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RESUMEN

Dentro de los problemas fitopatologicos con los que se enfrenta la agricultura
mexicana sobresalen las enfermedades‘causadas por hongos, bacterias, virus y
nematodos. Debido al desconocimiento que se tienen sobre las caracteristicas
propias de un patégeno en los diferentes ambientes, se han diéeminado aigunos de
éstos, lo que ha provocado grandes pérdidas en la produccion nacional. Por lo
anterior, un diagnastico rapido y seguro es muy importante para obtener proquctos
agricolas de buena calidad; por elio el objetivo general de este trabajo fue probar
cuatro técnicas de diagnosticos para enfermedades causadas por hongos y virus
transmitidos en semilla de jitomate (Lycopersicon esculentum) y chile (Capsicum
annuum), con el fin de determinar su eficiencia en cuanto a tiempo y precisién; las ‘

técnicas evaluadas fueron: camara humeda, medios de cultivo artificial (Papa-

Dextrosa-Agar, agar-agar y agar-harina de maiz) y plantas diferenciales para hongds; , '

las técnicas seroldgica ELISA y plantas diferenciales en el caso de virus.

La técnica de camara himeda y el medio de cultivo Papa-DeiltosaAQar resuna‘mn‘
ser los mas répido.;. y precisos en el diagnostico de hongos, llevéhdosé 2 dias para e
idqntiﬂchr de tres a cuatro diferehtes especies de hongos. La técn_ica ELISA resuttd
sor la mas eﬂclénte (por sér» répida y prét;isa) para virus, .obteniéndose un
diagnésticq en dos dias. Estas tecnicas se puedén‘ lmplementér féCiImenfe en los
laboratoﬁos de control de sanidad de nuestro Pais y pueden estar actualizédds’

tecnoiogicamente.



1. INTRODUCCION

El cultivo de las hortalizas reviste gran importancia para
nuestro pais, tanto desde el punto de vista econémico como social;
ya que constituye una fuente de trabajo para muchas personas
del sector rural y abastece de esta forma la demanda del consumo
nacional. Asimismo, representa una buena fuente de divisas, por las

exportaciones que se efectlan (SARH, 1982).

Entre las hortalizas de mayor importancia econdmica para México, se

encuentran: el tomate rojo o jitomate (ZLycoperncican  eosculentum), la

papa (Yolanum  tubencoum), la calabacita (Gucunbita opecles), el

chile ( Gapsicum  annuum ), el pepino ( Gucumis aativue )y la
lechuga (factuca oatisa), entre otras (SARH, 1992a).

De las hortalizas que se producen a nivel Nacional, el jitomate y

el chile son las de mayox importandia tanto por la superf1c1e de

siembra, como por el valor de la produccién. Estos cultivos,
pertenecen a la familia de las solanaceas,‘cuentan-con’un rango de

adaptacién ecoldgica muy amplio, por lo que se cultivan en climas

templados y tropicales de casi toda la RepﬁblicavMExicaha (SARH,

1992b) .

El rendlmlento de ambos cultivos puede ser afectado por dlversosw
‘factores blOthOS Yy ablotlcos que causan mermas en la producc1on, 
entre estos factores, los bidticos se con81deran como los de mayor‘,‘

importancia. Sobresalen los de tipo fltopaloglcos que representan[




el principal problema. Dentro de estos, se pueden citar a los
hongos, virus y bacterias principalmente, que afectan gravemente la
produccidn de estas hortalizas. Algunos géneros de estos patdgenos
gque atacan a ambos cultivos son los hongos: Phytophthona, Fueanium,
Pythium, d#lternania; las bacterias: YXanthomonas y Poeudomonas; y los
Virus Mosaico del tabaco (VMT), Virus Mosaico del Pepino (VMP) vy
Virus Mosaico de la Alfalfa (VMA) , entre  otros. Estos
microorganismos pueden ser dispersados por insectos, wmamiferos,

aves, agua, aire, polen y semilla, entre éstos; la dispersidn por

'semilla es de gran importancia debido a que el hombre la puede mover

a través de distancias largas (Agrios, '1991).

Por tal razén, en los Gltimos afios la sanidad de las semillas se ha.
vuelto muy importante asi como realizar un diagnéstico réapido y

‘preciso, pues de esta manera se puede tener un mejor control sobre

las enfermedades de los cultivos vy .asegurar —asi una buena

implantacién en el campo, a la vez se evita la introduccién de -
patogenos a nuevas d&reas. Esto udltimo  puede provocar grandes

pérdidas econdmicas, escases de productos y consecuentemente el

aumento en el precio de los mismos.

tJ




2. MARCO TEORICO

2.1, Cultivo del jitomate en México

El jitomate es una hortaliza muy apreciada en la cocina mexicana
debido a su sabor y vitamina C, pertenece a la familia Solanaceae,
género Lycopersicon, de ella existen diversas variedades, mejorando
el sabor, tamafic y resistencia a las enfermedades. El cultivo del
jitomate, se considera importante en la economia del pais, tanto por
la superficie sembrada, que para 1993 se estimé en un total de
80,570 hectdreas con un valor de produccidén mayor a 2,542,746,863
nuevos pesos al afio, como por ser un producto de primera necesidad

dentro de la dieta del pueblo Mexicano(INIA, 1979} SARH, 1992a).

Para 1993, segin cifras preliminares en el sexto informe de

gobierno de 1994, hubo una produccién anual' de jitomate - por

1,680,000 toneladas, de las cuales se exportardn 395,000; en este
mismo afio, se alcanzé una produccién 'anual’real;de' 1,692,000

tdneladas;"de las cuales se exportaron 322,000 por lo que eétev

ptoductO’obtuvo el.qdintb lugar en produccién nacional. Entre los

principales estados prpductbres de‘jitomate'estén: Sinaloa (739,903

toneladas), Nayarit (62,558 toneladas), Baja],california ‘(35,@50‘

toneladas), Michoacin (32,108 toneladas), Sonora (26,529 toneladas),

San Luis Potosi (23]347 toneladas) y Jalisco (20,958 ‘cbneladés)

(Figura 1); de, ellos, Sinaloa es el primer productor ¢on‘més:.§él“

50% del total de la produccién anual en esta hortaliza‘(SARH; 1993){" 




FIGURA 1. PRINCIPALES ESTADOS PRODUCTORES DE JITOMATE
EN LA REPUBLICA MEXICANA (SARH, 1992a).
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2.2, Principales enfermedades del jitomate

Las principales enfermedades fingicas que sufre el jitomate son
ahogamiento de plantulas, causado por los hongos Pythium
aphanidermatum, marchitez por Fusarium oxysporum (figura 2), y F.
Licopersici-raldoki; moho de la hoja por Cladosporium fulvum (figura
3), tizén tardio por Phytophthora infestans, tizdén temprano por
Alternaria solani y mancha gris causado por Stemphylium solani; las
de origen viral como el Virus Mosaico del Tabaco (VMT) (figura 4),
Virus Mosaico del Pepino (VMP) y Virus Mancha Anular del Tomate
(VMAT) y finalmente el cdncer bacteriano producido por

Corinebacterium michiganense {Sanchez, 1979).

2.3, Cultivo de chile en México

El cultivo del chile tiene una amplia distribucidn, ‘uso y gran

demanda en todo el pais. Pertenece al género Capsicdm de la familia

Solanaceae, tiene 13 especies y 9 variedades (Vega, 1989); todas

ellas de uso alimenticio nacional e internacional. Su cultivo

representa buenas perspectivas por sukcalidad para exportadiéh,
principalmente & Estados Unidos y Canadd (Pozo, 1981); que de
acuerdo al Sexto Informe de Gobierno de 1994 asciende a 1019

toneladas anuales.

Durante el afio agricola 1993, a nivel Nacional se cosecharon

109, 854 Hectdreas, con una produccién de 873,923 ton con .un Valbr de

1,773,379,102 pesos  (SARH, 1993). Los principales  estados

- productores de esta hortaliza son: Sinaloa (con él‘ 28% de la -
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Figura 2, Mavchitamiento del tomate causado por Fusat.oum exyspciuwn,
Hay aclaramiento de las nervaduras, algunas ramas muestran calda de sus
hojas (mavchitez) y los frutos que ocasfonalmente son infectados se pudren,

Figura 3. Moho de la hoja causado por Cladespostium fulvim, Tanto las
hojas como los [rutos presentan manchas mohosas v pardas,



Figura 4. Virosis causado por el Virus Mosaico del Tabaco
(VMT) . Presenta manchas cloréticas (moteado) y arrugamiento
de las hojas.



produccién Nacional), le sigue Chihuahua, Guanajuato, Zacatecas,

Sonora y Michoacdn entre otros (figura 5).

2.4. Principales enfermedades del chile

El cultivo del chile es afectado por enfermedades de tipo

viral,bacteriano y fingicas. De éstas, la principal es la marchitez

del chile causado por el hongo Phytophthora capsici el cual disminuye
los rendimientos hasta en un 100% en las regiones productoras del

Bajio, la Mesa Central y Aguascalientes; asi como en nuevas areas

productoras, por 1o que se le considera un problema latente para la

produccién (Pozo, op.cit.). Otras enfermedades importantes que dafian

a esta hortaliza son la bacteriosis del follaje causado por

Xanthomona vesicatoria y el mosaico comin céusado por el Virus

mosaico del Tabaco (VMT) (SARH, 1982).

En el Valle de Autldn Jalisco, se encontré una incidencia del @ 90%

de virosis en plantaciones de chile jalapefio, En este mismo estado,

en 1989 se encontré un 8% de virosis en pldntulas de chilé' en

siembras comercrales, detectdndose al Virus Jaspeado del Tomate

(VJIT), vVirus Mancha Anular del Tomate (VMAT) y Virus Mosaico del

Pepino (VMP), ~por medio de la técnica fSerolégica . de

Inmunosorbencia con Enzimas Conjugadas (ELISA), lo ‘que”,indiC6

que estos virus pudieron ser transmitidos por semilla. En Celaya,

Gto. y Culiacdn, Sin., se registrd una incidencia‘hasta del 100%

~del VMP; en el norte de Veracruz, la incidencia fue del 60%, en

el centro de este mismo estado fue del 80% y en la parte sur




EN LA REPUBLICA MEXICANA (SARH, 1992a).
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llegé hasta wun 65%. Estas continuas pérdidas han ocasionado la
desaparicién del cultivo en algunas regiones chileras de Veracruz,

Jalisco vy Sinaloa (Vega, 1989).

Se considera que del total de la produccidén Nacional se pierde un
355 y de este porcentaje el 25% se debe a plagas, malezas y otros
factores; el 10% restante lo ocasionan las enfermedades causadas por
microorganismos patdégenos; del 100%¥ de los dafios ocasionados
por éstos Ultimos el 65% se le atribuyen a los hongos, el 10% a
las bacterias, otro 10% a. nemidtodos y el 15% restante a virus,

micoplasmas y viroides (Mendoza y Pinto, 1985).

2.5. DISPERSION DE PATOGENOS
Los propdgulos de los patégenos pueden dispersarse por diversos
medios: abibticos y bidticos. Dentro de los abidticos estdn el aire,

el agua 'y ,équipo de trabajo; entre los bibticos: los insectos,

animales, frutos, desechos de cultivos, esquejes vy semillas,

transmitiendo la‘enfermedad de una planta a otra (Agrios,'op.cit.,

Castaﬁo,'1989).

Aire

El movimiento del aire puede transportar el indculo de nuchos

" microorganismos.desde unos cuantos centimetros hasta cientos o miles
~ de kilémetros, El viento puede diseminar virus llevados en semillas

'y polen. El polen contaminado transmite a los Virds a‘través dél 




estigma, tanto a la planta como a la semilla (Dickinson y Lucas,
1987). Las bacterias son raramente diseminadas por el viento, a no
ger que éste las lleve consigo en particulas de agua o exudados. Los
hongos, son el principal grupo de microorganismos diseminados por
este medio; arrastra a la mayoria de las esporas y semillas a

grandes distancias, colonizando asi nuevas areas (Agrios, op.cit.).

Agua

Al igual que el aire, el agua es un buen agente dispersante de
fitopatégenos , especialmente en casos de diseminacidén local como
ocurre en la mayoria de los tizones bacterianos como Erwinia
amylovora y hongos que se encuentran en el suelo como Phytophthora
cinnamomi y Plasmodiofora brassicae. Las lluvias al salpicar durante
aguaceros fuertes, puede dispersar el indculo a las partes‘de'la
planta cercana al suelo, o bién pueden distribuir las baéterias‘o
esporas a diferentes partes de la misma planta o a plantas

vecinas (Agrios, op.cit.; Castafio, op.cit.).

Insectos .

Un gran nimero de virus fitopatégenos de importancia econdmica, son

diseminados por diversos tipos de insectos entre los que sobresalen;

losvéfidos, mosquita blanca y chicha?rita.fEntre‘los dfidos, mas ;de

50 especies han sido reconocidas como vectores de virus. Varias
bacterias fitopatégenas son también diseminadas por insectos, vy
de ello depende también su sobrevivencia como en el caso de

Erwinia caratovora, responsable de la piéfna négra de la- pépa,yi




Ervinia stewartii en maiz. Otro tipo de vector son los nematodos,
los cuales transportan virus y bacterias. Los pajaros, otros
animales y el mismo hombre, son diseminadores de fitopatdgenos

(Castafio, op.cit.).

Hombre

El hombre disemina todo tipo de patdégenos a distancias variables,
principalmente por el movimiento de materiales tales como esquejes,
pléntulas,-flores, semillas y suelo; de éstos, la dispersién por

semillas ocupa un papel relevante (Agrios, op. cit.).

En las semillas, los patdgenos ya sean hongos, bacterias y scbre
todo virus no son visibles; por lo que en su mayoria, no muestran
sintomas de infeccidén y de esta manera pasan —inadvertidos. Sin
embargo, al sembrar y emerger las plantulas en el campo, estos
patégenos se multiplican y se manifiesta la enfermedéd‘én"todo'el
cultivo, lo cual proVoca graves dafios ‘é ~éste vy céusa con ello

grandes pérdidas econdmicas (Kreitlow, et al 1979; Thomsom, 1979). L

Los organismos causantes de enfermedades pueden pasar la- estacién

desfavotable:e incluso aﬁos,,alojados dentro y/o sobre las semillas,
en pedacitos de tallos, hojas o utilizando algﬁn otro hospedero‘ofen
sus formas de resistencia (Kreitlow, et al, op. cit.). EnfalQUnos

~casos como lo muestra el Cuadro 1, los  patdgenos se han‘diSeminado”'

de un pais a otro utilizando a la semilla como transporte

.'(Neergaard, 1979).




CUADRO 1. PATOGENOS DISEMINADOS POR SEMILLA A NIVEL MUNDIAL
{(Neergaard, 1979)
i} NATURALEZA|  PAIS )
aNO PATOGENO DEL DE PAIS
PATOGENO ORIGEN AFFTTADO
1841| Tilletia caries hongo Australia E.U.A.
1881| Peronospora viciae hongo Holanda ---
1885) Puccinia malvacearum hongo Europa E.U.A
--- | Urocystis agropyri hongo Australia México
1919| U. agropyri hongo -— E.U.A,
1924{ U. cepulae hongo Francia Suiza
1935| Peronospora farinosa hongo -—- Australia
--- | P, viciae hongo Argentina Italia
1940| Gleotinia temulenta ‘hongo Nva. Zelandal|E.U.A.
Pseudomonas glycinea bacteria Sﬁecia Inglatefra
1942 Cofynebacterium michiganense bacteria [U.S.A. Reino Unido
1945 ‘COrynebacterium rathayi bacteria . |Dinamarca Alemania |
1947 carynébacterium michiganense bacteria“ - Irlanda
1949 Gléeocébcospbra sorghi hongo E.U.A. Vehezuela
1952 Puccinia’dntirrhini hongo : Norteamérica‘Auétraiia
1961 ‘Xanthdmbnas campestris |bacteria ,Eurdpa | |u.s.A.
1968 Corynébécterium fathayi |bacteria Francial ‘Portugal,'
1970| Xanthomonas phaseoli |bacteria - |Paises bajos'Nva.‘zeiand
| Ustilagd tfitici hongo Israel Laos | |
1973| Ascochyta rabiei hongd -—— | Canada




De la misma forma,

la semilla de jitomate (cuadro 2)

y Chile

(cuadro 3) puede llevar patdgenos que se diseminen a través de

ella (Richardson, 1979; Raymond, 1989).

CUADRO 2., PATOGENOS TRANSMITIDOS POR SEMILLA DE JITOMATE

Fusarium oxysporum
Glomerella cingulata
Phoma destructiva
Phytophthora infesténs
P.\hico;iande

Rhizoctonia solani

|verticillium dalhiae

HONGOS BACTERIAS VIRUS*
Alternaria solani Corynebacterium michiganense VMT
Cladosporium fulvum Pseudomonas tomato ' VMAT
Colletotrichum lycopersici Xanthomonasbvesicatoria ?HAV

* VHT. (Virus Mosalco de] T
VaxT iVlrus aancha Ang}ar
: VRA Virus Nosailco de la

10

gA'el 2% de trénsmlslﬁﬁf.



CUADRO 3. PATOGENOS QUE SE TRANSMITEN POR SEMILLA DE CHILE

HONGOS BACTERIAS VIRUS *|
Alternaria solani Pseudomonas solanacearum vMA
Cercospora capsici Xanthomonas vesicatoria VMT
0011étotrichum acutatum VMP

C. piperatum

Diaporthe phaseolorum
Fusarium moniliforme

F., solani

Gibberella fujikuroi
Phaeoramularia capsicicola

Phytophthora capsici

Rhizoctonia solani

Sclerotinia sclerotiorum , i
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Al ser la semllla una forma ef1c1ente de d15em1nac1on de plagas, Yy

al c051derar que el desarrollo de nuevas polltlcas de comercio- a .

n1vel 1nternac1onal 1mp11can la 1nstrumentac1on de medidas que‘

ellmlnan las barreras arancelarlas a la 1mportac16n y exportac1on de

productos agrlcolas Mexlco 1n1c16 un proceso de»apoyo 1ntegral al:'
»llntercamblo comercial, al 51mp11flcar procedlmlentos adm1n15trat1vosr",;  & ;‘;;:
Y fortalecer los requisitos y procedlmlentos fltosanltarlos, con el‘ |

fin de preservar la compet1t1v1dad de los productores nac1onales,z
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la ecoclogia de nuestros sistemas naturales y la sanidad de nuestra
agricultura, por lo cual se requiere urgentemente la homogenizacién
de las técnicas de diagnéstico de fitopatégenos, con los paises que
se tienen convenio de intercambio comercial como son: Estados Unidos
de América, Canadd, Chile, Cuba, Argentina, Brasil, Holanda, Espaifia,
Costa Rica, Repiblica Checa, Francia, Guatemala y Japdn, entre otros

(SAGAR, 1995).

La mayoria de estos estudios se han realizado en Estados Unidos
Americanos; Mathur, et al (1975), Baker (1980), Hampton y Matthews
(1980), Matthews (1980), Mangan (1983), Kulik (1984), HeWett (1987)
e Irwin (1987), entre otros, han buscado nuevos métodos de deteccidn
de hongos en semillas, logrando mejorar las téénicas ya existentes;
por lo que resulta necesario determinar las técnicas para'hongos y

virus, mds recomendables en nuestro pais en cuanto a tiempo y

confiabilidad basdndose en sus posibilidades tecnolégidas. Es

decir, se requiere implementar técnicas rapidas y precisas que

permitan tener la certeza de que la semilla se encuentre libre de

patégenos, ya que las técnicas mas usuales se llevan hasta mis de 15

dias en diagnosticar, lo cual implica que mientras‘sé analizan las

muestras tomadas la enfermedad avanza o es retenida en las aduanas.

2.6, TECNICAS DE DIAGNOSTICO

Para la deteccién de organismos patégenos, se requieren de
diferentes métodos de laboratorio, no es posible identificar con un

~ensayo  todos los patdgenos que puedeh estar presentes, ‘Para';el,»



diagndstico, las herramientas modernas reducen la dependencia de la
intuicién . Algunas enfermedades causadas por hongos se pueden
detectar examinando las semillas secas con la lupa, para buscar
estructuras vegetativas (hifas), estructuras reproductoras
(esporas), color y forma o bien; Realizar cortes de tejido enfermo
para observarlas al mwmicroscopio &ptico, buscar estructuras o
inducirlas a 1la esporulacién en camara himeda. Los pardsitos
obligados pueden ser inoculados a plantas hospederas con trozos de
tejido enfermo (Thomson, op. cit.). Los métodos para diagnosticar
una enfermedad viral son: sintomatologia, inoculacidén por maceracién
de tejido enfermo, microscopia electrdénica y serologia por
Inmunosorbencia c¢on Enzimas  conjugadas  (ELISA) entre otros

(CEICADES, 1987},

1. Técnicas de diagnéstico para hongos

al Bl uso de papel secante se usa para obtener una ~répida-

esporulacién en comparacién con los medios de cultivo artificial

e invernadero; es recomendable cuando .el método de agar es

impracticable, como por ejemplo cuando se trabaja fuera del

laboratorio. Puede aplicarse a todas las especies de semillas

proporcionando excelentes condiciones para el desarrollo del micelio

y esporulacién de conidios de una gran cantidad de ‘hongos'

- imperfectos. También se puede bbservar,el desarrollo de signos de

infeccién que se producen por formas patégenas de estos hongosfen‘el

‘brote de7pléntu1as durante la incubacién, pero favorece también el

desarrollo de otros hongos sapréfitos que frecuentemente recubren
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por su rdpido crecimiento a los patégenos, lo cual hace dificil su

identificacién.

b) Otro método que se usa ampliamente es el medio de agar, el cual
emplea una gran variedad; la base es agar y solamente cambia el
medio nutritivo. Este método comunmente llamado "medio de cultivo
artificial", se aplica a todas las especies de semillas en las
cuales 1los hongos sapréfitos se desarrollan lentamente, en
ocasiones el medio de cultivo es selectivo para un grupo de hongos
en especial, lo cual facilita la identificacién de los patdgenos;
por otra parte, el tratamiento es aplicable cuando se dificulta el
crecimiento del micelio y la esporulacién o los sintomas de las
plantas y semillas. La identificacidén es mas rdpida que el método
del papel secante; sin embargo, es necesario tener experiencia y

conocimiento para su manejo (Neergaard, op. .cit.).

c) La presencia de sintomas en pldntulas es otra forma de

diagnéstico de organismos patdgenos en semillas; pues al germinar

aquéllas que estan infectadas pueden desarrollar sintomas semejantes.

a las que se presentan bajo condiciones de campo. Su deSyentaja

consiste en que es a largo plazo, pues sdlo de estavkEOrma es
- posible observar el desarrollo de la enfermedad en la planta. Esta

técnica llamada de invernadero, tiene variedad en cuanto al sustrato

el cual puede ser: arena, drava, suelo, perlita u otro material

semejante (Mendoza y pinto, 1985; Neergaard, op. ‘cit.). Se Esta_ -

técnica es aplicable tanto para hongos, bacterias y virus. Existe .
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otro camino para observar el desarrollo de los sintomas de los
patdégenos y es por inoculacién mecdnica de plantas diferenciales

(Castafio, op. cit.; Hill, 1984).

II. Técnicas de diagnéstico para virus
a) La técnica de ELISA se ha utilizado para el diagnéstico de
virus, existiendo variaciones en ella; sin embargo, el fundamento es

el mismo y se aplica en todos los ensayos inmunosorbentes.

Principio. El antigeno es selectivamente atrapado e inmovilizado por
un = anticuerpo especifico que se absorbe a una fase sdélida
(poliestireno); después una enzima especifica unida al anticuerpo
reacciona con el antigeno, se adiciona a un Sustrato,que da un

color, permitiendo visualizar cualitativamente 1la presencia o

ausencia de antigenos en la muestra o los especificos para el

antisuero utilizado (Clark y Adams, 1979).

b) La microscopia electrénica, es una buena técnica para detectar la

presencia de particulas virales. Funciona a base de una fuente de

electrones que pueden considerarse como‘una'radiacién de pequeiia

ionQitud de onda. En la préctica permitef la‘fobéervééién' de
estructuras hasta de 12, nm ; ‘esto es ‘1000 ~veces_‘mejor‘fque ,el7'
‘,microscopio  6ptico. Los electrones no pﬁeden moverse a  gran 
distancia en el:aire. La columna del microscopid.electrénico‘aondeff
se encuentran las lentes, el compartimento donde se intfodﬁce‘lé,’

‘muestra a observar y la pantalla, deben estar al alto vacio, lo cual -

15




se logra mediante bombas que extraen el aire y el vapor de agua u
otros gases que pueden evaporarse de la muestra. Esto limita los
tipos de muestra que pueden examinarse (CNRDF, 1993). A pesar de no

probar esta técnica, es importante conocerla.
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3, OBJETIVO GENERAL

Probar cuatro técnicas de diagnéstico de enfermedades causadas por
hongos y virus transmitidos en semilla de jitomate (Lycopersicon
esculentum Mill.) y chile {(Capsicum annuum L.), con el fin de
determinar cudl o cuales son las méjores en cuanto a tiempo y

precisién.

3.1, OBJETIVOS ESPECIFICOS

~ Comparar las técnicas de cdmara humeda, medios de cultivo
artificial y plantas diferenciales, en relacidn al tiempo vy
‘precisidén para el diagndstico de hongos fitdpatégenos tranSmitidos

por semilla de jitomate y chile.

- Comparar la técnica serolégica ELISA con la de plantas
diterenciales para el diagnéstico de viru3~transmitidos en semillé

de jitomate y chile.
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4, HIPOTESIS

- El uso de medios de cultivo artificial en el diagnéstico de
hongos fitopatégenos transmitidos en semilla de jitomate y
chile, puede ser la mejor técnica por el ambiente 6ptimo que
rodea a las semillas, el cual proporciona un buen crecimiento y

una esporulacién de los hongos llevados en éstas,

- La técnica seroldgica ELISA es la mds apta para el diagndstico

de virus fitopatdégenos en comparacién de las plantas

diferenciales, ya que proporciona certeza y rapidez por su alta

sensibilidad y desarrollo cientifico,
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5. MATERIALES Y METODOS

El trabajo se 1llevé a cabo dentro de las instalaciones del
laboratorio e invernaderos del Centro Nacional de Referencia de
Diagnéstico Fitosanitario, dependiente de la Direccién General de
Sanidad Vegetal, S.A.R.H. (Ahora Secretaria de Agricultura,
Ganaderia y Desarrollo Rural (SAGAR)). Esta investigacién se

realizé en dos etapas:

- Obtencién de semilla enferma

- Pruebas de las técnicas de diagnosis para hongos y virus.

5.1 OBTENCION DE SEMILLA ENFERMA

Los dos cultivos en los que se realizd el trabajo fueron jitomate

(LycoperS1con esculentum Mill) y chile (Capsicum annuum L. ), de las

varledades Florida MH-1 y Serrano,. respectlvamente Todas ‘las
plantas se mantuv1eron en 1nvernadero a 25§C.-Las cepas. de hbngos
fueron proporcionadas por el Departamento de ‘FitopatOlogia"dél

Colegio de Postgraduadbs, Chapingo ' las Cuales Se'conaervaron‘en

~medios de cultivo (PDA), y las cepas de v1rus,~por la Unlver51dad

~»Autonoma de Chapingo.

Se trabajé con semilla certifiéada, ademds se le‘realiga éruebas,,
fltopatologlcas para garantlzar el obtener plantas totalmente sanas Sl

Para obtener la semllla contamlnada con hongos y v1rus, se 1noculo~'af"
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el patégeno en Eruto (para el caso de hongos) y en flor (para
virus); con el objeto de trabajar con seguridad semilla enferma y
de esta Forma comprobar la precisién del diagnéstico. La

inoculacién (marcada con una X) se realizd de acuerdo al cuadro 4:

CUADRO 4 .INOCULACIONES

PATOGENO JITOMATE CHILE NATURALEZA
Cladosporium fulvum . X X Hongo
Phytophthora capsici X Hongo
Phytophthora infestans X Hongo
Fusarium oxysporum X | X Hongo
Virus Mosaico del Tabaco X X " Virus
Virus Mosaico del pepino ‘ X ‘, Virus

X s‘INOCULACION REALIZADA

a) Inoculacién de hongos

Se seleccionaron 20 plantas sanas de chile vy 20 de jitomate con

frutos a punto de. madurar, se inocularon los frutos de cada planta

en ambos cultivos de la 51gu1ente forma:

1Se reallzo una pequefia incisidn de aproxlmadamente medlo‘ centlmetro
en la parte del casquete del fruto, en la cual se coloco una pequena '

porc1on del cultivo del hongo con ‘unas plnzas flnas y eStErlleS,f”w
Posterlormente,‘ se asperjoé toda la‘,planta con agua esterll,; Se4j‘

cubrié totalmente con bolsas de plastico transparente para mantener
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un ambiente himedo y de esta forma lograr el crecimiento vy
penetracién del hongo en el fruto. Al tercer dia se fue descubriendo
poco a poco para evitarles un cambio brusco de temperatura. Cuando

los frutos ya estaban maduros se recolectaron y se extrajeron las

semillas.

b) 1Inoculacién de virus
La inoculacién de los virus se realizd antes de la fecundacién de la
flor, con la finalidad de evitar que se presentara una resistencia

hacia ellos en el momento de ésta.

En un mortero estéril se macerd un gramo de tejido enfermo (follaje)

contenido en 4 ml de buffer de fosfatos a pH de 7, para estabilizar

- a’los virus. Se tomaron 20 plantas sanas de jltomate y 20 de chlle

antes de florecer, con una jeringa hlpodermlca estéril se tomé

solucién del macerado y se 1noculo, en. el ovario de la‘ flor., Al.

madurar los frutos se separd la semilla (Garret, 1987;‘Hill,'1994);

5.2.. ECQICA DE IAQNOSTICO PARA HONGOS Y VIRUS

Las tecnlcas probadas para ambos cultlvos se muestran en' el cuadro

5, en el que se marca con una X la técnica usada para cada patogeno
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CUADRO 5. TECNICAS DE DIAGNOSTICO PROBADAS

Cémara humeda Medios de ELISA Plantas
cultivo diferenciales
Hongos X X X
Virus X X

1, Camara Humeda (Richardson, 1979; Garreth, op.cit.)

Se trabaj® en una campana de flujo laminar, la cual se esterilizé
con alcohol etilico al 96%. El material de cristaleria, el agua y
las camaras hlimedas se esterilizaron en autoclave. Las cémaras se
elaboraron con cajas Petri estdndar de cristal, dentro de las cuiles
se colocaron dos discos de papel filtro; uno en la'tapa Y oﬁro en la
base, todos ellos estériles. Ak la ‘hora de usar cada camara ‘se

asperj6 con agua estéril.

Se tomaron 100 semillas de jitomate y 100 ‘de chile, que estaban -

infectadas con hongos, para desinfestarlas con hlpoclorlto de sodio

al 1% durante un minuto y ellmlnar los hongos sapréfitos que ‘
‘bpudleran contener estas semillas en la superf1c1e; Se iavéron‘;tres
veces con.  agua esterll - se escurrleron Yy flnalmente se colocaron"
en las cémaras humedas. Se dejaron 1nCubar a temperatura amblente '

(25°C) durante dos dias. Se tuv1e;on tres repeticiones en cada"‘, 

prueba, por cada,patégeno y cultivo.

Las camaras himedas se rotularon con el nombre del cultivo, fecha y




nimero de repeticién. Pasadas las 48 horas se revisaron al
microscopio estereoscépico; si se encontraba micelio, se procedia a
romar una muestra la cual se prepard con ayuda de cinta adhesiva
transparente, ésta se colocé sobre un portaobjeto que contenia una
gota de lactofenol azul de algoddén (ver apéndice 1) y se observé en
el microscopio déptico para su identificacién con ayuda de
bibliografia (Romero, 1988) y especialistas. Cuando no se encontraba
esporulando el hongo, se dejaba incubar mids tiempo para revisarse

posteriormente. .

2. Medios de Cultivo Artificial (Neergaard, 1979; Garreth, op. cit.)
Los medios de cultivo artificial que se manejaron fueron:
Papa-Dextrosa-Agar (PDA), agar harina de maiz (AHM); y agar-agar

(AA), (ver apéndice 1). Bstos medios se seleccionaron por ser de

crecimiento general, sencillos de preparar y accesibles en el pais.

se procedié a la desinfestaéién de la semillaskcomofse indicé en ia
técnica anterior 'y enséguida se agité la"ééméra\ dufénte: 2 ov'j
minutos para quitar el exceso de agua Y obtener‘la semilla lo mas
seca posible. Se pasaroh 10 semillas de éstas a los medios de

cultivo ya preparados con ayuda de unas pinzas, se incubaron a 27°C

durante 48 horas. Se hicieron tres repeticiones para cada cepa de
hoﬁgo‘y para cada medio artificial. Las cajas petri Se revisaron 3 ‘
las 24, 48 y 72 horas después de su siembra. Finalmente se

identificaron los hongos encontrados en cada uno de los médids‘quér«
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se trabajé con ayuda del microscopio &ptico, bibliografia vy

especialistas tomdndose notas de tiempo y patdgeno encontrado.

3. Plantas Diferenciales (Neergaard, 1979; Hill, op. cit.)

PARA HONGOS

En esta prueba se utilizaron dos invernaderos, en uno de ellos
se colocaron las plantas en estado sano y los almicigos, en el otro
ge colocaron las plantas inoculadas. El suelo que se utilizd fue del
usado en Jjardinerfa, se esterilizé con bromuro de metilo;
desinfectante eficaz que destruye microfauna y microflora del suelo

(Juscafresa, 1973).

Las especies adecuadas para esta técnica son: Lycopersicum sculentum
(jitomate) , Capsicum annuum (chile), Cucurbita melo (meldn), Cucumis

sativum (pepino), Nicotiana xanthi (tabaco), Datura cbramoni

(toloache) y Chenopodium amaranticolor (quelite) para  ambos

¢

CUlthOS. Estas especies desarrollan sintomas semejantes a los que

presentan el Jltomate y chile.

Se formaron 3 lotes con cada patdgeno (Phytophthora capsici,

| Fusarium' oxysporUm,v Cladosporium fulvum), cada lote contuvo 2

ejemplares de cada planta diferencial incluyendo 1os‘teStigos) esto

es, por cada planta d1ferenc1al hubo un testigo blanco Todas estas -
l‘plantas tenian  un mes de edad, esto es; cuando apenas tuv1eron 3
hojas. deSarrollads La 1noculac1on se reallzo a nivel . ralz que es.‘

donde mds rapldamente penetran estos hongos (Agrlos, ‘op. cit.).
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posterior a la inoculacién del patdgeno se observd el desarrollo o
augsencia de sintomas (Cuadro 6), se revisé a la vez si estos
sintomas corregspondian a la enfermedad correspondiente. El
desarrollo de todas las plantas se compararon con los testigos de
cada lote. Todas las plantas diferenciales usadas fueron sanas y

entre ellas las mds vigorosas.

CUADRO 6.SINTOMAS DE LOS PATOGENOS INOCULADOS (Agrios, 1991)

GENERO - | ENFERMEDAD SINTOMAS
Phytophthora capsici{ Pudricién del manchas necréticas en
fruto en hojas, marchitamiento y
chile pudricién del fruto.
P. infestans Tizdén tardio Manchas oscuras en los
en jitomate bordes inferiores de las
' hojas, pudricién del
fruto, PR
Fusarium oxysporum Marchitez ' Amarillamiento ;de“lOSK‘,
en chile y ‘bordes de las hojas|
jitomate ~ inferiores de la planta,

- extendiéndose hacia la
nervadura central por lo
que toda la planta,  .se
marchita *~ y . empardece|
hasta que muere. ‘

cladosporium fulvum |Moho de las ‘| Manchas mohosas Y pardas‘,
' hojas en chile en las hojas 'y frutos,
y jitomate decaimiento de la planta

Los sintomas de enfermedad en las plantas se diagnosticaron' Pd?'.

médio de observacidén directa y con ayuda ' del “microscopio
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estereoscdpico y del de contraste de fases, asi como cultivo de
tejidos para corroborar el ataque del hongo. Esto es, al presentarse
algin sintoma en alguna planta se tomdé una muestra y se observd al
microscopio oéptico, se incubd y se sembrd en Papa-Dextrosa-Agar,

agar-agar y agar harina de maiz.

PARA VIRUS

Se formaron dos lotes, cada uno con dos ejemplares de cada planta
diferencial y sus respectivos testigos blancos, mismas especies
usadas para hongos. Los virus inoculados fueron el Virus Mosaico del
Tabaco (VMT) y el Virus Mosaico del Pepino (VMP). Cada virus se
inoculé por separado, se realizé a nivel hoja, para lo cual se tomé
de planta enferma 1 gramo de follaje, se macerd en un mortero con 4
ml de solucién buffer de fosfatos a pH de 7. A tres de las hojas de
cada planta se le espolvored carborundum como .abrasivo, con }el
objeto de rasgar el tejido yv que éste penetre perfectamente el
virusv 'Se tomd del macerado con ayuda de un isopo y se unto
~suavemente sobre las hojas espolvoreadas con carborundum, culdando
de no romperlas. Para qultar el exceso del abras1vo Y% CEJldO se
enjuagaron las plantas con agua potable Se sigué el desarrollo de

los sintomas en cada lote, comparandolos con el cuadro 7.
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CUADRO 7. SINTOMAS DE VIRUS INOCULADOS (Vega, 1989)

VIRUS SINTOMAS

Virus Mosaico del tabaco Manchas clordticas pequeflas en
toda la hoja (mosaico) Y
arrugamiento

Virus Mosaico del Pepino hojas  arrugadas, cloréticas vy
achaparramiento de la planta

4, técnica Serolégica de Inmunosorbencia con Enzimas Conjugadas
(ELISA) |
La técnica ELISA es muy sensible a la presenc1a de v1rus, adn en
minimas concentraciones se pueden detectar, por lo que se trabajé
con semillas y follaje de jitomate vy chile,‘ usando testigos

positivos (planta enferma), negativos (planta‘sana) para el Virus,

Mosaico delktabaCo (VMT) y el Virus Mosalco del Peplno (VMP) - y, solo

bblanco (sin’ V1rus). para el Virus Mosalco de la Alfalfa (VMA)Vy paxa

el Virus Mancha Anular del Tomate (VMAT) . Se realizaron 2

repet1c1ones en cada muestra ‘Estos dos UltlmOS virus se

con51deraron porque al analizar mlcroblologlcamente la semllla antes GE

de usarse se detectaron. Esta prucha se realizé en placas de'

polieStirenof transparentes, de 12 em X '8 om, dividida en 96

, mlcrOpOZOS acomodados en 12 columnas y 8 renglones (figura 6).;o
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Esta técnica se llevé a cabo en dos dias. Existe de ella dos
procedimientos: via peroxidasa vy via fosfatasa alcalina, esto
depende de la base usada para el sustraro del antisuero, segin

técnica de los antisueros usados (AGDIA).

FOSFATASA ALCALINA: esta via se usé con el antisuero del Virus
Mosaico del Pepino (VMP) y para el Virus Mosaico de la Alfalfa

(VMA) .

PEROXIDASA: se usé para el Virus Mosaico del Tabaco (VMT) y para el

Virus Mancha Anular del Tomate (VMAT).

ELISA CON SUSTRATO DE FOSFATASA ALCALINA

~La placa de poliestireno - se dividié‘ para 108 'dbs virug a

identifiCar Renglones B y C para el VMP en follaje y semllla dé‘
chile, renglones Dy E para el VMA en follaje Y semllla de chlle, en
renglones F y G para el VMA en. follaje y semilla de Jltomate, en'

renglon A, testigos p051t1vo Y negatlvo .para el VMP y ‘en el renglon‘ |

H, blancos para el VMA (no hubo test1g05‘ positivos), Se tomaron 6 S

muestras compuestas de cada lote de v1rus (VMA y VMP),vapartlr de laff

columna 7 se coloco - la repet1c1on correspondiente tanto en sem111af*5p”"“‘
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como en follaje (cuadro 8). Enseguida se cubridé la placa adicionando
el primer antisuero para cada uno de los virus mencionados, con una
dilucién de 1:1000 en solucidn amortiguadora (SOLAM) de cobertura.
De esta dilucidén se coloco 200 ul en cada pozo de la placa (ver

apéndice 2) y se incubd durante 4 horas en una cdmara himeda.

Después de las cuatro horas se lavd la placa, se vacié fuerte su
contenido y se enjuagd tres veces con buffer de lavado (Ver apéndice
2), en cada lavado se sacudié fuertemente boca abajo sobre papel
secante. Loé siguientes lavados se realizaron de la misma forma.
Enseguida se macerdé 0.2 g de cada muestra compuesta de semilla de
chiie con 2 ml de buffer de extraccién, de igual forma se macerd
semilla de jitomate y por separado, cada una de las muestras
compuestas del follaje en una relacién de 1:10 (0.2 g de muestra
por 2 ml de buffer de extraccidn) tanto para las mueétraé de chile
como para las muestras de jitomate. De este macerado - se cql0caron 
200 ul en cada pgzo de la placa, se‘incubé durante toda‘lavnoche‘en

una camara humeda a 6°C.

Al siguiente dia se lavd la placa de la misma manera ya descrita,
posteriormente se colocd el segundo antisuero monoclonal o detector.

Este antisuero (anti-VMP y anti-VMA) se diluyé en SOLAM Reactivo A

,(Ver‘apéndice 2) en proporcién de 1:1000 y de ésta se colocaron

200 ul en cada pozo de la placa, se dejé incubar durante 2 horas en
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CUA‘DRO 8. MAPA DE MUESTRAS PARA ELISA CON FOSFATASA ALCALINA EN CHILE Y JITOMATE.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A - {testigo+  |testigo- testigo + | testigo -
B |VMP-F |VMP-F | VMP-F |VMP-F |VMP-F |VMP-F [VMP-F |[VMP-F |[VMP-F |[VMP-F |[VMP-F |VMP-F
' chile chile | chile chile chile chile chile chile chile chile chile chile
C VMP-§ [VMP-§ |[VMP-S§  [VMP-S§ |[VMP-§  [(VMP-§ |[VMP-S |[VMP-S |[VMP-S [VMP-S |VMP-S |VMP-§
" {chile " | chile chile chile chile chile chile chile chile chile chile chile
D VMA-F [VMA-F |VMA-F |[VMA-F [VMA-F [VMA-F |VMA-F {VMA-F |{VMA-F |[VMA-F |VMA-F |VMA-F
chile chile chile chile chile chile chile chile chile chile chile chile
E VMA-S |VMA-S |[VMA-S |VMA-S |VMA-S |VMA-S [VMA-S |VMA-S JVMA-S [VMA-S {VMA-S [VMA-S
chile chile chile . chile chile chile chile chile chile chile chile chile
F VMA-F {VMA-F (VMA-F {VMA-F [VMA-F {VMA-F |{VMA-F |VMA-F |VMA-F {VMA-F |VMA-F |VMA-F
jitomate . {jitomate  |jitomate - {jitomate |jitomate |{jitomate . |jitomate |jitomate ljitomate |jitomate |jitomate |jitomate
G VMA-S JVMA-S |VMA-S {VMA-S |{VMA-S |VMA-S [VMA-S JVMA-S |VMA-S [VMA-S |VMA-S |VMA-S
jitomate |jitomate |jitomate |jitomate |jitomate |jitomate |jitomate |jitomate |{jitomate |jitomate {jitomate | jitomate
H blanco - ‘ blanco
VMA. VMA
F:FOLLAJE
REPETICIONES

S:SEMILLA -




cdamara himeda, para después volverla a lavar. Ya lavada se adiciond
el conjugado (antisuero-enzima), el cual se prepard diluyéndolo en
solam reactivo A en una proporcion de 1:1000 y de éste se
adicionaron 200 ul a cada pozo, se incubd por una hora a temperatura
ambiente. Se volvié a lavar la placa y finalmente se adicioné el
sustrato; el cual se preparé diluyendo 1 pastilla de P-Difenil
Fosfato (PNP) en 20 ml de solucién buffer de PNP (ver apéndice 2),
en una concentracién de 1 mg/ml para tomar de ésta 200 ul para cada
pozo de la placa. Se incubé por 30 minutos a temperatura ambiente en’
oscuridad. Pasado este tiempo, cuando los testigos positivos y
negativos colorearon de amarillo, se leyé la placa a 405 nm en

el lector de ELISA.

ELISA CON SUSTRATO DE PEROXIDASA
La placa se dividié para los tres virus de la siguienteiformé: en el
renglén A se colocaron dos blancos parahel VMAT; en loé renglones B
y C se destind para él VMAT en follaje y semilla; los. reﬁgionés D y
E para el VMT en follaje y semilla de jitomate y en los renglones F
y G el VMT follaje Yy semllla de chile y en el renglon H se colocaron

los testigos positivos y negativos del YMT (Cuadro 9),

Como primer paso,'se adlclono el antlsuero prlmarlo o atrapador por.'

separado, para cada uno de los virus (VMT y VMAT) en solu01on buffer

" de cobertura (ver apendlce 2) en una concentracmonkde 1;1000. De
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CUADRO 9. MAPA DE MUESTRAS PARA ELISA CON PEROXIDASA EN JITOMATE Y CHILE.

1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12
A .}blanco blanco
: VMAT ' VMAT
B VMAT- [VMAT- {VMAT |(VMAT |VMAT- |[VMAT- |VMAT- {VMAT- [VMAT- {VMAT- |VMAT- | VMAT-
F- F- |F- F- F- F- F- F- F- F- F- F-
jitomate |jitomate |jitomate |jitomate |jitomate |}jitomate |jitomate |jitomate |jitomate |jitomate |jitomate |jitomate
C | TmRSV | VMAT- | VMAT- [VMAT- [VMAT- |VMAT- [ VMAT- |VMAT- |VMAT- |VMAT- |VMAT- |VMAT-
S- S- S- S S- S S- S- S- S- S- S-
jitomate |jitomate ' |jitomate |jitomate |jitomate |jitomate |jitomate |jitomate |jitomate |jitomate |jitomate |jitomate
D VMT-F [VMT-F |VMT-F |VMT-F |VMT-F |VMT-F |VMT-F |VMT-F [VMT-F |VMT-F |VMT-F |VMT-F
jitomate | jitomate _ | jitomate | jitomate | jitomate | jitomate |jitomate |jitomate |jitomate |jitomate |jitomate |jitomate
E VMT-S {VMT-S |VMT-S |VMT-S |[VMT-S {VMT-S |VMT-S |VMT-S [VMT-S {VMT-S |VMT-S [VMT-S§
. jitomate ' |jitomate |jitomate |jitomate |jitomate |jitomate |jitomate |jitomate |jitomate |jitomate |jitomate |jitomate
F  AVMT-F. {VMT-F |VMT-F |VMT-F |VMT-F {VMT-F VMT-F |VMT-F |VMT-F [VMT-F |VMT-F |VMT-F
chile | chile chile chile | chile chile chile chile chile chile chile chile
G VMT-S |VMT-S |VMT-S {VMT-S {VMT-S |VMT-S [VMT-S |[VMT-S |VMT-S |VMT-S |VMT-S | VMT-8§
- | chile chile chile chile chile chile chile chile chile chile chile chile
H 1 Testigo ‘ : ' ‘ Testigo
~ _|VMT (+) VMT (-)
- F: FOLLAJE
' REPETICIONES

S: SEMILLA




esta dilucién se colocaron 200 ul en cada pozo y se dejd reposar a
temperatura ambiente durante 4 horas en una cdmara himeda. Pasada la
incubacién se lavd la placa como en el procedimiento anterior; paso
segquido se prepararon las muestras macerando semilla y follaje por
separado con buffer de extraccién 0.2 g en 2 ml. De este macerado
se colocaron 200 pul en cada pozo por cada muestra y se dejd reposar

durante toda la noche.

Al siguiente dia, se volvié a lavar la placa para adicionar el
conjugado (segundo antisuero monoclonal o detector). Se diluydé el
antisuero anti-VMT y anti-VMAT (1:200) por separado, en otra
dilucién del componente MRST (componente que acompafia al antisuero)

y buffer PBST (proporcién de 1:5), se adicioné 200 ul de esta

' solucién en su respectivo pozo. Se incubd durante dos horas en. una

cdmara himeda, Se lavd la placa y en seguida se prepardé la solucién
de sustrato para lo cudl se diluyé OPD (ver apéndice 2) en agua
destilada en una relaci6n de 1:9, en esta solucién se dejb remojaf

durante dos minutos una etiqueta de OPD, que es. parte del Juego de

antisueros. Se mezclé todo esto y se adlciono 200 ul a cada pOZOf

despues se incubé durante 15-30 mlnutos en oscurldad hasta que se
observo una coloracidn naranja,, flnalmente se procedlo a tomar

lectura en el lector de ELISA a 490 nm. ‘En general el procedlmlento,'

"fse reallzo de acuerdo al 31gu1ente dlagrama de flujo
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DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA TECNICA SEROLOGICA ELISA

Antisuero de cobertura

incubacidén por cuatro horas

lavado de placa

macerado y extraccidén de savia

!

incubacién toda la noche

lavado de placa

conjugado (antisuero-enzima)

l

incubar una hora

lavado de placa

solucidn de sustrato

!

incubacién de 15 a 30 min.

leer en el lector de ELISA
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6, RESULTADOS Y DISCUSION

HONGOS

CAMARA HUMEDA Y MEDIOS DE CULTIVO

Las investigaciones sobre técnicas de diagndéstico en plantas se
orientan mds a modificar las técnicas ya existentes por ejemplo
Kulik (1984) que modifica la técnica de camara himeda para la
deteccién del hongo Phoma lingam que ataca a cruciferas, o a buscar
nueva tecnologia més sofisticada como Irwin (1987), pero no nos
indican cual es la mids recomendable de acuerdo a nuestros objétivds,

ya que no son estudios llevados a cabo en nuestro pais.

En el cuadro 10 se puede ver un resumen obtenido del crecimiento de
hongos en semilla de jitomate para las técnicas de camara himeda y
medios de cultivo artificial. Se necesitaron de 3 dfas para
dlagnostlcar, ya que el Per10d0 de crec1m1ento y esporulac1on de los
hongos es entre 2 y tres dias, midximo 4.»Despues de este periodo elv
crecimiento de las colonias es abundante, y dificdita 1a

1dent1f1cac16n de los patdgenos que son los que nos 1nteresan Hay

. que con51derar ademas que al manlpular los medlos de creC1m1ento Y
revisarlos hay mds riesgo de contaminacién alin si se trabaja ba]o 1a

- proteccion del calor de’ mecheros Y la campana de flujo lamlnar

Al primer dia en camara himeda ya Habia crecimiento y esporulaCiéh;

entre: los cuales se . 1dent1f1co a Alternar1a SOlanl. A pesar de que

este hongo no fue 1noculado tal patégero se transmite en semllla de 3_;
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CUADRO 10. HONGOS 'ENCONTRADOS EN SEMILLLA DE JITOMATE, EN CAMARA HUMEDA Y
DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO NUTRITIVOS.

, , : MEDIOS DE CULTIVO ARTIFICIAL
DIAS CAMARA HUMEDA
_PAPA - DEXTROSA - AGAR AGAR - AGAR AGAR - HARINA - MAIZ
1 Alternaria solani Rhizopus sp SIN CRECIMIENTO CRECIMIENTO DE
Rhizopus sp CRECIMIENTO DE MICELIO MICELIO
| Alternaria solani Rhizopus sp SIN CRECIMIENTO Rhizopus sp
2 Rhizhopus sp Alternaria solani Fusarivu:a oxysporum
Fusarium oxysporum Fusarium axysporum Alternaria solani
A. solani 7 Rhizopus sp , Alternaria solani Rhizopus sp
3. | Rhizopus sp Alternaria solani Fusarium axysporum Fusarium axysporum
F. -axysporum Fusarium axysporum Alternaria solani
Cladosporium fulvam Cladosporium fulvum Phythophtora capsici
o Phytophthora capsici
v : : ] 7 S 7 Alternaria solani
4 EXCESO DE CRECIMIENTO | EXCESO DE CRECIMIENTO Fusarium oxysporum EXCESO DE CRECIMIENTO
: ' : ' S Cladosporium fulvum




un ciclo a otro como lo indica Moreno (1988), causando en jitomate
la pudricién del fruto. Este hongo ya lo portaba la semilla desde su

inicio por lo que se consideré para los resultados.

Rhizopus sp es otro de los hongos identificados, tanto en camara
hameda como en  PDA. Este género carece de importancia
fitopatoldgica, a pesar de considerarse un hongo de deterioro
avanzado, el cudl tal vez provino de alguna semilla muy deteriorada
puesto que éstas se seleccionaron al azar para su siembra a pesar de

usar semilla certificada.

En el medio de cultivo agar-agar no hubo crecimiento alguno y en el
de agar-harina de maiz tan solo hubo crecimiento de micelio, esto

quiere decir que alin no madura el hongo.

Al dia 2 , en cdmara himeda y PDA se identificé,Fusarium,okysporum y
en. el medlo agar harina de maiz éste mismo, pero atn los COnlleS
inmaduros. Al tercer dla se 1dent1f1co claramente este hongo al 
encontrarse los conidios ya maduros en abundanc1a. El medio agar

agar hasta este dia fue que se identificé a Alternaria;solani’y

- Fusarium oxysporum, en el resto de los medlos de cultlvo Y cimara -

humeda el crecimiento fue muy abundante, ain a81 se”’ 1dent1fic6 a

Cladosporlum fulvum ) causante del moho de la hoga en jltomate,, ~

tanto en cémara himeda como en PDA Un hongo mas espec1f1co como elv

género Phytophthora requlerenf de cond1c1ones 'espec1a1es de
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nutricidén, luz y temperatura para su crecimiento, ain asi se logrd
identificar en PDA y agar harina de maiz. Este hongo es el causante

del tizén tardio en jitomate, el cual pudre el fruto.

Mas de 3 dias ya no tiene caso buscar mas patébgenos puesto que; el
crecimiento de las diferentes colonias fue tan abundante que se
cubrian unos con otros, a excepcidn del medio agar-agar en el cual
apenas si crecieron tres diferentes colonias: Alternaria solani,

fusarium oxysporum y Cladosporium fulvum.

Para la semilla de chile se encontré algo similar, lo cual podemos
ver en el cuadro 11. Se puede obgervar que la camara hidmeda
proporciona gran informacién sobre los hongos presentes en las
semillas; pués por esta técnica se logré identificar’tres‘ ’especies
dos de las cuales fueron inoculadas: claddsporiUM'fulvumvy»Fusarium
oxysporum, sin embargo, en comparacién con‘los nedios,dé cultivo
artificial es menos eficiente porque con éétos,:ﬁltimos"sev
identificé mayor nimero de patégenos, sin embargo la cémara‘hﬁméda
es recomendable cuandovse‘trata‘de hongos'éspecifiéos Que necesitan -
forzosamente  el sustrato del hospedero para su crecimiento y

esporulacién.

Los medios PDA y harina de maiz son muy similares, puesto que con -

ambos ‘se detectd el mismo nimero de hongos y con la misma

diversidad; aunque con diferente desarrollo de las colonias, el
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CUADRO 1. HONGOS ENCONTRADOS EN SEMILLLA DE CHILE, EN CAMARA HUMEDA Y DIFERENTES
- MEDIOS DE CUL'ﬂVO NUTRITIVOS.

o o MEDIOS DE CULTIVO ARTIFICIAL
DIAS " CAMARA HUMEDA
PAPA - DEXTROSA - AGAR AGAR - AGAR AGAR - HARINA - MAIZ
1 Cladosporium fulvum 'MICELIO SIN CRECIMIENTO MICELIO
MICELIO :
Cladosporium fulvum Penicillium sp. Penicillium sp. Penicillium sp.
2 | Alternaria solani Cladosporium fulvum Alternaria solani Cladosporium fulvum
Fusarium oxysporum ‘Alternaria solani Curvularia sp.
‘ Curvularia sp. Fusarium oxysporum
: -} A.-solani Alternaria solani
3 | Cladosporium fulvum EXCESO DE CRECIMIENTO Fusarium axysporum SIN CAMBIO
F. axysporum ' ‘ Penicillium sp.
4 | EXCESO DE CRECIMIENTO EXCESO DE CRECIMIENTO | EXCESO DE CRECIMIENTO




crecimiento de éstas es mds rdpido en el medio PDA, El1 medio
agar-agar es menos eficiente, a pesar de que su crecimiento es menor
y se pueden distinguir mejor las diferentes colonias emergentes, la
diversidad es menor, la razdn es que este medio es muy pobre en
nutrientes, por lo tanto son pocos los microorganismos que pueden
crecer en ellos. Este resultado es apoyado con pruebas que se han
realizado en este centro con otras especies de semillas y en el
extranjero como Hewett (1987), quien encuentra muy aceptable la
técnica de Papa-Dextrosa-Agar para detectar Ascochyta pisi Lib (otro

hongo) en semilla de chicharo.

Como se pudo observar en los cuadros 10 y 11, la cémara himeda vV ei
medio PDA tanto para semilla de jitomate como en semilla de
chile, resultan ser los mis eficientés, puesto qﬁe‘al segundo dia se
diagnosticdrbn la mayoria de los patdgenos para ia}semilla de éhile
y al tercer dia en jitomate, siéndo ya inadecuédo‘ buscaf mas
patégenos al cuarto dia, puesto que ei crecimiento fue muy abundénte

y los hongos que‘surgian fueron sapréfitos, esto es; no. patdgenos

~para jitomate y chile, por lo cudl ya no era operante debido a que

se corre el riesgo de que sean contaminantes.

PLANTAS DIFERENCIALES

 Fue diffcil esta técnica, desde la inoculacién de los patégenos e

hasta el desarrollo de los sintomas; los cuales en ocasiones no se
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podian detectar hasta mas avanzado el daflo, por ejemplo
marchitamiento, amarillamiento o pudricién del fruto. Fusarium
oxysporum se logré inocular a todas las diferenciales usadas, por
otra parte en el caso de Phytophthora capcisi sdlo se logrd inocular
en Lycopersicon esculentum, por lo que no fue posible trabajar bien
con este hongo, esto Se atribuye a que es un hongo especifico y
dificil de manejar, ademas con esto se demuestra lo complicado de la
técnica por lo que es necesario un cambio a otra mds confiable

(Ramirez y Romero 1980) .

EN VIRUS

Cucumis sativum fue la primera en presentar sintomas ~ de
moteado debido al VMT, caracteristico de éste a los 15 dias de
inocuiado, al mismo tiempo Nicotiana xanthi presentd daflos
semejantes a las raspaduras, probablemente'causados al realizar la
inoculacién, sin embargo la mayoria de las plantas diferenciales
presentd el tipico mosaico (moteado) y arrugamiento de las
hojas.‘consecuencia del ataque del  VMT (cuaarovlz).‘cébenrecélcar

que las plantas diferenciales nos indican los principales sintomas

que presentan los cultivos en el campo (Rodriguez y Acosta, op.

cit.).
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CUADRG 12.

SINTOMATOLOGIA OBSERVADA EN LA

INOCULACION DE VIRUS

MOSAICO DEL TABACO EN AMBOS CULTIVOS.

Cucurbita melo

Chenopodium amaranticolor

PLANTA DIFERENCIAL EVALUACION SINTOMA OBSERVADQ
EN DIAS

Cucumis sativum 15 Moteado por VMT
Nicotiana xanthi 15 Dafios semejantes a las

raspaduras en hojas
Lycopersicon esculentum 20 Moteado y arrugamiento

’ en hojas

Capsicum annuum 20 Moteado, mosaico
Datura stramonium 20 enchinamiento de hoja y

mosaico

Ninguno

Ninguno

ElL lote 1noculado con el Virus Mosalco del Peplno presenta algunas

plantas diferenciales con sintomas caracterlstlcos los cuales se '

esperaban que se presentaran para dar el dlagnostlco que‘el;VMP eg’ el

virus causante de los dafios

~reporta Vega (1989)

(Cuadro 13),
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CUADRO 13, SINTOMAS EN PLANTAS DIFERENCIALES CAUSADOS POR EL VIRUS
MOSAICO DEL PEPINO

PLANTA DIFERENCIAL TIEMPO SINTOMAS OBSERVADOS
EN DIAS

Cucumis sativum 15 Amarillamiento de hojas vy
enchinamiento

Nicotiana xanthi 17 Enchinamiento de hojas

Lycopersicon esculentum 15 Clorosis y enchinamiento

‘ de hojas

Datura stramonium - ninguno

Capsicum annuum 14 Amarillamiento Y
deformacién de hojas

Cucurbita melo 14 Enchinamiento de hojas

éhenOpodium amaranticolor - ‘ningunov

Esta técnica no es recomendable usarla para los objetivos

- planteados, puesto que se lleva de 20 a 30:dias,‘demasiadd'tiempo

para un diagnéstico, ademds el lugar donde se tfabéja;debé ilevar un

estricto control de insectos y factores ambientales para que no se

,confundan con la sintomatologia de patégenos, aqui se controlé a la

- mosquita blanca con aplicaciones mensuales de insecticidas.
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TECNICA ELISA

Se encontrd que mediante la prueba de ELISA es posible detectar
bajas concentraciones de virus tanto en follaje como en semilla, lo
anterior se puede observar en los cuadros 14 Y 15, que representan
las placas de poliestireno usadas en esta técnica, los nlmeros
representan la lectura de cada muestra dados por el lector ELISA a

490 nm de absorbancia para la via peroxidasa y 405 nm para fosfatasa

alcalina.

Los resultados en esta técnica se basan en la intensidad de
color (colorimetria) que da la reaccidn del complejo
anticuerpo-enzima-antigeno-sustrato, el Cuél varia de un verde claro
(sin reacci6n, con un valor inferior a 0.09 nm) pasando por amarillo

(reaccidn positiva, con valor de 0.1 nm), hasta un naranja intenso

(reaccién positiva, mayor a 0.1 nm).

Los valores resaltados con negritas‘fcorréspbnden a kreacéiones
positivas, con valores iguales o mayores a 0.1 nm de abSorbancia
esto es; hay presencia de virus (Sutula,‘1986) Para el Qirué VHAT
la reaccmon fue negatlva en ambos cultlvos, el cual se conszderoj,
porque al realizar las pruebas mlcroblologlcas ala semllla antes de 
inici ar se detecto, sin embargo, en el desarrollo de las pruebas la
rea001on fue negatlva, ‘esto se debid tal vez a que ‘en’ el estadlo_
adulto, Y habmendo tenido un desarrollo rapldo la 1nc1den01a 'vmral

fue menox, - reportado por Vega, 1989 qulen encontro que los virus se
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CUADRO 14 RESULTADOS DE LA TECNICA DE ELISA CON PEROXIDASA EN FOLLAJE

Y SEMILLA DE JITOMATE Y CHILE.

POZO MUESTRA DESCRIPCION REPETICION| LECTURA A 450 nm
Al M1 VMAT-blanco a 0.002
b 0.002
B1 M1 VMAT-follaje/jitomate a 0.010
b 0.002
Bz Ma VMAT-follaje/jitomate a 0.014
b 0.013
B3 Ma VMAT-follaje/jitomate a 0.090
b 0.113
B4 M4 VMAT-follaje/jitomate a 0.002
‘ b 0.002
Bs Ms VMAT-follaje/jitomate a 0.063
b 0.062
Bs Ms VMAT-follaje/jitomate a 0.003
b 0.002
C1 M1 VMAT-semilla/jitomate a 0.036
b 0.007
Cz M2 VMAT-semilla/jitomate a 0.027
' b 0.011
Ca M3 VMAT-semilla/jitomate a 0.059
b 0.040
Cs M4 VMAT-semilla/jitomate -a 0,017
: b 0.006
Cs Ms VMAT-semilla/jitomate a 0.021
; b 0.005
Cs Ms VMAT-semilla/jitomate a 0.010
, b 0.013
D1 ‘M1 VMT-follaje/jitomate a 0.797
‘ ‘ b -0:721
D2 Ma VMT-follaje/jitomate a 1,302
' b 1.326
D3 M3  VMT-follaje/jitomate a 1.616
, cl b 1.545
D4 Ma VMT-follaje/jitomate a 0.725
; : , b 0.678
Ds Ms VMT-follaje/jitomate- a 1,791
. ~ R b 1.389
Ds Me VMT-follaje/jitomate a 0.036
, S ~ : » b 0.046
E1 M1 VMT-semilla/jitomate a 0.009
‘ : : b 0.006
E2 M2 'VMT-semilla/jitomate a 0.797
1 S ; b 0.008
“E3 M3 ~ VMT-semilla/jitomate - a 0,055
T b - 0.050
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CUADRO 14 CONTINUACION...

Ea M4 VMT-semilla/jitomate a 0.025

b 0.014

Es Ms VMT-semilla/jitomate a 0.089

b 0.010

Ee6 Ms VMT-semilla/jitomate a 0.061

b 0.052

F1 M1 VMT-follaje/chile a 0.023

b 0,015

Fa Ma VMT-follaje/chile a 0,031

y b 0.018

F3 M3 VMT-follaje/chile a 0.119

b 0.111

F4 Ma VMT-follaje/chile a 0.057

b 0.047

Fs Ms VMT-follaje/chile a 0.078

b 0.073

Fé Ms VMT-follaje/chile a 0.010

b 0.003

G1 M1 VMT-semilla/chile a 0.009
b 0.004

G2 Ma VMT-semilla/chile a 0.059

b 0.049

G3 M3 VMT-semilla/chile a 0.034
| b 0.023

Ga Ma VMT-semilla/chile a 0.053
: : b 0.049

Gs Ms VMT-semilla/chile - a -~ 0,079
' , b . Q.086

Gs Ms VMT-semilla/chile a ©0.016
L . o b 0.010

Hi M1 VMT-testigo + a 0,163
“H7 M2 VMT-testigo - a 0.026




CUADRO 15. RESULTADOS DE LA TECNICA DE ELISA CON FOSFATASA ALCALINA EN
JITOMATE Y CHILE.

POZ0 |MUESTRA DESCRIPCION REPETICION |LECTURA A 450 nm
At M1 VMP-testigo + a 0.340
b 0.380
A2 M1 VMP-testigo -~ a 0.021
b 0.018
Bl M1 VMP-follaje/chile a 0.027
' b 0.027
B2 M2 VMP-follaje/chile a 0.036
b 0.027
B3 M3 VMP-follaje/chile a 0.035
b 0.026
B4 M4 VMP-follaje/chile a 0.035
. b 0.026
Bs Ms VMP-follaje/chile a 0.030
. b 0.019
Bé Me VMP-follaje/chile a 0.021
. b 0.016
C1 M1 VMP-semilla/chile a 0.044
b 0.031
Ca Ma VMP-semilla/chile a. 0.032
b 0.009
C3 M3 VMP-semilla/chile a 0.076
‘ b 0.028
Ccs Ma VMP-semilla/chile a 0.032
: ) b 0.022
Cs Ms VMP-semilla/chile a 0.022-
| _ b 0.017
Cs Ms VMP-semilla/chile a 0.022
, _ b 0.022
D1 M1 VMA-follaje/chile . a 0.066
| o b 0.010
D2 Mz VMA-follaje/chile a 0.022
| . b 0.021
D3 M3 VMA-follaje/chile a 0.018
‘ b 0.019
D4 M4 VMA-follaje/chile a 0.047
o b 0.040
Ds Ms VMA-follaje/chile a 0.000
, | | o b 0.004
Dé Me | VMA-follaje/chile a 0.007
| , b 0.003
E1 M1 . VMA-semilla/chile a 0.007
e b o b 0.002
Ez Mz .| VMA-semilla/chile ‘a 0.006
: b 0.002




CUADRO 15 CONTINUACION...

Ea Ma VMA-semilla/chile a 0.001
b 0.005
Ea M4 VMA-semilla/chile a 0.008
b 0.000
Es Ms VMA-semilla/chile a 0.000
‘ b 0.004
Es Ms VMA-semilla/chile a 0.007
b 0.003
F1 M1 VMA-follaje/jitomate a 0.098
. b 0.081
Fa M2 VMA-follaje/jitomate a 0.251
b 0.248
F3 Ma VMA-follaje/jitomate a 0.374
b 0,391
Fs4 Ma VMA-follaje/jitomate a 0.067
b 0.053
Fs Ms VMA-follaje/jitomate a 0.278
b 0.240
Fe Ms VMA-follaje/jitomate a 0.141
b 0.130
G1 M1 VMA-semilla/jitomate a 0.307
- b 0.287]
Ga ‘M2 VMA-semilla/jitomate a 0,118
; b - 0.046
Ga Ma VMA-semilla/jitomate a 0,248
Ga M4 ' VMA-semilla/jitomate a 0.093
L ~ b 0.064
Gs Ms VMA-semilla/jitomate a 0.056
‘ : b 0.049}
Ges Me VMA-semilla/jitomate a 0,261
: ‘ b 0,212
Hi Mi | VMA-blanco a a1
‘ o b 0,016




comportan de esta forma. En las plantas inoculadas con VMT tanto en
chile como en jitomate, se presentd reaccidn positiva obteniéndose
valores desde 0.1 nm hasta 1.7 nm, valores muy significativos. Por
otra parte, Raymond (1989) Y Neergaard (1979), no reportan al Virus
Mosaico del Pepino (VMP) como transmisible en semilla; Vega (1989),
por su parte, lo reporta transmisible en semilla de chile, por 1lo
que se realizaron las pruebas, resultando negativas y no
coincidiendo con éste Ultimo en los resultados. Lo anterior tal vez
se deba a la caracteristica que &l mismo menciona: "La transmisién
por semilla es especifica para el virus y hospederow, por lo que la
variedad del chile usado (serrano) es resistente tal vez al VMP vy
para demostrarlo se tendria que elaborar otro disefio experimental,
lo cual no cocierne a lés objetivos planteados. Por otrd lado, el
reaccioné de forma positiva a pesar de no obtener el testigo VMA
positivo, se probd con un blanco para contrastar. resultados. E1
hecho de que algunos resultados sean positivos no quiere decir que
el ensayo esté mal, esta técnica detecta 1as plantas o mueétras:'
infestadas con hongos y no necesariamente todas las muestras tienen

que ser positivas o negativas (Sutula, op. cit.).

Lo anterior se puede apreciar mejor en las graficas 1, 2, 3 y 4 en las

que se representan los valores del VMAT y VMT en

jitomate y chile respectivamente a 405 nandmetros; en lasigréficas
,‘3 y 4 los vélores del VMP'y VMA en chile y jitomate respectivamente‘

a 490 nm.

41



" DETECCION DE VIRUS EN JITOMATE POR ELISA

A 405 nm

R
FOLLAJE

N T+

 ,, IVMAT,‘ : VMT

 GRAFICA1



" DETECCION DE VIRUS EN CHILE POR ELISA

- A 405 nm

B
FOLLAJE

SEMILLA
N T+




DETECCION DE VIRUS EN CHILE POR ELISA

A 490 nm

e
FOLLAJE
_ISEMILLA
N T+

 GRAFICA3




~ DETECCION DE VIRUS EN JITOMATE POR ELISA

0 , 5 G

04

B
/// FOLLAJE
T ISEMILLA

. 7‘0,2

04

.




En el cuadro 16 se resume el tiempo que se requiridé para dar un
diagnéstico de hongos y virus llevados en las semillas de jitomate y
chile, de las cuales para nuestros objetivos las mas adecuadas son
para hongos; PDA que es una técnica sencilla y para virus; ELISA,

que es una técnica mds complicada pero confiable,

_CUADRC 16. RESUMEN DE RESULTADOS RESPECTO AL TIEMPO INVERTIDO

cdmara | medios de ELISA plantas
himeda cultivo diferenciales
tiempo 2-3 1-3 2 20-30
en dias
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7. CONCLUSIONES

Para hongos, las técnicas de cdmara himeda y medio de cultivo
Papa-Dextrosa-Agar son las mids recomendables, porque proporcionan un
buen crecimiento de éstos y s6lo 2 dias para identificarlos. Son
técnicas sencillas y se pueden adaptar a cualquier tipo de
laboratorio en nuestro pais. Ambas técnicas pueden usarse

complementariamente para mejores resultados.

La deteccién temprana de virus transmitidos por las semillas en
jitomate y chile se puede realizar de forma rdpida y precisa
mediante la serolgia: ELISA, pues tan sdlo se requirié 2 dias para

su diagnéstico y pequeiias muestras de semilla.

Las plantas diferenciales, a pesar de proporcionar buena info;macién
gsobre los patdgenos llevados en las semillas, no es una técnica
adecuada para un diagndstico rdpido y seguro como lo requiere
nuestro pais, debido a la amplitud de tiempo requerido (més de 20
dias), ademds de no ser muy confiable porgue algﬁnosvsincomés pueden

confundirse con efectos ambientales o dafios por insectos.
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 frio se ajusta 3 pH 6.5 y se afor:

libras de presién, se deja en?. z# -

JREF:SALION DE MEDIOS DE CULTIVO ARTIFICIAL

PAPA-DEXTROSA-AGA. .21 *

agar bacterioldgico .

dextrosa y peptona 39 g
agua esterilizada ‘00 ml
Se coloca 550 ml agua esteril..

t en un matraz Erlenmeyer de 1

litro y se le va agregando poco a poco el agar al mismo tiempo que

se agita. Para disolver totalmente el agar se coloca en bafio Maria

durante 10 minutos y se agita. Al enfriarse la solucidén se ajusta

el pH a 6.5, se afora a 1 litro y se pasa la mitad a otro matraz de
un litro. Se tapan muy bién, ses'esterilizan a 185  1b de presién
durante 15 minutos. Cuando la temperatura,‘disminuya hésta .SO°C'

a2 vacia 15 ml eh cajas peﬁri Apreviémente

inv-- agépricas. Se deja solidificar.

AGAR-HARINA DE MAIZ*

agar bacteriolégico bése
harina de maiz 39 g
agua destilada 1500 ml ‘ : N
En 550 ml de agua esterilizada‘sé;diSuelveh los 39 g de agér, se
agita y se méntiené en bafio Maria r:ﬁa facilitar ia‘diSOIucién;_Yé ‘
'liﬁrol‘Se pasan 500 ml a o€rQ  :
matraz de a litro se tapan y s@faaQ‘:i1izan’durénté 15lmih;'a 15~

- vacian 15 ml en cajas petri.

+8




AGAR-AGAR*

agar-agar 20 g

agua destilada 1000 ml

Agregar 600 ml de agua en un matraz Erlenmeyer de 1 litro, vaciar el
agar y agitar hasta disolverse totalmente, se tapa herméticamente el

matraz y se esteriliza a 15 lb de presidén durante 10 min. se deja

.enfriar un poco hasta 50°C mds o menos y se vacian a cajas petri

estériles.

LACTOFENOL AZUL DE ALGODON (colorante para teflir hongos) *

lactofendl (cristales) 20 g
glicerina 40 ml
dcido lactico : 20 ml
agua destilada 20 ml

azul de algodén 0.1 g

Se agregan las sustancias en el orden en que aparecen, se homogeniza

esta mezcla y se'guarda en un frasco ambar.

¥ FUENTE: GARRETH, 1987,
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PREPARACION DE SOLUCIONES PARA TECNICA ELISA PARA VIRUS

Todas las preparaciones para estas soluciones se realizan segin el
ingtructivo (1993) del laboratorio que provee estos reactivos

(laboratorios AGDIA) .

TECNICA ELISA

BUFFER PBST (buffer de lavado)
Disolver en 1000 ml de agua destilada:
cloruro de sodio 8.0 g
fosfato dibdsico de sodio

(anhidro) 1.15 g
fosfato monobdsico de potasio 0.2 g
cloruro de potasio 0.2 g

tween 20 0.5 g

. ajustar pH a 7.4

BUFFER DE EXTRACCION

Disolver en 1000 ml de buffer PBST -

‘sulfito de sodio : 1.3 g

polivinilpirrolidona

MW 24-40 000 | 20.0 g

ktwéen 20 1 i L é0.0 g

albgmina de pollo 204
azida de sodio | 0.2 g

ajustar el pH a17.4
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BUFFER DE COBERTURA

Disolver en 1000 ml de agua destilada :

carbonato de sodio 1.59 g
bicarbonato de sodio 2,93 g
azida de sodio 0.2 g

ajustar pH a 9.6

BUFFER OPD (peroxidasa)

Disolver en 1000 ml de agua destilada :
perdéxido de hidrdgeno (30%) 0.40 ml
acido citrico (anhidro) 4.66 g
fosfato dibdsico de sodio (anhidro) 7.33 g
ajustar pH a 5;0

se adiciona 1 mg/ml de o-dihidrocloro fenilenediamina justo’anteé'de‘
usarse. |

PRECAUCION: Evite el contacto directo con el OPD, es cancerigeno.

BUFFER REACTIVO [A]

Adicionar a 1000 ml de buffer PBST :

BSA 2.0 g

polivinil pirrolidona
MW 24-40 000 120.0 g

azida de sodio | 0.2 g
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BUFFER DE SUSTRATO

Disolver :

diethanolamina

(fosfatasa alcalina)

97,0 ml

en 800 ml de agua destilada

azida de sodio
ajustar el pH a 9.8

Aforar a un litro,

0.2 g

El p-nitrofenilfosfato (PNP) se adiciona 1

usarse,

52

mg/ml justo antes de
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