extremo del objeto y se cuenta el nimero de
divisiones que abarca; este nUmero se multiplica por el valor en micras
que le corresponda a cada division, segun el objetivo que se esta.usando.
Considerando el valor obtenido de 7.7 i en el ejemplo anterior, si el objeto
abarca 14 divisiones del micrémetro ocular, medira 14 x 7.7 = 80.8 p.

b. Utilizacién

- Colocar el portaobjetos en la platina, con la superficie donde esta el
espécimen hacia arriba.

- Centrar, lo mas posible, la seccion que va a ser examinada en el orificio
de la planta, moviendo los tomillos que desplazan el carro en los dos
ejes horizontales.

- Ajustar el sistema de iluminacién para que llegue al espécimen la
cantidad apropiada de luz.

- Baijar el tubo del microscopio con el objetivo de bajo aumento en posicion,
girando el tornillo macrométrico hasta que el ocular quede
aproximadamente a 0.5 cm del portaobjetos.

- Observar através del ocular y subir o bajar lentamente el objetivo, hasta
que el espécimen esté aproximadamente en foco. Debe tenerse cuidado
de no bajar el ocular excesivamente porque se puede romper el
portaobjetos y daiiarse el lente objetivo

- Observar a través del ocular y mover lentamente el tubo, usando el
tomillo macrométrico, hasta que el espécimen esté en foco.



16 introduccién al diagnéstico de les enfermedades de las plantas

- Obtener el enfoque preciso con el tomillo micrométrico.

- Examinar la preparacion a bajo aumento, e ir cambiando los objetivos
para obtener mayor aumento, rotando el revélver hasta que la lente
entre en su lugar.

- Cuando se use la lente de inmersion en aceite, subir el tubo con el objetivo
de inmersion en aceite acoplado. Poner una gota de aceite de inmersion
sobre |a porcién de la preparacion que va a observarse. Bajar lentamente
el tubo hasta que el objetivo toque el aceite, sin tocar el portaobjetos.
Esta operacion, que es delicada, se facilita observando el microscopio
lateraimente.

- Observar a través del ocular y enfocar fentamente, con el tomillo
‘micrométrico, hasta que la imagen quede perfectamente en foco.

c. Cuidados y mantenimiento

El microscopio es un instrumento 6ptico cuyos sistemas funcionan con
mecanismos de precisiéon delicados, que requieren de cuidados y
mantenimiento permanentes. La vida (til de esta importante herramienta
de laboratorio depende de los cuidados con que se use, y de su
mantenimiento y limpieza que son siempre necesarios, sobre todo en las
regiones tropicales en donde las elevadas temperaturas y la alta humedad
relativa provocan un deteriodo acelerado, no sélo de las lentes, sino de
todo el aparato en general.

Se recomienda tener los cuidados siguientes:

- Antes de usar por primera vez cualquier microscopio, es recomendable

leer las instrucciones del manual.

- Nunca tocar las lentes con los dedos, ya que aunque estén limpios

quedan huellas de grasa.

- Limpiar las lentes frotandolas cuidadosamente con papel especial seco

o ligeramente humedecido con xilol o éter dietilico.

Conservar la platina del microscopio limpia y seca.

- No inciinar el microscopio cuando se trabaje con la lente de inmersion
en aceite, para evitar que éste se derrame sobre el condensador y lo
dafie.

- No forzar nunca ninguna parte del microscopio, puesto que todos sus
componentes deben moverse libremente.
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- Tener cuidado de que el objetivo nunca toque el cubreobjetos, ya que si
éste se rompe puede rayar imeparablemente la lente del ocular.

- Nunca debe bajar el tubo con el tomillo macrémetrico cuando desee
ajustar el foco.

- No deben intercambiarse lentes entre diferentes microscopios, ya que
cada aparato es ajustado en la fabrica con un juego determinado de
ellos, y con otros el sistema 6ptico se altera.

- Guardar el microscopio en su caja cuando deje de usarse, o cubririo con
su funda para protegerio del polvo.

El mantenimiento del microscopio consiste en que a intervalos regulares
de tiempo, que dependen del clima de la regién en que se trabaja, debe
llamarse al técnico de la empresa en la que se adquirl6 el aparato para
que le haga una limpieza general, asi como el ajuste y lubricacion de
todas las partes moviles.

B. EL MICROSCOPIO ELECTRONICO

Los microscopios electronicos se clasifican, de acuerdo con la forma
en que son expuestos los detalles del espécimen, en:

- De transmisién
- De rastreo
- De emision

En los dos primeros tipos, los electrones libres son disparados a partir
de una fuente y actian sobre los niicleos atémicos del espécimen, mientras
que en los de emision, el espécimen en si es la fuente de radiacion (Agar
et al., 1974; Hayat, 1973; Pinto, 1993).

El funcionamiento del microscopio electrénico se basa en dos
caracteristicas de los electrones: primera, los electrones presentan
propiedades ondulatorias, asociandose la longitud de onda en forma
inversamente proporcional a la velocidad de desplazamiento de éstos;
segunda, el rayo de electrones puede ser enfocado pasandolo a través de
un campo magnético.
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Cuando un haz de electrones en el vacio incide sobre un objeto, las
particulas que lo tocan pueden ser absorbidas, transmitidas o modificadas
de distinta manera sus frecuencias.

El microscopio electrénico de emisién no es de gran utilidad pera
estudios biologicos; los que mas se utilizan son el de transmisién y el de
rastreo.

a. Microscopio Electrénico de Transmisién (MET)

El desarrolio del MET nace de la necesidad de observar los més
diminutos detalles de las estructuras biolégicas, lo que se logra por el
altisimo poder de resolucion que se obtiene con la longitud de onda del
flujo iluminado de electrones (Locquin y Langeron, 1885).

E! microscopio electrénico de transmision esta constituido basicamente
por cuatro sistemas que son:

- Sistema 6ptico electrénico

- Sistema de haz de electrones

- Sistema de deteccion y amplificacién
- Sistema de exhibicion

Este aparato, al igual que los microscopios 6pticos, proporciona una
imagen en dos dimensiones; la alta resolucion y magnificacion que se
obtiene est4 en funcién de la utilizacién de cortes uitrafinos (50-1000 A de
espesor), debido a que la formacion de laimagen depende de los electrones
transmitidos.

En fitopatologia, el MET se utiliza bésicamente para conocer-las
interacciones entre una planta y sus patégenos, a nivel de ultraestructura.
También, con técnicas especiales, permite el estudio de particulas de vi-
rus, bacterias, etcétera.

En términos generales, la preparacion de muestras para ser obser-
vadas en el MET consta de las siguientes fases:

- Seleccion adecuada de las muestras
- Fijacion de las muestras
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- Pretincion

- Infiltracién

- Inciusion

- Seccionamiento
- Tincion

- Montaje

- Recubrimiento
- Observacion

También en este caso los tiempos y concentraciones de todos los
compuestos utilizados varian de acuerdo con la naturaleza del material
que se va a observar (Glavert, 1974; Reid, 1974; Hayat, 1975; O'brien ef
al., 1981; Foster, ot al., 1983).

b. Microscopio Electrénico de Rastreo (MER)

La observacion de un espécimen en un MER se logra porque el aparato
emite una “cortina” delgada de electrones que lo “barren”™ (scanning),
haciendo resaltar con mucha nitidez los detalles de su superficie. Debido
a lo anterior, a este tipo de microscopio electronico se le llama también
“de barrido™.

El principio del microscopio electrénico de rastreo consiste, como en el
caso de la television, en hacer coincidir punto por punto la superficie del
objeto que se esta observando con la de la pantalla fluorescente; las
imagenes dadas por los electrones secundarios, los retrodifundidos y los
absorbidos, son recogidas por captores especiales y proyectadas en la
pantalla fluorescente del aparato (Locquin y Langeron, 1985).

Se llaman electrones secundarios a los que son sacados de sus 6rbitas
por el bombardeo incidente; permiten formar una imagen completa y no
selectiva de tal o cual objeto, o bien dar una curva espectral de analisis.
La “metalizacion” de la superficie de la muestra permite mejorar la emision
de electrones, porque equilibra las tensiones de polarizacion superficial y
compensa los valores débiles de masa atémica de algunos componentes
del objeto que se esta observando; por otra parte, los componentes de la
emision secundaria hacen variar el contraste de la imagen.
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Todo lo anterior da como resultado la formacion de una imagen en
relieve, andloga a la que se observa en un microscopio 6ptico
estereoscépico; es dedir, el microscopio electrénico de rastreo proporciona
una imagen en tres dimensiones, debido a que los electrones no pasan a
través del objeto, lo que permite observar muestras mas gruesas que en
el microscopio electrénico de transmision (MET); ademas, la profundidad
de campo es mayor que en el de transmision, donde es considerabiemente
afectada por el grosor de la muestra.

La preparacion del material biolégico para ser observado en el MER,
consiste basicamente de los siguientes pasos:

- Fijacion

- Postfijacién con tetraéxido de osmio

- Deshidratacion en una serie graduada de alcohol etilico a 10, 20, 30, 40,
50, 80, 70, 80, 90, 85 y 100%

- Secado por punto critico en CO, liquido

- Metalizacion con oro, oro-paladio u otros metales preciosos

- Observacion al MER para seleccionar los detalles de la muestra

- Fotografiar los detalles que interesan

Los tiempos y concentraciones de las diferentes soluciones que se
utilizan, dependen de la naturaleza del material que se desea observar
(O'brien y McCully, 1981; Foster et al., 1883; Hollenberg y Erickson, 1973,
Bole y Parsons, 1973; Hayat, 1973 y 1974, Campbell y Porter, 1982).
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ESTERILIZACION DEL EQUIPO

Para hacer el diagnéstico preciso de una enfermedad, es necesario
aislar el (o los) patégeno causante y, en muchos casos, obtener cultivos
puros del mismo para realizar pruebas de patogenicidad.

Todo este procedimiento se desarmolla en condiciones asépticas, por lo
que es indispensable que los utensilios, recipientes de vidrio y otros
materiaies estén libres de cualquier microorganismo contaminante.
También la mayoria de los medios de cultivo deben ser esterilizados; esto
se tratard en el capitulo siguiente.

Uno de los aparatos mas utilizados para la esterilizacion es la auto-
clave, por su eficiencia para destruir los microorganismos; esto se debe a
que el calor humedo causa la coagulacion ireversible de las proteinas de
las células vivas, a temperaturas de alrededor de 120°C, con una presion
de cerca de 15 a 20 libras (psi).

A. LA AUTOCLAVE

La autoclave es un aparato que sirve para esterilizar con calor generado
por vapor caliente en una camara de presion; de esta manera se destruyen
los microorganismos. Es un equipo esencial en fitopatologia para
esterilizacion del equipo, secado del material esterilizado y preparacion
de medios.

Estos aparatos presentan ciertos riesgos en su uso por la alta presion
que se genera dentro de ellos; si no se manejan correctamente, pueden
explotar causando dafios a las instalaciones del laboratorio y quemaduras
graves o la muerte a las personas presentes.
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Las autoclaves son de dos tipos:

- Las que utilizan un flujo de vapor continuo generado fuera del ‘aparato.
- Las convencionales en los que el vapor es generado dentro del aparato.

La eficiencia de los dos tipos de autoclave no debe compararse; sin
embargo, al de flujo continuo, al ser de’mayor capacidad, se utiliza para
esterilizar grandes volumenes de material, incluido suelo. En este Gltimo
caso, se recomienda humedecerio previamente y envasario en sacos de
manta.

Por otra parte, s6lo en algunos laboratorios se cuenta con una auto-
clave de flujo continuo, mientras que el otro tipo, que puede ser una olla
de presion, llamada también olla express, es de facil adquisicién por su
costo mas bajo.

Para obtener los mejores resultados es necesario considerar las
siguientes recomendaciones:

- Asegurarse que haya suficiente agua en la autoclave.

- Meter en ella lo que va a esterilizarse y cerrar perfectamente la tapa.

- Abrir la valvula de vapor y conectar el suministro de electricidad o
encender el quemador de gas.

- Dejar salir por la valvula el aire caliente y vapor, durante 5 minutos.

- Pasado ese tiempo cemar la valvula .

- Esperar a que se alcance latemperatura y presion de esterilizacion, que
generalmente son 120 grados centigrados 20 libras.

- Dejar que la autoclave funcione por el tiempo requerido, que es alrededor
de 15 minutos.

- Cortar el suministro de electricidad o apagar el gas.

- Esperar a que el aparato se enfrie para que |a presion dentro de la auto-
clave baje a cero.

- Solamente en esas condiciones puede abrirse completamente la valvula
de vapor.

- Esperar S minutos antes de abrir latapa. Esto evitaraque porlos cambios
bruscos de presion se rompan los materiales de vidrio que se estan
esterilizando.
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B. OTROS METODOS DE ESTERILIZACION

Dhingra y Sinciair (1987) describen los siguientes métodos de
esterilizacion:

a. Esterilizacion por calor

Este método es ampliamente utilizado en diferentes formas; la muerte
de los microorganismos se logra por la temperatura elevada, tiempo de
exposicion y presencia o ausencia de humedad. A mayor temperatura se
requiere menor tiempo de exposicion y la presencia de humedad acelera
considerablemente el proceso de esterilizacion; por ejemplo: la
esterilizacién con calor seco requiere de 60 minutos a una temperatura de
160 °C, mientras que con humedad sélo 15 minutos a 121 °C son
suficientes.

1. Calor seco

El aire caliente seco se usa frecuentemente en el laboratorio para la
esterilizacion del equipo, siendo el mejor método para material de
cristaleria, como tubos de ensayo, matraces, cajas Petri, etc.; la temperatura
mas comunmente usada es de 160°C durante una hora.

Para esterilizar la cristaleria requerida, como pipetas, cajas Petri,
matraces, etc., deben lavarse previamente con detergente, enjuagarse
muy bien con agua corriente, luego con agua destilada y dejarse secar.

Antes de ser esterilizados, los matraces necesitan ser taponados con
algodon o papel de aluminio; las pipetas deben ser seleccionadas por
tamano y luego envueltas en periddico o en otro tipo de papel similar; las
cajas Petri se separan en lotes de 6 6 12 y se meten en boisas de papel de
tamario adecuado, o se envuelven en papel periddico o papel aluminio,
fijando los paquetes con cinta adhesiva (masking-tape). La esterilizacion
se realiza en un homo a 160°C por un minimo de 2 horas.

Si se trata de otro tipo de materiales, para evitar el danos a los recipientes
0 equipo con partes de hule o de plastico, la esterilizacion debe hacerse
en un autoclave, por sélo 20 minutos.
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2. Incineracioén

La incineracion es el método mas eficaz de esterilizacion, pero su
aplicacion es limitada. La esterilizacién a la flama se emplea en el
laboratorio en forma corriente para agujas, asas, objetos de vidrio, como
matraces, tubos de ensayo, portaobjetos y la superficie de ciertos materiales
plasticos.

3. Ebullicién intermitente

Se utiliza para esterilizar medios de cultivo delicados que pueden ser
darfiados por una exposicion prolongada a temperaturas muy aitas. En
estos casos, puede utilizarse el método llamado de tindalizacién, el cual
es un proceso de ebullicion intermitente con exposiciones de 20 a 45
minutos, durante 3 dias consecutivos. El aparato utilizado se conoce como
“vaporizador de Amold®, pero también se puede utilizar una autoclave
provista con un sistema para programar el tratamiento.

b. Esterillzacién por filtracion

La filtracion no es unicamente un método mecanico de cribado que
depende solo de la porosidad y espesor del filtro, sino que es un proceso
en el que intervienen fenémenos fisicoquimicos complejos en que estan
involucrados la naturaleza y pH del fluido, la carga del filtro y el tipo de
organismo que se quiere eliminar. Es un método recomendable para
esterilizar sustancias termolabiles, particularmente fluidos biolégicos, como
sueros, vitaminas, enzimas, antibiéticos, reguladores de crecimiento, entre
otros.

c. Esterilizacién con radiaciones

Las radiaciones electmmagnéficas son utilizadas para la esterilizacion
de materiales que no soportan el calor. El principio se basa en el efecto
que ejercen sobre los microorganismos, causando daios en el ANA, ATP
v/o coenzimas; también inducen la formacion de radicales libres altamente
reactivos, los que reaccionan con los constituyentes esenciales de las
células, siendo éste el efecto mas destructivo sobre l0s microorganismos.
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La esterilizacion por radiaciones se emplea para sustancias termol4biles
e incluso suelo, ya que produce poco calor.

d. Esterilizacién con gases

Este tipo de esterilizacion es usado cominmente con objetos que no
pueden ser esterilizados por calor o por filtracion.

Uno de los gases esterilizantes mas eficientes y cominmente usado
es el 6xido de etileno. Sin embargo, es altamente explosivo cuando se
mezcla con el aire, tOxico aun a bajas concentraciones y es imitante al
contacto con la piel. La flamabilidad se elimina mezclandolo con gases
inertes, y se encuentra disponible en el comercio en forma de mezcla de
10% de 6xido de etileno y 90% de diéxido de carbono o 18% de 6xido de
etileno y 81% de fre6n; ademas, este gas requiere de refrigeracion.

Para que la esterilizacion con gas sea eficiente, la concentracion debe
variar entre 400 a 1000 mg por litro de volumen de la cAmara, con un
equivalente de 20 a 50% de la presion atmosférica. La esterilizacion
requiere un tiempo minimo de 3 horas; el tiempo a una temperatura fija
esta comrelacionado inversamente con la concentracion del gas.

El método tiene las ventajas siguientes: pueden eliminarse los
microorganismos a baja temperatura y con baja humedad; los materiales
pueden ser esterilizados dentro de recipientes donde los gases puedan
difundir; requiere de equipo simple como cajas de plastico o caucho y
cilindros metalicos o de plastico. Sus mas grandes desventajas son: el
largo tiempo requerido, que incrementa los costos, y que los gases usados
son flamables y altamente toxicos.
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IV
MEDIOS DE CULTIVO PARA HONGOS Y BACTERIAS

Una vez que se han aislado los hongos o bacterias presentes en los
tejidos infectados de las plantas enfermas, deben purificarse eliminando
aquellos que son saprdfitos y obtener cepas puras para hacer las pruebas
de patogenicidad necesarias.

Para realizar lo anterior, es indispensable contar con medios de cuitivo
que permitan desarrollar las especies de hongos o bacterias que se deban
identificar para hacer el diagnéstico de una enfermedad.

El cultivo de los microorganismos es necesario en la mayoria de los
casos, ya que para su identificacion hasta especie se requiere de las esporas
u otras estructuras reproductivas, que generaimente es dificll obtener en
condiciones naturales.

A. PREPARACION DE UN MEDIO

A continuacion se describen algunos de los aspectos fundamentales
en la elaboracion de los medios.

a. Componentes de un medio

Un medio adecuado para el cultivo de estos patégenos debera inclulr,
dependiendo del organismo, desde fuentes de carbono, nitrégeno y sales
inorganicas, hasta vitaminas y otras substancias complejas de crecimiento.
Estos compuestos pueden ser aportados por productos naturales tales
como: partes de plantas (hojas, retofios, raices, semillas, etc.) o infusiones
o0 extractos de éstas; o por mezclas de determinadas substancias quimicas
sintéticas de composicion conocida.
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Los medios liquidos generalmente tienen la misma composicion que
los sdlidos, excepto que el agar, que es el elemento solidificante (también
aporta nutrientes), no se incluye como componente.

El agar es un complejo de polisacaridos que se obtiene de un alga
marina; es soluble en agua caliente a punto de ebullicion y solidifica a
40°C para formar una gelatina relativamente clara. Normalmente se
adiciona a los medios en 1.5 a 2% (15-20 g por litro de medio).

La mayoria de los medios usados comunmente para hacer el diagnés-
tico de las enfermedades de las plantas se preparan facilmente.

El procedimiento general es el siguiente:

- Colocar los ingredientes en las cantidades indicadas en la formula o
receta, en un vaso de precipitados 0 matraz Erflenmeyer que pueda
contener de una a dos veces el volumen final del medio que se va a
preparar.

- Medir el volumen requerido de agua y aradir una parte poco a poco a
los ingredientes, agitando constantemente para evitar que se formen
grumos.

- Anadir el resto del agua cuando los ingredientes estén bien mezclados.

- Tapar con papel aluminio el recipiente.

- Calentar para que los ingredientes se disuelvan perfectamente y la mezcla
quede lista para ser esterilizada.

Cuando el agar es componente de un medio, la mezcla debe calen-
tarse hasta el punto de ebullicién para disolverio. Por el contrario, si debe
agregarse un antibiético u otra substancia termolabil, primero debe ser
esterilizada por filtracion y después afadirse al medio ya esterilizado, frio.

b. El pH del medio

Un factor importante en la preparacion de los medios de cultivo es el
pH. Los hongos generalmente crecen mejor en condiciones acidas (pH de
5.5 a 5.8), a diferencia de las bacterias que se desarrollan mejor en medios
casi neutros (pH de 6.8 a 7.0). El pH del medio puede ser conocido
facilmente con métodos colorimétricos, bien sea con tintes o papeles
indicadores; sin embargo, cuando se requiere mayor precision en la medida
del pH, debe usarse un potenciémetro.
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La acidez o alcalinidad del medio puede ser controlada al nivel requerido
afadiendo, al medio todavia caliente, NaOH o HCI, segin se desee subir
o bajar su valor. El pH de un medio puede controlarse mejor si se prepara
con una solucién buffer en lugar de agua.

¢. Distribucién dei medio

En el caso de un medio de cultivo con agar, la mezcia caliente pero
aln no esterilizada se vacia eh tubos de ensayo; generaimente se vacian
12 mi del medio en cada tubo; los tubos mas comunmente usados son de
6 puigadas de largo con un diametro de 3/4 de pulgada.

Si el medio va a ser aimacenado o usado en placas Petri, antes de ser
esterilizado debe vaciarse en matraces Erlenmeyer de 300 mi o en botellas
de la misma capacidad con tapa de rosca; se vacia un poco menos de 250
mi del medio, con ayuda de un embudo de 500-1000 mi de capacidad, al
que se le adapta un tramo de tubo de latex con una pinza en el extremo
distal para controlor el flujo.

d. Esteriiizacién del medio

Para evitar que se desarrollen microorganismos ajenos a aquellos que
se pretende cultivar, debe eliminarse cualquier contaminaciéon microbial,
por lo que se recomienda esterilizar el medio de cuitivo el mismo dia en
que se prepara. La esterilizacion se hace en una autoclave de vapor que
puede ser una olla de presion.

Los tubos, con aproximadamente 12 ml del medio, se colocan holga-
damente en canastillas de metal 0 en recipientes de otro tipo, que soporten
temperaturas altas. Los matraces o botellas se meten directamente al
esterilizador, acomodandolos de tal manera que permitan libremente la
circulacion del vapor entre ellos.

Parala esterilizacion se taponan los recipientes con algodon, sin apretar
fuertemente, y después se tapan con una “capucha” de papel aluminio;
esto permitira la expansion del medio y del aire dentro del matraz o botella
durante la operacion. Transcurrido el tiempo de esterilizacion, antes de
sacar los recipientes se aprietan bien los tapones.
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La esterilizacion se completa en 20 minutos a una presion de 15 libras
y 121°C de temperatura. Después de que este tiempo ha transcurrido, se
debe permitir que la presion baje gradualmente a cero, antes de sacar del
esterilizador los recipientes con el medio, porque si la presién es liberada
rapidamente, el medio puede derramarse fuera de los recipientes y
perderse. También puede derramarse y causar quemaduras graves Si se
sacuden o agitan los tubos 0 matraces mientras estan siendo sacados del
esterilizador, por lo que se recomienda manejarios con mucho cuidado
durante esta operacion, hasta que se hayan enfriado.

e. Preparacion de medio inclinado o en piaca

Después de esterilizar tubos con un medio con agar, se colocan en
posicién inclinada, de tal manera que al enfriar y solidificar el medio, y
dependiendo del grado de inclinacién, quede una superficie de 1.25 a 8.5
cm de longitud, donde se cultivara el microorganismo. Si el cultivo va a
hacerse en placas Petri, para vaciar en ellas el medio ya esterilizado, se
debe dejar enfriar hasta cerca de los 50°C (a esta temperatura el matraz
puede ser tolerado contra la cara o el antebrazo). Para realizar esta
operacion, en las cajas Petri previamente esterilizadas en grupos de 5 6 8,
se va ariadiendo a cada una el medio ain demretido; esto se hace levantando
la tapa apenas lo suficiente para vaciar el medio del matraz o botella. Se
debe afiadir suficiente medio para que cuando el agar solidifique quede
una capa de aproximadamente 5 mm de profundidad; la cantidad que se
requiere para esto es de 15 a 20 ml para las cajas Petri estandar.

Todo lo anterior debe realizarse en condiciones asépticas, que pueden
lograrse con un mechero Bunsen; sin embargo, los riesgos de
contaminacién se reducen casi por completo si se hace la transferencia
del medio a las cajas Petri en un Microboid o en una cAmara de flujo
laminar.

B. CLASIFICACION DE LOS MEDIOS

Los medios de cultivo pueden ser clasificados, de acuerdo con su
composicién, en sintéticos, semisintéticos y naturales. También pueden
clasificarse en basicos 0 selectivos, tomando como base su efecto sobre
el microorganismo que se pretende cultivar.
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a. Medios sintéticos, semisintéticos y naturales.

Los medios sintéticos son aquéllos cuya composicién quimica es
conocida exactamente; los semisintéticos, aquéllos en los cuales sdlo la
composicién de unos pocos de los ingredientes se conocen; en tanto que
los naturales son elaborados con partes de vegetales o productos animales,
de naturaleza compleja y cuya composicion exacta es desconocida.

Como ejemplo de un medio sintético puede citarse al de HANGLUND
Y KING; de un semisintético, al EXTRACTO DE MALTA-DEXTROSA-
PEPTONA-AGAR; y de un natural, al agar-harina de avena, cuya composi-
cién dependera de la calidad de la avena usada, que a su vez depende de
la variedad, el estado de madurez del grano y otros factores desconocidos.

b. Medios béasicos
Los medios basicos o de uso general son aquellos que permiten el
cultivo de varias especies de microorganismos, bien sean hongos, bacterias

0 ambos.

Ejemplos de medios de cultivo basicos.

- Papa-Dextrosa-Agar (PDA)

Ingredientes:
Papa peladay rebanada  .................. 200¢g
Agar e 179
Dextrosa = = e 209
Agua destilada o de la llave .................. 1 000 ml

Preparacion:

Hervir la papa en 500 ml de agua por 20 a 30 minutos a fuego lento.
Filtrar el caldo de papa a través de 2 o 3 capas de gasa para quitar los
residuos de papa.

Derretir el agar en otros 500 ml de agua, en autoclave u olla de presion.
Afiadir 20 g de dextrosa al agar derretido.

Mezclar el caldo caliente de papa y el agar derretido.
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Agregar agua destilada hasta completar un litro. Mezclar todo
cuidadosamente y vaciar el medio en tubos de ensayo o0 matraces, taparios
con algodén.

Esterilizar en autoclave.

- Agar Nutritivo (AN).

Ingredientes:
Extracto de came (beef extract) .............. 30
Peptona = 59
Agar 15¢g
Agua destiladaode lallave  .............. 1000 mi

Preparacion:

Colocar en el agua el extracto de came, la peptona y el agar.

Calentar hasta que todo quede bien disuelto.

Vaciar el medio en tubos, matraces o botellas.

Taponar los recipientes con algodén o con otro material adecuado como
papel aluminio.

Esterilizar en autoclave.

E! pH del medio debera ser de cerca de 6.8.

Si en lugar de un medio sélido se desea un caldo nutritivo, se prepara
con los mismos ingredientes, omitiendo el agar.

- Agar-agua (AA).
Ingredientes:
Aguadestilada ................... 1000 ml.
Agar e 15-20g.
Preparacion:

Disolver el agar en el agua, calentandola.
Medir el pH con un indicador colorimétrico o con un potenciémetro.
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Adicionar HCI 1N o bien NaOH pera ajustar el pH. Vaciar el medio en
tubos, matraces o botellas.

Taponar los recipientes con algodén o con otro material.

Esterilizar en autoclave.

- Agar-frijol

ingredientes:
Frijol e 200¢g
Agar e, 15¢
Aguadestilada ........................... 1000 mi

Preparacion:

Licuar el frijol congelado, en una licuadora de cocina, afiadiéndole agua
hasta que la pasta quede fina y suave.

Aradir el agar a la mezcla y calentar para disolver el agar.

Vaciar el medio en tubos, matraces o botellas.

Tapar los recipientes con algodon u otro material adecuado.

Esterilizar en autoclave.

- Agar-harina de avena

Ingredientes:
Harinade avena ..............c.......... 100 ¢
Agar e 15¢
Aguadestilada  ......................... 1000 mi

Preparacion:

Mezclar la harina de avena en el agua a 70°C, aproximadamente.
Mantener la mezcla a 60°C por cerca de una hora.

Compiletar el volumen con agua destilada a un litro.

Anadir el agar y calentar para que se disuelva.

Vaciar el medio en tubos, matraces o botellas.

Tapar los recipientes con algodén u otro material apropiado.
Esterilizar en autoclave.
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b. Medios de cultivo selectivos

Los medios de cultivo pueden hacerse selectivos de dos maneras;
anadiendo algunas substancias quimicas o modificando el pH a un medio
basico puede inhibirse el crecimiento de ciertos microorganismos, mientras
que permite el crecimiento de algun organismo deseado; o hacerlos
selectivos con base en los ingredientes especificos utilizados en su
elaboracion.

Esta propiedad selectiva de los medios de cultivo es muy Util para
aislar algunos hongos de tejidos infectados o que estan en el suelo.

1. Medios béisicos transformados en seiectivos

Existen varias maneras de hacer selectivos a los medios basicos; a
continuacion se mencionan algunos ejemplos.

La adicién de antibiéticos a un medio de cultivo elimina muchas
bacterias, facilitando el crecimiento y aislamiento de hongos fitopatégenos
(100 ppm de estreptomicina inhiben el crecimiento de la mayoria de
bacterias).

Alterar el pH, puede también ser utilizado eficazmente para impedir el
desarrollo de bacterias, cuando se pretende aislar a ciertos hongos
fitopatégenos. Como es sabido, las bacterias crecen mejor en medios con
pH de 6.8 a 7.0, y la mayoria de los hongos, en pH de 5.0 a 5.8, por lo que
un medio con pH bajo inhibira el desamollo de bacterias y favorecera el
crecimiento de hongos.

Aradiendo una o dos gotas de una solucién de acido lactico, a 25%, a
10 ml de agar derretido, se inhibe el crecimiento de bacterias en un medio
para aislar hongos.

Como ejemplo de un medio de cultivo basico transformado en selec-
tivo, tenemos la HARINA DE MAIZ-AGAR, que al agregarle 10 mg de
Piramicina, 200 mg de Vancomicinay 100 mg de Pentacloronitrobenceno
se transforma en el medio selectivo PVP, que permite separar especies
del género Phytophthora.
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2. Medios selectivos desarrollados como tales

Se han desarrollado también medios especificos que son selectivos
porque sélo permiten el crecimiento a ciertas especies de microorganismos
o inducen a éstos a formar sus estructuras reproductivas.

Un ejempio de medios selectivos per se es el de RAYMUNDO Y

YOUNG, desarrollado en 1974 especificamente para obtener crecimiento
y produccién de uredosporas de Puccinia recondita f. sp. tritici.






\4
DETECCION DE HONGOS FITOPATOGENOS EN
TEJIDOS INFECTADOS

El diagnéstico de las enfermedades causadas por hongos puede ser
relativamente facil, cuando se tiene experiencia y cuando los sintomas
son tan claros y tan especificos que no existe posibilidad de cometer un
ermor. En los casos en que no es posibie hacer esto, pero se sospecha de
alguna especie en particular como responsable de causar la enfermedad,
se puede hacer un diagndstico preliminar en corto tiempo, inoculando
plantas susceptibles y observando el desamrollo del patégeno dentro de
sus tejidos.

A. DIAGNOSTICO PRELIMINAR

La esporas son las entidades o unidades infectivas de los hongos
fitopatégenos. Cuando existen las condiciones ambientales para su
desarrollo y estan en una planta susceptible, germinan en la superficie de
la hoja o en cualquier otro 6rgano sensibie, y penetran a los tejidos para
causar la infeccion. Esta fase del proceso infectivo puede observarse
facilmente mediante la técnica llamada de montaje total.

Como es indisponsable conocer de manera precisa el momento en que
se inicia la infeccion, esto no puede hacerse en material enfermo procedente
del campo, Sino que se realiza después de que una planta ha sido inoculada
con las esporas de un hongo fitopatégeno.

Después de la inoculacion se recolectan las hojas o partes afectadas a
intervalos regulares de tiempo (6, 18, 32 y 48 horas) y se colocan en una
solucién llamada de Camoy, que no es mas que una mezcla de dos partes
de &cido acético glacial y una-parte de alcohol etilico absoluto. Se dejan
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en la solucién durante 24 horas, y se transfieren a lactofenol claro en
donde se dejan por otras 24 horas; transcurrido ese tiempo, se tifien durante
8 a 10 h en lactofenol-fucsina acida a 0.1%. Finalmente, se enjuagan con
lactofenol claro y se montan en la misma solucién.

Esto permite observar al microscopio las hifas e incluso los cuerpos
fructiferos y esporas de los hongos, si estan presentes, ya que el colorante
tifle de rosa a estas estructuras, pero no alos tejidos de la planta, pudiendo
identificarse el género y la especie a la que pertenece, estableciéndose
asi la relacién entre el patégeno y la enfermedad.

En la mayoria de los casos el reconocimiento y la identificacion del
hongo fitopatégeno no es tan facil, sobre todo cuando estan presentes
otras especies tanto patégenas como sapréfitas que hacen mas complejo
el problema, lo que obliga a utilizar otras técnicas mas elaboradas para
hacer el diagnéstico de la enfermedad.

B. DETECCION DEL HONGO EN LOS TEJIDOS INFECTADOS

En algunos casos, la existencia de un hongo patégeno es revelada por
la observacion a simple vista de sus estructuras reproductivas o vegetativas
en la superficie de los tejidos infectados (ejemplo: las esporas de mildew
polvoriento en hojas de varias especies de plantas, se ven facilmente).
Sin embargo, en la mayoria de los casos es necesario observar los tejidos
con lentes de aumento, lo que puede hacerse con una simple lupa de
mano (aumento 10-20x), con un microscopio estereoscopico 0 con uno
compuesto.

Muchos hongos producen sus esporas sobre unas estructuras que
semejan tallos y que emergen de los tejidos enfermos de la planta. Las
esporas varian en forma, tamano y color; como ejemplos pueden
mencionarse: las esporas largas, obscuras, en forma de cigarro, de
Helminthosporium spp, causantes de lesiones en hojas de cereales y pastos;
las pequerias esporas hialinas, ovales o redondas de Boftrytis spp, que son
producidas en conjuntos que semejan racimos de uvas sobre los tejidos
de flores y otros 6rganos de las plantas, durante periodos humedos; las
esporas hialinas en forma de barril de Erysiphe spp, causantes del mildew,
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que se presentan formando cadenas en las hojas de cereales, lechuga y
otras plantas.

Numerosos hongos producen sus esporas en diminutas estructuras en
forma de recipiente, llamadas picnidios. Cuando predominan condiciones
humedas, las esporas son liberadas en una matriz mucilaginosa que
aparece como unas gotitas brillantes alrededor del estoma del diminuto
picnidio.

Algunas veces el hongo patégeno no es aparente cuando el tejido
enfermo se examina al microscopio. En tales casos, el material vegetal
debe lavarse con una solucién detergente, enjuagando bien con agua;
luego se coloca en un recipiente cerrado (caja Petri, tubo de ensayo, frasco,
etc.) que contenga papel filtro o toallas de papel humedecidos; el patégeno
normaimente emergera de los tejidos enfermos y en la superficie presentard
sus estructuras reproductivas.

El micelio de un hongo es facilmente distinguibie de los tejidos vegetales
cuando se emplea un colorante diferencial, como azul de algodén en
lactofenol. Para elaborar este colorante se debe preparar primero la
solucién de lactofenol, mezclando 20 ml de acido lactico, 30 mi de glice-
rina, 20 ml de agua destilada y 20 g de fenol, calentando hasta que este
ultimo se demita. A una mitad de la solucién de lactofenol se Je afladen 2.5
mi de una solucién a 1.0% de azul de algodén en agua destilada. Para
obtener mejores resultados se recomienda filtrar antes la solucion de azul
de algodén, para eliminar los grumos. La otra mitad del lactofenol preparado
se deja sin colorante y se le llama “lactofenol claro®.

Es importante seflalar que se debe tener cuidado de que los objetivos
del microscopio no entren en contacto con la solucién de lactofenol porque
puede daflarios. También debe tenerse mucho cuidado al manejar el fenol,
ya que puede causar quemaduras serias en la piel.

Para observar al hongo, se hacen trozos pequerios o cortes muy finos
del tejido enfermo, se colocan en un portaobjetos y se ariaden unas cuantas
gotas del colorante. El portaobjetos se calienta sobre la flama hasta que la
solucién comience a vaporizar. Se enjuaga entonces el material vegetal
con unas gotas de lactofenol ciaro, y se pasa a un nuevo portaobjetos con
16 2 gotas de esta misma solucion; se coloca el cubreobjetos y se observa

al microscopio.
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El micelio del hongo se colorea de azul mientras que los tejidos de la
planta permanecen sin teflirse.

C. AISLAMIENTO DEL HONGO

Las bacterias y los hongos se encuentran siempre presentes como
contaminantes de los tejidos vegetales; por tal razén, cuando se trata de
aislar un hongo fitopatégeno y cultivario puro, es importante eliminar las
bacterias y otros hongos que estén contaminando el drea de trabajo, el
equipo que se va a usar y la superficie del tejido enfermo.

Se debe limplar la superficie de la mesa de trabajo con un trapo
humedecido con agua 0 con una solucién desinfectante de cloruro de
mercurio (1:1000 ) o de hipoclorito de sodio.

Antes de usar instrumentos como bisturis, pinzas, agujas de diseccion,
etc, éstos deben ser sumergidos en etanol a 70% y luego flameados, para
evitar la contaminacion del tejido enfermo; después de esterilizarios, deben
dejarse enfriar por aproximadamente un minuto, para no quemar los tejidos.

a. Desinfeccién del tejido enfermo

En la superficie de las partes lefiosas de las plantas, los microorganismos
contaminantes se destruyen facilmente si se sumergen las muestras en
etanol a 70%, se pasan por la flama y se deja que el alcohol se queme.
Este tratamiento no debe aplicarse a tejidos camosos tales como hojas,
yemas, partes florales 0 aigunas semillas, porque es muy dréstico; se
recomienda tratarios con cloro de uso doméstico (blanqueador de ropa).

El ingrediente activo del cloro casero es el hipoclorito de sodio y
generalmente esta a una concentracion de aproximadamente 5.25%. Este
blanqueador se diluye en agua (1:9) para obtener una solucién a 0.5% del
ingrediente activo que es el desinfectante.

Si la superficie del tejido vegetal es dificil de mojar, para asegurar su
desinfeccion es necesario tratario con etanol a 70% 0 con una solucién de
un agente humectante (1-2 gotas de Agral en 1000 mi de agua o solucion
de Decon 80 a 2%), antes de sumergirio en el desinfectante.
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Cuando la zona afectada es pequeiia (manchas foliares o lesiones en
el tallo) se corta un poco del tejido sano adyacente y que rodea a la parte
enferma, se enjuaga con un agente humectante y se sumerge en el
desinfectante.

Si el area afectada abarca una porcién grande de la hoja, tallo, etc.,
como sucede con algunos tizones, se remueve una porcion del érgano
vegetal que incluya tejido enfermo y parte del sano, adyacente al margen
de la zona enferma, luego se enjuaga en un agente humectante y se
sumerge en el desinfectante.sUna porcion de tejido de 1 cm? puede ser
manejado facilmente de esta manera; ademas de proporcionar suficiente
material para el diagndstico, se puede estar seguro de que el desinfectante
elimind a los organismos contaminantes.

El tiempo que debe estar el material en el desinfectante varia de acuerdo
con el tipo de tejido de que se trate; puede variar de 1 a 2 minutos si es
delgado 0 muy camoso, y de 10 a 15, si son semillas duras.

Ademas de los desinfectantes mencionados, pueden usarse los
siguientes:

Alcohol a 95%. Sumergir los tejidos por 3 segundos.

Peréxido de hidrégeno a 50%. Sumergir los tejidos por 15 segundos a
S minutos.

Formalina a 0.4%. Sumergir los tejidos de 15 segundos a 5 minutos.

b. Siembra dei tejido infectado en el medio de cuitivo

El tejido desinfectado es secado en toallas de papel, luego se corta en
pedazos pequeiios de 1 a 2 mm? que se depositan en la superficie de un
medio con agar en placas Petri. La tapa de la placa Petri debe levantarse
apenas lo suficiente para que los trocitos de tejido puedan ser colocados
faciimente en el medio. Se colocan cuatro o cinco pedazos de tejido,
espaciados equidistantemente en la superficie del medio.

En el caso de tejido lefloso, se elimina la corteza usando pinzas
esterilizadas, antes de cortar y acomodar los pequerios trozos en el medio
de cultivo de las cajas Petri como se describi6 anteriormente.
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Una vez sembradas las cajas Petri, se mantienen a una temperatura
de 25 a 30°C por algunos dias para permitir que el patégeno emerja de los
tejidos y se desarrolle sobre el medio. Cuando el crecimiento fungal
originado en varios pedazos de tejido es homogéneo, se puede considerar
que el patégeno ha sido aislado.

D. OBTENCION DE CULTIVOS PUROS

Una vez aislado el hongo, es necesario obtener cultivos puros del mismo
para realizar las pruebas de patogenicidad que conduzcan a un diagnéstico
confiable. Para lograr los cultivos puros, se transfieren fragmentos de cada
una de las colonias del hongo obtenidas en las cajas Petri, a tubos
individuales con el mismo medio.

El paso del hongo de la caja Petri a los tubos puede hacerse facilmente
con una aguja de transferencia que se calienta sobre una flama hasta que
se pone roja, luego se enfria tocando una zona del medio de agar que esté
libre del crecimiento del hongo y se translada una porcién pequeiiisima de
la colonia fungal, al centro de la superficie inclinada del medio en el tubo.

Normalmente el hongo patédgeno puede mantenerse en cultivo puro
por largos periodos, aimacenandolo a 5°C aproximadamente y trans-
firéndolo a tubos con medio fresco cada 2 a 3 meses. Es conveniente
sefialar que con este método se pierde gradualmente la patogenicidad, y
se presentan variaciones en la forma de las esporas, 10 que da lugar a
errores.

Para evitar lo anterior, se han desarrollado técnicas de preservacion
especificas para grupos de hongos; dentro de ellas pueden mencionarse,
ademas de la liofilizacion, la preservacion en aceite mineral, silicagel , en
suelo, en agua esterilizada, en seco, etcétera.

E. OBSERVACION DE LAS CARACTERISTICAS DE LOS
HONGOS AISLADOS

Las caracteristicas de una colonia de hongos cultivados en un medio
de agar en caja Petri, pueden ser observadas al microscopio poniendo la
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AN
caja destapada en la platina del microscopio y colocando cuidadosamente
un cubreobjetos sobre el margen de crecimiento de la colonia. Para observar
en detalle las caracteristicas del micello y de las esporas, se transfieren
con una aguja de diseccion pedacitos del cultivo del hongo a una gota

pequefia de agua en un portaobjetos; se coloca el cubreobjetos lentamente
sobre la gota y se inspecciona el material a través del microscopio.

La técnica de cultivo en un portaobjetos es especiaimente Util para
determinar la forma de esporulacion de un hongo patégeno. Para esto se
prepara una caja Petri con dos plezas de papel filtro de 9 cm de didmetro,
un pedazo de varilla de vidrio doblada, un portaobjetos estandar y un
cubreobjetos de 22 - 30 mm. La caja Petri y su contenido son esterilizados
a una presion de 15 libras y a una temperatura de 121°C por 15 a 20
minutos.

Cuando se tiene preparada esa caja Petri, de otra que contenga Agar-
Agua o PDA esterilizado, se cortan con un bisturi, también esterilizado,
cuadritos de medio mas pequefios que el cubreobjetos. Se pasa un
bloquecito de medio al portaobjetos esterilizado de la primera caja Petri y
se coloca el cubreobjetos con pinzas previamente también esterilizadas.
Hecho esto, se inocula el pequeilo bioque de medio colocando pedacitos
de micelio y/o esporas de un cuitivo del hongo, al centro de cada uno de
los cuatro lados del bioque. Enlas piezas de papel filtro que se acomodaron
en la caja Petri, se agrega una solucién acuosa de glicerina a 5% para
mantener la humedad dentro de la caja una vez tapada.

Las cajas Petri asi preparadas se conservan a 25-30°C por varios dias
para permitir el crecimiento y la esporulacién del hongo.

El portaobjetos con el cuitivo que se desamolié en el bioque de medio
se acomoda en la platina del microscopio para observario, determinando
asi las caracteristicas del micelio y otras estructuras del hongo, tales como
la manera en que las esporas son producidas, su forma, tamailo, etcétera.

Las estructuras de los hongos pueden ser mas claramente visibles si
se tiflen con una solucién a 1% de fucsina acida o azul de algodén en
lactofenol. Se afiaden 1 0 2 gotas del colorante a un portaobjetos, luego se
transfiere un poco de micelio del hongo a la gota y se cubre con un
cubreobjetos, para observar al microscopio.
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Si el micelio se colocé en agua, se puede colorear afiadiendo tinte al
montaje, colocandolo en el borde del cubreobjetos. Para que el colorante
penetre a la preparacion, se pone un pedazo de papel absorbente en
contacto con el agua en la orilla opuesta del cubreobjetos.

Las caracteristicas morfolégicas del hongo permiten identificar a ios
hongos involucrados en el proceso patogénico. Para establecer con
precision la relacion planta-patégeno, es necesario conducir una serie de
pruebas para cumplir con los postulados de Koch.




VI
DETECCION DE BACTERIAS PATOGENAS EN
TEJIDOS INFECTADOS

No es muy dificil reconocer si una enfermedad es causada por bacterias,
debido a que los sintomas en los vegetales atacados son muy
caracteristicos; sin embargo, en algunos casos los tejidos afectados
muestran necrosis 0 manchas, tan similares a las causadas por hongos,
que hasta cientificos con experiencia han emitido diagndsticos emméneos
con consecuencias graves. Como ejemplo de esto uitimo, puede citarse a
la falsa bacteriosis de los citricos en México, que se asegurd por expertos
bacteri6logos extranjeros de muy alto nivel, que era causada por
Xanthomonas campestris pv. citri, cuando en realidad el patégeno
responsable es el hongo Akermnarnia limicola.

Lo anterior demuestra que el diagnéstico de las enfermedades de las
plantas es una actividad delicada que debe estar a cargo de personas
responsables y bien preparadas.

A. DETECCION DE LAS BACTERIAS

La presencia de bacterias fitopatégenas en el tejido vegetal infectado
asi como la determinacion de su tamario y forma, puede ser detectada
mediante la técnica llamada “Tincion Negativa o de Fondo".

Esta técnica consiste en colocar una gota de solucién del tinte Rojo
Congo a 2% en agua destilada, sobre un portaobjetos limpio. En seguida,
con un bisturi esterilizado se corta un trozo pequerio (1-2 mm?) de tejido
enfermo, en el limite entre éste y el sano, se coloca en la gota de colorante
y se tritura con el bisturi. Después de 1 a 2 minutos se retiran los fragmentos
de tejido del portaobjetos y la solucion se esparce sobre el portaobjetos.
Se deja secar el tinte sin calentario y luego se depositan sobre él 2 6 3
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gotas de alcohol acido que se prepara agregando 3 gotas de HCI
concentrado en 30 ml de etanol a 95%; el alcohol acido vira la tincion de
rojo a azul. Cuando el alcohol se evapora, se afiade una gota de aceite de
inmersion sobre la porcién tefida del portaobjetos y se examina
directamente bajo el microscopio con la lente de inmersion o con la de alto
aumento en seco; en este ultimo caso se coloca una gota de aceite
mineral sobre la porcion tefiida y se cubre con un cubreobjetos.

Con esta técnica las bacterias aparecen como pequenias células blancas
en forma de barra, sobre un fondo azul.

Es importante sefialar que si el tinte no se esparce en una capa fina
sobre el portaobjetos, el fondo aparecera negro o azul muy obscuro y no
se podran ver las bacterias. También, si se usa mucho tejido vegetal para
hacer la preparacion, el tinte puede precipitar y no dara el resultado
deseado.

Otra metodologia para detectar bacterias fitpatogenas es la citada por
Mayea y Padrén (1983), la cual se describe enseguida:

- Hacer cortes muy finos en los tejidos afectados, con el micrémetro o con
una navaja a mano.

- Teidir los tejidos durante 5 minutos con azul-tionina a 0.19% en disolucién
acuosa de fenol a 5%.

- Lavar el colorante con agua corriente.

- Transferir los cortes a alcohol de 95°.

- Tediir durante unos minutos con el colorante Naranja G, saturado en
alcohol absoluto.

- Lavar con alcohol absoluto, para eliminar el colorante.

- Transferir los cortes a xilol y observar al microscopio.

Las bacterias se veran de color azul oscuro, las paredes de las células
de los tejidos vegetales, de amarillo o verde, por consistir de celulosa, y el
tejido lignificado, azul brillante.

La observacion del tejido afectado proporciona una serie de datos Utiles
en la caracterizacion de las bacterias fitopatégenas responsables de alguna
enfermedad.
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B. AISLAMIENTO DE LAS BACTERIAS.

Un procedimiento sencillo para aislar las bacterias fitopatdgenas en
cultivo puro, necesita la preparacién de una serie de diluciones a partir de
las aitas poblaciones de estos microorganismos en los tejidos de las plantas
enfermas.

Las muestras tomadas en campo deben envolverse en papel y después
empacarse en boisas de polietileno; ademés, deben llegar al laboratorio y
analizarse en el menor tiempo paosible; esto evitard el desarmolio de

microorganismos sapréfitos que pueden interferir en los resuitados del
analisis.

La serie de diluciones se prepara de la manera siguiente:

- Colocar en una fila 6 placas Petri estériles.

- Numerar las cajas del 1 al 6.

- Poner 4 gotas de agua esterilizada, separadas equidistantemente, en la
caja nimero 1.

- Colocar una sola gota de agua en las cajas Petri restantes.

- Cortar con un bisturi esterilizado un pedazo pequefio de tejido enfermo
de la planta afectada y colocario en una de las gotas de la primera caja
Petri.

- Triturar con el bisturi el tejido enfermo en la gota de agua.

- Permitir durante 5 a 10 minutos que las bacterias se separen del tejido
vegetal.

- Transferir con una asa flameada y enfriada, una gota de agua con
bacterias, de la primera a la segunda gota de la misma caja Petri.

- Mezclar bien las bacterias con el asa en la segunda gota y, sin fiamearia,
transferir una asada de suspension bacteriana de la segunda gota a la
tercera.

- Repetir esta operacion sucesivamente de gota a gota y de caja a caja, lo
que resulta en una dilucién progresivadel nimero de bacterias, a partir
de la suspension original de la primera gota.

- Afiadir agar nutritivo derretido y frio a cada caja y agita para distribuir
las bacterias uniformemente en el agar.

- Almacenar las cajas Petri a temperatura ambienle (25-30°C).

- En las cajas con las diluciones mas altas (las Uitimas), las bacterias se
multiplicaran formando colonias bien diferericiadas, debido
probablemente a que provienen de una sola célula bacteriana.
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- Transladar bacterias de una sola colonia a un tubo inclinado con un
medio con agar o con caldo nutritivo.

- Agregar, después de 24 a 48 horas de crecimiento, agua destilada
esterilizada al agar nutritivo inclinado, y con una aguja de inocular
flameada, preparar una suspension de bacterias de las colonias
formadas.

- Extender en forma estriada la suspension bacteriana en 2 6 3 cajas
Petri con agar y observar las colonias que se formen después de 24 a 48
horas de incubacién a temperatura ambiente.

Después de realizar las operaciones anteriores, si todas las colonias
que se desarrollan en las cajas Petri son idénticas en apariencia, desarollo,
caracteristicas morfolégicas, etc., se considera que se ha obtenido un cultivo
puro de la bacteria, con el cual se pueden realizar las pruebas de
patogenicidad y otras necesarias para confirmar la identidad de la bacte-
ria alsiada.

Una de las primeras observaciones debe conducir a conocer las
caracteristicas y la motilidad que presentan las bacterias vivas.

C. OBSERVACION DE LAS BACTERIAS VIVAS

Es un poco dificil observar las bacterias vivas porque las células son
pequefias y contrastan muy poco con su medio amblente. Sin embargo,
pueden ser observadas y estudiar su motilidad haciendo una preparacién

en “gota suspendida”.
El procedimiento es el siguiente:

- Aplicar un poco de vaselina alrededor de la depresion de un portaobjetos
excavado. ‘

- Transladar con una asa, bajo condiciones asépticas, una gota pequeiia
del cultivo de bacterias, al centro de un cubreobjetos cuadrado limplo.

- Invertir el portaobjetos excavado y acomodario sobre el cubreobjetos,
centrando la gota de cultivo en la depresion.

- Presionar hacia abajo en las orillas del cubreojetos, para que se pegue
y la vaselina selle firmemente.
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- Voltear el portaobjetos con un movimiento répido, para que la gota
quede suspendida sobre la excavacion del mismo, sin que toque el
fondo.

- Examinar las bacterias al microscopio, enfocando primero en la orilla
de la gota con un objetivo de bajo poder. Cambiar después a mayor
aumento en seco y volver a enfocar; las bacterias deben ser ahora visibles
moviéndose en la gota.

D. DETERMINACION DE LA POBLACION BACTERIAL EN
TEJIDOS INFECTADOS

En un tejido vegetal infectado se puede determinar la poblacién
bacteriana, modificando la técnica de diluciones sucesivas. Se mide el
tejido (por peso o por érea), se desinfecta y se muele en un mortero o
licuadora con una cantidad pequefia de agua destilada esterilizada. Se
transfiere un mililitro de esta suspensién de bacterias a © ml de agua
destilada esterilizada y se mezcia cuidadosamente. A su vez 1 mi de esta
suspension se transfiere consecutivamente a 9 ml de agua destilada
esterilizada, hasta obtener una dilucion de células bacterianas de 10°de la

suspension original.

Hecha la serie de diluciones, tomar 1 mi de suspensién de cada una y
colocario en una caja Petri esterilizada. Afiadir 15 mi de medio con agar a
cada caja e incubar a temperatura ambiente; pasadas de 48 a 72 horas
contar el nimero de colonias de bacterias en cada placa.

Para determinar el nUmero de bacterias vivas en la muestra original,
se multiplica el nimero de colonias que tiene la caja Petri (entre 30 y 300
colonias) por el factor de dilucion. Los resuitados son dados como nimero
de bacterias por gramo o por cm? de tejido enfermo.

E. IDENTIFICACION DE LAS BACTERIAS
Para identificar las bacterias fitopatégenas, una vez obtenidos los

cultivos puros y hechas las observaciones de forma, tamaiio, motilidad
(ausencia o presencla de flagelos, posicion de éstos), etc., es necesario
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realizar la tincion de Gram, ya que esta prueba permite separar a las bacte-
rias en dos grandes grupos.

a. Tinclén de Gram

Latincion de Gram es una técnica de coloracion diferencial que permite
dividir a las bacterias en dos grandes grupos. Las del primero se tifien de
morado y son llamadas “Gram Positivas”, mientras que las del segundo se
colorean de rosa y son llamadas “Gram Negativas”. La técnica es muy Util
en fitopatologia porque casi todos los géneros de bacterias que atacan
plantas, excepto Clavibacter y Nocardia, son Gram Negativas.

Para la tincién de Gram se utilizan las soluciones: Cristal violeta, Yodo
de Gram y Safranina. La manera de preparar las tres soluciones se
describe a continuacion:

Violeta Cristal. Se mezcla un volumen de solucién alcohdlica saturada
de cristal violeta, en cuatro volimenes de oxalato de amonio acuoso a
1%, preparado previamente. Después de preparar la solucién de oxalato
de amonio, se debe dejar reposar toda la noche o calentar lentamente
hasta que los cristales se disuelvan.

Yodo de Gram. Se mezcian juntos 1.0 g de cristales de yodo, 300 mi de
H,O destilada y 2.0 g de yoduro de potasio.

Safranina. Se mezclan en un litro de agua destilada, 100 ml de una
solucién de alcohol saturado de Safranina-O.

El procedimiento para la tincion de Gram es el siguiente:

- Colocar con una asa una gota de cultivo de bacterias en un portaobjetos
limpio.

- Untar la gota formando una capa fina.

- Dejar que seque al aire.

- Pasar répidamente el portaobjetos sobre la flama de un mechero Bun-
sen (hacer esto tres veces, siempre con la capa de bacterias del lado
superior), para que las bacterias se fijen en el portaobjetos.

- Teflir la capa de bacterias con cristal violeta por 30 segundos, afladiendo
gotas del colorante o sumergiendo el portaobjetos dentro de la solucion.
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- Lavar con agua corriente hasta que deje de escurrir colorante del
portaobjetos.

- Cubrir la capa de bacterias con Yodo de Gram y dejarlo reaccionar
unicamente por 30 segundos.

- Enjuagar nuevamente con agua corriente; después con alcohol a 95%
por 10 a 20 segundos, hasta que del portaobjetos ya no escurra colorante:
y ofra vez con agua cofriente.

- Teriir enseguida con Safranina por 10 segundos.

- Enjuagar con agua corriente y secar con papel.

- Examinar bajo la lente de inmersion del microscopio.

Para conocer el resultado de la tincion de Gram sobre las bacterias
tratadas, se debe observar el color de la pared celular de las bacterias.

b. Técnicas para la identiflcacién

Para identificaciéon de las bacterias, deben hacerse pruebas de
patogenicidad, entre las cuales destaca por su importancia la de Klement,
que permite separar a las patogénicas de las sapréfitas. Una vez realizada
esta prueba, con las bacterias patogénicas se debe realizar una serie de
pruebas bioquimicas que permitan identificar, hasta niveles subespecificos,
las involucradas en la enfermedad bajo estudio; io anterior debe ser lievado
a cabo por especialistas (Sosa-Moss, et al., 1994).

No obstante lo anterior, existen técnicas sencillas que permiten identificar
de manera rapida algunas bacterias fitopatégenas. Una de estas técnicas
es la recomendada por Rodriguez (1991).

El procedimiento es como sigue:

Con los resultados de la tinciéon de Gram se seleccionan las cepas de
bacterias que posiblemente estan relacionadas con la enfermedad que se
pretende diagnosticar, y se inoculan en partes de algunos vegetales,
observando la reaccién de éstos después de un tiempo, (ver Cuadro
siguiente).
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PRUEBAS RAPIDAS DE PATOGENICIDAD

PARTE VEGETAL METODO OBSERVACION ORGANISMO
INOCULADA

Rebanada de Gotas de una Raices adventicias. A. tumefasciens
zanahoria suspensién Pudricién E. carotovora
bacteriana suave

Rebanada de Cutktivo Pudricién suave E. carotovora
pape bacteriano P. fluorescentes
cebolla X. campestris
pepino

Frutos verdes Puncién con Lesiones y E. amyiovora
de pera agujas exudados

Vaina de Puncién con Lesiones P. syringae
chicharo agujas pV. pisi

Vaina de Puncién con Lesiones P. syringae
frijol agujas pv. phassoiicola
Hojas de Infikracién Reaccién de P. grupo
tabaco de suspensién hipersensibilidad fluorecente
becteriana Grupo E. amylovore
Pléntulas o Suspensién Fasciacién C. fascians
semilias de bacteriana

chicharo

dulce

Como puede observarse, esta prueba permite identificar de manera
rapida y con una precision aceptable, algunas especies de cuatro de los
principales géneros de bacterias fitopatégenas, 1o que es muy util cuando
el diagndstico es urgente.



vl
NEMATODOS FITOPARASITOS

Los nemétodos fitoparésitos son animales pequeriisimos, con apariencia
de lombrices; viven principaimente en el suelo y se alimentan de las raices
de las plantas.

A. SINTOMAS MAS COMUNES CAUSADOS POR NEMATODOS

Como resultado del parasitismo de los nemétodos, se pueden presentar
los sintomas siguientes:

- Agallas en la raiz y en tubérculos.

- Lesiones en la raiz, rizomas, tubérculos, etc.

Pudriciones en la raiz, tubérculos, bulbos, etc.

Momificacion de bulbos.

Ramificacion excesiva de la raiz.

Marchitamiento de las plantas.

- Destruccion de las raicesillas laterales, por lo que la raiz se ve formada
por tocones.

- Poca resistencia de las plantas al acame.

- Enanismo.

- Amarillamiento del follaje.

- Distorsion de tallos, hojas, flores y espigas.

- Avanamiento de granos.

- Formacion de falsos granos en las espigas de gramineas.

- Coloraciones en tejidos intemos de troncos.

Como todos estos sintomas no son especificos para los neméatodos y
pueden ser causados por otros agentes como insectos, hongos, etc., y
dado que los neméatodos parasitos de plantas no son visibles a simple
vista, con frecuencia es dificil diagnosticar en el campo un problema
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causado por estos parasitos, por lo cual, es necesario hacer analisis de
laboratorio.

B. OBTENCION DE MUESTRAS PARA ANALISIS

La recoleccion de muestras de suelo, raices y partes aéreas de las
plantas, y la extraccion de los nematodos y su identificacion, es la Gnica
manera de conocer con certeza si una enfermedad en particular es causada
por neméatodos fitoparasitos de plantas.

Cuando se muestrea suelo, raices o partes de ellas, debe hacerse en
tres a cinco plantas enfermas. También deben tomarse muestras en plantas
sanas para establecer con seguridad la relacion entre la enfermedad y los
nematodos encontrados.

Si las plantas son pequerias, como zanahoria, fresa, lechuga, etc., se
toma la raiz completa, incluyendo suelo de la rizosfera; pero si las plantas
son grandes como arboles frutales, platano, banano, etc., se toman las
muestras de raiz en la region donde los pelos absorbentes estan activos,
ya que es ahi donde se concentra el ataque de nematodos; esta region de
la raiz se encuentra aproximadamente entre los 35 cm y 1 metro de
separacion del tronco y a una profundidad de 20 a 40 cm, aunque varia
con la especie vegetal de que se trate, tipo de suelo y epoca del aflo.

Para hacer una muestra compuesta, se recomienda tomar de 6 a 8
submuestras alrededor del arbol, con una pala, e incluir no sélo suelo, sino
también trozos de raices con pelos absorbentes activos.

Medio kilogramo de suelo y 100 g de raices son suficientes para el
andlisis de laboratorio. Las muestras se recogen en bolsas de plastico,
suficientemente fuertes para que no se rompan, y se etiquetan
correctamente. Como los nematodos son muy susceptibles al calor y la
desecacion, se transportan en cajas, cuidando que no se calienten, y deben
procesarse 10 mas pronto posible; sin embargo, se pueden conservar en
un refrigerador a 5 grados centigrados por una semana, mientras no se
hacen los anélisis.
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C. EXTRACCION DE NEMATODOS DE LAS MUESTRAS

Para hacer el diagnéstico de una enfermedad causada por nematodos,
es indispensable extraerios del suelo o de los tejidos afectados.

a. Extraccién de nemétodos fiiiformes dei suelo

Se han desarrollado varias técnicas para separar los nematodos de las
particulas minerales del suelo. Algunas son muy simples, baratas y
précticas, aunque NO muy precisas, y otras, aunque mas precisas, son
caras y muy laboriosas.

A continuacion se describen algunas de las técnicas mas sencillas y
tiles en nematologia.

1. Embudo de Baermann

La técnica del embudo de Baermann tiene la gran ventaja de requerir
de materiales muy baratos que pueden encontrarse facilmente en cualquier
laboratorio y que pueden incluso ser transportados a cualquier lugar donde
se tenga que trabajar. Ademas, su mejor cualidad es que los neméatodos
que se obtienen estan completamente libres de impurezas, facilitdndose
su observacién al microscopio, ya que el papel sanitario que se utiliza
retiene las particulas de suelo o de tejidos vegetales.

Estas caracteristicas compensan con creces la poca precision cualitativa
y cuantitativa que se obtiene con este método. E! embudo de Baermann
debe ser considerado como un método selectivo de extraccién de
nematodos, puesto que se obtienen los individuos que son méviles,
mientras que aquélios de movimientos lentos o de cuerpo obeso o con la
cuticula muy omamentada, no atraviesan el papel y no pueden recuperarse.

Respecto a la precision cuantitativa, se reduce al utilizar una submuestra
muy pequeiia de suelo o tejido infestado, porque no se recuperan todos
los nematodos y porque algunos mueren por falta de oxigeno (anoxia) en
el agua.

Latécnica es tan senclila que requiere de un embudo de vidrio o plastico
(la superficie intema debe ser lisa), al cual se le acopla en el extremo del
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tallo un pedazo de tubo de hule de aproximadamente 10 cm de longitud,
que se cierra con una pinza Mohr.

Este embudo asi preparado, llamado de Baermann, se acomoda en un
soporte circular para que mantenga la verticalidad, pudiendo prepararse
un conjunto de ellos para trabajar simultaneamente varias muestras y
porque deben hacerse repeticiones de cada una.

Cuando se van a extraer nematodos del suelo, el procedimiento es
como sigue:

- Llenar el embudo con agua corriente.

- Abrir la pinza Mohr para drenar un poco de agua y expulsar las burbujas
de alre del tallo del embudo.

- Acomodar en la boca del embudo una rejilla de tela de alambre
ligeramente céncava.

- Colocar sobre la rejilla de alambre, un trozo cuadrado de papel sanitario
o pafiuelo desechable, de un tamario ligeramente mayor a la boca del
embudo.

- Depositar sobre el papel sanitario aproximadamente 25 mi de suelo
previamente homogeneizado.

- Cubrir el suelo con las cuatro puntas angulares del papel sanitario que
desbordan del embudo.

- Agregar agua al embudo con una pizeta, hasta que el nivel toque al
papel sanitario y lo moje, permaneciendo siempre humedo el suelo.

- Vigilar que el nivel del agua nunca deje de tocar al papel sanitario, porque
si el suelo se seca no pueden obtenerse los nematodos.

- Dejar transcurrir de 6 a 8 horas para que por sus propios movimientos
los nemétodos del suelo pasen a través de las fibras del papel, y por
gravedad se asienten en el tallo del embudo.

- Recuperar los nematodos depositando en un vidrio de reloj o a una caja
Petri un poco de agua del embudo, abriendo la pinza Mohr, y observar al

microscopio.
Con raices y otro tipo de tejidos vegetales, ios pasos a seguir son:

- Lavar con culdado las raices para eliminar el suelo adherido a ellas.
- Cortar las raices en trozos pequerios.



nematodos foparésiios 59

- Seleccionar una pequeiia cantidad de trozos de raiz que muestren indicios
de estar infestadas.

- En el caso de otros érgancs vegetales, cortar en pedazos pequerios los
tubérculos, bulbos, rizomas, hojas, tallos, etc., sospechosos de estar
infestados.

- Colocar las raices o trozos de otros tejidos, sobre el papel sanitario del
embudo de Baermann, preparado como se indicé previamente.

- Cubrir los materiales con las puntas angulares del papel sanitario.

- Agregar agua al embudo de Baermann hasta que toque los tejidos para
mantenerios humedos.

- Dejar transcurrir de 3 a 8 horas para que los nematodos salgan de los
tejidos, pasen a través del papel y se asienten en el tallo del embudo.

- Vigilar que no se sequen los materiales.

- Recuperar los neméatodos sacando un poco de agua por el tallo del
embudo.

- Observar al microscopio.

Existe un buen nimero de modificaciones a la técnica basica de los
embudos de Baermann, que también se utiliza en combinacién con otros
métodos de extraccion.

b. Extraccién de quistes de nemétodos dei sueio

Los quistes de las especies de neméatodos, como las pertenecientes a
los géneros Punctodera, Globodera, Cactodera y Heterodera, se separan
del suelo aprovechando su caracteristica de que al estar secos, flotan.

1. Método répido para la extraccién de quistes.

Existe una técnica répida para extraer l0s quistes cuando estan secos,
que es la sigulente:

- Pasar por un tamiz de 40 malias el suelo secado previamente a
temperatura ambiente.

- Colocar en un matraz Erlenmeyer de 1000 ml una submuestra de 50 ml
de suelo seco.

- Agregar agua, agitar vigorosamente y dejar reposar por 10 minutos.

- Colectar los quistes que flotan en la superficie del agua con una pipeta,
0 en un papel filtro colocado en un embudo sobre el cual se vierte un
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poco de agua, girando el matraz para que los quistes y otras particulas
orgéanicas que flotan sean amrastradas.

- Examinar los quistes al microscoplo estereoscépico y separarios con un
pincel.

Técnica de ias charolas. Esta técnica es en si una modificacion de la del
embudo de Baermann, ya que esta basada en el mismo principio; puede
utilizarse para extraer nematodos del suelo y es una de las mas sencillas.

Se requiere de dos charolas comunes que pueden ser de plastico o de
aluminio, de aproximadamente 20 cm de didmetro, colocadas una dentro
de la otra. El fondo de la charola superior se quita y se reemplaza con una
malla metélica de 3 mm de abertura, sobre la que se coloca una toalla
facial de papel. Enla charolainferior se pone agua suficiente para mantener
humedos los materiales de los cuales se desea extraer los nematodos.

La muestra se mezcla perfectamente y una fraccién de aproximada-
mente 50 ml se coloca sobre la toalla de papel de la charola superior, la
cual se introduce en la charola inferior. Los nematodos se recolectan de la
charola inferior, después de 24 horas.

Cuando no se dispone de charolas, se procede como se describe a
continuacion:

- Colocar aproximadamente 100 mi de suelo infestado, en una maceta de
plastico de 10 cm de diametro.

- Colocar, asegurando en la boca de la maceta, un pedazo de tela de
muselina o de tul puesto sobre una capa de papel sanitario doble o de
toalla facial.

- Invertir la maceta en una charola que contenga agua cormriente, suficiente
para que la tela quede sumergida pocos centimetros. La maceta puede
ser invertida también sobre un embudo de Baermann grande, con agua.
Los neméatodos pasaran del suelo al agua de la charola o embudo, se
recolectan y se examinan bajo el microscopio.

3. Otras técnicas de extracclén de nemétodos dei suelo

Las otras técnicas de separacion de los nemétodos del suelo a que se
ha hecho referencia, son lade elutriacion y la de centrifugacion y flotacion
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en una solucion azucarada, ambas basadas en el propio peso de los
nematodos.

En la primera de las técnicas mencionadas, los nemétodos son
amrastrados fuera de los tubos del elutriador, por microcomrientes de agua
cuya velocidad depende del diametro de los pequerios tubos de salida.

El método de centrifugacion-flotacion es el mas preciso y rapido, pero
desafortunadamente de los mas caros, porque requiere de una centrifuga
grande. Los neméatodos son separados de las particulas minerales del suelo
por la diferencia de peso, que se acentuia con la fuerza centrifuga. Los
nematodos se recuperan en un tamiz de 325 mallas y la suspension se
obtiene libre de particulas organicas y minerales.

Se han hecho modificaciones a estas dos técnicas, a partir de las basicas
descritas.

b. Extraccién de nemétodos de raices y otros tejidos vegetales

También se han desarrollado muchos métodos para separar 10s
nematodos de las raices, bulbos, tubérculos, rizomas, hojas, tallos, flores
y semillas enfermos.

1. Tincién de nemétodos en las raices

La tincién de nematodos que estan como endoparasitos en las raices
delas piantas, es una buena técnica que permite observarios con facilidad
y hacer el diagnéstico de enfermedades causadas por estos organismos.
La tincién de tejidos radicales funciona para todos los tipos de nemétodos
fitoparasitos endoparasitos, incluidos los formadores de agallas.

Los tejidos vegetales pueden ser teflidos por diversos métodos, pero el
méas cominmente utilizado es el de fuccina acida en lactofenol.

Esta técnica es muy sencilla, no es costosa y permite obtener resuitados
altamente satisfactorios. La férmuia del colorante es la siguiente:
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Una vez mezclados estos ingredientes, se obtiene la solucién de
lactofenol. Después se agregan 5 ml de una solucién compuesta por 1 g
de fuccina acida en 100 mi de agua y queda listo el colorante; la solucion
de fuccina acida puede ser substituida por anilina azui, lamada azul de
algodén. En la técnica se utiliza tamblén la solucion de lactofenol sin
colorante, a la que se le llama lactofenol claro.

El procedimiento para colorear las raices se describe a continuacién:

- Lavar las raices con cuidado para eliminar el suelo.

- Sumergir las raices en una solucion caliente de fuccina acida-lactofenol
por 1 a 3 minutos, dependiendo de lo grueso del tejido.

- Retirar las raices del colorante y lavarias con agua fria corriente, para
eliminario lo méas posible.

- Pasar las raices al lactofenol ciaro, lo que etimina el colorante de las
raices pero no del cuerpo de los nematodos, que aparecen de color rosa
al observarios bajo el microscopio. Si se usd azul de algodén, los
nematodos quedaran teflidos de azul tenue.

- Extraer con una aguja de diseccion los nematodos de las raices.

2. Extraccién de nemétodos de raices con el embudo de Baermann

Una modiflcacién a este procedimiento para extraer los nematodos de
tejidos vegetales, es depositar sobre el papel sanitario, en la boca del
embudo, trozos muy pequeiios de los materiales enfermos o licuarlos
ligeramente, antes de depositarios sobre el papel sanitario. Cuando se
trata de hojas o tallos verdes, debe drenarse totaimente la primera agua
del embudo para eliminar lo mas posible la clorofila, y después agregar
agua limpia con una pizeta.

| 3. Extracclén con la técnica de las charolas
Esta técnica, que se describi6 en detalle al tratar la extraccion de los

nemétodos filiformes, se utiliza sobre todo para extraer nematodos de
tejidos vegetales.
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Preparado el sistema de charolas, se procede de la manera siguiente:

- Lavar las raices para eliminar el suelo.

- Cortar las raices u otro tipo de tejido en pedazos pequeiios de 1 a2 cm
de largo, usando un bisturi blen afilado o una navaja de rasurar.

- Colocar los trozos de raices u otros tejidos con 100 mi de agua destilada
esterilizada en una licuadora, y molerios durante 10 a 20 segundos.

- Vaciar el material licuado sobre la toalla de papel de la charola superior.

- Dejar transcurrir 24 horas para que los neméatodos pasen de la charola
de arriba y se junten en el agua limpia de la charola inferior.

- Recoger el agua con nematodos en una placa Petri y examinar al
microscopio.

4. Otras técnicas de extraccién de nemétodos de tejidos vegetales

El método de centrifugacion y flotacion en solucion azucarada se utiliza
también con mucha eficiencia para extraer los nematodos de las raices y
de otros tejidos atacados. Los materiales se trituran un poco en una
licuadora de cocina, antes de someterios a la centrifugacion.

D. MATADO Y FIJADO DE NEMATODOS

Para evitar que los nematodos se descompongan durante la identi-
ficacién, con la suspension obtenida por cualquiera de los métodos
descritos, se procede como sigue:

Para matarios, se pasa la suspension a un vaso de precipitados y se
deja reposar a temperatura amblente por lo menos una hora. Decantar
después con cuidado el exceso de agua, dejando los nematodos
concentrados en aproximadamente 5 mi; en seguida se agregan 5 mi de
agua hirviendo y se mezcia rapidamente. La temperatura de la suspension
se eleva a cerca de 70°C y los nematodos mueren. Otra manera de matar
los neméatodos es colocar el vaso de precipitados que los contiene en
agua hirviendo, por 2 minutos, agitando constantemente. Si los neméatodos
son sometidos a temperaturas muy altas, no serviran para la identificacion
porque se distorsionan.
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Para fijar los neméatodos muertos y evitar que se pudran, se aflade
igual volumen de un fijador que se prepara mezclando 14 mi de
formaldehido comercial (a 38%) y 86 ml de agua. También pueden fijarse
con igual volumen de TAF caliente, que se prepara mezciando 14 ml de
formalina, 4ml de trietanolamina y 82ml de agua.

Los nematodos fijados pueden conservarse en un tubo con tapa de
rosca, pero debe tomarse en cuenta que la formalina los oscurece con el
tiempo.

E. IDENTIFICACION DE NEMATODOS PARASITOS DE
PLANTAS

Es posible distinguir entre un nemétodo fitoparasito y un sapréfito, ya
que los fitoparasitos poseen un estilete retractil en la parte anterior del
cuerpo y los sapréfitos no tienen esta estructura.

F. DIAGNOSTICO DE UN PROBLEMA DE NEMATODOS
FORMADORES DE AGALLAS

Enlos trépicos, los nematodos formadores de agallas como Meloidogyne
Sp. SON muy comunes. Atacan a un gran numero de hospedantes y su
densidad de poblacién en el suelo es generaimente alta. La presencia de
agallas en las raices sirve como indicador de la existencia de estos
nematodos en el suelo.

Al realizar el diagndstico del problema, se debe observar con cuidado
lo siguiente: :

- Las agallas inducidas por nematodos se pueden confundir con los nédulos
nitrificantes de las plantas leguminosas. Sin embargo, pueden
diferenciarse facilmente porque los nédulos nitrificantes se presentan a
los lados de la raiz, ala cual estan adheridos por un istmo o cuello, y las
agallas forman parte del eje de la raiz.

- Las agallas son también inducidas en las raices por insectos y neméatodos
del género Nacobbus.
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- Laforma y tamario de las agallas inducidas por neméatodos varia con el
cultivo, variedad, condiciones ambientales y la especie misma del
nematodo.

- La presencia de estos nematodos dentro de las agallas puede ser
demostrada tifiendo el tejido, o rompiéndolo bajo el microscopio, lo que
permite observar las hembras maduras, que son esféricas.

G. PREPARACION DE PATRONES PERINEALES DE
Meloidogyne spp

Para laidentificacion de especies de Meloidogyne es necesario observar
porciones de cuticula de las hembras maduras, que contengan la region
del perineo (ano y vulva).

El procedimiento para hacer las preparaciones es como sigue:

- Obtener raices o tubérculos infectados, bien sea frescos o preservados.
- Separar de las raices las hembras maduras con una aguja de diseccion,
y colocarias en una gota de lactofenol-fuccina acida para tefflir la cuticula;
también puede utilizarse azul de algodén como colorante. Muchos
investigadores 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
cortarias cerca del cuello; presionar para vaciar los contenidos corporales.
- Colocar las hembras ya vacias en una gota de &cido lactico a 45%, lo
que facilita la limpieza de la cuticula. Es recomendable reunir de 10 a 20
hembras vacias en la misma gota de acido, dejandolas ahi de 30 minutos
a varias horas.
- Hacer un nuevo corte ecuatorialmente, removiendo después la parte
que tiene el perineo a una nueva gota de acido lactico a 45%.
- Seguir cortando hasta obtener un cuadrito de cuticula en donde est4 el
patron perineal.
- Transferir de 5 a 10 patrones perineales a un portaobjetos limpio con
una gota de glicerina.
- Colocar el cubreobjetos evitando la formacion de burbujas.
- Eliminar el exceso de glicerina con pedazos pequeiios de papel filtro; si
la glicerina no es suficiente, debe infiltrarse un poco mas por un lado del
cubreobjetos.
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- Sellar el cubreobjetos con bamiz de ufias o con cualquier otro sellador
y etiquetar adecuadamente.



VI
VIRUS CAUSANTES DE ENFERMEDADES EN LAS
: PLANTAS

Los virus son entidades submicroscopicas que causan enfermedades
en plantas y animales; no pueden ser cultivados en medios sintéticos,
como los hongos o bacterias, porque al igual que los nemétodos, son
parasitos obligados. Su presencia como fitopatégenos se intuye cuando
por diversos métodos se pueden reproducir los sintomas que inducen de
una planta enferma a otra sana. Pueden ser detectados observando las
inclusiones que forman en las células de las plantas infectadas, 0 viendo
sus particulas en el microscopio electrénico.

Existen varias técnicas disponibles para transferir un virus de una planta
a otra. En todas ellas se requiere que una 0 mas particulas virales entren
a una célula vegetal susceptible, pero viva.

Frecuentemente se usa la inoculacion mecénica, y el ejemplo clésico
es el virus del mosaico del tabaco (VMT). Para asegurar la transmisién del
virus, se esparce polvo abrasivo de Carborundum.en la superficie de ia
hoja de una planta sana, y se talla suavemente con una gasa humedecida
con la savia de las hojas de una planta enferma con mosaico del tabaco;
las particulas de Carborundum dafiarén las vellosidades foliares y las
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Los virus se multiplican en las células nuevamente infectadas y se
mueven después a las células contiguas, enfermando asi a clertos 6rganos
o a toda la planta. Este proceso infeccioso puede expresarse en forma de
pequeiias lesiones necrdticas visibles a simple vista.

Otros mecanismos de transmisién de particulas de virus de plantas
enfermas a plantas sanas, es por medio de insectos chupadores, como los
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afidos, o por injerto; en ambos casos se propicia la union adecuada entre
los elementos de translocacion entre las dos plantas. La clscuta (planta
parasita) puede ser también un agente eficaz en la transferencia de virus,
ya que lo transporta de una planta enferma a una sana a través de su
propio floema vascular.

Dentro de los agentes biol6gicos de transmision de virus fitopatégenos,
ademas de los insectos, deben incluirse los acaros, nematodos y por lo
menos a un hongo, que también son capaces de transmitir ciertos virus de
una planta a otra.

Para observar las particulas de virus en el microscopio electronico de
transmision, se hacen preparaciones especiales que se exponen a un haz
de electrones. La transmision diferencial de los electrones a través de la
preparacion de virus crea una imagen que puede ser amplificada y vista
directamente en una pantalla, o reproducida en una placa fotografica. Con
esta técnica se ha obtenido mucha informacion sobre el tamaiio, la forma
y la estructura de las particulas de los virus mas comunes.

A. CONCENTRACION Y PURIFICACION DE UN VIRUS .

Es posible, con ultracentrifugacion, concentrar y purificar muchos de
los virus, a partir de la savia de plantas enfermas; esto equivale a la
obtencion de un cultivo puro de hongos o bacterias. Una vez obtenido el
virus purificado, se evalua el grado de pureza y su homogeneidad, para
hacer estudios de la estructura, composicion y propiedades de las particulas.

Para determinar si las particulas de cada virus obtenido en el proceso
de purificacion son fitopatégenas, deben someterse a varios procedimientos
para conocer sus diferentes propiedades quimicas y fisicas, y deben
inocularse a plantas sanas. Si la infeccion esta siempre asociada con un
tipo de particula en especial, la evidencia indica que el virus ha sido “aislado”
y obtenido en “cultivo puro”.

B. IDENTIFICACION DE UN VIRUS

‘Las técnicas mas utilizadas para identificar los virus responsables de
una enfermedad en un cultivo son: uso de plantas diferenciales, observacion



virus causantes de enfermedades en las plantas 69

de inclusiones en las células de las plantas afectadas, microscopia
electrénica de transmision, y pruebas serolégicas, como la doble difusion
en agar y la de inmunoabsorbencia con enzimas conjugadas, conocida
como ELISA. :

La més sencilla de estas técnicas es la de “transmision mecanica y el
uso de plantas diferenciales”, que afortunadamente puede utilizarse con
muchos de los virus fitopatégenos.

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 floridiana y Cucumis melo.

Pueden utilizarse todas o solamente algunas de las plantas diferenciales,
lo que dependera del virus de que se trate o del objetivo del estudio.

Las plantas diferenciales se inoculan frotando las hojas con savia de
una planta enferma; previamente se esparce Carborundum de 600 mallas
sobre las hojas que se van ainocular, para que al frotar se causen lesiones
y las particulas virales entren en contacto con las células sanas.

Pasado un tiempo, se observa la reaccion de las plantas, manifestarse
como: lesiones locales cloréticas, lesiones locales necréticas,
enchinamientos, manchas anulares, mosaicos, etc. Este tipo de reacciones,
ligadas con las plantas diferenciales, permiten hacer una identificacion
preliminar de los virus, que generalmente es suficiente para diagnosticar
una enfermedad.

La observacion de inclusiones en las células de las plantas enfermas
es oftra técnica relativamente sencilla, y se basa en el hecho de que la
infeccién de los virus fitopatégenos induce la formacion de ciertas
estructuras microscopicas, llamadas “inclusiones”, en las células afectadas;
y que pueden ser detectadas con el microscopio 6ptico compuesto.

Dependiendo del virus y de la planta de que se trate, las inclusiones
pueden formarse en el nticleo o en el citoplasma, y pueden ser amorfas o
cristalinas, presentandose en ambos grupos muchas variantes. La
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localizacion, tipo y forma de las inclusiones permiten conocer de qué virus
se trata.

Las otras técnicas de identificacion mencionadas son mas precisas y
rapidas, pero requieren de aparatos y de antisueros que son costosos y
deben ser realizadas por técnicos especializados.

C. CARACTERIZACION DE UN VIRUS

De la misma manera en que se hace referencia a ciertas caracteristicas
de las bacterias (Gram (+) o (-), nimero y posicion de flagelos, etc.), hongos
(tipo de cuerpo fructifero, tamaiio, forma y nimero de esporas, etc.) o
nematodos (forma y tamario del estilete u otras estructuras morfolégicas),
también en el caso de los virus existen ciertas caracteristicas que son
muy Utiles para su identificacién precisa. ‘

Estas caracteristicas son:

- Punto final de dilusién, que es el nimero minimo de particulas virales
que se requiere para que ese virus cause infeccion.

- Punto de inactivacion térmica, que permite conocer algunas
caracteristicas fisicas y quimicas que le confieren al virus la propiedad
infecciosa.

- Longevidad in vitro, que es el tiempo, en horas, dias 0 semanas, durante
el cual la savia con virus sigue siendo infecciosa a temperatura ambiente.



IX
LOS MICOPLASMAS COMO AGENTES CAUSALES
DE ENFERMEDADES EN PLANTAS

En arios recientes se ha demostrado que muchas enfermedades de
plantas que se creia eran causadas por virus, son producidas por pequerios
agentes semejantes a bacterias, llamados micoplasmas.

El conocimiento de los micoplasmas no es nuevo; en el siglo XIX, Louis
Pasteur describi6 el primer micoplasma (Mycoplasma mycoides) como el
agente causal de la pleuroneumonia en el ganado. Desde entonces, los
micoplasmas han sido considerados como la causa de enfermedades del
hombre, ganado, pajaros y roedores.

En cuanto a su clasificacion, los micoplasmas pertenecen a la clase
Mollicutes con un solo orden, los Mycoplasmatales, que comprende dos
familias: Mycoplasmataceae y Acholeplasmataceae.

En relacién con plantas, en 1967 Doi e Ishiie, en Japon, 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 ocasionaimente en el parénquima del
floema; no encontraron cuerpos similares en los tejidos de las plantas sanas.
Los autores demostraron que la enfermedad se curaba aplicando
antibiéticos a base de tetraciclina a las plantas enfermas, lo que demostré
que la enfermedad era causada por un micoplasma y no por un virus.

Desde que se realizé ese trabajo en Japon, se ha encontrado que
aproximadamente otras 20 enfermedades de plantas son causadas por
micoplasmas.

Las caracteristicas de los micoplasmas pueden resumirse como sigue:
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- Son los organismos vivos mas pequefios que se conocen, que pueden
crecer en un medio artificial.

- Sutamafio varia entre 125 y 250 um de didametro, por lo que sélo pueden
ser observados con el microscopio electrénico.

- Carecen de pared celular y tienden a ser pleomérficos, pudiendo variar
su forma como consecuencia de cambios en la presion osmética de las
células en que se desarrolian.

- Son Gram negativos.

Se reproducen emitiendo largos filamentos que se rompen, dando lugar
a cuerpos primarios. Son muy similares a los protoplastos bacterianos o
formas L (bacterias a las que se les ha eliminado la pared celular o que
han sido cultivadas en medios que evitan la formacion de la misma).

Dentro de las caracteristicas de las enfermedades causadas por
micoplasmas, pueden cltarse: ‘

- Casi siempre son transmitidos por chicharritas (insectos chupadores de
la familia Cicadellidae).

. - Estan presentes en el floema de las plantas afectadas.

- Pueden ser controlados por antibiéticos a base de tetraciclina, como la
Aureomicina.

- Los sintomas de la planta enferma son invariablemente amarillamiento,
enanismo, arrosetamiento de hojas y fasciaciones conocidas como
“escoba de bruja”.

Dentro de las enfermedades causadas por micoplasmas, se incluyen:
el enanismo amarillo del arroz, la hoja blanca de la cafia de azucar, el
engrosamiento de las yemas del tomate, la punta morada de la papa, el
amarillamiento letal del cocotero, la hoja pequeiia del camote y el
amarillamiento del Aster, entre otras.

Para detectar los micoplasmas es necesario hacer preparaciones con
cortes ultra finos de los tejidos vegetales enfermos y observarios en el
microscopio electronico de transmision, o que debe ser realizado por
especialistas, ya que facilmente pueden confundirse los micoplasmas con
los organelos de las células.
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Sin embargo, existen técnicas que han sido desarroliadas para observar
los micoplasmas al microscopio de luz, algunas de las cuales requieren de
colorantes que hacen més facil la diferenciacion de estos organismos.
Dentro de estos métodos puede citarse el de Dienes, el de Rodamina-
Verde de Metilo y el del Azul de Anilina.






X
ESPIROPLASMAS FITOPATOGENOS

Los espiroplasmas son microorganismos helicoidales que cuando se
cultivan en un medio sintético sdlido, sus colonias presentan el aspecto
tipico de las de los micoplasmas. Los medios de cultivo de los
espiroplasmas deben contener siempre esterol, ya que en alguna fase de
su crecimiento requieren de este compuesto.

Una de las enfermedades mas conocidas causada por espiroplasmas,
es el “Achapamramiento del Maiz", habiéndose aislado el patdégeno tanto
de las plantas enfermas como de los insectos vectores.
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