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Introduccion

La fitopatologia es la ciencia que estudia las enfermedades en las plantas.
Una enfermedad vegetal es definida como la afectacién de una o mds de las
funciones fisioloégicas de las plantas debido a la infeccién por un organismo
patogeno (Gonzales, 1981). Comunmente las enfermedades son observables a
través de la presencia de sintomas y signos, pero al interior de la planta ocurren
una serie de procesos fisiolégicos y moleculares que definen la generacién de
sintomatologias, la perdida de vigor por parte de la planta que conlleva a pérdidas

a nivel de rendimiento y productividad (Agrios, 2005).

De esta manera, los sintomas y signos son claves en el diagndstico de
enfermedades de plantas, pudiéndose hacer una exploracién profunda desde la
observacién en campo hasta el aislamiento e identificaciéon del patdégeno en el
laboratorio. Cabe resaltar, que los sintomas no pueden ser un caso aislado y es
imposible dar diagnostico solamente por la observacién de los mismos. Por esta
razén es necesario tener en cuenta ademds de sintomas y signos, la especie de
planta, la variedad, la localizacion geografica, la presencia o no de insectos vectores
potenciales, la historia del cultivo y del terreno de localizacién (Riley et al., 2002).
Con esta informacion, es posible remitirse a las bases de datos actualizadas y buscar
las posibles enfermedades del cultivo, hacer una busqueda de sintomas encontrados
versus las enfermedades reportadas (Rahgavendran et al., 2023), esto con el fin de

tener una aproximacion inicial de las posibles causas de la sintomatologia.

A partir de la posible o posibles hipdtesis, se deben hacerse varias preguntas

- ;Cudl es la distribucion de las plantas enfermas? Esta en parches, estd en

todo el cultivo, ;Cual es la incidencia y la severidad?



- ;Qué tipo de patégeno puede estar asociado a la sintomatologia? Hongos,
bacterias, oomycetos, virus, viroides etc. ;Se han observado signos en el

tejido vegetal? ;Qué caracteristicas tiene ese signo?

- ;Qué tipo de sintomas se presentan? Manchas necrdticas, halos cloréticos,
pudricién, cancro, tizén, marchitamiento, clorosis etc ;En qué parte de la
planta? ;Hay sintomas de marchitamiento? Si la respuesta es si ;Serd
necesario explorar la parte radicular y el interior del tallo? ;Hay volcamiento
de las plantas? Si la respuesta es si ;Serd necesario explorar la raiz de la
planta? Asi mismo si se encuentra dafios a nivel del fruto ;Sera necesario

hacer exploracion al interior del fruto?

- ;Cuadl es la historia de la sintomatologia? ;Cuando aparecié? ;Hubo algun

evento especifico antes de la aparicién? ;Cual es la historia del terreno?

- Finalmente, y no menos importante ;Hay presencia de posibles vectores en
el cultivo? ;Hay sintomas de patdgenos transmitidos por vectores? ;Sera

necesario realizar muestreo e identificacion de insectos en el cultivo?

Adicional a estas preguntas, se podrian generar muchas mas, sin embargo,
este es un buen punto de partida para realizar el muestreo en campo y tener en
cuenta muchas observaciones que no se tuvieron en cuenta desde el comienzo,
como el caso de localizacion geografica y condiciones climaticas. (Miller et al., 2009;

Buja et al.,, 2021).

Una vez generada la hipdtesis, se debe iniciar el proceso de diagnoéstico, se
recolectan las plantas de acuerdo con el muestreo mas apropiado en concordancia
con el tipo de cultivo y de terreno (Piedra, 2015; Schubert, et al., 1999). Se debe
recolectar suficientes muestras, incluyendo algunas sin sintomas, otros con
sintomatologia inicial, media y final. No se deben recolectar plantas en estado de
descomposicién ya que pueden estar afectadas por saprofitos y esto impide la

identificacién del agente causal. Las muestras deben ser guardadas en bolsas
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limpias, de cierre hermético y sin papel, se almacenan en nevera mientras se hace

el procesamiento.

De acuerdo con la hipoétesis, se pueden hacer camaras humedas o
simplemente hacer el procesamiento de la planta por desinfeccién superficial de
explantes y siembra en medio si son hongos u oomycetos. Si son bacterias se debe
realizar la maceracién del tejido, diluciones seriadas y siembra en placas de medios
apropiados, mejor si son selectivos o semiselectivos. Si se trata de un organismo no
cultivable, se pueden observaciones a partir de los signos observados (de existir), o
hacer camaras humedas para esperar la apariciéon de los mismos (si se trata de
hongos y/o oomycetos). Si se esperan sean bacterias no cultivables como los
titoplasmas o de virus, se debe proceder a la extraccién de ADN o ARN para la
identificacién, usando primers universales o si se sugiere la presencia de
determinado patégeno a través de la ruta de diagndstico, se debe optar por primers
especificos o pruebas seroldgicas, por esta razén es importante contestar las

preguntas previas (Venbrux et al., 2023).

Si se observan signos de patdgenos, se pueden hacer camaras humedas en el
caso de hongos u oomycetos o simplemente, hacer improntas o toma de muestra
con asa recta para la observacién microscdpica correspondiente, incluso, se puede
tomar muestra e inocular un medio de cultivo apropiado para tener el crecimiento
del microorganismo (Mancini et al., 2016). Si se encuentran exudados, se sugiere
hacer una siembra por agotamiento en agar nutritivo, ya que se puede tratar de una
bacteria patégena (Scala et al.,, 2018). Todo dependerd de los hallazgos en campo y

en las muestras recolectadas.

Una vez obtenidos los microorganismos aislados, se deben realizar cultivos
axenicos y desde los mismos proceder al proceso de identificacién para lo cual se
usa diferentes técnicas y métodos incluyendo las caracteristicas morfolégicas,

tinciones, técnicas seroldgicas, métodos moleculares, dentro de otros.
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1. Enfermedades De Plantas: Sintomas Y Signos Claves Para

El Diagnostico

Una enfermedad vegetal es definida como la afectacién de una o mas de las
funciones fisiolégicas de las plantas debido a la infeccién por un organismo
patogeno. Un patdgeno, es aquel organismo que estd en la capacidad de causar
enfermedad, siempre y cuando se encuentren todos los elementos del tridangulo de
la enfermedad, un hospedero susceptible, un patégeno virulento y unas condiciones
ambientales favorables. Bajo esta premisa, se inicia un ciclo de patogénesis con
llegada del inoculo del patégeno a la planta, siendo este el elemento del patégeno
capaz de diseminarse o infectar y que puede tener lugar a través de diferentes
medios como es el caso de las semillas, el material vegetal, los residuos de cosecha,

el agua de riego, las plantas arvenses y los vectores, entre otros (Agrios, 2005).

En esta via, los periodos de enfermedad son aquellas etapas que describen el
desarrollo de esta y dentro de los cuales se encuentran el periodo de incubacién, el
periodo de latencia y el periodo de infeccidon, los cuales van a ser particulares y
especificos en cada patosistema (De Wolf & Isard, 2007). Asi mismo, existira una
relacion entre el ciclo de patogénesis y el ciclo de cultivo, existiendo patégenos
monociclicos como es el caso de los carbones y patégenos policiclicos como las

royas y los mildeus (Burbano - Figueroa, 2020).

La enfermedad en las plantas puede ser visualizada mediante sintomas, dafos
y desordenes. Dentro de los primeros se refieren a la reacciéon visible de la
enfermedad y se incluyen los morfoldgicos, los fisiolégicos y los histologicos e
internos (Brito, 2010). Los sintomas morfologicos son aquellos que se observan a
simple vista y que pueden ser necrdticos, hipoplasticos e hiperplasticos (Agrios,

2005). Los necréticos son aquellos que terminan con la degradacion de los tejidos



(manchas necroéticas, pudriciones, marchitamiento, damping off entre otros), los
hipoplasticos se refieren a reducciones en el indice de crecimiento (enanismo,
clorosis, mosaico, moteado, entre otros) y los hiperplasticos al crecimiento excesivo
de o6rganos y tejidos (agallas, tumores, callos, sarna, enrollamiento, entre otros)
(Rivera, & Wright. 2020). En la siguiente figura se muestran algunos sintomas de

enfermedad:

“Gomosis” por Nectria sp. en Terminalia ivoremsis. “Epinastia” de origen desconocido en Inga sp. “Sarna de los citricos” (Elsinoe sp.) en Citrus sp.

“Proliferacion de ramillas” por

"Mancha anular” por virosis en Corona de agallas’ (Agrobacterium  fitoplasmas en Erythrina
Cordia alliodora. tumefaciens) en Tectona grandis. poeppiaiana.

Sintomas de enfermedades en plantas. Tomado de Arguedas (2008).



Sintomas asociados a enfermedades en plantas. (a) Enanismo en maiz, (b)
agalla de corona en ardndano, (c) torsion de las hojas en gerbera, (d) proliferacion
de brotes, (e) edema foliar, (f) sarna en papa, (g) fascinacién de pediunculos y flores

en violeta. Tomado de Rivera & Wright, (2020).



Por su parte los signos son unas estructuras, partes o productos del patégeno
asociado a la sintomatologia y que evidencia su presencia, como esporulacion,

cuerpos fructiferos, pustulas, micelio, exudados, quistes, nédulos entre otros como

se indica en la siguiente figura

Signos de patogenos de plantas. (A) Esporulacion, (B) Picnidios, (C)
Basidiocarpo, (D) Pistulas de roya, (E) Soros de carbon y (f) Exudado bacteriano.
Tomado de Rivera & Wright, (2020).

Las enfermedades de las plantas pueden agruparse segin su naturaleza en:
marchitamientos vasculares, carbones, royas, manchas foliares, pudriciones,

chancros, mildeos vellosos, mildeos polvosos entre otros.



2. El Diagnostico De Enfermedades De Plantas:

Bases Esenciales

El diagnostico puede definirse como el conocimiento de una enfermedad
mediante de la observacién de sus sintomas y signos, en tanto la deteccion es
demostrar la existencia del patéogeno mediante diferentes tipos de técnicas. A pesar
de esto, la observacion no es suficiente para el diagnéstico de una enfermedad, se
requiere de una serie de elementos que vendran determinados de acuerdo con los
hallazgos, dentro de estos cabe mencionar la sintomatologia, los signos del
patogeno (de existir), el uso de métodos de deteccion, la inspeccion de la presencia

de vectores, la informacion historica del cultivo, entre otros.

De esta manera, se puede decir que el diagnéstico es una prueba hipotética,
en la cual la hipétesis es la identidad de la enfermedad y la cual debe ser formulada

tras la observacién del problema, probarla y finalmente aceptarla.

Para establecer cada uno de estos pasos, puede hablarse de una ruta general

donde se tienen las siguientes etapas y elementos

Muestra

- Organo afectado
- Sintomas y etapas

- Efecto en la produccién

Campo

- Distribucién
- Clima
- Insectos plagas - Vectores
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- Manejo
- Fenologia

- Variedades

Literatura

- Asociacién de los sintomas

- Métodos de deteccién (directos, indirectos, sensibilidad, etc)

Confirmacion de la hipdtesis

= Muestreo
- Procesamiento de las muestras
- Aplicacion de métodos de deteccién

- Postulados de Koch

Para la observacion de la sintomatologia, se debe realizar una descripcion
completa y lo mas exacta de la misma, encontrando etapas iniciales, medias y finales
para lo cual se debe tener en cuenta rasgos de las plantas sin sintomas de acuerdo
con las variedades o cultivares. De la misma manera, se debe tener en cuenta los
6rganos donde se presentan los sintomas y a partir de esta primera informacién
realizar el muestreo de plantas. Este debe ser una buena porcién de material o un
numero representativo, pudiendo se plantas completas o del 6rgano afectado
dependiendo del tipo de cultivo. Adicionalmente, se puede incluir parte del sustrato

de crecimiento.

Para la realizacién del muestreo se debe tener en cuenta patrones de
distribucién de la sintomatologia en campo y no olvidar muestrear plantas en

diferentes estados de afectacion y plantas sanas. El muestreo va a depender de las
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unidades a muestrear, el nivel de precision, la intensidad, la época de muestreo, el
tipo de terreno como si es homogéneo o heterogéneo en condiciones, si se trata de
plantas de porte bajo o de darboles y los patrones de distribucién de la

sintomatologia.
Los patrones de distribucién pueden ser:

Agregados: Las plantas enfermas se agrupan en focos. Ejemplo:
Enfermedades causadas por nematodos; costra de la manzana causada por Venturia

inaequalis

Aleatorio: Areas del mismo tamafio en el campo tienen la misma
probabilidad de contener el mismo numero de plantas enfermas. Ejemplo:
Pudricién blanca (Sclerotinia sclerotium), Mildeo polvoso del lupulo (Podosphaera

maculari)

Regular: Las plantas enfermas se distribuyen a intervalos regulares. Ejemplo:

Royas, no es muy comun una distribuciéon regular u homogénea en patégenos de

plantas
a b c
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Patones de distribucion de enfermedades en plantas en campo. Tomado de

Van der et al. (2021).
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Una vez conocido el patréon de distribucién, se pueden realizar los recorridos
correspondientes para la toma de muestras y la observacién de los sintomas
tratando de cubrir la mayor drea posible. Los recorridos también dependen del tipo
de cultivo y de terreno, a manera de ejemplo en cultivo de gramineas se tienden a
usar patrones de recorrido en zigzag o en W, en tanto para cultivos arbdreos se

usan recorridos en guarda griega. A continuacion, se muestra los tipos de recorrido:
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Diferentes patrones usados para recolectar muestras de niicleos separados
de un campo: A) patron diagonal; B) patron en diagonal cruzada; C) patrén
paralelo-diagonal; D) patrén en forma de W; E) patron en zigzag; F) patrén
cuadrado inclinado; G) patron de perimetro; H) patron en forma de M; I) patron

aleatorio; J) patrén de cuadricula rectangular. Tomado de Been & Schomaker.

(2006).
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Respecto al muestreo propiamente dicho, se puede usar los siguientes tipos:

- Muestreo aleatorio simple: En el plano cartesiano X, Y. Para un terreno

homogéneo y en plantas herbaceas.

Muestreo estratificado: La poblacidn en estudio se subdivide en estratos con

cierta homogeneidad y en cada estrato se realiza un muestreo aleatorio

simple. Terrenos heterogéneos.

- Muestreo en cuadricula o sistematico: Ubicar las muestras en un patrén
regular en toda la zona de estudio a partir de un punto determinado al azar,

y a distancias uniformes entre si.

Y4 X [y .......... e
b | et [T
. FEL A [t

u b ¢

Tipo de muestreo: (a) aleatorio simple; (b) aleatorio estratificado; (c)

sistemdtico, rejilla rectangular; (d) sistemdtico rejilla polar. Tomado de

De esta manera, esto también se puede observar en el siguiente esquema

propuesto:
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@ Sueio negro y vegetacion plantada

Ejemplos de los métodos de muestreo estadistico convencionales. 1) muestreo
aleatorio, 2) muestreo estratificado y 3) muestreo sistemdtico. Tomado de

Gonzalez et al., (2015).

En el caso de métodos aleatorios estratificados se usan cuando hay
heterogeneidad marcada de las condiciones ambientales, edaficas, hidricas, y
debido a la no factibilidad de control de estas condiciones. Definida la forma de
muestreo es importante seleccionar el nimero de muestras y repeticiones. La
mayoria de las pruebas estadisticas consideran para esta estimacidn se usan tres
parametros fundamentales con el fin determinar el numero adecuado de muestras:
normalidad, independencia y homogeneidad de la varianza (Schmidt 2005, Clifford
y Taylor 2008). Las tablas estadisticas sobre las cuales se contrastan estas pruebas
asumen un minimo de 30 observaciones. Teniendo en cuenta que las unidades
muéstrales son parcelas permanentes de monitoreo, en ausencia de otra
informacién el nimero de parcelas recomendadas por tipo de ensayo seria 30
(Goldsmith et al. 1986). Sin embargo, Mendiburu (2005) menciona que una regla
util para definir el numero de réplicas (parcelas) necesarias es considerar como

minino 10 grados de libertad (11 parcelas). No obstante, para establecer el numero
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de parcelas requeridas en cada disefio a partir de métodos estadisticos, con mayor
exactitud y que no implique costos elevados, se sugiere implementar la técnica de
premuestreo y cdlculo de una muestra, a través del error muestral, el nivel de
confianza y la varianza (Mostacedo y Fredericksen 2000). Parrafo tomado de

Gonziélez et al., (2015).

Las muestras deben ser tomadas con cuidado, evitando tomar muestras con
sintomas muy avanzados, se deben incluir plantas en diferentes estados de la
sintomatologia e incluir plantas sanas. Cada muestra debe ser empacada (en lo
posible) en bolsa plastica de cierre hermético, marcada y rotulada incluyendo fecha,
nombre del terreno, localizacién geogréfica, ubicacién dentro del terreno, entre
otras. Incluso se pueden colocar caracteristicas que describan adecuadamente la
sintomatologia en la muestra. Se deben almacenar todas las muestras en un lugar

fresco y seco y llevar lo mas pronto al laboratorio para el analisis correspondiente.

En el laboratorio, se deben realizar observaciones mds detalladas de la
sintomatologia y 6rganos afectados, mediante el uso del estereoscopio o de lupas.
En este mismo sentido, respecto a los signos se pueden realizar micropreparados
y/o improntas para la observaciéon en microscopio, se sugiere inicialmente no
realizar ningun tipo de tinciones tratando de rescatar la coloraciéon natural del
patogeno. Si se tienen exudados bacterianos en las muestras, se pueden hacer
observaciones microscépicas mediante la técnica de tinciéon de Gram, sin embargo,
se sugiere el aislamiento de las bacterias para su posterior identificacién. Cuando
no exista signos claros se puede recurrir al montaje de cdmaras huimedas si la

hipétesis apunta a enfermedades causadas por hongos u oomycetos.

El tema del aislamiento e identificacion sera explicado posteriormente. De
esta forma, se espera que una ruta de diagnostica general este dada por los

elementos en el esquema
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En la confirmacion de la hipétesis se pueden incluir los postulados de Koch

siempre, si estos son necesarios. Por ejemplo, en el caso de un primer reporte de

una enfermedad en un hospedero, en una localizacién geografica, etc o cuando se

tengan varios organismos aislados de la muestra. Estos son:

El agente debe estar presente en cada caso de la enfermedad y ausente en los

sanos
El agente debe ser aislado en un cultivo puro a partir de plantas enfermas

El agente debe provocar enfermedad en una planta sana después de ser
inoculado, ocasionando los mismos sintomas que presentaban las plantas de

las que fue aislado inicialmente

El agente debe ser aislado nuevamente a partir de los tejidos enfermos de las

plantas inoculadas

Debe ser mencionado, que los postulados de Koch presentan ciertas

limitaciones, como lo es para parasitos obligados o no cultivables en laboratorio.
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Este es el caso de los virus vegetales, donde se han adoptado otros criterios
incluyendo la asociacion del virus especifico con la enfermedad con determinada
regularidad y su presencia no accidental en un individuo enfermo (Rivers, 1937).
De manera mas reciente se han adoptado cuatro postulados alrededor del

diagnéstico de virus vegetales (Bos, 1981):
a) la asociacidon o concomitancia del virus con la enfermedad

b) su aislamiento de la planta enferma para separarlo de los
contaminantes, multiplicarlo sobre una planta indicadora y conocer sus

caracteristicas fisicoquimicas
¢) su inoculacién en plantas sanas para reproducir la enfermedad
d) su reaislamiento de las plantas experimentales inoculadas

Este mismo tipo de escenarios ha propiciado cambios en los postulados, en
el caso de nematodos se sigue este proceso: a) observacion clinica del problema, b)
identificacién y multiplicacién de fitonematodos sobre plantas indicadoras
sembradas en suelo esterilizado, c¢) pruebas de bioensayo, evaluacién de dafos y
reaislamiento del nematodo (Inglis, 2007). En el caso de otros patdgenos se recurre

a la infestacion de suelo o de vectores para reproducir la enfermedad.
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3. Cuantificacion De La Enfermedad En Plantas

Es posible cuantificar la enfermedad a partir de las observaciones en campo,
para esto se puede establecer diferentes parametros. En este caso, se puede

determinar:

- Prevalencia: Numero de muestras geograficas (lotes, regiones, paises) con
una caracteristica particular (con plantas enfermas o presencia del patégeno)

/total de unidades geograficas evaluadas x 100%

- Severidad: Proporcion del drea o cantidad de tejido afectado por la
enfermedad. Por ejemplo: drea afectada/area totalx100; area no verde del

tejido; Ntumero de lesiones por hoja; Numero de lesiones por cm?

- Incidencia: Numero de plantas enfermas/No total de plantas evaluadas;

Numero de hojas u érganos afectados/Total de hojas u érganos evaluados

Los parametros severidad e incidencia pueden ser usados para la
construccién de curvas de progreso de la enfermedad en la cual se evalua el

porcentaje de enfermedad (severidad o incidencia) vs tiempo de evaluacidn.

]
Poarcentaje de plantas
atectadas [incidencia)

.
-

Tiempao [dias, semanas)

El punto de origen y la forma de la curva proporciona informacién sobre el
momento en que inicia la enfermedad, la tasa o velocidad de progreso, los cambios

de susceptibilidad del hospedero durante el periodo de crecimiento, los eventos
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climatolégicos recurrentes y la efectividad de los métodos de manejo de la

enfermedad.

En esta situacion, las enfermedades ocasionadas por patégenos monociclicos,
siguen una curva de progreso de saturacion, donde la velocidad de desarrollo de la
enfermedad disminuye con el nimero de plantas enfermas. En contraste, las
enfermedades ocasionadas por patégenos policiclicos muestran una curva de
progreso de la enfermedad donde el incremento de la enfermedad es directamente
proporcional al numero de plantas sanas (debido a la existencia de una mayor
probabilidad de que el inoculo alcance un tejido al cual infectar) y el nimero de
plantas enfermas, dado que produce mayor inéculo que participa en la continuidad

de la pandemia, esto genera una curva sigmoidal como se muestra en la figura:

Enfermedad Monociclica Enfermedad Policiclica

Enfermedad
Enfermedad

Tiempo Tiempo

Para la determinacion de la severidad de la enfermedad se usan escalas las

cuales pueden ser:

Diagramaticas: la representacion ilustrada de una serie de plantas o partes
de plantas mostrando los sintomas de una enfermedad en diferentes grados
de severidad (Nascimiento et al., 2005) y estan basadas en el principio de
Weber-Fechner que establece que la agudeza visual del dafio es proporcional

al logaritmo del estimulo hasta en un 50% de severidad y a partir de este
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valor, la relacién es inversamente proporcional al logaritmo del estimulo

ocasionado por la cantidad de tejido sano restante (Mora et al., 2000).

15% 4.6 % 10.6 % 17.3 % 39.5 % 65.1 % 775 % 98 %

Escala diagramdtica para evaluar la severidad de la mancha foliar
marron en foliolos de Carya illinoinensis. Valores porcentuales del drea foliar

sintomadtica. Poletto et al., (2020)

- De 4rea estandar: Los Diagramas de Area Estdndar (DAE) son los
métodos visuales mas utilizados, se basan en ilustraciones de partes de
plantas enfermas dentro de un rango de valores medido en proporcién o
porcentaje de tejido afectado, como referencia comparativa y de
interpolacion durante la estimacién (Bock et al., 2016; Del Ponte et al,,

2017.
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01 1 5 l;) 20 30 40 50 60

Escala de drea estandar para la estimacion de la severidad de la mancha

en las hojas de trigo (Domiciano et al. 2014)

- Descriptivas: Se han estandarizado claves descriptivas para varias
enfermedades, donde se presentan fotos o esquemas pictéricos de las
plantas con diferentes cantidades de tipos de sintomas de enfermedades

que estan categorizados con descripciones.

Estado 0 Hoja sin sintoma

Estado 1 Hoja con pequefas lesiones puntiformes de
coloracion rojiza por el envés y sin sintomas por el haz.

Estado 2 Hoja con manchas de contornos regulares o
78 irregulares de coloracion pardo-rojiza por el envés de la
hoja y sin sintomas por el haz.

Estado 3 Hoja con manchas de contornos regulares o
irregulares de coloracion pardo-rojiza por el haz.

Estado 4 Hoja con manchas negras (elipticas o
circulares) con bordes cloroéticos y halo acuoso. La hoja
mantiene areas de tejido verde.

- W Y
s A

Estado 5 Hoja con manchas negras con centros secos
grises, las hojas pueden estar completamente
necrosadas y colgar del pseudotallo.
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Escala descriptiva para la evaluacion del desarrollo de los sintomas en hojas
de Musa spp. inoculadas con Mycosphaerella fijiensis Morelet (Alvarado-Capo et
al., 2003).

- De intervalo: Comprende una serie de categorias, donde se utiliza intervalos
de los porcentajes de la enfermedad para establecer niveles de severidad de
las plantas observadas, permitiendo se esta manera categorizar de acuerdo a

dichos intervalos

Level 1

(0.1 -3.0%)

%

Level 2

(3.1-6.0%)

Level 3

(6.1 - 12.0%)

11.8

Level 4

¢

(12.1 - 18.0%)
174

Level 5

(18.1-30.0%)

Level 6

06

(30.1 = 50.0%)

60006
090090

339 49.0

Escala de intervalo de la severidad de la mancha de hierro (Cercospora

coffeicola) en hojas de cafeto (Coffea arabica L.). De Paiva et al., (2011)
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- Ordinales: Estas son escalas de enfermedad descriptivas, pero clasifican
la severidad de la enfermedad en clases arbitrarias que representan una
severidad creciente de los sintomas. Las escalas ordinales muy simples de
este tipo son subjetivas y no es particularmente transferible entre
evaluadores, ubicaciones o temporadas. Las escalas ordinales pueden
basarse en, o estar acompafiadas de diagramas o descripciones que

indiquen la intensidad de los sintomas.

Escala de severidad de dafio de la mancha de asfalto del maiz
anivel de planta individual (carridoy Quiroga, por publicar)

Valores en escala ordinaly rango porcentual.

indice de

alol severidad

Rango (%) Observaciones

Sin ha alg Posiblesp iniciales en hojas inferiores,
menores a 0.1 mm sin confirmar presencia de hongos.

Manchas con puntos negros brillantes y comienzodel halo
1 Darno ligero 0 <X =10 necrético alrededordel punto negro. Hasta un 10% del tejido esta
dafiado. En hojas inferiores solamente.
Las manchas no alcanzan la hoja del punto de insercion de la
mazorca.De 10 a 30% de severidad detejido foliar dafiad
Las manchas necréticas alcanzan y superan la hoja del punto de

0 Sin dafio 0

2 Daiio moderado 10 <X < 30

Modsradametits 30 < X £ 60 insercionde la mazorca, pero no alcanzan las hojas superiores.
ESVerc De 30 a 60% de severidad de dafo del tejido foliar.
Las manchas necréticas se generalizanen la planta, exceptoen
4 Severo 60 < X <85 dosa cuatro hojas superiores. De 60 a 85% de severidad de dafio

del tejido foliar.

Necrosis generalizada de la planta. Hasta una o dos hojas
superiores sin manchas o ninguna hoja (100% de dafio).
Dependiendo de la fenologia de la planta, se observan mazorcas
sin grano o muy poco grano.

5 Muy severo 85<X =100

Severidad de dafio a nivel de planta individual.
Valores en escala ordinaly rango porcentual.

(Garrido y Quiroga, por publicar)

2 3

0<X=10% ‘10<XS30°/o 30<X=60%

Escala ordinal y de rango porcentual de la severidad de mancha de

asfalto de maiz. Tomado de hitps://slideplayer.es/slide/ 3342466
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Una vez determinada el nivel de severidad de cada planta u érgano (hoja,
tallo, fruto, infloresencia etc), se determina la incidencia y el indice de severidad.

Este altimo esta determinado por la siguiente ecuacion:

Y.(Categoria * Numero de plantas en cada categoria) * 100

ISE =
Numero total de plantas x No de clases

Asi mismo, se podra determinar el parametro AREA BAJO LA CURVA DE
PROGRESO DE LA ENFERMEDAD desde los datos de incidencia o indice de
severidad vs tiempo de evaluacién. Es un resumen cuantitativo util de la intensidad
de la enfermedad a lo largo del tiempo, para comparar afios, ubicaciones o tacticas

de manejo.

n-1
AUDPC= 5 (y,.+2yi+]> (6,..~E]
i=1

Definimos y(0) =y0 como la infeccién inicial o el nivel de enfermedad en
t = 0 (es decir, la primera observacién de gravedad de la enfermedad en nuestro

estudio). Tomado de Simko y Piepho, (2012).

La enfermedad también puede ser cuantificada desde la observacién del
patogeno. En este caso, lo que se cuantifica es el patégeno. Las formas de cuantificar
se sobrelapan con las maneras de detectar los patégenos, incluyendo el aislamiento,
conteo de unidades formadoras de colonia, esporas, o mediante técnicas
cuantitativas en biologia molecular, como es el caso de PCR en tiempo real usando

primers especificos. Este tema sera ampliado mas adelante.
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4. Aislamiento De Patdgenos De Plantas Desde El Tejido Vegetal

El aislamiento es un elemento fundamental para el diagnéstico de
enfermedades en plantas, destacando que no todos los organismos son cultivables
y esto impide su aislamiento, por lo cual posteriormente se ampliara el tema de
deteccion molecular en casos particulares o el uso de otros elementos del
diagnostico como es el caso de técnicas histoquimicas en inmunoldgicas. En tanto,
para el caso de que es posible aislar el agente causal e identificarlo posteriormente,
las herramientas presentadas en este capitulo se convierten en elementos del

diagndstico.

Un primer paso en el aislamiento de los patégenos de plantas estd dado por
la identificacion de signos sobre las muestras o plantas sintomaticas. Esto, porque
la presencia de micelio, esporulacion, cuerpos fructiferos, estructuras de resistencia,
entre otros, constituye una gran oportunidad para la observacién directa o sirve
como material para generar un cultivo en un medio de cultivo. No obstante, cuando
no se observan signos del patogeno, pero la hipétesis apunta hacia un hongo u

oomyceto se puede optar por el uso de cimaras hiumedas.

Las camaras humedas son una forma rapida y directa de estimular la
esporulacién y ayudar a identificar las agentes causales de algunas enfermedades.
Son especialmente utiles para identificar microorganismos que muestran un
crecimiento rapido en el hospedador y compiten bien con los saproéfitos. La mayoria
de los hongos y oomycetos requieren alta humedad para esporular. Estas
condiciones se pueden lograr colocando la muestra en una camara humeda, la cual
puede ser simple, como una bolsa de pldstico o un recipiente tipo tupperware. Se
coloca la muestra en la bolsa o recipiente con una toalla de papel humeda y se rocia
al interior con un atomizador y se sella el recipiente. Si se usa una bolsa de plastico,

es posible que desee soplar aire en ella para crear una "burbuja." La humedad dentro
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de una cdmara humeda puede alcanzar el 80-100%, sin embargo, no se debe mojar
demasiado porque el exceso de agua a menudo puede reducir la esporulaciéon de
algunos organismos. En condiciones ideales de caimara himeda, algunos hongos
esporulardn en 24 horas, como es el caso de Botrytis (moho gris), Fusarium,
Rhizoctonia, Alternaria y Colletotrichum. Pero también lo hardn la mayoria de
saprofitos Cladosporium, Penicillium, Rhizopus y Trichoderma lo cual menudo
puede interferir con la identificacién del patégeno o agente causal, por esta razén
muchas veces se sugiere hacer una desinfeccién superficial del material a colocar
en la cdmara humeda, teniendo en cuenta que a veces se requiere dejarla incubando
incluso durante varias semanas para inducir la esporulacién de patdgenos que
esporulan lentamente como Phomopsis, Mycosphaerella 'y Cercospora (Universidad

de Georgia, Krug., et al. 2004)..

Los oomycetos también pueden ser aislados mediante del uso con camara
humedas o con cultivos trampa, donde se pretende estimular la esporulaciéon. En
este caso, se abren apertura de perforaciones en frutos manzana (también se puede
usar pera, papaya, pimenton, cacao, entre otros) para inocular suelo posiblemente
infectado con Phytophthora y/o Pythium o incluso pedazos de tejido vegetal
afectado siempre y cuando la hipétesis apunte a un oomyceto. Se inocula el suelo
y/o tejido infectado en la herida o apertura en manzana y se cierran las
perforaciones con el mismo trozo de fruta que se retir6. Posteriormente, se sellan
los orificios de la manzana inoculada con cinta adhesiva y se incuba a temperatura
ambiente. Se espera que las manzanas inoculadas presenten sintomas de pudricién
caracteristica a la infeccion ocasionada por Phytophthora y Pythium. Finalmente,
zonas que presente avance de enfermedad en el fruto, son partidas en piezas
pequenas y desinfectadas superficialmente, sembradas a manera de explantes en

medios semiselectivos (Martinez et al., 2008).
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Frutos usados como trampa para el aislamiento de los oomycetos. A. Cacao;

B. Manzana; C. Pera; D. Papaya. Martinez et al., (2008).

Para el aislamiento de los agentes causales se pueden usar medios de cultivo.
Exceptuando el caso de microorganismos fastidiosos y pardsitos obligados. Los
medios de cultivos usados para diagndstico de enfermedades de plantas pueden

clasificarse en (Kini et al., 2019):

- Medios generales, que tienen como propdsito el aislamiento de un amplio

rango de organismos
- Medios semiselectivos, que permiten aislar cierto grupo de organismos

- Medios selectivos, que se usan para aislar organismos especificos

En la siguiente tabla, se muestra algunos tipos de medios para el aislamiento
de microrganismos fitopatégenos y usados de manera frecuente en diagnoéstico de
enfermedades de plantas. De acuerdo con la revisién realizada por Curvelo y Rojas
et al.,, (2010), hay una gran variedad de medios selectivos y especificos incluso para
géneros y especies de hongos y oomycetes fitopatégenos. Por esta razén, es bueno

realizar una excelente inspeccién de los sintomas y cada uno de los criterios
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presentados en esta guia para tener hipdtesis que sean acertadas, de tal forma, que

se puedan usar medios selectivos que conduzcan a un aislamiento del agente causal.

Algunos medios de cultivo usados para el aislamiento de
microorganismos patogenos de plantas en procesos de diagndstico de

enfermedades. Modificado desde Wang, (2021)

Nombre del ) o
. Abreviatura Proposito
medio
Agar papa PDA Medio de cultivo general para hongos,
dextrosa pero incluso pueden crecer bacterias
Agar papa
dextrosa + Medio general para el cultivo de
o PDA+ strep
estreptomicina hongos
(100ug/ml)
Medio general para el cultivo de
Agar extracto de hongos. Puede suplementarse con
malta antibidtico para evitar crecimiento de
bacterias
Agar jugo de - Crecimiento de  oomycetos vy
vegetales V8 esporulaciéon de hongos
Agar harina de Medio para el mantenimiento de
) CMA
maiz oomycetes
Medio para promover la esporulacion
de hongos y oomycetes o para la
obtenciéon de cultivos monosporicos.
Agar agua WA
Se puede suplementar con
estreptomicina  para  evitar la
contaminacién con bacterias
Medio para promover la esporulacién
Agar avena Aav
de hongos y oomycetes. Se puede
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suplementar con estreptomicina para

evitar la contaminacién con bacterias

Medio a base de PARP Para el aislamiento selectivo de
piramicina PARP oomycetes
Agar peptona PPA Medio selectivo para el aislamiento de
PCNB Fusarium
Medio selectivo para el aislamiento de
Agar rosa bengala .
Phytium
. Medio general para aislamiento de
Agar nutritivo AN ) O
bacterias no fastidiosas
_ Medio general para aislamiento y
Agar Luria . .
. LB mantenimiento de  bacterias no
Bertani . 1
fastidiosas
) Medio semiselectivo para
Agar King B KB
Pseudomonados
Agar cloruro ) ) ) )
o Medio selectivo para el aislamiento y
trifenil TCZA ) ) _
. diagndstico de Ralstonia solanacearum
tetrazolium
Agar extracto de
levadura - ) ) ) )
Medio para diferenciar bacterias del
dextrosa - YDC

carbonato de

calcio

género Xanthomonas

30




Una vez conocida la existencia y algunos de los medios de cultivo para el
aislamiento de microorganismos cultivables fitopatégenos, se debe mencionar que
antes de llegar al medio de cultivo se deben conocer los tipos de aislamiento, los

cuales pueden ser:

- Aislamiento directo: A partir de los signos del patégeno siempre y cuando
se trate de un organismo cultivable, en tanto que se si es un parasito obligado
unicamente se pueden hacer observaciones en microscopio de las estructuras
presentes en el signo, o cortes del tejido afectado que permita evidenciar

dichas estructuras (Cuervo et al.).

Aislamiento directo de Alternaria spp en agar PDA desde signos sobre hojas

de tabaco coyote (Nicotiana attenuata). Modificado desde Schuck et al., (2014).
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Aislamiento directo de Rasltonia solanacearum raza 3, biotipo 2 en agar

TCZ desde exudados en tubérculos de papa. Tomado de Mohamed et al., (2019).

- Aislamiento indirecto: A partir del tejido vegetal, mediante explante para
hongos y oomycetes o por maceracion para bacterias. En este caso se requiere
el uso de desinfeccidn superficial del tejido para evitar saprofitos, donde se
recomienda hipoclorito de sodio al 2% por 2 min, tres lavados con agua
destilada estéril, etanol al 70% por 2 min, tres lavados con agua destilada
estéril y lavados adicionales de ser necesario. Para los explantes, se dejan
secando sobre servilleta estéril, en tanto para macerado, el tejido se pasa al
mortero y se usa buffer PBS a pH 7,0, agua destilada estéril y/o solucién

salina estéril (Molina, 2010).

LI'AI"IAJ\
LITima

\
| LITI91es |

e |
LIT19147 )

LIT19es

LITI918 f
= | LTI

\Qﬂs' /
. lT‘:I?

Isolated asd Identified Tangal strains

\\ =} ,__4..
Parax ginseng plant

Aislamiento indirecto de hongos fitopatogenos desde explantes de tejido

vegetal. Tomado de Durairaj et al., (2018).
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Después de tener aislado el microorganismo, se debe obtener un cultivo

axenico para proceder a su identificacién.

En el caso de los nematodos de acuerdo con Piedra, (2015), el aislamiento o
extraccion es diferente a los microorganismos. Con este fin, el primer paso es el
muestreo, que en caso de ausencia se recomienda 40 muestras por hectarea para
hacer una sola muestra compuesta y en un cultivo establecido se estipula de 50 a 80
muestras por hectdrea. Las muestras se deben tomar segin el tipo de analisis
requerido: (a) nematodos activos del suelo y de las plantas, (b) nematodos quiste,

(c) nematodos endoparasitos de partes vegetales (raiz, tallo, hojas, semillas)

Se puede seguir algunas de las siguientes recomendaciones de muestreo:

- En cultivos anuales minimo de 10 plantas/ ha.
- En cultivo de cebolla 100 plantas/ha.
- En ajo 50 plantas/ha, en las zonas afectadas al azar

- En lotes con cultivo de papa minimo 100 tubérculos/ha, descartandose las

raices, salvo que se observen agallas en las mismas.

- Para control sanitario de las semillas, plantines y bulbos sobre 50 a 500 g de
semillas, 20 g de raices, 50 a 200 g de tallos y hojas, y 50 a 200 g de bulbos,

de acuerdo con el volumen de los lotes a analizar
- En vifedos las raices muestras entre surcos
- En plantas con mucho follaje se puede descartar la parte aérea de las mismas

- En el caso de arboles, no existe un plan tnico de muestreo, por la
variabilidad, pero se obtiene buen resultado seleccionando 20-35 arboles al

azar en 0.4-2 Ha y tomando entre 2 y 4 puntos por arbol.

- Paralos nematodos en el suelo en estado filiforme (juveniles de Meloidogyne,

Nacobbus, Globodera, Heterodera; juveniles y adultos de Pratylenchus,
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Helicotylenchus una muestra compuesta para andlisis nematologico no

deberia ser mayor que 250 g (Lima-Medina et al., 2018)

- Para nematodos quiste (Globodera, Heterodera) y vectores de virus
(Xiphinema, Longidorus) cada muestra compuesta debe ser de 500 g (Lima-

Medina et al., 2018)

- Para nematodos de la Clase Enoplea (Xiphinema, Longidorus, Trichodorus),

deben tomarse a una profundidad entre 40-50 cm

Una vez obtenida la muestra, se debe realizar la extraccién de los nematodos,

esta se puede realizar a través de algunas de las siguientes técnicas:

a) Embudo de Baermann: La cual requiere que los nematodos se muevan a
través de la muestra para su extraccidn. esta técnica consiste en un embudo
de vidrio o de plastico de tamafio mediano. En su parte inferior se le ajusta
una manguera de hule suave, que se cierra mediante una pinza de presién

tipo mohr como se indica en la siguiente figura

Después de 24-48 horas, la
mayoria de los nematodos
se recogen en un plato

Colocar el
: poco profundo con 5-8 mL
vaso al revés
de agua.
enel
embudo
Nivel del agua
——Tela de cubrir ~— Malla de alambre
““Banda eléstica S
~ Nematodos
Sueloo tejido - desplazandoseen
vegetal el agua Y
Recoger una muestra de Nematodos desplazados @
suelo o de tejido vegetal al fondo del tubo del
en un vaso de precipitados, embudo.

con una tela fina tapando
el vaso, fijada con una
goma.

Embudo de Baermann.
Fuente: Agrios (2005).
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b) Método del tamizado o cribado: Consiste en hacer pasar la muestra de suelo
mezclada con agua a través de una serie de tamices como se indica en la

figura (Tomado de Agrios, 2005).

Los restosdelsuelo

<e desechan Los nematodos son Se prosigue mediante
filtrandolos mediante capturados en un el embude oe
un tamiz de malla 20 colador fino [malla Baermann.
de 270-325).
6\

itador -\ Botella con

he ‘ @ agua o

-‘ —— -

- e

F Nivel agua y'

f} Suel A Aguz, parte Aguay
uelo fina del sueloy sedimentos

nematodos
Los nematodos y los

residuos son lavados
del tamiz a un vaso
de precipitados.

Los tamices tienen determinado tamafio y para su conversiéon se usa la

siguiente tabla:

[TUSMALEA ™ PULGADAS VICRONES VITVETROS |
3 02650 6730 6730
4 0.15% 4760 4760
s 0i5% 4000 4000
6 0.1320 3360 3360
7 oo 25830 2830
s 00937 2380 2380
- e e 45 Mesh =354 um
45 mesh — R 1410
103 0.0469 1% L1%0
140 mesh 5 Gmm s s 140 Mesh= 105 pum
2 00280 m 07
30 o 595 0595
400 mesh 3 00197 500 0s00 | _
- - it —m oo | 400 Mesh= 37 pm
50 o007 m 0297
0 0.0098 2% 02%
— et . 920 | 500 Mesh= 26 um
= . e e (para extraccién
— R o huevos)
- 200 0.0029 " 00N
2% 00024 63 0,063
Tamices R s
ns 00017 4 0044
= 400 00015 3 0037 |

Tabla de conversion de malla a micras

Tamices y tabla de conversion de medidas de malla a micras (Tomado de
https://www.academia.edu/33122547/TABLA_DE_CONVERSI%C3%93N_DE_M
ALLA_HASTA_MICRONES_Mesh_to_Micron_Conversion_Chart)
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c) Método de centrifugacion-flotacion: La cual aprovecha las diferencias de
gravedad especifica entre nematodos y fracciones de suelo; es una técnica
muy rapida y el recobrado es limpio, por lo que resulta facil su observacién
al microscopio; no obstante, se debe trabajar con rapidez y cuidado, pues los
nematodos se pueden deformar y hacer muy dificil la identificacién. Este
método permite extraer formas inactivas y nematodos lentos, ademas de
posibilitar la observacién y la seleccién directas bajo el microscopio
(Hernandez-Ochandia, 2016). El procedimiento completo se puede revisar

en el siguiente enlace

Una vez es extraido el nematodo, se usan diferentes métodos para la

identificacién.
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5. Identificacion De Patogenos De Plantas

La identificacion del agente causal es clave en el diagndstico de enfermedades

en plantas y permite tener acertadas estrategias del manejo. La identificacion puede

hacerse de diferentes formas, las cuales dependeran del tipo de fitopatégeno, estas

son:

a)

b)

Identificacion morfoldgica: A través de las caracteristicas morfoldgicas del
agente causal y dependera del tipo de agente causal. Para esta identificacién
resulta importante las estructuras reproductivas de hongos y oomycetes, el
tipo y caracteristicas del micelio y cuerpos fructiferos, la forma de las células
bacterianas acompafiadas de tincion de Gram, las caracteristicas y
morfometria de los nematodos, entre otros (Jayawardena et al., 2021). Esto
se explicara mas adelante para cada uno de los tipos de patégenos. Cabe

destacar el uso de microscopia, los cortes de tejidos vegetales y las tinciones

Identificacion seroldgica: Se realiza a través del uso de pruebas serologicas
como ELISA, y demas basada en el uso de anticuerpos con especificidad
hacia una agente causal que hace parte de la hipotesis del caso en campo, por
tanto, estan dirigidos hacia epitopes (parte reconocida) del antigeno que en
este caso seria el agente causal (Patel et al., 2022). Por tanto, estas técnicas se
basan en la reacciéon antigeno-anticuerpo. De esta forma, se han
desarrollados diferentes técnicas que mas que estar destinadas a la
identificacion se han definido para la deteccién, cabe mencionar dentro de

estas técnicas:

- Técnica inmunoenzimatica ELISA: Los métodos seroldgicos que
emplean enzimas como marcadores se conocen como ensayos

inmunoenzimaticos, como el ELISA (Enzyme-linked immunosorbent
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(2016)

assay) que consiste en la inmovilizacién en una fase solida, del antigeno
o el anticuerpo, sobre el cual se adicionan, de forma secuencial y previo
lavado para eliminar los elementos deficientemente fijados o no fijados,
los demas componentes de la reaccién (Yadav et al,, 2016). La presencia
de la reaccién antigeno-anticuerpo se revela mediante la adicién del
sustrato especifico de la enzima y la consiguiente formacién de productos
coloreados, que permiten la evaluacion de los resultados de forma visual,
cualitativamente, o mediante la lectura de la absorbancia en un
espectrofotometro denominado lector de placas ELISA. Hay varios tipos
de ELISA, que pueden agruparse en dos categorias: (i) ensayos directos
que utilizan como conjugados los anticuerpos especificos, que reconocen
al patogeno, marcados con la enzima, (ii) los indirectos que emplean
anticuerpos secundarios que reaccionan con los anticuerpos que
reconocen de manera especifica del patéogeno (Hayrapetyan et al., 2023).

Por ejemplo, se encuentran, los sandwich de doble anticuerpo (ELISA-

DAS) y de doble anticuerpo indirecto (ELISA-DASI).

Aotigen |
1. Microtitre plate’s well couted with Antigen i plant sap
2. Wash off unbound antigen
3. Add Antgen spoalic Pr ibody

AAAAAAAAAAA oo

Microtitre plate’s well coatod w gen in plant s
l: Wash off unbound antiges
3. Add Exzyme (E) linked antigen specific Primary astibody
4. Wash off unbound primary antitbody

(P (PP, (P) 7y (P) P

FEEE EEE]™ | afafafatan

4 Wash off unbound pamary antibody
S, Block with BSA _—
Add Substrate (S) that forms soluble coloured Product (P by
8. Add Subatrate (S) that forms soluble coloured Product (P!
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E‘§AES

AE S“AE‘S‘ AES‘ AE\S: AE‘S‘

Ensayo de ELISA: (a) Directo y (b) indirecto. Tomado de Yadav et al.,
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- Inmunoimpresion-ELISA: Se realiza sobre soportes sélidos con los
mismos principios que el ELISA, donde el antigeno se une a una
membrana de nitrocelulosa o nylon, con afinidad por las proteinas, al
presionar un corte de material vegetal sobre ésta y la deteccién se realiza

directa o indirectamente utilizando anticuerpos.

a) Identificacion mediante pruebas bioquimicas: Son pruebas que se usan de
manera convencional para la identificacion de bacterias, de las cuales se
hablaran en el caso de identificacién bacteriana

b) Identificacion molecular: Corresponde al uso de técnicas basadas en
deteccién de acidos nucleicos de los agentes causales, dentro de estas se

incluyen:

- Técnicas basadas en PCR: La PCR se refiere a reacciéon en cadena de la
polimerasa, donde se replica de manera sintética el ADN mediante el uso
de primers o cebadores (secuencias cortas de nucledtidos) que se unen a
cada uno de los extremos de la cadena de nucle6tidos del ADN blanco.
De esta forma, la enzima ADN polimerasa se une a partir de los primers
sintetiza la hebra complementaria. Dado que los primers son
especificamente dirigidos a una region target dentro del genoma del
organismo, la amplificacién tendra un tamafo de fragmento en pares de
bases (pb) esperado y por tanto, cuando se produce amplificacién es
porque el organismo patégeno de la hipotesis es detectado y/o

identificado como tal (Mirmajlessi, et al., 2015).

Estas técnicas involucran la extraccidon del acido nucleico, ya sea ADN o
ARN (este es convertido a cDNA) y por esta razdn, es clave las técnicas de
extraccion que involucren un ADN de alta calidad en términos de pureza,

integridad y concentraciéon. Estos pardmetros son determinados a través de la
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cuantificacion ya sea mediante QUBIT (concentracién) o nanodrop (concentracién
y pureza) y la observacion en gel de agarosa al 0,8% (integridad y pureza). El ADN
debe tener buena pureza e integridad para evitar inhibicién de la PCR, ademas que
la concentracién debe ser normalizada para todas las muestras, especialmente
cuando se va realizar PCR en tiempo real. Se considera una concentraciéon de

maximo 20 ng/uL para evitar inhibicidn (Fleige & Pfaffl, 2006).

Respecto a la extraccion de ADN, va depender de la naturaleza del
organismo, si proviene de un cultivo puro o si va realizar la deteccidn en tejido
vegetal o en suelo. Por esta razon, se debe tener certeza del objetivo que se quiere
alcanzar al usar este tipo de técnicas y no se debe considerar la primera herramienta
de diagnostico, pues esta es confirmativa después de realizar cada paso presente en
la tuta de diagndstico. Dentro de las técnicas basadas en PCR tenemos (Khera et

al., 2023):

L. PCR convencional o de punto final: un fragmento de ADN conocido es
copiado y amplificado billones de veces usando primers especificos. El
producto del PCR es posteriormente visualizado en un gel de agarosa y
proporciona evidencia cualitativa de la presencia de ese fragmento de
ADN en la muestra.

II. PCR anidada o nested: Consiste en someter la misma muestra de ADN
a dos reacciones consecutivas de PCR, la primera con primers que
amplifican una regién mas amplia, y la segunda con primers especificos
internos de la regidon primeramente amplificada. La PCR anidada resulta
mucho mads sensible que una reaccién simple de PCR y su empleo se
extiende a diferentes tipos de patégenos. Es posible realizar la llamada
heminested-PCR que se basa en el mismo principio de la anidada, s6lo
que en la segunda amplificaciéon se emplea un primers interno y uno de

los primers externos empleados en la primera amplificacion. Estas
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variantes resultan altamente sensibles en el diagnéstico de virus, viroides,
fitoplasmas y bacterias fitopatégenas, que generalmente se encuentran en
baja concentracion en las plantas hospederas (Rihne et al., 2021).

PCR tiempo real: Permite de manera automatizada no solo la deteccién
sino la cuantificacidn exitosa de los fitopatédgenos. De esta forma, la
acumulacién de ADN amplificado es detectado y cuantificado a medida
que la reaccién avanza, es decir: “En tiempo real” esto se logra
incorporando una molécula fluorescente que se asocia al ADN
amplificado, donde el incremento de esta fluorescencia es la proporcional
al incremento de la cantidad de moléculas de ADN amplificadas en la
reaccion. Los fluoréforos utilizados para seguir la amplificacién del ADN
durante la PCR en tiempo real pueden ser de dos tipos: fluoréforos con
afinidad por el ADN (Syber Green, BEBO, YOYO-1y TOTO-1) y sondas
especificas para fragmentos del ADN (sondas de hidrdlisis, sondas de
hibridacién y sondas de horquilla) es decir, que sélo emiten fluorescencia
cuando se ha amplificado un fragmento del ADN de interés (blanco)
(Bengtsson et al., 2003; Peters et al., 2004; Aguilera et al., 2014; Chauhan
et al., 2023).

La cinética de amplificacion por la PCR se puede dividir en cuatro fases: 1)

inicial o basal, 2) geométrica (conocida como logaritmica o exponencial), 3) lineal

y 4) plateau o estacionaria (Life Technologies, 2012: Aguilera et al., 2014). Durante

la fase inicial, la fluorescencia es insuficiente para lograr discriminar el ruido basal,

pero sirve para delimitar la linea base. En la fase geométrica, los reactivos de la

reaccion se encuentran de forma abundante por lo que la amplificacién por la PCR

tiene una eficiencia cercana al 100%. En esta fase de la cinética de amplificacion, el

comportamiento del ADN es 2", es decir, a partir de cada molécula del ADN se

generan dos, por lo que el producto de la PCR se duplica después de cada uno de

los ciclos. La fase lineal comprende el momento en que los reactivos empiezan a ser
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limitantes en la reaccién y se presenta un decaimiento de la actividad enzimatica.
La eficiencia de la amplificacién es inconstante durante esta fase. Por ultimo, la fase
estacionaria muestra una sefial saturada. La amplificacién se detiene debido a que

los componentes.
Curva amplificacion PCR tiempo real. Tomada de Aguilera et al., 2014.

El Ct, del inglés cycle threshold, equivale al nimero de ciclos necesarios para

que cada curva alcance un umbral en la sefial de fluorescencia. La comparacién de

Cinética de amplificacion de la PCR

Fase estacionarny ————)

MUESTRA

los Ct entre las muestras permite calcular la diferencia en la cantidad inicial de las
moléculas del ADN o ADNCc especifico que se desea evaluar, ya que mientras mayor
cantidad del ADN blanco haya en una muestra, menor el nimero de ciclos (Ct)
que se requiere para alcanzar este umbral. Entonces, el Ct es un valor directamente
proporcional a la cantidad inicial del ADN blanco y a partir de este valor se puede

calcular la cantidad del ARNm o del ADN (Serrano-Cumplido et al., 2021).

En la PCR en tiempo real existen dos tipos de cuantificacion, la absoluta y la
relativa. En ambos tipos se utiliza el valor de Ct para determinar la cantidad del
ADN o ARN. La cuantificacién absoluta, la cual requiere de la elaboracién de una
curva de calibracidon de diferentes diluciones de una muestra estindar (conocida)

del organismo de interés vs los valores de Ct obtenidos para cada concentracién y
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el logaritmo de la concentracion correspondiente. Esta curva de calibraciéon permite
interpolar directamente los valores de Ct de las muestras problema y obtener su

concentracion.

Por su parte la cuantificacidn relativa mide los cambios en el estado basal de
un gen de interés versus un gen de expresion constante que actiia como control. La
diferencia con la cuantificacién absoluta radica en que no se parte de una cantidad
conocida del ADN, sino de un control endégeno o gen constitutivo. Por esta razén
esta parte de ARN que con el uso de la transcriptasa reversa se convierte en cDNA

con el cual se realiza la amplificacion.
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Distribucion cuantitativa de “Candidatus Liberibacter asiaticus” (CLas) en
ramas y frutos de citricos usando PCR tiempo real. (A) Desarrollo de sintomas de
frutos de mandarina “Shatangju” afectados por HLB (Citrus reticulata Blanco
“Shatangju”). (B) Dindmica temporal de la poblacion de CLas en diferentes partes

de las ramas “Shatangju” afectadas por el HLB. Tomado de Fang et al., (2021).

IV. PCR multiplex: La técnica se emplea para la amplificaciéon simultdnea de
mas de una secuencia diana en una sola reaccién, utilizando mas de una
pareja de primers. Esta co-amplificacion de dos o mas dianas en una sola
reaccion es dependiente de la compatibilidad de los primers usados en la

PCR, fundamentalmente en lo que respecta a las temperaturas de
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alineamiento o annealing y en general, a las condiciones en que se realiza

cada una de las etapas de la técnica (Bolivar et al., 2013).

- Técnicas basadas en hibridizacion de acidos nucleicos: Se usa
principalmente con dos propésitos, para determinar el grado de relaciéon
de dos secuencias de acidos nucleicos, por ejemplo, de dos virus y para la
deteccion de virus u otros patégenos. La hibridacion de acidos nucleicos
se lleva a cabo inmovilizando el acido nucleico que se desea evaluar, en
membranas de nitrocelulosa o nylon. De esta manera se tienen diferentes
variantes, el ensayo de hibridacién por puntos (dot) o manchas (spot)
que es comunmente utilizada en la deteccién de virus vegetales (Owens
y Dinner 1984), el proceso implica la hibridacién solido-liquido, donde:
a).- el acido nucleico de la muestra es colocado e inmovilizado sobre una
membrana de nitrocelulosa o de nylon positivamente cargada, b).- Los
sitios libres de unién de la membrana son posteriormente bloqueados
con un DNA no homélogo (generalmente esperma de salmén o DNA del
timo de becerro) o con proteina (generalmente albumina bovina,
albumina de huevo o caseina de leche), c).- permitir que la hibridacion
se lleve a cabo entre la unién del acido nucleico viral y la sonda (una
secuencia corta de ADN especifico), la cual esta libre en la solucién de
hibridacidn, d).- el exceso de sonda que no hibridé6 es removida mediante
serie de lavados con determinada astringencia, e).- la secuencia prueba es
detectada por la molécula reportera usada en la sonda hibridada

(Gonzales-Garza, 2017).

Antiguamente se usaban sondas radioactivas que tenian como reportero al
32P pero practicamente estan en desuso por la vida tan corta y lo peligroso del 32P
radioactivo y han sido reemplazadas por sondas no radioactivas y de ellas la que
mas se usa es el sistema Dioxigenina (DIG)/antiDIG. En este sistema la membrana
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es expuesta post-hibridacién a anticuerpos antiDIG unidos a la enzima fosfatasa
alcalina o peroxidasa. La sefial es producida al agregar el sustrato adecuado que

resulta en un producto cromdégeno precipitado (Radford, 1983).

NUCLEIC ACID SPOT HYBRIDIZATION

NASH
THE EXTRACT ( :l THE PROBE
0.1g of leaf pGEM-Teasy .
= vector carrying o J
viral coat '
tei
Total RNA Isolation | e e | PCR
™~ P
robe labeling
Spot exiract on 3 membrane, l T
immobilize under UV light PVS PWX PVY H ‘:lllkng:;ﬁ: "
SRLCRE ' - Labeled DNA probe o
DNA CONTROL :

Hybridization with a 1

labeled probe, .

_ : ' Detect with CDP-Star™

reagent - Amersham
1 Biosciences
Washing off un-bound MRS B B
bl PVS PVX PVY H
&
DNACONTROL | & @ @ Autoradiography

Ensayo de hibridizacion de dcidos nucleicos por spot (NASH). Tomado de
Sastry, (2013).
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Identificacion De Hongos Y Oomycetes Fitopatogenos

La identificacién de oomycetes y hongos se pueden usar técnicas de
determinacién morfoldgica, técnicas seroldgicas y técnicas moleculares. La
identificacién a través de caracteristicas morfoldgicas puede usarse incluso para
organismos no cultivables pero que presentes signos sobre el tejido con sintomas.
Cuando la muestra no muestra signos, se pueden inducir mediante el uso de
camaras humedas, las cuales funcionan bien, atin, cuando se tienen royas, mildeos
vellosos y polvosos que son organismos biotrofos obligados. En tanto, los cultivos
trampa descritos previamente, permiten el desarrollo de signos de oomycetes. Una
vez obtenido el signo se hace un micropreparado sobre lamina o portaobjetos y se
cubre con laminilla o cubreobjetos y/o se pueden hacer improntas con cinta
transparente, en este caso estariamos hablando de preparaciones temporales. En
este tipo de preparaciones también se pueden usar coloraciones para cuando es
dificil observar por tratarse de estructuras hialinas, por lo cual un colorante muy
usado es el azul de lactofenol, sin embargo, en lo mas posible se debe procurar
realizar la observacion conservando la coloracion natural de la muestra, ya que esto
otorga informacién importante para la identificaciéon del agente causal (Lopez-
Jacome et al., 2013).. También se podrian realizar preparaciones permanentes
donde adicionalmente se sella la misma con barniz transparente y se tienden a usar

tinciones.

Para la identificacion de los microorganismos como hongos y oomyectes se
usan claves taxonomicas, teniendo en cuenta, ademas, la hipdtesis planteada bajo
la observacién de la sintomatologia y la informacién extraida de campo. En las
claves taxondmicas cobra valor la presencia de estructuras reproductivas tales como
cuerpos fructiferos, esporangios, conidias, clamidosporas, entre otras. Asi como en

la forma y velocidad de crecimiento y demas caracteristicas coloniales sobre
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diferentes medios de cultivos para los organismos cultivables. Por lo cual, se debe

tener cierta experticia y conocimiento en cada uno de los grupos biolégicos.

Roya del tallo del trigo Puccinia graminisf. sp. tritfci

Identificacion morfoldgica de organismos no cultivables con presencia de
signos en el tejido, mediante la observacion microscopica de las estructuras
reproductivas. En este ejemplo, se presentan dos royas del genero Puccinia que se
caracterizan por presentar teliosporas pediceladas con una o dos celdas, septos

transversales y las cuales pueden estar aisladas.

Tomado y modificado de: /i11ps://plwikipedia.org/wiki/ Puccinia_horiana; EPPO. (2020);

https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/466581/26_GDSyD-

RNTT Puccinia_graminis_f._sp._tritici Ug99V2.pdfy

https://prod.senasica.gob.mx/ALERTAS/inicio/pages/single.php?noticia=3033

Por esta razén en la hipétesis debemos tener algo de claridad del tipo de

organismo que se esta esperando y hacer una busqueda preliminar en la literatura
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de las caracteristicas morfolégicas y de crecimiento del mismo. Conociendo ademas

los medios de cultivos dptimos para su crecimiento y desarrollo.
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En esta figura se muestra esporas y cuerpos fructiferos para diferentes grupos

de hongos y oomycetes. Tomado de Agrios, (2005). Estos cuerpos son claves para

la identificacion taxonémica por morfologia

La identificacién usualmente se hace sobre cultivos puros o axenicos del
organismo. Pero pude ocurrir que después de una cimara humeda o cuando se aisla
desde la planta, tanto hongos como oomycetes solo desarrollen micelio esteril y se
haga imposible la identificacién morfolégica. En ese caso, se sugiere el uso de
medios que estimulen la esporulaciéon como el agar-agua y agar-avena. Pero atn si
el problema persiste, se puede recurrir a la identificacién por medio de PCR

convencional usando los primers universales como se describira en la siguiente

seccidn.
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Las caracteristicas de la colonia (A - F) y conidios (a - f) de los aislamiento
de hongos patiégenos postcosecha melocotones de 5 dias de crecimiento sobre medio
agar papa dextrosa (PDA). Donde (A) y (a) son la colonia y conidios de Alternaria
tenuis; (B) y (b) Botrytis cinerea; (C) y (c) Penicillium digitatum; (D) y (d)
Rhizopus nigricans; (E) y (e) Trichothecium roseum; (F) y (f) Aspergillus niger.
Tomado de Zhang et al., (2019).

Para el conocimiento de los caracteres morfologicos, estan disponibles claves
taxondmicas, articulos y otros textos en la literatura. El problema también puede
ocurrir cuando no es posible tener signos observables a simple vista del patégeno y
a esto se le suma la imposibilidad de que es un organismo no cultivable, como
ocurre en algunos casos particulares. En estos casos, se sugiere el uso de cortes finos

del tejido para realizar el montaje y la tincién diferencial cuando esto sea necesario.

Ascas con ascospora del hongo Taphrina deformans en la superficie de hojas de
durazno enfermas y con sintomas del torque de la hoja del durazno. Tomado de

Wang et al., (2020).
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Identificacion De Bacterias Fitopatdgenas

La identificacion de bacterias se puede usar técnicas de determinacién
morfoldgica, pruebas bioquimicas, técnicas seroldgicas y técnicas moleculares. La
determinaciéon morfologica va acompaifada de pruebas bioquimicas y diferenciales,
en todo caso para la aplicacion de cualquier técnica de identificacidén es necesario

tener cultivos puros o axenicos.

De manera morfoldgica, las colonias bacterianas pueden caracterizarse segiin
su:
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Morfologia colonial bacteriana. Se presentan todas las variantes de cada
caracteristica al describir una colonia bacteriana morfoldgicamente. La

consistencia solo puede ser determinara mediante el uso de un asa bacterioldgica.

Tomado de
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Microscopicamente, se puede observar la forma de las células (cocos, bacilos,
etc) y el tamafio, pero ademds mediante tincion de Gram distinguir entre células
Gram + y Gram -. Este dltimo rasgo, es importante para distinguir entre

fitopatdgenos después de la generacién de la hipoétesis.
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Pasos de la tincion de Gram bacteriana.

Tomado de https://es.linkedin.com/posts/fran-guill%C3%A9n-6b96a745_la
tinci%C3%B3n-de-gram-es-una-t%C3%A9cnica-com%C3%BAn-utilizada-activity
7121165817626423296-10iG

Asi mismo, hay una serie de pruebas quimicas que son aplicadas de manera
cotidiana para la identificacién bacteriana en varios ambitos de la microbiologia,
dentro de estas se pueden mencionar: prueba de actividad catalasa, prueba de
oxidacion / fermentacién Hugh & Leifson, test de ureasa, licuefaccidn de la gelatina,
Test de pectolisis sobre CVP, dentro de otros. El conjunto de pruebas y sus

resultados permiten la identificacion de un género especifico de bacterias.
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Test de oxidacion/fermentacion: Se usan dos tipos de tupos, uno abierto
y otro sellado con parafina. Las bacterias que respiran aerobiamente crecen en
la superficie del medio del tubo abierto. Transforman la glucosa en CO2, la
superficie del medio se vera ligeramente amarilla (por la formacion de acido
carbonico originado al reaccionar el CO2 con el agua del medio). En el tubo
cerrado el cultivo se mantiene azul-verdoso. Las bacterias fermentadoras
producen acidos a partir de la glucosa. Viran el cultivo del tubo cerrado a
amarillo; en el tubo abierto se inicia el viraje en el fondo, pero transcurridas 24

horas los acidos pueden difundir por todo el medio virandolo a amarillo.

7 T e 2 2.
g i @ (.
e — {
R | 1 ’
— e — e .
S —— - ‘
JrexX2an ./ & _J
OxIdacion  pormentador  Fermemtacién 0 ador
(Aacobio) snasroblo [AY) nl oxidador
Mucio du
Hugh y
Leffuon
Tomado de:
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(2008). Plant pathology, concepts and
laboratorv exercise

Cuadro ruta de identificacion de bacterias fitopatégenas en laboratorio,

mediante diferentes pruebas bioquimicas y el uso de medio selectivos. Tomado y

modificado de Trigiano et al., (2008).

Las pruebas moleculares y seroldgicos ya se estudiaron anteriormente.

Identificacion De Nematodos

Después aislamiento y/o extraccién de nematodos desde las diferentes

muestras (plantas y/o suelo) y posteriormente se procede a la identificacidn, la cual

puede realizarse a través de diferentes técnicas (Shao et al., 2023):
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1. Morfologia y moformetria: requiere de conocimiento basico en morfoldgica
de nematodos, con el fin de no confundir la terminologia. Es clave, conocer
la forma de varios fitopatdgenos y los tamafos corporales, existiendo guias
taxonémicas como en la figura a continuacién, que nos establece algunos
caracteres bdsicos para la identificacion. En términos morfolégicos las
caracteristicas mas usadas en identificacion de nematodos son: cavidad bucal
(presencia o ausencia y forma del estilete), longitud del estilete, forma de
traslape de las glandulas esofageales en el intestino, tamafa y forma del
cuerpo del nematodo adulto, longitud del cuerpo, tamafio de la cabeza,
longitud de la cola, numero de anillos del cuerpo, numero de anillos de la

cabeza a la base del eséfago, nimero y posicidn de los ovarios en las hembras,

Non plant-parasictic nematodes Parasitic lﬂllo‘al

(often plant parasitic)
| Escphageal median buldb or metacorpus |
I prominent I

|pody shape (adult female)]

svollen, saccate l vernifors ssall ( < 1 sm); large ( > 1 sm)
r cshort, curved stylet long, straight stylet
Cyst (Neterodera, Globodera)
Root-knot (Meloidogyne)

Stubby-root
(Trichodorus)

[Annulations)

distinct (apparent |
segmentation) -o.‘uuut
Dagger Needle
I (Xiphinema) (Longidorus)

Ring (Mesocriconemella) Tnll sha

yUumu pointed W
[Stylet knobs ) ody |

absent large ( >]1 sm) ssall ( <1 =m)

Lance (Moplolaimus) Free-living (Aphelenchus) Sheath (Nemicycliophora) Probable ifdentities:

Sting (Selonolaimus) Foliar (Aphelenchoides) Stem & BDuld (Dityleachus) Pin (Paratylenchus)

Scutellonema Lesion (Pratyleachus)
Burrowing (Radopholus)

Key to a few groups of plant-parasitic nematodes.

numero de anillos de la punta de la cola hasta la vulva, entre otros.
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Clave simplificada para la identificacion de nematodos fitopatogenos.

Tomada de

Una forma muy usada es el patrén de corte perineal el cual es ampliamente
aplicado para el género Meloidogyne mediante el corte de la hembra enquistada en
esta region, pero es una técnica que requiere de una alta experticia pudiéndose
distinguirse patrones o configuraciones entre especies de este género de nematodos

como se indica en la siguiente figura.

Patrones de cortes perineales
de hembras del genero
Meloidogyne. Tomado de
Dechechi et al., (2017).

2. Circulo de hospederos: Es aplicado para nematodos que tienen un numero
o especie de hospederos especifico, como es el caso de Heterodera glycines
que afecta a plantas leguminosas. Pero no funciona con especie polifagas
como las del género Meloidogyne

3. Fenotipo de isoenzimas: Se ha demostrado que los fenotipos enzimaticos,

especialmente los de las esterasas, son especificos de las especies de
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Meloidogyne y pueden utilizarse como caracteres taxondmicos fiables para la
identificacién de la mayoria de las especies principales y varias de las
menores de este género. Esto requiere el uso de técnicas electroforéticas en
placas de poliacrilamida muy delgadas en los que se pueden revelar los

fenotipos de dos o mas enzimas a partir del extracto de proteina de una sola

hembra de Meloidogyne.
a & : :
5 g B & - « 3 Los fenotipos de esterasa
T 3 = § § 3 E R
T 8§ § § 8 3§ = s &8 § % g 3 ..
" s 38 ¢ § 8 5 ® § % & B & = (Est) de las principales
] 8§ = s 8 B £ g S 5 ®B 8 s B
g 2 2 R 2 o= & o2 82 o= 8 8
&) 5 s 5 ¥ 5 ¥ ¥ 5 55 3 ¥ Meloidogyne
+ oso asociado con el café. Rm
2 ]0.70 — 9 .7 . .7
3 |os = relaciéon de migracion
4 10,85
ol < o —f en relacion con la banda
7 0.96 _ - — 17— 7 . ) )
8 [Lo1 . TP rapida de M. javanica.
9 1.05 — = 11 — 12
s == —r : Las lineas punteadas
nofu2o| o — p
12 |1.24 - L — e
s s — n— indican bandas débiles.
15 |132 _— .
& b 1 Tomado de Dechechi et
17 |1.55 —
18 170 al., (2017).
19 |2.05
Est I3 11 2 Pl P2 A2 HI I4 Ar2 El1 E2 C2 E2
4. Citogenética: Las técnicas citogenéticas para determinar el nimero de

cromosomas se han utilizado con éxito en la clasificaciéon de taxones
superiores y la identificacion de especies y patotipos de Meloidogyne y
Pratylenchidae. Todos los Criconematoidea tienen un nimero cromosémico
basico n = 5. Dolichodoroidea tiene n = 8 y Heteroderidae y Meloidogynidae
tienen n = 9 (poliploidia 18) yn = 18 (poliploidia 36, 54), respectivamente.

Radopholus similis citrophilus se diferencia similis similis en tener n = 5 en
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comparacién con n = 4 en este ultimo. Las especies de Meloidogyne se
pueden diferenciar determinando el nimero de cromosomas.

5. Técnicas moleculares: Existen diferentes técnicas, aquellas basadas en PCR
de acuerdo con diversos marcadores, los cuales estan diseiiados basados en
regiones conservadas en el cistrén del ADN ribosémico (ADNr), es decir, el
espaciador transcrito externo (ETS), los espaciadores transcritos internos 1
y 2 (ITS1 e ITS2), y las regiones espaciadoras intergénicas 1 y 2 (IGS1 e IGS2)

como se indica en la siguiente figura

E{ SSU -.IITSI - ITS2 - IGS1 . IGS2
al N

D-> D2-D3 region

Representacion esquemdtica de genes de ARNr nucleares en células
eucariotas. SSU = 188 — subunidad pequeiia; LSU = 28S: subunidad grande; ETS:
region espaciadora transcrita externa; ITS1 e ITS2: espaciadores transcritos
internos; IGS1 e IGS2: regiones espaciadoras intergénicas; las flechas indican un
posible punto de partida para la amplificacion del cebador. El cuadro abierto
indica los segmentos de expansion D2-D3 para el ARNr 28S. Tomado de Dechechi
etal., (2017).

Uno de los primeros métodos utilizados para diferenciar especies de
nematodos fue el polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccién
(RFLP), un método que utiliza enzimas de restriccién para digerir el ADN
genémico completo o un segmento amplificado del mismo para generar
patrones de bandas de ADN de acuerdo con las divergencias en las

secuencias entre los aislamientos. Esta técnica también se puede acoplar a la
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hibridacién del ADN con sondas marcadas radiactivas o no radiactivas.
Aunque es eficaz para diferenciar los aislados de nematodos, este método se
utiliza menos hoy en dia debido a la complejidad técnica y la necesidad de
una gran cantidad de ADN diana, que normalmente requiere el precultivo

de poblaciones de nematodos.

Alternativamente, se han disefiado primers especificos de especies a
partir de secuencias dispersas aleatoriamente en los genomas de nematodos,
p. Ej., Banda de ADN obtenida de geles de ADN polimérfico amplificado
aleatoriamente (RAPD) o polimorfismo de longitud de fragmento
amplificado (AFLP), con clonaciéon posterior y secuenciacién de bandas
diferenciales a través de geles relacionados. Estos marcadores region
amplificada caracterizada de secuencia especifica de especie (SCAR) se han
utilizado para diagnosticar nematodos con PCR convencional o en tiempo

real (q-PCR)

Caracteristicas ecoldgicas y biogeograficas: A partir de la localizacion,

distribucion geografica, circulo de hospederos, entre otros.
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6. Identificacion Y Deteccion Molecular De Agentes Causales

En Plantas

Como se indico previamente existen diferentes técnicas moleculares para la
identificacién y deteccion molecular de los patégenos de plantas. Cabe mencionar
algunos detalles, dentro de estos, es comun el uso de primers universales para la
identificacién, con el posterior uso de secuenciacién y BLASTn (software con
capacidad de comparar una secuencia problema contra una gran cantidad de
secuencias reportadas en una base de datos, haciéndolo a través de un alineamiento
local de nucledtidos). Para poder realizar este tipo de aproximacion se debe tener
un aislamiento puro y nunca se deben usar dichos primers universales en proceso
de detecciéon de un fitopatogeno sobre una muestra de tejido vegetal o suelo, al
menos que se pretenda hacer metagendémica (la cual también usa primers

universales que han sido disefiados para tal propédsito).

Para deteccidn se usan primers especificos de cada organismo, desarrollados
para tal fin y que permiten su aplicacién desde PCR convencional hasta tiempo real

para que ademas de detectar se cuantifique la poblacién de los organismos.

Los primers universales en cada uno de los tipos de organismos estan
dirigidos hacia la regién o secuencia del ADN ribosomal (primers 27F y el 1525R),
que en bacterias tienen como blanco la subunidad 16s del ribosoma (ADNr 16S)
que tiene una longitud de aproximadamente 1500 pb. En tanto para los eucariotas
para la subunidad 18s de ADNr especificamente el espacio transcrito interno (ITS)
cuyo tamafo oscila entre 600 y 800 pb (en hongos primers ITS1 e ITS2; oomycetos
ITS4 e ITS5, en nematodos ITS1 e ITS2) (Smart et al., 1996; Ghignone & Migheli,
2005; Meshram et al., 2018; Carta et al., 2018; Shao et al., 2023). Sin embargo, para

algunos patogenos especificos es necesario realizar una deteccion molecular
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complementaria a la informacién que se obtiene para el diagndstico, debido al ser

organismos no cultivables, para el caso tenemos los virus y los fitoplasmas.

6.1. Diagnostico Y Deteccion De Virus Fitopatogenos

Los virus son organismos no vivos que estan constituidos por una o mas
moléculas de acidos nucleicos empaquetadas dentro de una cubierta proteica
llamada capside y que son considerados parasitos obligados, dado que no pueden
replicarse sin usar la maquinaria de su hospedero (Gergerich y Dolja, 2006). A la
fecha hay mas de 1000 especies de virus vegetales reportados, estando estos
organizados en diferentes familias que difieren en las caracteristicas de su material

gendmico y estructurales como se puede observar en la siguiente figura

dsDNA (RT) ssDNA
Caulimoviridae
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CsVMV-like
= PVCV-like o S < g"g '°s°
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Reoviridae { ), s Sobemovirus e
Fijivirus Z @ Tymovirus Narvirus
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Representacion esquemdtica de familias y géneros de virus de plantas Todos
los dibujos tienen una escala aproximada, lo que proporciona una vista

comparativa de los tamarfios de las particulas de virus. Tomado de Sicard, (2014).

Los sintomas que producen los virus vegetales no son especificos pudiendo
incluso confundirse con deficiencias nutricionales, dafio por herbicidas, sintomas
por fitoplasmas u otros. Dentro de los sintomas por virus estan cambios en la
coloracion de hojas y tallos (mosaicos, moteados, enrojecimiento, bronceados, etc),
enanismo, deformacién de hojas (encrespamiento, rizado, epinastia, entre otros) y
tallos, disminucién del drea foliar, reduccién del tamaifio de flores y frutos, manchas

necréticas, entre otros (Scholthof et al., 2011).

Los virus pueden ser transmitidos via vector, dafilo mecanico, dentro de
otros. En el caso de los vectores estos pueden ser insectos, nematodos, acaros,
plasmodioforos, y para los insectos se destaca la relacién que tienen los virus con
sus vectores pudiendo ser: (a) no circulativa: Cuando las particulas de virus estan
retenidas sobre la cuticula del estilete o en la parte anterior del intestino. Pero no
entra a las células del vector. Pudiendo ser no persistentes o semipersistentes y (b)
circulativa: Cuando el virus entra a las células del vector. Pudiendo ser propagativa
(Se replican e invaden de manera sistémica de los tejidos del vector antes de la

transmision a través de las glandulas salivales) (Roosinck, 2010).

En este sentido, la informacién de los vectores es importante como elemento

de diagnostico, considerando los siguientes puntos:
a) Sintomatologia
b) ;Doénde estan los sintomas?
c) Distribucién sintomas en campo

d) Existencia del vector en campo
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Deteccion del patogeno e identificacion

Postulados de Koch

Lo cual involucra ademas cada uno de los siguientes pasos:
Muestra

. Organo afectado

. Sintomas y etapas

. Efecto en produccion

Campo

. Distribucion

. Clima

. Plagas - Vectores
. Manejo

. Fenologia

. Variedades

Literatura

. Asociacién de sintomas

. Métodos de deteccion

Identificacion de virus fitopatogenos

. Métodos de identificacién

62



Dadas las caracteristicas no cultivables de los virus, se requiere la deteccidon
en el tejido vegetal, una vez se requiere confirmar la hipdtesis realizada. La

deteccion puede realizarse a través de:

a. Observacién de sintomatologia: la cual no es suficiente de acuerdo con lo
presentado en cada uno de los capitulos de este texto

b. Deteccidon por plantas indicadoras: Especies o variedades de plantas que
presentan susceptibilidad o tolerancia a ciertas condiciones. Por tanto, son
plantas que reaccionan rapida y caracteristicamente a la inoculacién de la
savia de plantas enfermas, preferiblemente mediante la formaciéon de

lesiones locales en hojas inoculadas. Para inocular las plantas se puede usar:

- Inoculacién mecénica: ayuddndose de buffer y materiales abrasivos como el

Carborundum 600

- Inoculacién por injerto: donde una parte de la planta enferma es injertada
en la planta indicadora y sana, posteriormente se espera el desarrollo de los

sintomas

Pasos en el injerto de yemas en astilla de mandioca. (A) se extrae la

yema axilar de la parte del tallo de una planta de seis a ocho semanas para
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exponer el tejido del cdmbium, (B) se extrae la yema axilar de la parte no
lignificada de las plantas infectadas con el virus con el peciolo adherido, (C)
injerto de yema asegurado con parafilm, (D) injerto de yema exitoso una semana
después del inicio del injerto con la yema permaneciendo sana y adherida al
patréon con formacién visible de callos y (E) planta completa después de

completar el injerto de yema en astilla. Tomado de Wagaba et al., (2013).

Sintomas de CBSD en hojas, tallos y raices de almacenamiento
transmitidos por injertos de yemas. (A) manchas cloréticas, (B) clorosis plumosa
en las regiones nerviosas (C) detalle de manchas clordticas 3-4 semanas después del

inicio del injerto, (D) clorosis plumosa en las regiones venales, (E) sintomas severos
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de CBSD en la hoja seis semanas después del inicio del injerto, (F) tallo mostrando
sintomas de CBSD, (G) lesiones de corcho marrén y gris del tallo, (H) sintomas de
CBSD visibles como rayas de color marrén en el tallo, (I) lesiones marrones visibles
en la superficie exterior de raices de almacenamiento 2.5 meses después de la
inoculacién del injerto vy (J) sistemas tipicos de CBSD observados dentro del
parénquima de almacenamiento de raices tuberosas 2.5 meses después. Tomado de

Wagaba et al., (2013).

- Inoculacién por vectores: Donde los vectores se colocan en contacto con
plantas enfermas y posteriormente son liberados en un cultivo de plantas

indicadoras

- Inoculaciéon por suelo contaminado: Donde el suelo tiene particulas virales

y se siembran las plantas indicadoras en el mismo

Todos estos métodos de inoculacién se usan también para confirmar los

postulados de Koch con los virus

c. Deteccion por técnicas seroldgicas: Como fue explicada en la sesién anterior
d. Detecciéon por técnicas moleculares: Como fue explicada en la sesién

anterior

6.2. Diagnostico de enfermedades causadas por Candidatus

Liberibacter

Candidatus Liberibacter es un género de bacterias Gram negativas,
biotrofas obligadas, que habitan en el floema de las plantas y son transmitidas por
insectos vectores Hemiptera, especificamente psylidos (Haapalainen, 2014). Son
dificilmente cultivables, lo cual dificulta el diagnostico, sin embargo, hay
diferentes elementos que permiten tener precision en el mismo. Dentro de estos

debe mencionarse que las especies de Ca. Liberibacter son de hospedero,
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localizacién geografica y vector restringido y hasta en algunas clases especifico,

como se indica en el siguiente mapa:

PATHOLOGY PLANT HOST FAMILY PSYLLID HOST ORIGIN
" A Acizaia solanicola CF Ink i
" H hsioe
HLB Huanglonghing e Apiaceae @ -, L A o, Clenarytainia fucl
- (Citrus greening disease) P Rosaceae ﬁ Arytainilla spartiophila £C. Diagphering citri Likely native | | Origin uncertain
“ PY/ZCD mp Psyllid yellows (] Convolvulaceaeo . 5C gactericeracockerell A rriozaapicals
ede -
Zebra chip disease o Fabaceae Q.ax " " 5 TE 17 & Loation(s) of
rioza erytreae i
CYD-like gy Symptoms resembling 0 Urticaceae | L Bactericeratrigonica "y ) Introduced | introduction
SYMPLOMS  Carrot yellows disease e Rutaceae cP 1Y Trioza urticoe
¥ e, CoOcOpsylla pyri -

symptomatic
in wild hosts

Chlorosis
in invasive
Scotch
broom

LIBERIBACTER (L.) IDENTIFICATION

L. psy (A, B, C, D, E, F, G) = psyllaurous L. af = africanus L. eur = europaeus
L. as = asiaticus (¢ = capensis, ¢l = clausenae, L. bru = brunswickensis
L. am = americanus v = vepridis, t = tecleae, z = zanthozyli) L. cten = ctenarytainae

Rango de hospederos, localizacion geogrdfica y vector de algunas especies de
bacterias del genero Candidatus Liberibacter. Tomado de Mauck et al., (2019).

*Ca. Liberibacter psyllaurous es sinénimo de Ca. Liberibacter solanacearum

De esta manera, los sintomas ocasionados por Ca. Liberibacter dependen del
patosistema, observando cambios en la coloracién de hojas, flores y frutos,
deformacion, aparicién de yemas axilares, entre otros. Por tanto, la sintomatologia
si es un elemento de diagnoéstico, pero no es suficiente dado que se puede confundir
con deficiencias nutricionales y fisiopatias; por esta razén es necesario tener un
conjunto sumando el monitoreo e identificaciéon del vector, la localizaciéon
geografica y la confirmacién de la bacteria patégena mediante técnicas de PCR

usando primers especificos.
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El monitoreo de insectos en el caso de vectores de organismos patégenos de
plantas dependera de la naturaleza de los mismos, donde se puede usar diferentes
herramientas y técnicas (Vardn et al., 2020), dentro de estas se menciona para HLB
(Huanglongbing de los citricos o enfermedad del dragén amarillo) cuyo vector en

América es el psylido Diaphorina citri:

(a) Jameo: Donde se utiliza una red entomoldgica de aproximadamente 35 cm
de didmetro y un mango extensible desde 70 cm a 130 cm. En cada arbol
seleccionado se determinan tres sitios (ramas), y en cada uno de ellos se hace
oscilar la jama de izquierda a derecha tres veces (tres pases dobles de jama),
de tal manera que, como en cada rama se hacen tres pases dobles y son tres
ramas, resultarian 9 pases dobles de jama, a 180 grados, por arbol.

(b) Golpeteo: El muestreo por golpeteo de ramas consiste en golpear una rama
seleccionada al azar tres veces con un tubo de PVC (40 cm x 17 de didmetro)
0, en su defecto, sacudir la rama sobre una bandeja honda (32 cm x 32 cm x
8 cm de profundo) de aluminio colocada horizontalmente debajo de la rama.
Los adultos de D. citri se cuentan sobre la bandeja una vez se ha golpeado o
sacudido la rama.

(c) Tablero cromatico: Los tableros cromaticos son laminas plasticas de color
amarillo que en ambas caras tienen adhesivo. Se utilizan tableros acrilicos
amarillos de 24 cm x 18 cm. Se ubican dos trampas por arbol previamente
seleccionado y se ubican aproximadamente a 1,5 m del suelo, cerca al dosel
exterior de las ramas visibles en puntos de acceso facil para la recoleccion
y/o reposicion. Los tableros son evaluados semanalmente y cambiados cada
15 dias.

(d) Visual: Se lleva a cabo a través de la observacién de brotes con auxilio de
una lupa de aumento minimo de 10x. Esta técnica permite visualizar estados

in-maduros del insecto como ninfas y huevos
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Ademas de los elementos mencionados previamente, una muestra presuntiva

puede ser evaluada mediante el test yodo-almidén como se muestra a continuacion:

-

A~ B

Test yodo- almidén. A: Tejidos obtenidos del frotis del envés de la hoja
agregando un mL de agua destilada. B: Izquierda: si después de agregar una gota
de yodo, se observa una coloracion oscura (Test positiva) (Tomado de Huang &

Chen).

Cuando la prueba es positiva podria ser un presuntiva para Ca. Liberibacter
dado que en las hojas hay un almidén transitorio, pero dada a la obstruccién del
floema, se acumula un 300% mas almidén que lo normal. Sin embargo, una prueba
positiva por si sola no garantiza la presencia de Ca. Liberibacter, dado que
problemas de nutricién como la deficiencia de zinc puede también darnos un test
positivo. Por esta razén para confirmar la hipétesis es necesario realizar PCR

terminando con la deteccién molecular del agente causal.

6.3. Diagnostico de enfermedades causadas por Candidatus

phytoplasma

Candidatus Phytoplasma es un género de bacterias Gram positivas, que
carecen de pared celular y colonizan el floema de las plantas. Son transmitidas por
insectos hemipteros incluyendo las familias Cicadellidae, Cixidae y Psyllidae

(Ferriol et al., 2016). Para el afio 2000 se conocian 15 grupos (como se muestra en
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el siguiente arbol filogenético), pero, en la actualidad se sabe que hay 27 grupos,

que varian en rango de hospederos, vectores y localizacién geografica (Pérez-Lépez

et., al, 2016). En estos ultimos afos, las enfermedades causadas por fitoplasmas son

consideradas emergentes, dado la ampliacién en el rango de hospedero y de

localizacion geografica. De hecho, en la revision realizada por Pedraza et al., (2022)

se encontraron 27 grupos.

Ca. P

Ca. P,
=

Ca. P

Ca.

Ca. P. prunorum
pyri | ----------------- 165rX
Ca. P. mali

Acholeplasma palmae

Ca. P. pruni*  =m==cecscececeee- 16SrIII
Ca. P. luffae® ececccccccce- 16SVIII
Ca. P, ziziphi
Ca. P. vitis* ]— ---------- 16s5xV
— Ca. P. ulmi
Ca. P. trifolii ~--ceecceeaaa- 16SxVI
Ca. P. fraxini —cecmemeccaan 16SxVII
LN TR " - RS S SR 16SrXT
—_Ec... P. oynodontis eemmmmem———— 16SrXIV

Ca. P. phoenicium

Ca. P. cocosnigariae®

Ca, P. palmaa*
l ------ 16SxIV
Ca. P. cocostanzaniae%

Ca. P. castaneae

Ca. P. pini

Ca. P. brasiliense -=== 16S51XV

:CaA P. aurantifolia  ==-== 16SrII

P. spartii

rhamni
P. allocasuarinae

Ca. P, asteris  —e-ccccccccccccccccnaa 165xI

. P. japonicum
“Eca. P. solani* —J— ---------------- 16SrXII
Ca. P. australiense

------- X~-disease Group
------- Loofah Witches'-Broom Group

....... Elm Yellows Group

....... Clover Proliferation Group
------- Ash Yellows Group

------- Sugarcane White Leaf Group
------- Bermuda Grass White Leaf Group

------- Lethal Yellowing Group
------- Tanzanian Lethal Decline Group

------- Faba Bean Phyllody Group
——————— Spartium Witches'-Broom Group

------- Apple Proliferation Group
------- Buckthorn Witches'-Broom Group
------- Aster Yellows Group

------- Stolbur Group
——————— Rustralian Grapevine Yellows Group

Arbol filogenético de las especies de del género "Candidatus Phytoplasma”

y sus relaciones con los grupos identificados por Lee et al. (1998, 2000) y Seemiiller

et al. (1994, 1998b). Tomado de Firrao et al., (2005)

El diagnostico de estas bacterias es similar al de Ca. Liberibacter, donde se

debe acudir a la sintomatologia, el monitoreo de presencia del vector, la

informacién de campo y la deteccién molecular del patégeno en el tejido afectado.
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7. Construyendo Rutas De Diagndstico De Enfermedades De

Plantas

Como se menciond en el capitulo de diagndstico de enfermedades en

plantas, la construcciéon de una ruta de diagnoéstico involucra de manera general

las siguientes etapas y elementos:

1.

Observacion de la sintomatologia
()rganos afectados: hojas, flor, tallo, flores, frutos, raiz

Tipo de sintomas: decoloracion, necrosis, pudricién, viresencencia, etc

. Muestra
Organo afectado: hojas, flor, tallo, flores, frutos, raiz
Sintomas y etapas: sintomas iniciales, medios y finales. Degrade de
sintomas
Efecto en la produccién: pérdidas totales, perdidas parciales, etc
. Campo

Distribucién: agregado, en parches, aleatoria, etc
Clima: frio, templado, caliente, etc

Insectos plagas — Vectores: presencia de posibles vectores del agente causal,

necesidad de monitoreo e identificacion
Manejo: tipo de manejo dada a la problematica reportada en campo

Fenologia: Etapas fenoldgicas en la cual se present6 la problematica y

sintomatologia

Variedades: variedad que presenta la sintomatologia
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4. Literatura

- Asociacion de los sintomas: posibles agentes causales asociados a la
sintomatologia encontrada (bacterias, hongos, virus, viroides, nematodos,
oomycetes, etc), o posibles causas de la problematica en campo (fisiopatias,

deficiencias nutricionales, plaguicidas)

- Métodos de deteccién (directos, indirectos, sensibilidad, etc): método de
deteccién mas econémico, rapido y eficaz que permita confirmar la

hipétesis generada

5. Generacion de la hipdtesis

- De acuerdo con lo observado en campo y en las muestras y lo descrito en la
literatura se genera la hipdtesis estableciendo las posibles causas de la

sintomatologia

6. Confirmacion de la hipotesis

- Muestreo: como se indicé en la sesion II se debe hacer un muestreo
tratando de recolectar muestras con todos los sintomas observados y

tratando de cubrir la mayor area posible

- Procesamiento de las muestras: como se indic6 previamente se deben
procesar las muestras para el aislamiento del agente causal, cuando es

cultivable, o para su deteccién por métodos serolégicos y moleculares

- Aplicacion de métodos de deteccidn: Son importantes especialmente

cuando los agentes causales de la hipdtesis no son cultivables

- Postulados de Koch: Son indispensables para los primeros reportes. No son
obligatorios en todos los casos, a menos que se aislen varios organismos
desde la muestra y se tenga en duda cual de esos es el causante de la

sintomatologia

71



8. Conceptos Fundamentales

Abscision: Es la pérdida organizada de una parte de una planta,

generalmente una hoja, un fruto o una flor no fertilizada.

Apresorio: Estructura achatada que se forma en la parte terminal de una hifa

cuya funcion es facilitar el proceso de adhesién del hongo a la planta

Area bajo la curva de la enfermedad (AUDPC): Area bajo la linea de grafica

los valores de Y (intensidad de la enfermedad) vs X (unidades de tiempo)

Atrofia: Es una disminucién progresiva del tamafio de una planta
determinada que resulta en la interrupciéon completa de la multiplicaciéon de las

células vegetales.

Ciclo primario de infecciones: las primeras infecciones de un patégeno que
ocurren en un nuevo cultivo, causadas por indculo primario usualmente

procedente de fuera del campo.
Conidia: Espora asexual producida por algunos hongos

Efector: Proteina del patégeno involucrada en el desarrollo de la enfermedad

mediante la supresion de las defensas de la planta

Enfermedad en plantas: Desviacion nociva del funcionamiento normal de
los procesos fisiologicos. Desde el punto de vista molecular: La enfermedad es el
resultado de una interaccién génica compatible entre el hospedero y el patégeno.

Donde el patégeno es virulento y el hospedero es susceptible

Enquistar: formar un quiste, que en oomycetes es la estructura estacionaria
formada por las zoosporas moviles previo a penetrar la epidermis del tejido de la

planta.
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Epinastia: Es la flexion rigida hacia abajo de la superficie superior de una

hoja.
Esporangios: estructura reproductiva asexual tipica de los oomycetes

Etiolacion: Es el crecimiento alargado y delgado de una planta como

resultado de la falta de luz o el crecimiento en completa oscuridad.

Escala de severidad: Estimaciones visuales de la intensidad de la enfermedad

(escalas nominales, ordinales y de razén, etc.)

Esclerocio (del griego skleron “duro”): Cuerpo oscuro, duro, resistente a
condiciones desfavorables, que puede permanecer en dormancia por periodos
largos de tiempo y germinar cuando las condiciones favorables se restablecen. Se

forma por agrupamiento y compactacion de hifas
Espora: Unidad sexual o asexual de hongos, asexual en oomycetos

Factores de patogenicidad: Aquellos esenciales para causar enfermedad y

estan involucrados en las etapas iniciales del ciclo de patogenicidad

Factores de virulencia: Cualquier adaptaciéon que le permite al patégeno

invadir al hospedante y evadir las defensas del hospedero

Filodia: Es la transformacion de érganos florales en estructuras como hojas
debido a anomalias nutricionales inducidas por fitoplasmas. Reemplazo de 6érganos

reproductivos por vegetativos

Floema: componente vascular de las plantas cuya funcién es conducir la

savia elaborada en las hojas hacia abajo y el resto de la planta.

Grupos de apareamiento: se designa asi a grupos distintivos de un
microorganismo que muestran compatibilidad entre si para cruzarse en el proceso

de reproduccién sexual.
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Haustorio: Proyeccion de la hifa del hongo en el interior de la célula vegetal

y funciona en el proceso de nutricién y comunicacién del hongo

Hifa: estructura cilindrica que corresponde a la unidad vegetativa de un

hongo u oomyceto

Hiperplasia: Es una divisién celular excesiva que causa un crecimiento
sobrecrecimiento en los tejidos de las plantas. Este es el caso de agallas, tumores,
enacion (una excrecencia de una hoja o tallo que a menudo se asocia con una

infeccidn viral), proliferacion, fasciacion y escoba de bruja.

Hipertrofia: Crecimiento excesivo de tejido vegetal causado por el
agrandamiento anormal de células individuales en un tejido u érgano. Puede ser

ocasionada por insectos, acaros, nematodos y microorganismos patégenos.
Hipofodio: Estructura de penetracién de algunos hongos en raiz

Hipoplasia: Es el subdesarrollo de los tejidos y érganos vegetales debido a la

produccion de células mas pequeiias.

Holonecrdtico: Células o tejidos vegetales que estdn completamente

muertos.
Hospedero: Planta que sostiene y alberga al patégeno durante la interaccion

Humedad relativa: a una temperatura dada es la cantidad de agua en estado
de vapor contenida en la atmdsfera expresada como una proporcion de la cantidad

de agua que saturaria la atmodsfera a esa misma temperatura.

Incidencia: Numero de muestras con sintomas de enfermedad sobre el

numero total de muestras expresada en porcentaje
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Indculo: Un patdégeno o sus partes (esporas, micelio, particulas de virus, etc.)
que tienen la capacidad de infectar y colonizar tejido del hospedero, provocandole

una enfermedad.

Indculo primario: el indculo responsable de provocar las primeras

infecciones en un cultivo.

Indculo secundario: in6culo generado dentro de un cultivo a partir de

lesiones provocadas por in6culo primario

Intensidad de la enfermedad: Cantidad de enfermedad presente en una

poblaciéon de plantas

Manejo integrado: moderno concepto de combate de plagas cuya premisa
es combinar todas aquellas medidas disponibles (quimicas, culturales, genéticas,
bioldgicas, etc.) e informacidn sobre los ciclos de vida de las plagas y su interaccion
con el medio ambiente con el propésito de combatirlas en la forma mas eficiente

posible y al mas bajo costo ambiental y econémico posible.
Micelio: Parte vegetativa del hongo constituido por un conjunto de hifas

Microorganismo: cualquier organismo cuyo tamafo es tan pequefio que

solo es visible a través del aumento de los microscopios.

Microorganismo saprofito: Organismo que coloniza tejido vegetal muerto

y sacar sus nutrientes de él

Microscopico: se refiere a cualquier organismo y/o particula de tamafo tan
pequeiio que sbélo puede ser visibilizado a través del aumento brindado por

microscopios.

Necrosis: Es la muerte de una parte claramente delimitada de una planta o

parte de un tejido.
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Patogeno: Organismo que puede causar enfermedad en la planta

Patdgeno biotrofo: Aquel que infecta plantas vivas y mantiene su hospedero

vivo para su sobrevivencia

Patogeno hemibiotrofo: Aquel que en las fases iniciales del ciclo de

patogénesis es biotrofo posteriormente necrotrofo

Patdégeno necrotrofo: Aquel que infecta plantas vivas y la empieza a matar

desde las primeras fases del ciclo de infeccidon

Patogenicidad: La capacidad de un organismo para infectar el hospedero y

causar enfermedad

Patogénesis: Los mecanismos bioloégicos que lideran el proceso de

enfermedad

Planta enferma: Aquella que tiene una o mas de las funciones fisioldgicas
estan alteradas y su productividad esta disminuida como consecuencia de la

infeccion de un patoégeno

Prevalencia: Incidencia de campos con plantas enfermas en un érea

geografica definida

Primming: fendmeno a través del cual una sefial de estrés bidtico o abidtico
transitorio conduce a respuestas de defensa modificadas (normalmente mas rapidas
o mas fuertes) tras la exposicidn a un estrés recurrente. Descrito para inmunidad y

para respuestas a diversos estreses abioticos

Plesionecrotico: Tejidos casi muertos, como la zona circundante entre

necrdtico y el tejido sano de una mancha foliar por hongos.

Resistencia: Habilidad del hospedero para excluir o superar completamente

o en algun grado el efecto de un patdgeno
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Resistencia cuantitativa: Suma aditiva de genes de resistencia

Resistencia cualitativa: Resistencia de algunos cultivares o variantes a razas

o patovares del patégeno

Rizomorfo (del griego rhiza “raiz”+ morphe “forma”): hebra gruesa
constituida por hifas que han perdido su individualidad organizdndose como una

unidad con funcidn de resistencia

Sarna: numerosas zonas elevadas, rugosas, con margenes irregulares, en la

superficie de 6rganos tales como frutos, tubérculos

Severidad: Area de unidad muestreada afectada por la enfermedad sobre

area total

Signo: Evidencia fisica de la presencia del patégeno. Ejemplo: el patogeno,
una de sus partes o producto de la infeccién como micelio, conidia, masa de

esporas, pustula, esclerocio etc

Sintoma: Reaccién visible de una planta a la enfermedad o alteracién la cual
puede ser localizada o generalizada. Ejemplos: Manchas necréticas, cancro,

marchitamiento, tizon etc

Susceptibilidad: Inhabilidad del hospedero para reconocer el patégeno y

activar los mecanismos de defensa

Tamo: Se usa para describir, en el caso de Tizén tardio, las masas de
esporangios de apariencia aterciopelada visibles en el borde de las lesiones

esporulantes temprano por la mafana.

Tolerancia: Capacidad de las plantas para producir una buena cosecha aun

cuando estuviera infectada por un patégeno
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Toxina: Metabolito microbiano que a muy bajas concentraciones causa dafio

en las plantas

Variegacion: La apariciéon de diferentes zonas coloreadas en hojas, tallos,
frutos o flores. Por lo tanto, una planta variegada apareceria de dos tonos o

multitonal.
Virulencia: El grado de patogenicidad

Xilema: componente vascular de las plantas cuya funcién es conducir la savia

bruta (agua, minerales y hormonas) desde las raices hacia la parte aérea de la planta.

Zoosporas: una espora producida asexualmente y que caracteristicamente
tiene capacidad de nadar. Al germinar puede infectar y colonizar el tejido del

hospedero provocando la enfermedad.
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