El diagnodstico y su papel en la

fitoproteccion

Resumen

El conocimiento fiable sobre la etiologia de cual-
quier evento patoldgico es de singular valor, pues de
ello dependerd, en gran medida, la eficacia de las
practicas de regulacion que se disenen y la sostenibili-
dad econémica, social y ambiental de las mismas. Un
sistema de manejo de enfermedades sosteniblemente
funcional se sustenta en un conjunto de conocimien-
tos, dentro de los cuales el diagnéstico de casos y la
evaluacion de riesgos de enfermedades juegan un
peso fundamental; por tal motivo el presente trabajo
persigue como propésito ofrecer informacién sobre
las técnicas mas cominmente empleadas en el diag-
nostico de enfermedades de las plantas. En el mismo
se detallan la mayoria de las técnicas de diagnéstico
comunmente empleadas, asi como aquellas mas
sofisticadas cuyo empleo proporciona informacién
precisa y confiable sobre taxonomia de microorganis-
mos, la fisiologia de la enfermedad, la ecologia de los
patégenos, la amplificacién de fragmentos de genes
como rapida alternativa de la clonacién, la modifi-
caciéon de fragmentos de ADN, la deteccién sensible
de microorganismos seguido de una segura genoti-
pificacién, la transformacién maligna de tejidos, el
andlisis de marcadores genéticos para aplicaciones
forenses, pruebas de paternidad y para el mapeo de
rasgos hereditarios y el estudio de expresion de genes,
entre otras.
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Introduccion

Segun Miller y Martin, citados por Flores et al
(1997), la evolucién de las plantas y los organismos
asociados ellas ha sido alterada por los agroecosis-
temas desarrollados por el hombre. Las técnicas del
monocultivo, el mejoramiento genético de las plantas
y el empleo intensivo de plaguicidas han conducido al
desarrollo de patégenos mas nocivos y que resisten a
los plaguicidas. Esta variacion genética ha cambiado
las expectativas de los programas de mejoramiento
de plantas y las alternativas para el manejo de las
enfermedades.

Un diagnéstico oportuno que detecte el agente
causal de un evento patolégico es fundamental para el
manejo del problema, y ello contribuye a: generar me-
didas de control efectivas, permite la optimizacion de
los recursos, la reduccion de los efectos negativos en
el medio ambiente y a la vez origina informacién res-
pecto a la interaccién patégeno hospedante (Barnes,
1994 citado por Flores-Olivas, 1997., Vazquez, 2003).

Al realizar un diagnéstico debe asegurarse de tener
un cuadro amplio del caso particular que esta anali-
zando y considerar otros factores como, la historia del
lugar y el patron de dano causado por la enfermedad
o plaga. (MIP Forestales, 2006). Segiin Rosales 2003,
citado por Malagén y Pupiro ( 2003 ), el diagnéstico
de las enfermedades de forma rapida y precisa evita el
uso desmedido o incorrecto de compuestos quimicos
como plaguicidas.

Hasta hace unos anos la deteccion de patégenos
dependia de métodos que requieren de mucha ex-
periencia, habilidad y conocimiento de la taxonomia
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de los microorganismos. Ademas son técnicas que
consumen mucho tiempo, sin embargo las técnicas
modernas han permitido una deteccién mas eficiente
de variedades patogénicas con mayor rapidez y preci-
sién, ejemplo de ello es el uso de técnicas serolégicas
(ELISA) y moleculares (PCR) (Rosales, 2003 citado por
Malagén y Pupiro, 2003).

El diagnéstico por PCR resulta mas rapido que los
métodos tradicionales y por lo tanto se minimiza las
pérdidas de los cultivos por las enfermedades y los
costos para el tratamiento se reducen. (Shaad and
Frederick, 2002).

A partir de la importancia y el papel que juega en
la fitoproteccién un diagndéstico oportuno, se elabor6
el presente trabajo con el objetivo de ofrecer algunas
informaciones que pudieran ser ttiles para el personal
que se adiestra y/o emplea estos procedimientos en el
desempeno de sus actividades profesionales.

1.Tipos de diagnosticos

El diagnéstico incluye la identificaciéon del pro-
blema, el alcance del problema, la importancia y la
magnitud del problema, el método de controla em-
plear, y la demanda de investigacion y costo-beneficio
(Vazquez, 2003). En la practica se realizan dos tipos
de diagnoéstico.

1.1 Diagnéstico presuntivo

Para realizar un diagnéstico presuntivo confiable se

deben realizar, entre otras, las acciones siguientes:

1. Examinar el campo y los alrededores.

2. Identificacion de la especie o variedad enferma.

3. Patrones de anormalidad, distribucién geografica
de la enfermedad en el campo y comparacion de
plantas.

4. Examinar plantas individuales, posicién de sinto-
mas y signos.

5. Practicas agricolas del cultivo: fertilizacion, riego

y control quimico.

Antes de enviar una muestra para diagnosticar
enfermedades o dafio por insectos al laboratorio,
examine la planta para otros problemas como dafo
por animales, factores nutricionales o ambientales.
Ademas, asegurese de que esta enviando una muestra
que tenga los sintomas mas distintivos del problema
que usted esti observando (MIP Forestales, 2006).
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1.2 Diagnéstico de confirmacion.

1.2.1 Diagnéstico tradicional
Se pueden considerar dos fases (Flores- Olivas,

et al, 1997):

* Diagnostico macroscopico el cual se basa en la
observacién de sintomas. Es muy importante la
experiencia del fitopat6logo y su conocimiento de
las variables que inciden en la enfermedad, como
el cultivo a investigar, el suelo, clima, patégeno.

* Diagnéstico microscopico, que consiste en la ob-
servacion de la estructuras del microorganismo
fitopatdgeno. Esta observacion puede ser directa-
mente al microscopio de luz, para el caso de las
bacterias, hongos, neméatodos o en el uso de mi-
croscopia electrénica para identificar a los virus.

Para el diagnéstico de los hongos se necesita la for-

macion de estructuras reproductivas, como esporas

o conidios (ver figura 1y 2) y cuando se trata de las

bacterias, el proceso de identificacion debe com-

plementarse con pruebas bioquimicas (ver figura 3)

(Flores- Olivas, et al, 1997).

Comunmente es necesario aplicar los postulados de

Koch, para determinar con exactitud la naturaleza del

problema (Flores- Olivas, et al, 1997., lanez, 1998).

Postulados de Koch:

* El microorganismo debe estar presente en todos
los individuos enfermos.

e El microorganismo debe poder aislarse del hospe-
dante y crecer en cultivo puro.

* Lainoculacion del microorganismo crecido en cul-
tivo puro debe provocar la aparicién de sintomas
especificos de la enfermedad en cuestién.

* El microorganismo debe ser reaislado del hospe-
dante infectado de forma experimental.

Estos principios de Patologia Vegetal sobre los que
se apoyan gran parte de las investigaciones no pueden
ser cumplidos por cierto grupo de patégenos como los
virus, ya que su reducido tamano y su condicién de
parasitos endocelulares obligados (no pueden ser cul-
tivados en medios de cultivo artificial). En este tipo de
enfermedades, la observacion de sintomas en campo
y el empleo de formas alternativas de inoculacién en
huéspedes diferenciales, permite una discriminacién
clara de ciertos patogenos.
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FIGURAI Procedimiento para aislar hongos de
organos tales como: hojas raiz, ramas y frutos
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2. Técnicas clasicas para el
diagnostico

Un requisito previo para el control de cualquier
enfermedad es la deteccion e identificacién apropiada
del organismo causal. La deteccién de patégenos en
plantas con sintomas puede ser relativamente simple
si se tiene extensa experiencia con el diagnéstico
de la enfermedad y aislamiento del patégeno. Por
otro lado la deteccién del patégeno en las semillas y
materiales de propagacién asintomatica tales como:
tubérculos de papa, pueden ser sumamente dificiles
cuando la poblacién de los patégenos es muy baja en
los propagulos. Debido a esto se necesitan técnicas
capaces de detectar un nimero bajo de patégenos
en los propagulos. Antes del desarrollo de las técnicas
seroldgicas el inico método disponible y fiable para la
identificaciéon de hongos y bacterias fue el aislamiento
en medio de cultivo y prueba de patogenicidad. Las
pruebas seroldgicas permiten el diagnostico presun-
tivo de enfermedades bacterianas (Hampton, et al,
1990). Sin embargo hasta que no se desarrollaron
las técnicas basadas en ADN, no se pudo detectar
los patégenos en plantas asintomaticas (Shaad and
Frederik, 1992).

2.1 Empleo de medios selectivos

Mediante el empleo de medios selectivos se
puede realizar una determinacién cuantitativa de la
poblacién. Algunos medios selectivos se basan en
las posibilidades de las bacterias de utilizar sustratos
especificos. La presencia o ausencia de crecimiento
y el color de las colonias son importantes (Disponi-
ble en http://www.apsnet.org/Education/Mlingual/
Spanish/8As.rtf).

Ejemplo: Las especies del género Erwinia causan-
tes de pudricién producen enzimas peptoliticas que
sirvieron de base para la confeccién de un medio
selectivo que contiene polipectato sédico, las cavida-
des que se forman en la superficie del medio indican
la presencia de microorganismos peptoliticos. Estas
enzimas degradan las pectinas de la lamina media,
causando el colapso del tejido, una pudricién blanda
y la muerte de la célula (Disponible en http:/www.
apsnet.org/Education/Mlingual/Spanish/8As.rtf).

Otros medios se basan en la tolerancia del patége-
no a cierto namero de antibiéticos, fungicidas, bacte-
ricidas que los microorganismos saprofitos no toleran
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o no soportan en determinadas concentraciones. Se
emplean también diferentes colorantes que provocan
un crecimiento caracteristico y desarrollo de colonias
cuyo aspecto permite distinguirlas facilmente de otros
que no se corresponde con el patégeno contaminante
estudiado (Stefanova, ef al,1986).

No resulta facil crear un medio selectivo o semi-
selectivo para un determinado patégeno porque hay
que tener en cuenta su sensibilidad o sea la capaci-
dad de recobrar la bacteria en concentraciones bajas
y suprimir en forma eficiente la flora contaminante
(Stefanova, et al, 1986).

2.2 Técnica de microscopia opticay
electrénica

El empleo de estas técnicas se limita solamente a
la observacién directa de las estructuras del patégeno
en cuestion (Pupiro y Malagén, 2003).

2.3 Técnicas serolbgicas
El uso de inmunoensayos en la deteccién de pat6-

genos de plantas ha sido rutinario en los tltimos afos,

especialmente en virus (Clark, 1981 y Millar, 1988).

Entre los méas usados estan:

* Meétodo por aglutinaciéon: Consiste en hacer reac-
cionar cantidades equivalentes de los reactantes
(Ag y Ac). La formacion de granulos aglutinados
o agregados indican una reaccién positiva. Las
reacciones de aglutinacién son menos especificas
pues tienen la desventaja de depender grande-
mente de los factores fisico quimicos, tales como,
concentracién de electrolitos, pH, temperatura y
el tiempo.

* Método por precipitacion: Pueden ser en medios
liquidos o en geles. Estos métodos han demostra-
do tener una notable eficacia para individualizar
y purificar los antigenos dotados de diferencias
particulares. La unién del Ag y Ac se traduce por
la formacién de un precipitado insoluble con la
condicién que los reactivos se encuentren a con-
centracion equivalente.

* Método del latex: Estd basado en la prueba de
aglutinacion. Los Ac son adheridos a particulas
de latex. Al enfrentarse el latex sensibilizado con
el Ag especifico se produce la agregacion entre
estas esferas y los Ag. Esta prueba ha sido usada
principalmente en Virologia, en Bacteriologia la

Temas de Ciencia y Tecnologia | mayo - agosto 2008

técnica ha sido usada con éxito para detectar
Clavibacter michiganense subps sepedonicum y
Ralstonia solanacearum en papay Xanthomonas
albilineans en cana. El método es de 100 a 1000
veces mas sensible que una aglutinacién normal,
la reacciéon aparece mas rapida, generalmente
no es necesario el microscopio para observar la
reaccién, se necesita muy poco inmunosuero, no
requiere la clarificacién de la savia.

* Técnica de Inmunofluorescencia: Esta técnica se
basa en la conjugacién de anticuerpos especificos
con moléculas tefiidas con productos, ejemplo, la
fluoresceina, que produce un color verde amari-
llento. Es muy sensible para identificar bacterias
fitopatégenas y util para analizar un gran nimero
de muestras. La técnica de inmunofluorescencia
permite identificar un antigeno con la ayuda de un
inmunosuero conocido, e investigar y titular un an-
ticuerpo con la ayuda de un antigeno conocido.

e Técnica inmunoenzimatica ELISA: El ensayo se
basa en la interaccién especifica de un antigeno
(pat6geno) y un anticuerpo (proteinas inmuno-
globulinas producidas en un vertebrado superior,
usualmente conejos). La reaccién se visualiza a
través de la acciéon de un conjugado enzima-anti-
cuerpo sobre un sustrato. Es un método rapido de
gran sensibilidad, especificidad y bajo costo, que
supera a muchas técnicas de diagndstico emplea-
das con anterioridad. Existen diferentes variantes
de la técnica de ELISA, todas basadas en el mismo
principio. El tipo de técnica y anticuerpo a emplear
dependera del objetivo de la aplicacién (campo,
laboratorio), tipo de muestra (suelo, agua tejido) y
nivel de sensibilidad y rapidez requerida. La técni-
ca ELISA con sandwich de doble anticuerpo es una
de las mas empleadas, en este caso el antigeno
es ubicado entre dos anticuerpos especificos, el
de captura y el de marcaje, este ultimo esta con-
jugado a una enzima y puede cuantificarse en el
espectrofotémetro. Esta técnica es de gran utilidad
en la deteccion de patégenos de mezclas comple-
jas, tales como, suelo, extractos de plantas.

Las técnicas de inmunodeteccién han sido usadas
en la deteccion de microorganismos fitopatégenos,
principalmente virus y bacterias y en menor escala
para hongos. Una aplicacién importante se ha encon-
trado en los estudios de taxonomia de microorganis-
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mos, la fisiologia de la enfermedad y la ecologia de
los patégenos. Con el empleo de estas técnicas se
pueden establecer estrategias de manejo de patége-
nos, como la certificacion de semillas o fijaciéon de
cuarentenas (Tabla 1).

Las técnicas seroldgicas ELISA- Inmunofluores-
cencia ademas de ser métodos muy confiables y
sensibilidad moderada tiene la ventaja de poder
asimilar gran cantidad de muestras en algunas horas
y los resultados positivos y sospechosos se confirman
mediante la prueba de patogenicidad (Gonzélez, et
al, 1999).

Agente causal Cultivo Técnica de diagnéstico
Phytophthora citrophthora® Citricos Hibridacién dot-blot
Verticillium dahliae® Varias especies PCR
Verticillium albo-atrum de plantas
Pseudomonas syringae pv tomatoa Tomate Hibridaciéon
Pseudomonas syringae pv phaseo-
Semillas de frijol] PCR
licolaa
vrcr Citricos PCR
PVY? Papa PCR
Fusarium spp® Papa AFLP
Curtobacterium flaccumnfaciens pv.
Frijol PCR
flaccumfaciens?
. PCR
Xanthomonas axonopodis puv. citri® Citricos -
Xanthomonas vasculorum®
Cana IFI
Xanthomonas albilineans
IFI
Ralstonia solanacearum® Papa
PCR
Clavibacter michiganensis subsp. IFI
) Papa
sepedonicum® ELISA-DAS
Erwinia carotovora® Papa IF1
TABLA 1
Leyenda:

a: Tomado de: Flores, A.O et al,1997. Nuevas tecnologias en la
deteccion y el analisis genético de fitopatogenos.

b: Tomado de: http://web2. senasica.sagarpa.gob.mx/xportal/
dgsv/dett/Doc204/. [Consulta: 2 de octubre del 2006].

c: Tomado de: http://alerce.inia.cl/sochift/XIV.html.Articulo92
[Consulta: 2 de octubre del 2006].

d: Tomado de: Sezione di Patologia Vegetale, Universita degli
Studi di Firenze, Firenze, Italy 2002 / 31: received 23 January
2002.

e: Tomado de: Phytopathol 91:June (Supplement) S46.(2001).
f: Tomado de: Programa de defensa fitosanitario para el cultivo
de la papa.(2000).

g: Tomado de: Abstracts of Conference Papers Posters and
Demostration EAPR.(1996).
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3. Técnicas avanzadas para el
diagnostico

Biologia Molecular, es la ciencia cuyo objetivo
fundamental es la comprensiéon de todos aquellos
procesos celulares que contribuyen a que la informa-
cién genética se transmita eficientemente de unos
seres a otros y se exprese en los nuevos individuos,
este conocimiento nos permite cruzar las barreras
naturales que existen entre las especies y “colocar”
genes de un organismo a otro llamado hospedero,
empleando técnicas de ingenieria genética. Gracias a
este avance, se pueden producir fragmentos de acidos
nucleicos a gran escala, abriendo asi las puertas a la
secuenciacion de los acidos nucleicos y por ende a
nuevas disciplinas como el diagnéstico molecular, la
terapia génica o la obtencién de organismos superio-
res recombinantes (Disponible en: www.monogra-
fias.com).

Segun Salazar, citado por Pupiro y Malagén, 2003
el uso de marcadores moleculares es importante en
la caracterizacion genética de las plantas, donde no
solamente se identifican genotipicamente los mate-
riales, sino que se establecen relaciones citogenéticas
entre los mismos, permitiendo el disefio de mejores
estrategias de seleccién y mejoramiento genético.

e Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR): Es
uno de los métodos moleculares de mayor eficien-
cia en el diagnéstico de enfermedades vegetales.
Es utilizada en la deteccién de patégenos en se-
millas, el cultivo de tejidos, deteccién de toxinas y
residuos de pesticidas (Flores-Olivas, et al ,1997).
La PCR es una técnica que permite determinar re-
laciones filogenéticos entre especies y constituye
una buena herramienta de andlisis de la biologia
de las poblaciones (Bar6, 1998). Segiin Shaad,et al,
Mutasa ,et al, citados por Flores-Olivas, et al ,1997
entre las ventajas de la PCR estéa la deteccion de
moléculas simples en mezclas complejas sin usar
sondas radioactivas y con alta sensibilidad. Una
de las ventajas sobre los métodos tradicionales es
que no se necesita cultivar los organismos antes
de la deteccion.

La PCR fue ideada por el bioquimico estadouni-
dense Kary B. Mullis en 1983 y se generaliz6 a fina-
les de la década de los 80. Es facil de automatizar
y puede copiar una sola molécula de ADN varios
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millones de veces en unas pocas horas (Biblioteca
Premium. Microsoft Encarta 2006).

La reaccién en Cadena de la Polimerasa se basa
en la repeticiéon de un ciclo formado por tres
etapas:

12 Desnaturalizacion del ADN doble cadena.

22 Hibridacion de los iniciadores a la zona 3~ espe-
cifica de cada una de las hebras.

32 Extensién del cebador por actuaciéon de la DNA
polimerasa.

(Disponible en: www.monografias.com).

Las aplicaciones de la PCR son multiples y pare-
cen estar solo limitadas por la imaginacién de los
cientificos. Entre ellas tenemos: la amplificacién
de fragmentos de genes como rapida alternativa
de la clonacién, la modificaciéon de fragmentos
de ADN, la deteccién sensible de microorganis-
mos seguido de una segura genotipificacién, si
se desea, el andlisis de muestras arqueoldgicas y
estudios antropoldgicos, la detecciéon de mutacio-
nes importantes en enfermedades hereditarias,
transformacién maligna o tipaje de tejidos, el ana-
lisis de marcadores genéticos para aplicaciones
forenses, pruebas de paternidad y para el mapeo
de rasgos hereditarios, el estudio de expresion de
genes, entre otras (Herrera & Gamba, 1996, citados
por Ruiz y Menéndez, 2006).

* RFLP: Es el polimorfismo en la longitud de frag-
mentos de restriccién. Estos se observan por hi-
bridacién de los fragmentos como resultado de la
digestion del ADN por una enzima de restriccion,
separados electroforéticamente con sondas de
copia tnica (Baré, 1998). Se trata de una técnica
costosa y laboriosa que precisa de una gran can-
tidad de ADN y una informacién previa sobre su
secuencia, ademas que usualmente involucra el
uso de radioisétopos, por lo que esta siendo des-
plazada por los marcadores basados en la reaccion
en cadena de la polimerasa que ha contribuido a
la simplificacién de la tecnologia y reducciéon de
los costos (Chavez y Gonzélez, 2000).

e Técnica RAPD: Polimorfismo del ADN amplificado
al azar. Es una PCR que utiliza un solo iniciador,
cuyo tamano es en general de 10 bases, e hibrida
a secuencias repartidas aleatoriamente sobre el
ADN. Provee patrones de bandas cuyo namero y
tamano permiten el andlisis de variaciones mo-
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leculares (Strigmam y Mackay, 1993 citados por

Bar6, 1998).

La eleccién del método de andlisis dependera del
organismo estudiado y sobre todo de su variabilidad
genética, para delimitar especies o grupos dentro de
especies se han utilizado ampliamente marcadores de
tipo proteinas o isoenzimas. Las técnicas basadas en
el anélisis comparado del tamano de los fragmentos
de ADN permiten distinguir aislamientos especificos
(Baro, 1998). @

PCR : Polymerase Chain Reaction
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