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Pr61ogo 

LEsta guia pr<ictica tiene por objeto servir de herramienta para la identificacion de algunas 
enfermedades de trigo y cebada, y de sus agentes causales. Puede servir tambien para aprender a 
manipular esos patogenos tanto en ellaboratorio como en el campo y el invernadero. Los autores no 
pretendieron elaborar una obra exhaustiva, sino que trataron de abarcar los patogenos mas 
importantes que afectan los cereales menores en los paises en vias de desarrollo, puesto que alli 
provocan perdidas economic as mas significativas que en otras zonas productoras de cere ales del 
mundo. 

Esta guia esta orientada hacia investigadores que trabajan en el area de la fitopatologia en apoyo a 
programas de mejoramiento genetico de cereales menores que buscan generar germoplasma con 
resistencia a enfermedades. Sin embargo, sera tambien de gran utilidad para tecnicos y 
extensionistas agricolas quienes con frecuencia no cuentan con el apoyo de un fitopatologo que 
identifique los problemas de enfermedades que enfrentan. 

Los autores agradecen a los Ores. Etienne Duveiller, Dennis A. Lawn y M6nica Mezzalama por su 
contribucion a los temas de bacterias, nematodos y virus, respectivamente. Asimismo, desean 
expresar su agradecimiento al Dr. Jesse Dubin por su revision del manuscrito; a Alma McNab por la 
edici6n del mismo; a Marta Larios por la captura de informaci6n; a Ana Maria Sanchez por las 
fotografias, y a Miguel Mellado y Eliot Sanchez por las figuras y el diseii.o de la publicaci6n. 

vi 



I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 

e»itu.t~; Aspectos generales 
~. , . "0 :1 

Recolecci6n de muestras 

Las colecciones de muestras de material enfermo son bastante utiles en el conocimiento y 
estudio de la sintomatologia de enfermedades, asi como en la formaci6n de poblaciones 
representativas del pat6geno. Estos aislamientos se usaran posteriormente para inocular 
poblaciones del hospedero y seleccionar germoplasma resistente. 

Al recolectar el material en el campo, deben tomarse en consideraci6n varios aspectos 
importantes, como son el estado feno16gico de la planta al momento de la recolecci6n, la parte 
de la planta que se va a tomar, desarrollo de la lesi6n y las condiciones ambientales en ese 
momento. Para cada muestra deben anotarse los datos de recolecci6n, como localidad, fecha, 
cultivo y variedad, junto con una descripci6n de los sintomas. 

Conservaci6n de muestras 

Al recolectar muestras en el campo, estas se pueden colocar en bolsas de papel, 0 de plastico, a 
menDs que el ambiente este muy caliente y humedo, ya que esto estimula el desarrollo de 
hongos sapr6fitos. Tan pronto como se tenga oporhmidad, las muestras deben ponerse a secar. 
En general, el uso de bolsas de plastico se recomienda 5610 en caso de emergencia 0 si no se 
cuenta con otro tipo de material. 

Para el secado puede utilizarse (si se tiene) una prensa (veanse las instrucciones para su 
elaboraci6n) en donde la hoja se acomoda de tal forma que los sintomas sean facilmente 
visibles. Cuando se trata de hojas y hay diferencia entre haz y enves, se recomienda poner dos 
hojas, una con el haz hacia arriba y la otra con el enves. Si no se cuenta con una prensa, se puede 
utilizar papel peri6dico 0 sec ante, acomodando de igual forma las muestras y colocando un 
peso sobre ellas. 

Una vez seca la muestra, se transfiere y se adhiere a una hoja de diagn6stico en donde se anotan 
todos los datos correspondientes. Si se cuenta con las condiciones adecuadas, se procede a 
realizar observaciones al microscopio 0 aislamientos con el fin de identificar el agente causal de 
la enfermedad. Todo 10 observado durante el proceso de identificaci6n (sintomas, signos, 
morfologia) debe afiadirse a la hoja de diagn6stico (Figura 1; Zillinsky, 1983). De esta manera se 
forma un muestrario de las enfermedades mas importantes de la regi6n, con datos que 
ayudaran a realizar identificaciones posteriores ya entender la problematica fitosanitaria del 
area de trabajo. 

Construcci6n de una prensa; La prensa consta esencialmente de dos bases de un material fuerte y 
durable (por ejemplo, madera) (Figura 2 a, b). Se acomodan y se clavan tiras de madera de 1.5 

pulgadas de ancho para formar un rectangulo de 30.5 cm (12") x 46 cm (18"), como se muestra 
en la Figura 2 b (las medidas pueden ajustarse a las necesidades). Entre estas dos bases se coloca 
papel peri6dico que servira para el secado de las muestras. Para hacer presi6n y mantenerla 
durante el tiempo requerido, se necesita un par de correas de aproximadamente 2.54 cm (1") de 
ancho, que se apretaran como se muestra enla Figura 2 b. 
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Figura 1. Identificaci6n de enferrnedades 

Muestra Organismo causal 

Fotograffa 
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Si las muestras se van a utilizar como base para iniciar una coleccion de la poblacion del 
patogeno, es necesario secar cad a muestra durante 48 horas cuidando de que este bien 
identificada. Oespues se guardan las muestras en los sobres de papel correspondientes. Se 
aconseja introducir estos sobres en una bolsa de plastico que luego se sella para que no penetre 
humedad del medio ambiente. Conservar en refrigeracion a 4°C. 

Requerimientos basicos de 
un laboratorio de fitopatologia 

Una de las actividades mas importantes de la fitopatologia es el trabajo en ellaboratorio; ahf se 
realiza investigacion basica, se afslan e identifican patogenos y se produce inoculo para inducir 
epifitias en forma artificial en campo e invemadero. 

Aparatos basicos 
Entre los aparatos indispensables y / 0 convenientes en un laboratorio figuran esterilizadores, 
autoclaves (electricos 0 de gas) y estufas, camaras de aislamiento, incubadoras, microscopios, 
estereoscopios y un banD maria. 

Autoclave. Consiste primordialmente en una camara de esterilizacion por medio de calor 
humedo. EI vapor en su interior alcanza una temperatura de 120°C y una presi6n de 181b/ 
pulgada2 (1.4 kg / crr~2). EI calor puede proverur de una fuente electrica 0 de un mechero de gas, 
como es el caso de la oUa de presion. Esta puede funcionar como un autoclave grande y tiene la 
ventaja de ser de bajo cos to. Ambos aparatos se usan preferentemente para esterilizar medios de 
cultivo, pero tambien se pueden utilizar para esterilizar tierra, arena, verrniculita 0 cualquier 
sustrato usado para el crecirniento de plan.tas 0 microorgarusmos. 

Figura 2 a. Partes de una prensa. b. Prensa construida. 
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Estufa. Con ella se pueden obtener, por medio de calor seco, diferentes temperaturas que se 
utilizan para distintos prop6sitos, como por ejemplo, secar material vegetal 0 tierra a una 
temperatura constante 0 esterilizar materiales de vidrio a altas temperaturas. 

Cci maras de aislamiento. Entre estas figuran las camaras de flujo laminar con un mecanismo que 
permite que el aire fluya hacia afuera a traves de filtros, a fin de crear condiciones de esterilidad 
y prevenir la contaminaci6n. Si no se cuenta con este tipo de camara, existen otras pequenas 
(microvoids) que funcionan con un mecanismo similar, 0 bien, puede acondicionarse un cuarto 
pequeno sin corrientes de aire y, con la ayuda de un mechero, evitar la contaminaci6n. 

Inc ubadoras. Estas pueden ser calibradas a diferentes rangos y combinaciones de luz y 
temperatura, a fin de lograr las condiciones 6ptimas para el crecimiento de los diferentes 
organismos con que se este trabajando. Si no existen los medios para adquirir una incubadora, 
se puede construir una de madera, agregando tubos fluorescentes que generen luz con longitud 
de onda cercana al UV y controlando las horas luz/obscuridad con un reloj control (Figura 3 a y 
b) . Estas incubadoras tienen el inconveniente de no tener control de temperatura. Por tanto, es 
aconsejable ubicarlas en lugares donde la temperatura flucrue entre los 15 y 22°C, rango en que 
se desarrolla una gran proporci6n de los pat6genos de plantas. 
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Figura 3 a. Camara de crecimiento de construccion artesanal. b. Reloj control para regular la 
iluminacion. 
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Refrigeradores. Estos son esenciales principalmente para el almacenamiento de muestras 
vegetales, cultivos, reactivos, etc. 

Bano maria. Este aparato consta de un recipiente en el que el agua se puede mantener a 
temperaturas constantes. El bane maria tiene varios usos. Por ejemplo, se pueden colocar en el 
(a una temperatura de 46°C) rna traces con medios de cultivos recien esterilizados antes de 
vaciarlos en las cajas Petri. El bane marfa es indispensable en experimentos para medir el 
crecimiento de algunos organismos en medios lfquidos en condiciones de temperaturas exactas, 
estudios en virologia y bacteriologia, etc. 

Microscopios y estereoscopios. Son indispensables para la identificaci6n y clasificaci6n de 
pat6genos, la observaci6n de sintomas y diferentes tipos de dano, asi como la evaluaci6n de 
experimentos. 

Asepsia 
En un laboratorio de fitopatologia la asepsia es primordial, ya que en la mayona de los casos se 
debe trabajar en ambientes 10 mas esteriles posible. Por esta raz6n es importante con tar con 
cuartos de aislamiento y / 0 camaras de flujo laminar (0 similares) en las que se pueda trabajar 
con el pat6geno sin riesgos de contaminaci6n. Los riesgos de contaminaci6n pueden provenir 
de diversos facto res, como los utensilios de trabajo y las mismas manos dellaboratorista. Los 
utensilios de trabajo (pinzas, navajas, asas, etc.) deben ser esterilizados cada vez que se usan, 
pasandolos por alcohol y subsecuentemente flameandolos. En cuanto a las manos, es 
recomendable lavarlas y limpiarlas con alcohol cada vez que se vaya a trabajar en condiciones 
esteriles. 

Algunos hongos que se encuentran como sapr6fitos en la mayona de las muestras vegetales y 
en el ambiente dellaboratorio 0 donde se trabaje la muestra, tienen gran capacidad de 
crecimiento y reproducci6n, por 10 que es muy importante tener cuidado al trabajar. AI 
laboratorio debe introducirse la menor cantidad de material vegetal posible (las muestras deben 
limitarse al minimo) y, sobre todo, no manejarlo como in6culo dentro dellaboratorio. En esta 
fonna se evita la contaminaci6n del area de trabajo dellaboratorio, que es muy dificil de 
controlar una vez que ha ocurrido. 

La contaminaci6n por acaros tambien es comUn, sobre todo en cajas Petri de vidrio que se han 
deformado como consecuencia de la esterilizaci6n con calor seco. Los acaros pueden invadir 
cajas 0 tubos mal sellados y contaminar los cultivos; esta contaminaci6n es muy diffcil de 
erradicar. Por 10 tanto, es necesario desinfectar el material vegetal proveniente del campo, tomar 
precauciones con cultivos. procedentes de otros lab oratorios, sellar bien los tubos y cajas, 
fumigar las incubadoras, etc. Si se tiene contaminaci6n con acaros, se recomienda sacar todo el 
contenido de las incubadoras y estufas, elevar la temperatura por sobre los 50°C durante un par 
de horas y repetir el procedimiento dos dfas despues. 

Para evitar estos problemas, no se debe introducir material vegetal sin control. Se recomienda, 
ademas, limpiar regularmente los mesones de trabajo con alcohol 0 con hipoclorito de sodio. 
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Esterilizaci6n 
Dado que las h~cnicas de aislamiento, identificacion y multiplicacion de inoculo, as! como los 
estudios biologicos y fisiologicos de patogenos, requieren de cultivos puros, las condiciones 
esh~riles son esenciales. Para esterilizar materiales, aparatos y zonas de trabajo se debe eliminar 
o inactivar toda celula viviente (microorganismos). La esterilizacion se logra exponiendo los 
materiales a agentes fisicos letales que destruyan irreversiblemente la estructura 
protoplasmatica de los microorganismos y los eliminen. Se elige el metodo de esterilizacion 
segtin la eficiencia y seguridad que se requiera, tomando en cuenta la toxicidad, la 
disponibilidad y el costo, as! como tambien el efecto del agente esterilizante sobre las 
propiedades del objeto que sera esterilizado. 

Los metodos fisicos mas comunes para la esterilizacion son el calor y las radiaciones ionicas y, 
en el caso de algunos liquidos, la ultrafiltracion. La esterilizacion por calor es utilizada cuando 
el material a esterilizar no es danado por las temperaturas altas, que pueden obtenerse en 
condiciones secas 0 htimedas. 

Calor seco. Es utilizado para la esterilizacion de instrumentos de vidrio, metal y algunos 
plasticos. Este tipo de esterilizacion requiere de una mayor temperatura y un periodo mas largo 
de exposicion que aquella con calor htimedo; se necesitan ademas estufas y homos de aire 
caliente que suministren calor en forma uniforrne. Comtinmente el tiempo requerido para la 
esterilizacion es inversamente proporcional a la temperatura utilizada: 1 h a 180°C, 2 h a 170°C, 
4 h a 1S0oC y 12 0 16 h a 120°C. El tiempo de esterilizacion debe tomarse a partir del momento 
en que los objetos hayan alcanzado la maxima temperatura establecida. Para esterilizar 
materiales de vidrio, es necesario que estos esten completamente secos, de 10 contrario pueden 
quebrarse; no deben esterilizarse materiales graduados con este metodo, ya que el calor puede 
alterar sus dimensiones. Una vez alcanzado el tiempo de esterilizacion, es conveniente dejar el 
material en el homo 0 estufa y esperar a que adquiera la temperatura ambiente para evitar que 
se quiebre. 

Calor humedo. Este se logra por medio de presion de vapor de agua en un autoclave. Es el 
metodo de esterilizacion mas conveniente para la mayoria de los rnateriales, por ser mas rapido 
y tener mayor poder de penetracion en un tiempo y temperatura menores que cuando se usa 
calor seco. Para la rnayoria de los propositos de esterilizacion, el tiempo y la temperatura son 20 
min a 121°C 030 min a 115°C. Es irnportante desalojar todo el aire contenido dentro de la 
camara antes de cerrar la valvula; de 10 contrario, la temperatura no subira. El tiempo de 
esterilizacion debe comenzar a considerarse una vez que se ha alcanzado la temperatura y 
presion deseadas (181b/pulgada2 01.4 kg/cm2). Se recomienda usar calor htimedo para 
materiales liquidos, plasticos (precaucion: no todos 10 soportan), tierra, arena y verrniculita. 

Luz ultravioleta. Se utiliza en la esterilizacion porque resulta letal para los microorganismos. Es 
recomendable para esterilizar material de plastico, pero no de vidrio, dado que los rayos son 
demasiado debiles para penetrarlo. Este sistema debe utilizarse en camaras cerradas, teniendo 
cuidado de no entrar cuando este prendido, ya que causa dano a los ojos. 
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Ultrafiltraci6n. Se utiliza especialmente cuando se desea preservar intactas las proteinas que 
sufren desnaturalizaci6n 0 descomposici6n de algunos azucares por las temperaturas de 
esterilizaci6n. Los filtros que se usan en estos casos son de diferente consistencia, con 
dimensiones especificas para evitar el paso de microorganismos contaminantes. 

Desinfecci6n 
Cuando se desea eliminar microorganismos contaminantes de objetos que no se pueden 
someter a esterilizaci6n, 10 mas conveniente es la desinfecci6n mediante sustancias como 
cloruro de mercurio, hipoclorito de sodio, alcohol y bromuro de etileno. Las sustancias de uso 
mas comun son el hipoclorito de sodio y el alcohol a diferentes concentraciones, dependiendo 
del objeto que se desee desinfectar. En el aislamiento de organismos pat6genos, estos 
compuestos son utiles para eliminar los contaminantes presentes en las muestras, como por 
ejemplo el hipoclorito se usa al 1% para material vegetal (hojas, raices) y del 3 a15% para 
semillas. El alcohol al 70% es muy utilizado, principalmente para desinfectar superficies e 
incluso material vegetal. 

Medios de cultivo 

Al identificar enfermedades de plantas, es recomendable aislar los microorganismos que son 
posibles agentes pat6genos. Para lograr este objetivo, los microorganismos (principalmente 
hongos y bacterias) se aislan en medios de cultivo artificiales, con el fin de poder purificarlos y 
estimular su esporulaci6n para la producci6n de in6culo. Este se utiliza en la inoculaci6n de 
plantas y la reproducci6n de sintomas, pasos necesarios para la identificaci6n (postulados de 
Koch) . En el Apendice se resume toda la informaci6n acerca de medios de cultivo que se utilizan 
para el crecimiento y conservaci6n de los pat6genos que atacan los cereales. 

Tipos de medios 
Los medios de cultivo son substancias 0 soluciones que permiten el crecimiento de uno 0 mas 
organismos. Pueden ser s6lidos 0 liquid os; la tinica diferencia es que los s6lidos contienen agar, 
se preparan en frascos, cajas Petri 0 tubos de cultivo, y se utilizan para aislar y mantener hongos 
y bacterias. Los medios liquid os se usan principalmente para incrementar las poblaciones de 
hongos y bacterias, y determinar sus propiedades fisio16gicas, ya sea en condiciones estaticas 0 
en agitaci6n. Esta permite una mayor aereaci6n, que ayuda a lograr un crecimiento uniforme y 
mantener la patogenicidad. Los medios se pueden agrupar, segtin su composici6n, en: 

Carentes de nutrientes, 0 de nutrici6n muy pobre. Estos son utilizados para obtener cultivos 
monosp6ricos, aislar pat6genos que se encuentran en el tejido vegetal del cual tomaran los 
nutrientes, y tambien para forzar la esporulaci6n de algunos hongos. El mas comu.n de estos 
medios es eillamado agar-agua. 

Nutritivos. Entre estos figuran los naturales, los semi-sinteticos y los sinteticos. Los naturales 
contienen u.nicamente tejidos vegetales (como hojas, raices, vainas y granos), en trozo 0 
macerados, que han side esterilizados. Los semi-sinteticos contienen substancias naturales 
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(extractos de animales y extractos 0 preparados vegetales, como harina de maiz y hojuelas de 
avena) y elementos sintE~ticos. Todo el contenido de los sinteticos esta quimicamente definido, y 
pueden ser reproducidos en forma especifica cuando son requeridos. 

Algunos medios sinh~ticos y semi-sinteticos vienen en forma deshidratada y 5610 se les agrega 
agua. Todo medio de cultivo debe elaborarse con agua destilada. 

Determinacion del medio de cultivo 
La determinaci6n del medio de cultivo que debe utilizarse depende de 10 que se desea obtener, 
ya sea aislamientos, estudios bio16gicos y fisio16gicos del hongo (para los que se requiere la 
producci6n de estructuras sexuales 0 asexuales) 0 bien producci6n de in6culo. El tipo de medio 
es de suma importancia, ya que de el depende que el organismo mantenga su patogenicidad y 
capacidad de producir propagulos de reproducci6n. Otro factor importante en los medios de 
cultivo es el pH que, en el caso de los hongos, debe ser de 5.8 a 6.5, segtin las necesidades del 
organismo en cuesti6n. 

Algunos factores ffsicos (como la aereaci6n, luz, humedad y temperatura) afectan el crecimiento 
y la esporulaci6n de los pat6genos. El nivel maximo y el minima de estes factores, asi como el 
punto 6ptimo para la esporulaci6n y el crecimiento, varian segtin el organismo en estudio. La 
esporulaci6n generalmente requiere de condiciones que son adversas para el crecimiento 
vegetativo. 

Practicas 

Preparacion de medios de cultivo 
Al preparar medios de cultivo, vale la pena tomar en cuenta algunos detalles que facilitan el 
trabajo. Conviene, por ejemplo, to mar la precauci6n de ocupar 5610 la mitad de la capacidad del 
matraz, para evitar que el contenido, al sal tar en el interior durante la esterilizaci6n, ensucie el 
tap6n. La boca del matraz se cubre con un tap6n de algod6n 0 papel aluminio, 0 bien con 
ambos. Una vez esterilizado, el medio no debe ser destapado si no se tienen condiciones 
esteriles 0 un mechero cerca; se recomienda ponerlo en bane maria a 46°C durante 30 min. Si no 
se cuenta con el bano, es conveniente esperar a que el medio se enfrie un poco antes de vaciarlo 
en las cajas Petri. (Una forma practica de saber en que momenta se debe vaciar es tocar con el 
dorso de la mana el matraz que contiene el medio; cuando la piel detecta un calor agradable es 
el momenta de vaciar.) Con esto se evita que se forme condensaci6n en las cajas, pues esta 
puede fomentar la contaminaci6n. El medio debe vaciarse dentro de una camara esteril 0 cuarto 
sin corrientes de aire, utilizando un mechero como auxiliar para prevenir la contaminaci6n. Se 
recomienda flamear la boca del matraz, no abrir demasiado la caja Petri y tratar de reducir al 
minima la distancia entre el matraz y la caja (Figura 4 ). 

Es conveniente vaciar el medio 24 a 48 horas antes de utilizarlo a fin de permitir que seque la 
condensaci6n producida durante el proceso de vaciado. Para evitar que se forme parte de esta 
condensaci6n, se recomienda apilar las cajas al irlas llenando (Figura 4). 
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Cuando el medio se va a utilizar en tub os, rna traces u otros recipientes, es posible 
homogeneizarlo mediante calor. Se coloca el medio en los recipientes (Figura 5 a); estos se 
tapan, se esterilizan y se dejan enfriar en la posici6n deseada. Los tubos de cultivo generalmente 
se ponen en posici6n inclinada a fin de obtener una mayor area de crecimiento para el 
organismo (Figura 5 b). 

Medios de cultivo que se utilizan para el aislamiento y crecimiento de hongos. A fin de identificar y 
estudiar los pat6genos, es necesario aislar y cultivarlos. Por tanto, se recomienda practicar la 
preparaci6n de algunos de los medios de cultivo mas utilizados, como los que se describen a 
contin uaci6n. 

Figura 4. Forma de vaciar un medio de cultivo y evitar la condensacion. 

L-______________~ a 

Figura 5 a. Proceso de llenado de tubos de ensayo con medio de cultivo. b. Posicion de 
enfriado de los tubos con medio de cultivo, que permite obtener una mayor area de 
crecimiento. 
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1. Agar-Agua: a menudo utilizado para aislar y hacer germinar esporas, obtener cultivos 
monosporicos y verificar la viabilidad del inoculo. 

Componentes: 
Agar 15-20 g 
Agua destilada 1000 ml 

Preparacion: en el matraz, diluir el agar en agua destilada (ocupar solo la mitad de la 
capacidad del matraz) yesterilizar. 

2. Papa-Dextrosa-Agar (PDA): es el mas utilizado para el aislamiento, crecimiento y 
almacenamiento de hongos, pues es apropiado para una gran cantidad de especies. 

Componentes: 
Papas partidas 250 g 
Dextrosa 109 
Agar 20 g 
Agua destilada 1000 ml 

Preparacion: se hierven las papas en 500 a 750 ml de agua des til ada durante 15 a 20 
minutos. La suspension se filtra y se pasa por una gasa. Este filtrado se coloca en un 
matraz, se Ie agrega la dextrosa yel agar, y luego se afora con agua destilada hasta 1000 ml. 
Sellar el matraz con un tapon de algodon 0 papel de aluminio y esterilizarlo. Se deja enfriar 
un poco y se vacia la suspension en cajas de Petri (llenando a la mitad). Conforme se van 
llenando, las cajas se apilan para evitar la condensacion. 

En muchos paises, se vende en el mercado PDA deshidratado que se prepara agregando 
agua destilada en la proporcion senalada por el fabricante y esterilizando, como sigue. 
Pesar 9.75 g de PDA preparado y deshidratado en un matraz de 500 rnI; agregar 250 rnl de 
agua destilada. La suspension se calienta hasta homogeneizarla; luego se colocan 4 a 5 rnl 
de medio en cada tube de ensa yo utilizando una jeringa. Los tubos se cierran y esterilizan, 
y se ponen a enfriar en posicion inclinada hasta que el medio se solidifica (Figura 5 b). Si 
no se tiene una jeringa dosificadora para llenarlos, se usa un embudo sostenido en una 
plataforma de metal. Ajustar un pedazo de manguera flexible en la parte terminal del 
embudo, controlando la salida con una pinza Mohr. La cantidad deseada de medio se mide 
en un tubo que se usa en forma constante como patron de medida durante el proceso de 
llenado (Figura 5 a). 

3. Agar V-8: este medio es muy util para estimular la esporulacion de muchos hongos. El V­
8 es un juga elaborado por la Campbell Soup Co. y la empresa Herdez (en Mexico), entre 
otras. Contiene extractos de tomate, apio, betabel 0 beterraga, perejil, lechuga, espinaca y 
berro. Existen diferencias entre las distintas marcas y, por tanto, conviene hacer pruebas 
comparativas para cada especie. En aquellos lugares donde no se cuenta con juga V-8 
enlatado, este medio se puede reemplazar con uno que contenga extracto de hojas 
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(ver el que sigue), espedalmente si se trata de espedes como Helminthosporium tritici­
repentis y H. teres. 

Componentes: 
Jugo V-8 200 ml 
Carbonato de calcio 3g 
Agar 15-20 g 
Agua destilada 800 ml 

Preparad6n: se pesan el agar y el carbonato de calcio. Se colocan en un matraz, se agrega el 
juga y se afora con el agua hasta obtener un volumen de 1000 ml. Sellar y esterilizar el 
matraz. Se recomienda agitarlo un poco al momento de vadar para que el juga no se 
predpite. Este medio puede hacerse en diferentes concentradones variando tinicamente la 
cantidad de jugo. 

4. Medio con extracto de hojas: este se utiliza prindpalmente para estimular el credmiento 
y la formad6n de las estructuras asexuales de dertos hongos. Se usan hojas de distintas 
especies, segu.n sea el caso. 

Componentes: 
Agar 15-20 g 
Agua destilada 1000 ml 
Hojas frescas (trigo, 
avena, cebada, etc.) 100 g 
Sucrosa 10 g 

Preparad6n: las hojas se ponen a hervir durante 20 a 30 minutos y enseguida se filtran. El 
filtrado se agrega al agar; esta mezcla se afora hasta 1000 ml, Y luego se esteriliza y se vacia 
en cajas Petri 0 tubos de cultivo. 

5. Medio 4-4-4 agar malta levadura: este medio se usa frecuentemente para el aislamiento e 
incremento de Septoria tritici. 

Componentes: 
Extracto de malta 4g 
Extracto de levadura 4g 
Sucrosa 4g 
Agar 18 g 
Estreptomidna 0.1 g 
Agua destilada 1000 ml 

Preparaci6n: se mezclan con agua destilada todos los ingredientes, salvo el antibi6tico. La 
mezcla se agita bien y se esteriliza durante 20 minutos; cuando esta tibia, se agrega el 
antibi6tico y se vacia en cajas Petri 0 tubos de cultivo. 
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6. Medio Septoria nodorum: este es recomendable para el crecimiento y desarrollo de 
picnidios de Septaria nadarum. 

Componentes: 
Extracto de malta 3g 
Extracto de levadura 2g 
MgS04 . 7 H20 0.5 g 
Agar 20g 
Estreptomicina 0.1 g 
Agua destilada 1000 ml 

Preparacion: se mezclan bien los ingredientes y se esterilizan durante 20 minutos; cuando 
la mezcla este tibia, se Ie agrega el antibiotico y se vacfa en cajas Petri 0 tubos de cultivo. 

7. Medio de incremento para Fusarium graminearum: cuando se dispone de semi lIas de 
frijoles chinos, este medio es muy barato y eficiente para producir inoculo en grandes 
cantidades. 

Componentes: 
Frijoles chinos 20g 
Agua destilada 1000 ml 

Preparacion: se hierven los frijoles en agua durante 20 minutos y se filtran; el filtrado se 
esteriliza por 20 minutos en matraces de 500 ml (solo lIenar ala mitad). 

Incremento: inocular elliquido y poner en un agitador durante cinco dias. 

8. Medio frijollima (Lima Bean Agar): este medio se utiliza para aislar e incrementar 
Rynchasparium secalis y hongos que atacan rakes y corona. Puede prepararse con frijollima 
o bien comprarse ya preparado. 

Componentes 
Frijollima 8g 
Agar 15-18 g 
Agua destilada 1000 ml 

Preparacion: se hierve el frijollima durante 20 a 30 minutos; se filtra la infusion, se agrega 
el agar y se esteriliza durante 20 minutos. 

9. Medio liquido de sacarosa-levadura: se utiliza unicamente para incrementar Septaria 
tritici, y solo si se dispone de agitador y existen condiciones que favorezcan la aplicacion 
del inoculo en forma diaria, dado que, despues del quinto dia, comienza a perder 
viabilidad. 
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Componentes: 
Sacarosa 109 
Extracto de levadura 10 g 
Agua destilada 1000 ml 

Preparaci6n: se mezclan los componentes y se esterilizan durante 20 minutos en rna traces 
de 250 ml. El medio se inocula una vez que se ha enfriado, y se agita en forma constante 
durante el periodo de incubaci6n. Usar el in6culo al quinto dia. 

10. Medio con trozos de hojas: propicio para estimular la formaci6n de la fase sexual de 
algunos hongos. 

Componentes: 
Agar 15-20 g 
Agua destilada 1000 ml 
Trocitos de hojas de plantulas 
(Probar diferentes especies) 

Preparaci6n: se disuelve el agar en el agua. Se colocan por separado los trocitos de hojas en 
una caja Petri y se esterilizan. Una vez esterilizados el medio y las hojas, se procede a 
vaciar el agar; cuando el agar esta cerca del punto de solidificaci6n, se colocan de 5 a 10 

trocitos de hojas en cada caja, de tal forma que queden incluidos en la parte superior del 
agar. El hongo en estudio se inocula sobre los trocitos de tejido vegetal y se observa 
peri6dicamenteo 

Medias que se utilizan para la canseruaci6n de hangas. En la preservaci6n y manejo de cultivos de 
hongos, conviene reducir la cantidad y frecuencia de las transferencias de aislamientos a una 
vez cada seis meses. Los aislamientos deben ser mantenidos en un substrato tan natural como 
sea posible (por ejemplo, hojas de trigo para Pythium, semilla de trigo para Fusarium y otros) 
para evitar cambios en la patogenicidad. Los procedimientos de preservaci6n varian segtin el 
organismo. 

1. Granos: Se utiliza una gran variedad de granos para la conservaci6n de algunos hongos, 
pues de esta forma se mantienen estables y no pierden virulencia ni la capacidad de 
esporulaci6n, como ocurre en algunos medios sinh~ticos. El tipo de grano que se usa 
depende del microorganismo con el que se este trabajando. 

El grano se pone a remojar en agua destilada durante 24 horas; despues se escurre el exceso 
de agua y se Henan con el grano tubos de ensayo, rna traces 0 frascos. Estos se cierran sin 
apretar completamente y se esterilizan en autoclave durante dos horas. Enseguida se 
incuban de 48 a 72 horas a temperatura ambiente (220C) para asegurar que no crezca 
ningtin hongo 0 bacteria contaminante. AI termino de este periodo, los rna traces y tubos se 
inoculan con el cultivo puro y se incuban durante 7 a 10 dias, 0 los que sean necesarios 
para obtener una buena esporulaci6n. Durante este periodo, se recomienda moverlos cada 
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dos dias, golpeandolos fuertemente contra la palma de la mane para que no se forme una 
masa compacta y se facilite el crecimiento del hongo. 

Cuando se trata de mantener aislamientos, los tub os y matraces se almacenan en bolsas de 
plastico y se refrigeran. Si el objetivo es multiplicar el inoculo, este se extrae en forma de 
una suspension en agua destilada esteril. Una vez que han alcanzado el desarrollo 
deseado, los cultivos se almacenan en el refrigerador a 4-S°C. 

Entre los granos que se pueden utilizar estan el trigo, la cebada, el triticale y el sorgo, segtin 
sea la afinidad del grano como sustrato del hongo en estudio. Los medios a base de grano 
se usan comtinmente en especies del genero Fusarium y algunas de Helminthosporium. 
Gaeumannomyces graminis se conserva y se multiplica bien en semillas de avena 
esterilizadas de la misma forma que se ha seftalado anteriormente. 

2. Tierra esh~ril: se esteriliza tierra humeda durante dos horas en tuoos 0 rna traces, y se 
repite el proceso con intervalo de 24 horas como minima; esto permite la germinacion 
subsecuente de estructuras de resistencia que no se afectaron en la primera fase de 
esterilizacion (aconsejable tambien en el caso de granos). Una vez finalizada la 
esterilizacion, los tubos 0 matraces estan listos para ser inoculados con las cepas puras. 

3. Agua esteril con trozos de hojas: la preservacion de cultivos en agua esteril es 
particularmente util en el caso de Pythium spp. Este patogeno es almacenado en un medio 
de hojas de trigo y agua. Las hojas de plantulas de trigo (5 0 6 con 2 cm de largo) se secan 
al aire y se suspenden en 9 ml de agua destilada en tubos de ensayo. Los tubos se tapan 
con algodon y se esterilizan en el autoclave. Los aislamientos se transfieren asepticamente 
por medio de una porcion de agar y se les deja crecer varios dias a temperatura ambiente; 
luego los tubos se sellan con parafina y se almacenan a 405°C. Los aislamientos se pueden 
mantener un ano 0 mas sin necesidad de ser transferidos. 

Un segmento pequeno de hoja de estos cultivos colocado en medio de harina de maiz 
(Com Meal Agar, CMA) es suficiente para reiniciar el crecimiento. Se ha encontrado que no 
todas las especies sobreviven periodos largos de almacenamiento de esta manera; por 10 
tanto, si se esta trabajando con Pythium, los aislamientos deberan transferirse cad a seis 
meses hasta que se detennine la capacidad de viabilidad de las especies que esten en 
estudio. 

4. Medio con extracto de hojas: especifico para mantener aislamientos de Septoria tritici 
durante periodos largos, sin que se modifique su virulencia. 

Componentes: 
Hoja de trigo 30g 
Bactoagar 20g 
Estreptornicina 0.1 g 
Agua destilada 1000 ml 
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Preparaci6n: las hojas se maceran en una licuadora 0 mortero y se filtran a traves de una 
gas a para separar el material grueso; se agrega el agar y se esteriliza la mezcla durante 20 
minutos. Cuando este tibia, se agrega la estreptomicina, agitando suavemente con 
movimientos rotatorios para homogeneizar, cuidando de no ensuciar las paredes ni los 
tapones. Se vacia en cajas Petri, poniendo una cantidad minima que s610 cubra la base de la 
caja. Para conservar el pat6geno a largo plazo, se inocula el medio con conidios de Septaria 
en el centro de la caja. Se aconseja hacer paquetes con varias cajas cubriendolas con papel 
aluminio; estos se mantienen entre 20 y 25°C, hasta que el agua del medio se haya 
evaporado (aproximadamente tres meses). A1 cabo de este tiempo se deberan haber 
formado picnidios maduros. 

De esta forma se pueden conservar aislamientos durante periodos largos (hasta tres anos) a 
una temperatura de 4 a 6°C. Si se desea obtener nuevamente un cultivo activo, los 
picnidios disecados se sacan y se colocan en un medio de cultivo apto para el incremento 
de Septaria. Se debe considerar que no todos los aislamientos tienen la capacidad de formar 
picnidios en este medio. 

5. Conservaci6n en hojas infectadas y disecadas: Helminthasparium tritici-repentis, H. teres y 
Rynchosporium secalis son diffciles de conservar en medios de cultivo, ya que su capacidad 
de esporulaci6n y su patogenicidad disminuyen drasticamente y desaparecen sin 
posibilidad de recuperaci6n. Para evitar este problema, se recomienda inocular los 
aislamientos en variedades susceptibles bajo condiciones controladas. Las hojas que 
presentan la infecci6n se cortan cuando las lesiones muestranun desarrollo medio, se secan 
48 horas al medio ambiente y se conservan a 4°C. Helminthosporium tritici-repentis puede 
permanecer viable durante seis meses en estas condiciones. En el caso de R. secalis, los 
aislamientos se guardan en un recipiente hermetico de plcistico a -15°C en el congelador. Se 
recomienda probar estas condiciones en otras especies que provocan manchas foliares. 
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Preparacion de camaras humedas 
Las camaras humedas son un medio rapido y directo para obtener esporulacion y ayudar a 
identificar los agentes causales de algunas enfermedades. Son de especialutilidad con 
microorganismos que crecen rapidamente sobre el hospedero y compiten bien con los saprofitos 
dentro de la camara humeda. 

Preparacion: Cortar las hojas, tallos, etc., en pedazos pequenos y, con la ayuda de cinta scotch, 
acomodarlos sobre un portaobjeto esteril. Esterilizar los pedazos con hipoclorito al 5% durante 
30 a 60 segundos; pasar las muestras por agua esteril para eliminar el exceso de hipoclorito y 
secar el material vegetal sobre toalla de papel. Algunos pat6genos son muy sensibles a la 
esterilizacion y, por esta razon, se dejan trozos sin tratar. Se recomienda escoger tejido que no 
este demasiado danado 0 con lesiones muy avanzadas para evitar la presencia de saprofitos. En 
una caja Petri, colocar papel filtro humedeciendolo con agua esteril (Figura 6 a), poner el 
portaobjeto sobre el papel (Figura 6 b) Y sellar la caja con cinta 0 parafilm para mantener la 
humedad (Figura 6 c). Incubar la caja a IS-22°C y exponerla a luz y obscuridad en forma alterna 
(10 h de luz/14 h de oscuridad) (sin esta alternancia muchos hongos no desarrollan la fase 
reproductiva). 

AI completar 24, 48 Y72 horas de incubacion, abrir la caja y observar en el estereoscopio las 
estructuras formadas en la lesion; de ser necesario, utilizar una aguja de diseccion para tomar 
un poco del crecimiento saliente de la lesion y colocarlo en un portaobjeto con una gota de agua. 
Cubrir con un cubreobjetos, dejandolo caer de manera que no se formen burbujas de aire 
(ayudarse con la aguja de diseccion). Observar bajo el microscopio micelio, conidioforos y 
conidios 0 cualquier otra estructura desarrollada por el hongo. Si no hay desarrollo visible, 
cuidar que la caja no pierda humedad y continuar observando. Dibujar toda estructura que se 
observe. 

Figura 6 a, h, c. Secuencia de la preparacion de una camara humeda. 
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Preparacion de especlmenes para observacion al microscopio 
Para el diagnostico y estudio de enfermedades, en la mayoria de los casos es necesario aislar y 
cultivar el patogeno a fin de identificarlo. Una practica muy util es la observaci6n del agente 
causal en preparaciones microsc6picas tomadas directamente del material enfermo 0 del 
aislamiento del patogeno. 

Montaje de preparaciones. Coloque la muestra en un portaobjetos limpio, sobre una gota de 
solucion de montaje que debe ser, de preferencia, agua destilada esteril 0 un colorante para la 
tinci6n de las estructuras fungosas que se desean observar con mayor contraste. Entre los 
colorantes mas comunes se encuentran ellactofenol, la safranina yel algod6n azul. 

La obtenci6n de una preparaci6n puede realizarse de diferentes formas dependiendo del 
material de que se trate: Si el material vegetal presenta un aspecto algodonoso 0 indicios de 
estructuras del patogeno (signos), tomar la muestra con una aguja de disecci6n 0 con la punta 
de una navaja, raspando ligeramente el tejido enfermo (Figura 7 a). Colocar cuidadosamente 
este raspado sobre el portaobjetos dentro de la gota de agua 0 colorante segtin sea el caso 
(Figura 7 b). Cubrir suavemente con uncubreobjetos con la ayuda de una aguja para que no 
queden burbujas de aire (Figura 7 c). 

Se utiliza cinta scotch transparente para hacer preparaciones rapidas no permanentes a partir de 
crecimientos en medio de cultivo. Este metodo se recomienda para observar las estructuras en 
su estado y posici6n normales (cadenas de esporas 0 conidios pegados al conidioforo), 10 cual 
generalmente es muy difkil de lograr con las preparaciones antes descritas, ya que las 
estructuras se separan al ser tomadas con la aguja. 

Figura 7 a, b, c. Como hacer una preparacion para observar al microscopio. 
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Tomar un pedazo de cinta scotch y, con ellado que tiene el pegamento, tocar "1igeramente" la 
muestra 0 el cultivo de la caja Petri 0 del tejido enfermo (Figura 8 a); enseguida colocarlo sobre 
una gota de agua esteril en un portaobjetos (Figura 8 b, c). 

Cuando se desea hacer observaciones mas amplias, incluyendo estructuras inmersas en el tejido 
enfermo, tomar la muestra y hacer cortes finos con la ayuda de una navaja de afeitar ("gilette") 
o un bisturi. En el caso de hojas, tallos, tuberculos, raices, etc., la estructura puede ser colocada 
entre los dedos con la punta sobresaliendo un poco (Figura 9 a). Los cortes obtenidos de esta 
forma son tanto 0 mas daros que los efectuados con un microtomo, instrumento disenado para 
este objetivo pero que, por su alto costo, no siempre esta disponible. Colocar los cortes 
obtenidos en la gota de la solucion de montaje. Cuando se trata de tejido mas suave y flexible, se 
puede utilizar como sosten un trozo de madera 0 una zanahoria partida longitudinalmente y de 
igual forma con la punta de la muestra saliendo hacia arriba se realizan los cortes 10 mas fino 
posible (Figura 9 b). Con esta tecnica se pueden obtener cortes de estructuras fungosas 
(picnidios, peritecios, etc.) claras y completas, asi como tambien una imagen mas dara en tejidos 
obscur~s por naturaleza. 

Figura 8 a, b, c. Indicaciones para hacer una preparacion utilizando cinta scotch. 

b 

--"~.,....- Navaja de alei!ar

I--·~avaja de aleitar 

~ ...,....Madera Meter la hoja en la ranura 
r-------.....,~Especimen de un pedazo de madera a 

i de zanahoria 

Figura 9 a y b. Secuencia para hacer cortes finos de estructuras fungosas. 
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Una vez colocada la muestra en la gota de la soluci6n de montaje, utilizar una aguja de 
diseccion para acomodar el especimen como se desee. Enseguida se coloca el cubreobjetos con la 
ayuda de la aguja, comenzando por un extremo, dejandolo caer cuidadosamente y 
asegurandose que el corte este completamente cubierto y que no queden burbujas de aire 
porque distorsionan la imagen. Si fuera necesario, presionar suavemente para eliminar el exceso 
de solucion y luego absorberlo con papel filtro 0 papel secante. 

Para realizar preparaciones semipermanentes, se fija la muestra pasando el portaobjetos por 
encima de una flama por algunos segundos, hasta ver hervir la gota (para eliminar las burbujas 
de aire); con papel filtro, eliminar el exceso fuera del area del cubreobjetos. 

Para sellar la muestra, se pone esmalte de ufias transparente en las cuatro orillas del 
cubreobjetos y se deja secar. 

Calculo de la concentracion de inoculo 
Cuando se trata de evaluar la resistencia de las plantas a enferrnedades 0 efectuar estudios 
especificos del patogeno (epidemio16gicos), muchas veces es necesario recurrir ala inoculaci6n 
artificial, ya sea en invemadero 0 en campo. Para esto se utiliza inOculo a una concentraci6n 
especifica, segu.n el pat6geno y hospedero en estudio (es decir, un numero determinado de 
esporas por mililitro), con la finalidad de obtener una buena infeccion que permita observar las 
diferencias entre los materiales evaluados. 

Para determinar la concentraci6n se usa un hemacit6metro, con el cual se hacen conteos de 
esporas en campos de dimensiones conocidas, que daran el numero de esporas por ml de la 
suspensi6n inicial. De esta forma, por medio de diluciones se obtiene el in6culo en la 
concentraci6n deseada. 

Procedimiento: Raspar los cultivos del hongo en las cajas y mezclar este raspado con un 
volumen conocido de agua destilada. Una vez homogeneizada, la suspensi6n se filtra a traves 
de una malla 0 gasa para eliminar el agar 0 restos de micelio que podrian obstruir el paso de la 
suspensi6n a traves del aspersor durante la inoculaci6n, y se lleva a un volumen conocido. 

Tomar una gota con una pipeta Pasteur y colocarla en el centro del hemacit6metro, 0 bien 
colocar una gota en cada extremo, segtin el tipo de hemacit6metro con el que se este trabajando; 
enseguida colocar el cubreobjetos cuidando que no queden burbujas y que la gota no se 
derrame ni se salga de los campos de conteo. Esto daria un dato err6neo, ya que el excedente 
arrastrarfa las esporas. 

El hemacit6metro consta de dos campos de conteo; en cada campo se tienen nueve cuadros, que 
a su vez estan divididos en cuadros mas pequenos (Figura 10). Tanto los cuadros grandes como 
los pequenos tienen dimensiones conocidas, de tal modo que por medio de f6rmulas se puede 
obtener el numero de esporas por ml. 
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E1 campo de conteo que se debe utilizar depende del tamano de los conidios del hongo con el 
que se este trabajando. Si estos son grandes, 10 mas conveniente es contar en los cuatro cuadros 
de las esquinas (A, B, C, D) mas el cuadro del centro (E) (Figura 10). E1 conteo se repite por 10 
menos seis veces y se saca un promedio. 

A B 


~ :-::::::....... 

En caso de hongos de esporas . ~'= grandes, hacer el conteo del 

O,2MM / 
I 

\= 1 2 contenido de A, B, C, 0 Y E. 

1-/ 

L 
~ E 5 

\ J En caso de hongos de esporas0,05 MM..T \. chicas, hacer 91 conteo del

"- /...::::. === contenido de 1, 2, 3, 4 Y 5. 


2.5~~ 3 4 


C D 

Figura 10. Rayado del hemacitometro que muestra los campos de conteo (A, B, C, D, E). 

Ejemplo: 


Cuadros de conteo 


No. conteo A B C D E SUMA 

1 10'" 15 12 13 11 61 

2 18 15 10 20 13 76 

3 25 15 18 16 14 88 

4 12 14 15 18 13 72 

5 15 13 17 14 11 70 

6 15 13 12 18 20 78 

.. No. de conidios 0 propagulos 445 
Media=74 
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Con los datos obtenidos, se calcula un valor de la media; este se multiplica por una constante 
que depende del hemacit6metro que se utilice. De ese producto se obtendra la concentraci6n en 
conidios / ml. 

Entonces: 

74 x constante = concentraci6n en conidios/ml 

Esta concentraci6n corresponde a la de la suspensi6n inicial. Cuando se desea calcular una 

diluci6n deterrrunada, se aplica la f6rmula siguiente: 


Donde: 


CI = Concentraci6n inicial (conocida en el conteo) 

VI = Volumen inicial (establecido arbitrariamente al preparar el in6culo) 

C2 = Concentraci6n final deseada (seglin el estudio a realizar) 

V2 = Volumen final (desconocido) 


Despejando: 


Si el volumen inicial era de 100 ml Y se desea una concentraci6n de 30,000 conidios/ml, 

entonces 


concentraci6n calculada x 100 ml 

V2 = --------------------------- = volumen final (ml) 


30,000 

Con los datos que se obtengan: 

a) Calcular la concentraci6n del in6culo inicial. 
b) Calcular la cantidad de llquido que se debe agregar a la suspensi6n de esporas 

preparada, para obtener una concentraci6n de 30,000 esporas por ml. 

Inoculaci6n en invermidero 
La inoculaci6n en invernadero se lleva a cabo con diferentes prop6sitos, como son: 
demostraci6n de los postulados de Koch, incrementos de inOculo, caracterizaci6n de 
sintomatologia, pruebas de selecci6n para resistencia genetic a y estudios de epiderruologia. 
Inocular bajo estas condiciones tiene muchas ventajas, entre ellas: mejor control en el manejo del 
organismo, seguridad en la evaluaci6n de los sintomas, certeza de que no hay interferencia de 
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otros organismos (como sucede en el campo) y rapidez en evaluar el material. Generalmente la 
inoculaci6n en invemadero se realiza en plantulas, pero tambien puede llevarse a cabo en otros 
estados feno16gicos (dependiendo del pat6geno de que se trate). 

El siguiente ejercicio de inoculaci6n es muy util para seleccionar material genetico bajo 
condiciones de invemadero y, en un programa de mejoramiento, puede ayudar a acelerar el 
proceso de selecci6n. En el ejercicio se utilizan plantas susceptibles y resistentes, y se inoculan 
varias especies pat6genas del genero Helminthosporium. En el caso de Helminthosporium sativum, 
H. teres f. sp. teres, H. teres f. sp. maculata y H. tritici-repentis, las plantulas al ser inoculadas deben 
de tener un crecimiento de 10 a 12 dias. Se podran determinar las diferencias y respuestas de 
resistencia en el germoplasma evaluado de 5 a 7 dias despues de la inoculaci6n. 

Los materiales que se inocula ran se pueden preparar de diferentes formas. Los dos metodos que 
se describen en este ejercicio son iguales, salvo que comienzan de distintas maneras. 

En el primer metodo se utilizan sobres de glasine con toalla de papel absorbente en su interior 

(Figura 11 a); engrapar juntos en la parte superior y dejar espacio suficiente para poner las 
semillas que se desee germinar. Los sobres con las semillas se colocan en charolas (bandejas), 
acomodandolos entre soportes de hilaza para sostenerlos (Figura 11 b). El agua que se agregue a 
las charolas sera absorbida por el papel en el interior de los sobres de glasine y llegara a las 
semillas. Esto permite la germinaci6n de las semillas y su abastecimiento posterior. Siempre se 
debe incluir un testigo resistente y uno susceptible. 

En el segundo metodo se siembran juegos similares de semillas en vases de cart6n con tierra. AI 
igual que en el primer metodo, se debe incluir un testigo resistente y uno susceptible. 

A partir de este punto, los dos metodos continuan como sigue. Cuando las plantulas tengan un 
crecimiento de 10 a 12 dias, raspar el organismo cultivado en las cajas Petri. Oisolver el raspado 
en agua destilada (si se tiene cultivo en grano se pone a agitar con agua); filtrar a traves de una 
gasa para eliminar los pedazos de agar y obtener una suspensi6n de conidios 10 mas pura 
posible. Con la ayuda del hemacit6metro se hacen los conteos correspondientes y se obtiene una 
suspension con una concentracion de 30,000 conidios por ml; si se dispone de Tween 20, se 
agrega una gotita a la suspension para evitar conglomerados de conidios y obtener una 
concentracion mas homogenea. Las plantulas se inoculan con un atomizador que permita un 
rociado uniforme (Figura 11 c). Separar las plantulas inoculadas con H. sativum, H. teres y H. 
tritici-repentis. Identificar los testigos sin inocular, los susceptibles y los resistentes. 

Oespues de inoculadas, las plantulas se incuban en una camara htimeda durante dos horas; a 
continuaci6n, altemar 15 min de humedad por 45 min de luz durante 48 horas en el caso de H. 

teres y H. tritici-repentis, y entre 18 y 24 horas para H. sativum. Si no se cuenta con una camara 
humeda, se pueden obtener resultados similares cubriendo las plantulas con bolsas de plastico y 
vigilando que siempre tengan humedad. Se riegan las plantas, las bolsas se asperjan por dentro 
y se sellan. El tiempo que las plantas deben mantenerse en las camaras de humedad se estudia 
previamente para ajustarlo a las condiciones especificas. Un humificador accionado por 

22 




electricidad es de gran utilidad, sobre todo si se puede conectar a un reloj control para dar 
humedad en tiempos intermitentes prefijados de acuerdo con el patogeno. 

A las 48 horas (0 24 horas, segun el patogeno inoculado), sacar las plantulas y colocarlas en el 
invernadero durante 8 a 10 dias . Observar los sintomas y tratar de diferenciar el tipo de lesi6n 
causada por H. sativum, H. teres f. sp. mawlata y H. teres f. sp. teres del causado por H. tritici­
repentis. Evaluar la diferencia en susceptibilidad de las variedades utilizando las escalas que Ie 
seran proporcionadas, tomando como base los testigos susceptible y resistente (Figura 11 d). 

Se sugiere realizar el siguiente proyecto como practica. Indicar como llevar a cabo, con los 
medios existentes en el pais donde usted trabaja, la seleccion de germoplasma en un 
invernadero 0 una estructura similar. Para desarrollar este proyecto se debe escoger una 
enfermedad fungosa de importancia economica en la region donde se trabaja; el proceso se 
ajusta a las condiciones que ese pat6geno requiere. 

b 

Figura 11 a, h, c, d. Bandejas adaptadas para el crecimiento, inoculacion y seleccion rapida de 
plantulas con resistencia a algunos patogenos causantes de manchas foliares. 
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Basidiomycetes 

Introduccion 

Muchas especies pertenecientes a la clase Basidiomycetes son pat6genos importantes de plantas 
cultivadas, especies forestales y especies omamentales. Algunas especies de Basidiomvcetes 
(por ejemplo, los champinones) se cultivan como alimento humano; otras son fuente importante 
de nutrientes para las plantas (micorrizas) y muchas son sapr6fitas. 

Las esporas (basidiosporas) de estes hongos son producidas en la parte extema de una 
estructura especializada denominada basidio, que puede ser septado (heterobasidio) 0 sin 
septas (holobasidio). Las basidiosporas son producto de la plasmogamia (fusi6n de dos 
protoplastos), la cariogamia (fusi6n de dos nucleos) y la meiosis. 

Royas 

Las royas constituyen un grupo extenso de fitopat6genos econ6micamente importantes. La 
mayoria de las especies vegetales son afectadas por las royas; sin embargo, en los cere ales han 
causado mayor interes a traves de la historia del hombre debido a la gran frecuencia con que se 
presentan y los fuertes danos que provocan. Las royas de los cereales tipicamente tienen un 
ciclo de vida con fases sexuales y asexuales, y hasta cinco estadios diferentes de esporas. 

EI trigo es atacado por la roya del tallo causada por Puccinia graminis f. sp. tritici, roya lineal 
(amarilla 0 estriada) (Puccinia striiformis f. sp. tritici) y roya de la hoja (Puccinia recondita f. sp. 
tritici). La roya del tallo es mas frecuente en climas calidos y la roya lineal 10 es en areas mas 
frias. Un clima intermedio favorece la roy a de la hoja, y esta es la mas difundida y destructiva 
de las tres enfermedades hoy en dia. 

La roya del tallo produce pustulas alargadas de color cafe rojizo en tallos, vainas y pedUnculos. 
Las lesiones de roya de la hoja son mas pequenas y ovaladas, de color un poco mas claro 
(anaranjado-cafe) y mas evidentes en el haz de las hojas. La roya lineal es aun mas clara (entre 
amarillo y anaranjado-amarillo) y se presenta en forma linear en el follaje y las glumas. 

EI desarrollo de metodos eficientes de control de las royas comenz6 a principios del siglo, 
cuando se descubri6 que existia una resistencia a ell as que con frecuencia se hereda mediante 
un solo gene. La capacidad de un biotipo del pat6geno para vencer un gene especifico de 
resistencia en el hospedero suele estar condicionado por un solo gene tambien, y esta relaci6n 
hospedero-parasito se denomina concepto de "gene-por-gene". 

Como consecuencia inmediata del cultivo, ana tras ano, de variedades resistentes en areas 
extensas durante largos perfodos, aparecieron biotipos del pat6geno contra los que esta 
resistencia no fue eficaz. Los biotipos, que difieren en su habilidad (virulencia) para atacar una 
variedad 0 grupo de variedades, se denominan razas (fisio16gicas). Una raza se define como un 
patr6n de avirulencia diferente en un grupo de cultivos 0 aislamientos del pat6geno, que se 
observa cuando se prueba en un grupo de variedades 0 lineas seleccionadas. 

24 



Por ejemplo, en el trigo se han encontrado cerca de 40 genes mayores de resistencia a roya de la 
hoja; sin embargo, tambien se han encontrado aislamientos del hongo que poseen virulencia 
para muchos de esos genes. Dado que existen dos clases descriptivas del patogeno (avirulencia 
y virulencia) para cad a uno de los 40 genes de resistencia conocidos, el numero posible de razas 
(ej . combinaciones diferentes de genes de virulencia/ avirulencia) es de 24°,0 sea, mas de 34 mil 
millones. Esto da una idea de la enorme variabilidad que poseen estos patogenos. Tambien se 
han encontrado genes unicos de resistencia y de razas en otros grupos de hongos (por ejemplo, 
mildius y tizon tardio de la papa). 

Monitoreo de una poblacion de roya de la hoja 
Por las razones antes mencionadas, cuando se esta mejorando para obtener resistencia a las 
royas, es importante monitorear las razas del patogeno, conocer su composici6n y probar las 
nuevas variedades con esas razas. De esta manera se obtendra infonnacion acerca del posible 
incremento de una raza 0 combinaci6n de virulencias, que se podra utilizar para desarrollar 
estrategias en el uso de la resistencia (por ejemplo, la liberacion de variedades). 

A continuaci6n se indica la fonna de realizar el monitoreo de una poblacion de roya de la hoja y 
establecer la composicion de sus razas. Los objetivos de esta actividad son: 1) familiarizarse con 
roya de la hoja del trigo, y evaluar reacciones de susceptibilidad y resistencia; 2) ilustrar la 
interacci6n de los aislamientos del hongo con diferentes lfneas de trigo y demostrar la presencia 
de distintas razas; y 3) mostrar tecnicas para realizar un monitoreo practico de las virulencias en 
una poblacion de roya de la hoja. 

En esta practica, 10 ideal es utilizar lfneas isogenicas (0 diferenciales) de trigo de primavera 
Thatcher. Cada una posee un gene de resistencia diferente que Ie ha side transferido mediante 
un proceso de mejoramiento conocido como retrocruza. Hasta donde se sabe, las "isolfneas" son 
similares en toda su constitucion genetica, salvo en su gene especifico de resistencia. El 
estudiante puede trabajar con semilla de isolfneas para todos los genes conocidos 0 solamente 
para los que seleccione. A fin de demostrar una respuesta diferencial, se necesitan esporas de 
por 10 menDs dos aislamientos 0 cultivos del hongo de roya de la hoja. Cada cultivo es la 
progenie de una sola pustula. 

1. 	 Sembrar las isolfneas en golpes (6-8 sentillas en cada uno) en una bandeja, empezando por la 
esquina frontal izquierda (poner una marca), y proseguir hacia la derecha. Las bandejas se 
colocan en un invemadero a 18-24°C, hasta que las primeras hojas de las plantulas esten 
completamente extendidas (mas 0 menDs una semana). Las plantas se deben mantener 
separadas y aisladas de cualquier planta que este infectada con roya. Regar y fertilizar 
cuando sea necesario. . 

2. 	Inocular cada grupo de isolineas con los diferentes cultivos del hongo como sigue: 
suspender las esporas en aceite mineral 0 agua, y asperjarlas 0 frotarlas sobre la superficie 
de las hojas. Tener cuidado de no mezclar esporas de diferentes cultivos; lavar las manos, y 
si se utiliza un aspersor, lavarlo con etanol al 70% antes de inocular el segundo grupo de 
isolfneas con otro cultivo del hongo. Despues de la inoculaci6n, las plantulas se dejan secar 
durante unos 30 minutos. 
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3. 	 Las esporas requieren de agua libre en la superficie de la hoja para poder germinar y 
penetrarla. En la naturaleza, esto 10 proporciona el rodo de la noche. Para dar humedad a 
las hojas, asperjar las plantas con particulas finas de agua e incubarlas toda la noche en una 
camara humeda cerrada. Al siguiente dia, la camara se abre parcialmente para permitir que 
las plantas se sequen lentamente. Oespues de una hora, estas se trasladan a una mesa en el 
invemadero y se mantienen a 16-24°C. EI periodo de colonizacion del tejido del hospedero, 
comprendido entre la penetracion y la esporulacion, se denomina periodo latente. Es posible 
calcular la duracion de este periodo anotando el momento en que la primera pustula rompe 
la epidermis y libera las uredosporas. EI desarrollo de las pustulas requiere de 10 a 14 dias. 

4. 	 Dos semanas despues, los uredios se observan con un microscopio de diseccion. Las royas 
son biotrofos, ya que son parasitos obligados (necesitan un hospedero vivo). La infeccion 
conduce a una asociacion fisica en la que los haustorios (estructuras que permiten al hongo 
captar alimento) invaden celulas vivas para obtener nutrientes, pero sin destruirlas 
inmediatamente. Las infecciones generalmente son locales y el dano al hospedero se refleja 
en la presencia de muchas infecciones. Las plantas se debilitan debido a que los nutrientes y 
el agua se desvian hacia el crecimiento y reproduccion del hongo. Las celulas invadidas 
permanecen vivas y activas hasta que el parasito se reproduce desarrollando esporas. 

5. 	 Anotar la reaccion producida por cad a combinacion de isolinea/patogeno en el cuadro 
(p. 28). Las reacciones pueden variar desde altamente susceptible (pustulas grandes con 
esporulacion) hasta altamente resistente (pequenas manchas cloroticas), con niveles 
intermedios (Figura 12 a, b, c). Se pueden realizar evaluaciones mas precisas utilizando una 
escala visual de 0 a 4 0 de 0 a 9, en la que 0 es la reaccion mas resistente. Para la 
identificacion de razas, las reacciones se dividen en dos clases: alta (hospedero susceptible/ 
patogeno virulento) y baja (hospedero resistente/patogeno avirulento). Las reacciones 
intermedias pueden ser dificiles de clasificar, pero se consideran resistentes (bajas), ya que 
cualquier disminucion en la produccion de esporas, 0 clorosis 0 necrosis representa un 
menor desarrollo de la enfermedadJ 10 cual reduce la velocidad de incremento de esta. 

Las razas de roya se designan en secuencia por medio de codigos numericos utilizando una 
clave dicotoma, 0 mediante una formula de avirulencia/virulencia. EI numero de raza 0 codigo 
se relaciona Unicamente con el juego 0 grupo del hospedero utilizado. Anteriormente, se 
utilizaba un grupo de lineas de trigo para la identificacion de razas; sin embargo, esto ya ha sido 
descartado debido al desarrollo de isolineas. Hasta ahora, no se ha desarrollado un estandar que 
sea ampliamente utilizado, mas bien se estan usando formulas de avirulencia/virulencia para 
caracterizar cada aislamiento del hongo. Un ejemplo podria ser Lr 1,9, 16,24,26 /2a, 2c y 3, el 
cual indica que las isolineas Lr 1, 9, 16, 24 Y26 son resistentes, mientras que Lr 2a, 2c y 3 son 
susceptibles a ese cultivo de la roya. Inversamente, el cultivo es avirulento para las isolineas Lr 
1,9, 16,24 Y26 Y virulento para Lr 2a, 2c y 3. Esto nos permite representar una raza diferente del 
cultivo que corresponde a Lr 2a, 2c, 9, 24, 26/1, 3, 16. 
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~ A MclniOsn 

o 2 3 4 x 
a. Roya del tallo (Puccinia graminis f. sp. tritici) 

Slngn 

R W Stubbs 

2 3 x 
Roya de la hoja (PlIcClnia rL'condita f. sp. tritici) 

c. Roya lineal 0 estriada (PlIccil1la striilonnis f. sp. tritici) 

Figura 12. Escalas de evaluacion de royas en plantulas bajo condiciones de invernadero. 
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Reacci6n de ocho isolineas de trigo ados aislamientos de roya de la h~ja. 

Isolinea 

Lrl Lr2a Lr2c Lr3 Lr9 Lrl6 Lr24 Lr26 

Aislamiento A 
Aislamiento B 

Preguntas 
1. 	 lC6mo se diferenciaron los dos cultivos del hongo en cada una delas lineas isogenicas de 


trigo? 

2. 	 lC6mo se diferenciaron las lineas isogenicas en esta prueba? 
3. 	 Si usted tuviera que recomendar fuentes de resistencia a un mejorador, lcual de estos genes 

recomendarfa? lNecesitaria mayor infonnaci6n para poder hacer una recomendaci6n util? 
Explique. 

4. 	 lSena cualquiera de estos genes, por si solo, util para un mejorador? 
5. 	 lPodna ser utilla recombinaci6n genetica de estas resistencias? 
6. 	 lPor que es util para un mejorador un monitoreo regional 0 nacional de razas cuando se 


trata de desarrollar variedades con resistencia? 

7. 	 Ademas de ser Util para los mejoradores, lque otros usos se podna dar a la infonnaci6n 


recolectada, despues de llevar a cabo un muestreo extenso de las razas de la royal 
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Carbones 

Bajo el titulo general de carbones se incluyen varios generos de la clase Basidiomycetes. Los 
carbones son hongos pat6genos obligados que pueden mantenerse latentes en el suelo durante 
periodos prolongados. Este grupo de hongos es conocido ampliamente por los sintomas que 
produce, pues son fadles de reconocer; esporulan (producen esporas de color cafe 0 negro) 
principalmente en el grano, inflorescencia, hojas y tallos. Atacan a los cereales (trigo, cebada, 
avena, maiz, arroz, etc.) y otros cultivos de importancia econ6mica para el hombre (papa, cana 
de azucar, cebolla, etc.). 
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· Entre sus caracterfsticas taxonomicas importantes se incluye que las teliosporas son producidas 
en forma individual, en pares 0 en agregados (bolas). TambiE~n son importantes el tamano, el 
color, la ornamentacion y la morfologia; la presencia de celulas esteriles y su localizacion; el sitio 
de esporulacion y el hospedero. 

A diferencia de 10 que ocurre en los uredinales (royas), la fertilizaci6n se lleva a cabo por medio 
de la union (plamogamia) de propagulos compatibles del hongo. Los carbones que afectan el 
trigo son: Tilletia caries y T. joetida, causantes del carbon comun; Tilletia controversa, causante de 
carbon del enanismo; Tilletia indica, causante del carbon parcial; Ustilago tritici, causante del 
carbon volador, y Urocystis agropyri, causante del carbon de bandera. 

Identificacion de carbon volador y carbon parcial 
A continuacion se describe como realizar la prueba de germinacion de teliosporas (esporas) que 
permite identificar estos carbones. 

Carb6n volador. Tomar muestras de espigas infectadas y agitarlas dentro de un recipiente que 
contenga una solucion de agua con Tween 0 algu.n otro surfactante. Agregar una gota de Tween 
por litro de agua y agitar suavemente hasta disolver. Pasar la suspension de esporas por una 
malla de 60 11m 0 menor para retener las particulas 0 basuras de mayor tamano (las teliosporas 
miden 5 a 9 11m de diametro). Centrifugar a 3000 rpm para que las teliosporas se concentren en 
la base del tube; desechar el sobrenadante. 

Preparar una solucion de hipoclorito de sodio y agua (1:9, v:v). Agregar esta solucion al tube 
t

con teliosporas para esterilizar la superficie, agitar un poco, centrifugar y desechar el 
sobrenadante. Agregar al tube con teliosporas agua esterilizada para remover el hipoclorito, 
agitar y centrifugar; desechar el sobrenadante y repetir la operacion con agua esterilizada. 

Las teliosporas se transfieren con pipeta 0 jeringa esterilizada a cajas de Petri con agar al 1.5-2% 
(15 0 20 g de agar por litro de agua). Incubar las cajas con teliosporas a temperatura de 
laboratorio (18-22°C) . Siete dfas despues, comenzar a observar y tomar notas de la forma en que 
germinan. 

Carbon parcial. Eri~l caso de Tilletia indica se toman granos infectados y se slgue el metodo 
descrito para Ustilago tritici. Para obtener una mejor germinacion, las teliosporas se pueden 
dejar en la solucion de agua y Tween durante 24 horas antes de iniciar el tratamiento con 
hipoclorito de sodio. Es necesario utilizar una malla de 60 11m porque las teliosporas miden de 
22 a 49 11m. 

Metodos de inoculacion 
Existen varios metodos de inoculacion; sin embargo, aqul se describen solamente uno para el 
carbon volador y uno para el carbon parcial. 

Carbon volador: Espolvoreo de espigas (met;do go-go). Se escogen espigas en estado de floracion­

antesis y se preparan como para emascular (cortando las aristas 0 barbas con parte de las 
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glumas, lemas y paleas). Se cubren con bolsas de glasine que se abren con tijeras por la parte 
superior para poder espolvorear las espigas con teliosporas. 

Carbon parcial: Inaculacion par inyeccion. Las colonias derivadas de teliosporas que gerrninaron, se 
transfieren a un medio rico en nutrientes (como papa-dextrosa-agar) para su multiplicacion. El 
proceso es el siguiente: revisar que no exista contarninacion en las cajas de agar donde las 
teliosporas se encuentran gerrninando. Con una espatula esterilizada (mediante el flameado), 
cortar pequenos pedazos de agar que contengan teliosporas en gerrninacion, transferirlos a cajas 
de Petri con PDA invirtiendolos en la tapa (de manera que el hongo esporule hacia abajo) y 
esperar 4 a 6 dias hasta que las colonias empiecen a desarrollarse (Figura 13 a, b, c). Agregar 
agua esterilizada y raspar las colonias con una espatula flameada; despues, inocular cajas con 
PDA por medio de una jeringa 0 pipeta esterilizada y esperar de 5 a 7 dfas para que las cajas se 
cubran con las colonias del hongo. 

Pasado ese tiempo, se vuelve a agregar agua, se raspa la superficie y se criba utilizando una 
gasa (para elirninar los pedazos de agar 0 agregados de hifas del hongo que podrfan tapar las 
jeringas) . Cuando se hayan raspado unas 15 cajas, se calcula la concentracion inicial de 
propagulos por rnililitro con un hemacitometro y se agrega el agua necesaria para obtener la 
concentracion deseada (lO,OOO/ml). Con una jeringa hipoderrnica, se deposita un rnililitro de 
inoculo en cada espiga de plantas que se encuentren en estado de embuche (cuando se 
empiezan a ver las aristas). 

a b c 

Figura 13 a. Cuitivo del hongo y cortes en PDA. b. Cortes invertidos iniciando 
crecimiento. c. Desarrollo y multiplicacion del inoculo. 
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;Ascomycetes 

Introduccion 

Los Ascomycetes comprenden varios miles de especies que pueden ser desde estrictamente 
saprofiticas, hasta parasitos obligados de las plantas superiores. Entre estos t11timos, existen 
algunos que pueden atacar y danar severamente a los cereales de grano pequeno. 

El cielo de los Ascomycetes comprende dos fases: la asexual y la sexual. Durante la primera, el 
hongo produce conidioforos, es decir, las estructuras generadoras de esporas asexuales 0 
conidios. Los conidioforos pueden nacer individualmente 0 en grupos, y libres, 0 en cuerpos 
fructiferos denominados picnidios 0 acervulos. Desde el punto de vista fitopatologico, esta fase 
es muy importante porque se repite durante todo el cielo del cultivo, y los conidios pueden 
infectar hojas, tallos, espigas e, ineluso, granos. 

La fusion de dos mieleos compatibles se produce en la segunda fase y, como consecuencia, la 
formacion de cuerpos fructiferos (peritecios, eleistotecios 0 apotecios) capaces de resistir 
condiciones desfavorables de humedad y temperatura durante la ausencia del cultivo. En estos 
cuerpos fructiferos se producen las ascas que se activan al inicio de un nuevo cielo del cultivo. 
Esta es la etapa invemante, aunque en la mayo ria de los casos, las ascas y ascosporas no se 
forman ni maduran sino hasta el final del inviemo 0 comienzo de la primavera. Por 10 tanto, el 
hongo puede invemar tambien en forma de micelio y, en ocasiones, de conidio. 

El micelio de los Ascomycetes esta compuesto de hifas bien desarrolladas, delgadas 0 gruesas, 
profusamente ramificadas e interrumpidas por septas simples. En este grupo de hongos existen 
patogenos que provocan en los cereales enfermedades importantes, como los tizones foliares 
causados por especies de los generos Helminthosporium y Septoria. 

Identificacion del tizon foliar 
causado por Helminthosporium sativum 

Entre los tizones foliares 0 manchas de la hoja, el causado por H. sativum se presenta a partir del 
comienzo del desarrollo foliar y se incrementa principalmente en las hojas despues del 
espigamiento. Este hongo tambien puede presentarse en corona, raices, nudos, vain as, espigas y 
granos, por 10 que se Ie considera una enfermedad importante, sobre todo en lugares 
subtropicales, donde se encuentran las condiciones 6ptimas para su desarrollo: altas 
temperaturas acompanadas de alta humedad. 

AI desarrollarse, H. sativum forma, en el tejido foliar y otras partes de la planta, estructuras 
asexuales llamadas conidioforos a partir de los cuales se producen los conidios. El aislarniento 
de H. sativum no presenta complicaciones, pues generalmente crece con facilidad en PDA 0, 
ineluso, en una camara htimeda. La fase sexual no se encuentra con frecuencia en la naturaleza 
y solo ha side descrita bajo las condiciones agroecologicas de Zambia. 
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Sintomatologia y aislamiento del patogeno 
Pegar la muestra en la hoja de diagnostico y describir los sintomas observados. Preparar 
hipoclorito de sodio all% (1 ml de hipoclorito de sodio en 99 ml de agua destilada esteril 0, si 
se cuenta con Tween 20, agregar una gotita para eliminar la tension superficial). Colocar en cajas 
de Petri, por separado, el hipoclorito y el agua destilada esteril. Hacer pequenos cortes en las 
hojas en areas donde la lesion este iniciandose y colocarlas en el hipoclorito durante 1 minuto. 
Sumergir la punta de las pinzas en alcohol y flamear. Tomar los pedacitos y enjuagar 
eliminando el exceso de hipoclorito. Enseguida, secarlos en toalla 0 papel filtro esteril. Bajo 
condiciones 10 mas esteriles posible (microvoid y / 0 area limpia con alcohol 0 hipoclorito), 
sembrarlos en forma ordenada en cajas con PO A, colocando de 5 a 7 pedazos por caja. 

En forma simultanea, preparar una camara humeda de la muestra. Incubar las cajas durante 3 a 
7 dias. Pasado este periodo, debe haber suficiente crecimiento del hongo. Para la camara 
humeda, asegurarse que el papel filtro siempre este humedo y agregar agua si fuera nec;esario. 
Oescribir las caracteristicas de la colonia. Hacer una preparaci6n temporal, tomando una 
muestra directamente del cultivo del hongo; observar al microscopio primero con el objetivo de 
menor aumento y, si fuera necesario, con el mayor para ver detalles. Oibujar y describir las 
estructuras visualizadas en el ocular: micelio, conidioforos, conidios, etc. Investigar bajo que 
condiciones ambientales puede presentarse el ataque del hongo en rakes y bajo que condiciones 
en las partes aereas. 

Identificacion del tizon foliar 
causado por Helminthosporium tritici-repentis 

El tiz6n foliar (tambien conocido como mancha amarilla, mancha bronceada, atizonamiento de 
la hoja del trigo 0 mancha ocular) causado por H. tritici-repentis es una enfermedad que ataca al 
trigo, triticale y algunos pastos. Los sintomas aparecen como manchas necroticas, generalmente 
rodeadas por un halo clorotico, que varian en tamano segtin la severidad del dano, llegando a 
coalescer hasta secar toda la hoja. Una caracterfstica importante es que la lesion presenta un 
punto mas obscuro en el centro. Sin embargo, esta caracterfstica no es exclusiva de este hongo 
ya que H. sativum y Septaria nadarum tambien la presentan. Por esta razon, un diagnostico final 
solo se logra observando las estructuras al microscopio. 

Resulta diffcil aislar y hacer esporular este hongo en medio de cultivo, pues en la mayoria de los 
casos tiende a fonnar rapidamente la fase sexual (pseudotecios), aunque no logra madurar. Sin 
embargo, se ha observado que si las colonias con 5 a 7 dfas de crecimiento en medio de cultivo 
se cubren con una pelicula de agua esteril y se raspan, esto estimula la esporulaci6n asexual 
dentro de las 48 horas siguientes. 

La fase sexual ha side reportada en muchos lugares del mundo y su fonnaci6n parece depender, 
en particular, de las condiciones ambientales durante el inviemo y comienzos de primavera. Se 
Ie encuentra normalmente en el rastrojo que pennanece despues de la cosecha. 
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Sintomatologfa y aislamiento del patogeno 
Seleccionar hojas con lesiones tfpicas para la hoja de diagnostico; pegar la muestra y describir 
los sintomas. Cortar pequenos pedazos de hojas con lesiones incipientes; desinfectarlas durante 
102 minutos en hipoclorito all%. Enjuagarlos en agua esteril y ponerlos a secar en papel filtro. 
Sembrar cinco pedacitos en una caja de Petri con medio V-8 a130% (este medio es muy eficaz 
para el aislamiento y produccion de esporas de este hongo). 

Poner a incubar las cajas a una temperatura de 20-22°C con luz fluorescente con longitud de 
onda cercana a la luz ultravioleta durante 5 a 7 dfas, altemando un cido de luz de 10 horas y 14 
de obscuridad (condiciones indispensables para su esporulacion). Para estimular la produccion 
de conidios, cuando el cultivo tenga 5 a 6 dias, agregar una capa de agua esteril y raspar con 
una espatula esterilizada. Remover el inoculo; volver a incubar la caja durante 48 horas mas. Al 
termino de este tiempo, volver a hacer preparaciones y observar al microscopio. Describir las 
caracterfsticas de la colonia. Describir y dibujar las estructuras que se observen. 

Identificacion de la manchas 
causadas por Helminthosporium en cebada 

La mancha reticulada de la cebada causada por Helminthosporium teres f. sp. teres es muy comtin 
en regiones frias y humedas donde se produce este cultivo; es una mancha obscura que al 
desarrollarse forma un patron en forma de red, con bandas transversales y longi tudinales. 
Comtinmente se presenta en la hoja, aunque en las variedades muy susceptibles puede atacar a 
la espiga, logrando infectar el grano. 

Existe ademas otro tipo de mancha foliar, causada por Helminthosporium teres f. sp. maculata y / 0 

H. sativum, que provoca sintomas muy" similares a la causada por H. sativum, y s6lo pueden 
diferenciarse mediante la observacion de los conidios al microscopio. 

Las especies H. teres f. sp. teres y H. teres f. sp. maculata presentan el mismo desarrollo 
morfo16gico en cultivo artificial; sin embargo, son capaces de inducir sintomas total mente 
diferentes. La fase sexual se encuentra con bastante frecuencia en el rastrojo durante el cido 
invemante. 

Sintomatologfa y aislamiento del patogeno 
Pegar una muestra de cada una de las enfermedades en hojas de diagnostico y describir los 
diferentes sintomas. Cortar pedacitos de tejido enfermo de cada muestra. Esterilizarlos en 
hipodorito all% durante un minuto y enjuagarlos en agua esteril. Poner a secar en papel filtro 
y sembrar 5 de cada muestra por caja con medio V-8 (aI15%). Incubar las cajas a 20-22°C 
durante 5 a 7 dias altemando periodos de luz-obscuridad; H. teres no esporula si no existen estas 
condiciones. Hacer preparaciones y observar al microscopio. Describir la forma de crecimiento y 
color de las colonias en el medio. Dibujar las diferentes estructuras que se observen, 
diferenciando el tamano y la forma de los conidios de cada especie aislada. 
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Identificacion del tizon foliar causado por 
Mycosphaerella graminicola (Septoria tritici) 
y tizon de las glumas causado por 
Lepthosphaeria nodorum (Septoria nodorum) 

El trigo es atacado por varias especies del genero Septoria. Entre las mas importantes estan S. 
tritici y S. nodorum. La primera, el agente causal del tiz6n foliar, se presenta en regiones con 
pluviometria y humedad relativa altas, y temperaturas 6ptimas entre 18 y 22°C. Esta mancha se 
identifica por la presencia de cuerpos asexuales (picnidios) de color negro formados por el 
hongo, que pueden sobresalir de la epidermis en ambos lados de la hoja, distribuidos en lineas 
paralelas. Dentro de los picnidios se encuentran las picnidiosporas, delgadas, de forma 
alargada, que, ya maduras, salen del picnidio a traves del ostiolo (abertura del picnidio) cuando 
existen condiciones de humedad favorables. 

Septoria nodorum requiere de condiciones de humedad y temperatura similares a S. tritici, 
aunque un poco mas templadas. Puede atacar todas las partes aereas de la planta de trigo y, en 
particular, las glumas, nudos, entrenudos y hojas. A diferencia de S. tritici, los picnidios de S. 
nodorum son de color negro a rosado, producidos inmersos en la epidermis del tejido y 
distribuidos al azar. Las picnidiosporas son mas pequenas, cilindricas, transparentes, con 0 a 3 
septas. 

En ambos casos, es frecuente encontrar la fase sexual al final del cielo vegetativo del cultivo, 
pero su identificaci6n es dificil, ya que la apariencia de los picnidios es muy similar a la de los 
peritecios. Solamente usando tecnicas especiales en ellaboratorio se logra su confirmaci6n. 
Ambas especies se pueden aislar y cultivar en medios de cultivo especificos. 

Sintomatologia y aislamiento del patogeno 
Colectar muestras con sintomas de cada una de las dos enfermedades para la hoja de 
diagn6stico y describir los sintomas. En un portaobjetos, pegar un pedazo de hoja con sintomas, 
con ellado donde se observan los picnidios hacia arriba. Colocar en una caja de Petri con papel 
filtro que se satura con agua esteril para formar una camara humeda; sellar y poner bajo la luz a 
unos 15620 cm de distancia. Una 0 dos horas despues, observar la caja (tap ada) al 
estereoscopio; debe de haber exudados saliendo de los ostiolos de los picnidios. El exudado de 
S. tritici es blanco grisaceo, a diferencia del de S. nodorum, que es color rosado. Con una aguja 
esteril y un mechero cerea, tomar el exudado y sembrarlo en una caja que contenga el medio de 
cultivo especifico. Incubar la caja durante 6 a 8 dias. Describir las caracteristicas de las colonias. 

Realizar cortes finos de los picnidios y hacer preparaciones en portaobjetos; observar al 
microscopio, describir y dibujar el tipo de picnidiosporas producido por cada especie. 
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Identificación de fusariosis o roña de la 
espiga causada por Fusarium spp. 

La fusariosis o roña de la espiga de trigo ataca la planta a partir de la emisión de la espiga, 
aunque la floración es el estado más susceptible. En México, la especie causal que predomina es 
Fusarium graminearum, pero también están presentes f culmorum, f nivale, f equiseti y f 
avenaceum. 

La identificación de las especies de Fusarium no es fácil, dado que las diferencias entre ellas no 
son muy evidentes. El medio de cultivo PDA se utiliza con buenos resultados en el aislamiento 
de estos hongos. Existen otros medios específicos para aislar este género, como agar harina de 
maíz, que se encuentra en el mercado ya preparado y listo para hidratarse, y el peNB. Estos 
medios ayudan en la esporulación y aislamiento, y evitan problemas con saprófitos. Los 
criterios básicos para la identificación de las especies de Fusarium son la presencia y la forma de 
los microconidios, macroconidios y claITÚdosporas (consultar la sección "Identificación de 
especies del género Fusarium" para mayores detalles). Las claves más utilizadas son las de 
Booth y Toussoun y Nelson (citas en la sección mencionada). 

Al atacar el patógeno a las espigas, éstas muestran diferentes coloraciones que van desde 
blanco-rosado hasta naranja. La fase sexual se desarrolla en las glumas en algunas localidades al 
final de ciclo vegetativo y permanece en el rastrojo durante el invierno. 

Sintomatología y aislamiento del patógeno 
?egar una espiga en la hoja de diagnóstico; observar y describir los síntomas de la enfermedad. 
Desinfectar las pinzas. Separar cuidadosamente las estructuras florales y tomar con las pinzas 
granos de espiguillas infectadas, preferentemente de donde se observe ITÚcelio. Depositar en 
forma directa en cajas de Petri con medio Papa Dextrosa Agar. Incubar las cajas durante 5 a 7 
días bajo luz cercana al ultravioleta (ésta estimula el desarrollo de la fase asexual). Al término de 
este período, observar al ITÚcroscopio y tratar de identificar la especie o especies presentes. Si 
existen contaminantes, es necesario purificar el cultivo transplantando una pequeña parte de las 
orillas de la colonia del hongo deseado a otra caja con PDA. Incubar durante 5 a 7 días. 

Si se desea obtener cultivos 100% puros, sembrar diluciones de una suspensión de conidios en 
agar agua y sacar con una aguja de disección conidios individuales que estén germinando, 
dentro de un plazo no mayor de 12 horas. Describir las características de la colonia. Dibujar y 
describir las estructuras vistas al ITÚcroscopio. 

Preparación del inóculo e inoculación en campo 
Para evaluar material genético con resistencia a fusariosis, generalmente se utilizan dos 
métodos: inoculación de espiga individual e inoculación en masa. 

Preparar el inóculo a partir del raspado de varias cajas de cultivo del hongo puro, como sigue: 

agregar agua destilada y raspar con una espátula o bisturí; filtrar la suspensión a través de una 


35 




malla o gasa y, con el hemacitómetro, calcular una suspensión de 50,000 esporas por mI. De ser 
posible, preparar el inóculo inmediatamente antes de la inoculación; sin embargo, el inóculo 
permanece infectivo hasta 36 horas si se le mantiene en refrigeración a 4-5°C. 

Inoculación de espiga individual (método del algodón). Seleccionar 10 espigas por línea e 
identificarlas con etiquetas. Las anteras deben estar comenzando a emerger de las florecillas. 
Cortar las barbas para facilitar el embolsado. Saturar un pedacito de algodón con la suspensión 
de esporas; abrir las glumas e inocular en el punto medio de la espiga, colocando una mota del 
algodón saturado en cada lado. Cubrir la espiga con una bolsa de papel glasine. 

Inoculación en masa. Para evaluar un gran número de líneas avanzadas o poblaciones 
segregantes, se aplica el inóculo con un aspersor a una distancia aproximada de 10 a 15 cm, 
hasta que se observe un empapado uniforme de las espigas. Deben realizarse inoculaciones 
semanales por lo menos tres veces consecutivas si las condiciones ambientales no son óptimas. 
La inoculación debe hacerse cuando un 5-10% de las anteras en la parcela hayan emergido. 

La evaluación se realiza 30 a 40 días después de haber inoculado, al final de la formación del 
grano, cuando las espigas están todavía verdes y hay un contraste fuerte entre el color de las 
espiguillas sanas (verdes) y las enfermas (amarillas). La evaluación se puede realizar calculando 
porcentajes con base en el número de espiguillas enfermas respecto al número total de 
espiguillas. 
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Deuteromycetes 

Introducción 

Existe en la naturaleza un gran número de hongos que, pese a ser de micelio septado, raras 
veces o nunca se reproducen sexualmente; por esto se les ha denominado Hongos Imperfectos o 
Deuteromycetes. La mayoría son saprófitos o parásitos débiles de plantas, animales y el 
hombre. AlglUlos son patógenos de otros hongos y nematodos. 

Los Deuteromycetes sobreviven perfectamente en la naturaleza sin necesidad de reproducirse 
sexualmente. Llevan a cabo la reproducción asexual a partir de un estroma que genera conidios, 
o conidios que se desarrollan sin hifas especiales (conidióforos), o cuerpos fructíferos como 
picnidios, acérvulos, esporodoquios y sinemas. 

Identificación de punta negra 
causada por Alternaria alternata, 
A. triticina y/o Helminthosporium sativum 

La punta negra es causada principalmente por tres especies diferentes, Alternaria alternata, A. 
triticina y / o Helminthosporium sativum, que ennegrecen lUlO de los extremos del grano. Para 
saber cuál o cuáles de las tres especies está causando el daño, es necesario aislar una muestra en 
medio de cultivo y realizar la identificación al microscopio. 

Sintomatología y aislamiento del patógeno 
Colectar lUla muestra para la hoja de diagnóstico y describir los síntomas. Colocar en cajas de 
Petri, por separado, hipoclorito de sodio al 3% yagua estéril; esterilizar los granos en el 
hipoclorito durante 1 min y con pinzas esterilizadas transferirlos al agua estéril para eliminar el 
exceso de hipoclorito. Secar el exceso de agua sobre papel toalla para reducir el crecimiento de 
bacterias contaminantes. Enseguida se siembran cinco granos procedentes de Cd. Obregón en 
una caja de Pe tri con PDA y cinco de Poza Rica en otra. 

Incubar las cajas durante 5 a 7 días; realizar preparaciones y observar al microscopio. Describir 
el color y la forma de la colonia en cada caso. Dibujar las estructuras que observe de cada 
aislamiento. Describir la forma, el número de septas y otras características que se observen en 
los conidios de cada aislamiento. Investigar bajo qué condiciones ambientales podrían ocurrir 
los daños provocados por cada patógeno. 

Identificación de escaldadura de 
la cebada causada por Rhynchosporium secalis 

La escaldadura (agente causal, Rhynchosporium secalis) es una de las enfermedades más 
importan~es de la cebada en áreas frías y húmedas, yen tierras altas del trópico donde hay 
mucha precipitación y las temperaturas se mantienen bajas por la altura. Afecta principalmente 
las hojas, alUlque puede dañar también las glumas, aristas y granos. Los síntomas en campo son 
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fácilmente reconocibles, pues se presentan al principio como lesiones ovaladas, alargadas o 
elípticas, con bordes café obscuro o rojizo y centros de color gris o café paja. 

El aislamiento y cultivo de este hongo presenta algunas dificultades. Dado que su desarrollo es 
muy lento, los primeros indicios de crecimiento aparecen sólo después de 14 días de incubación. 
Por tanto, se recomienda eliminar todo crecimiento que aparezca antes de ese plazo porque 
probablemente sea contaminación. Para una identificación rápida, basta hacer preparaciones 
directas para el microscopio de tejido enfermo en el que se hayan observado conidios. Sin 
embargo, si se desea aislar para hacer colección de virulencias y, posteriormente, incremento de 
inóculo para pruebas de resistencia, se recomienda el método descrito a continuación. 

Sintomatología y aislamiento del patógeno 
Colectar muestras de hojas de cebada con síntomas de escaldadura para la hoja de diagnóstico y 
describir los síntomas observados. 

ldentificacíón directa de tejido enfermo. Con una navaja de rasurar (una "gilette") o un bisturí, 
raspar la superficie de una hoja con lesiones claras y hacer la preparación. Observar al 
microscopio, dibujar y describir las estructuras del hongo. 

Aislamiento en medio Agar Frijol Lima (Lima Bean Agar o LBA) e incremento posterior. Cortar 
pedacitos de tejido con lesiones jóvenes, de preferencia de color verde grisáceo sin bordes 
necróticos marcados. Remojar los pedacitos de tejido en alcohol etílico al 70% durante 15 a 20 
segundos. Transferir los pedacitos a hipoclorito de sodio (grado comercial, 5.25% en peso) 
diluido en agua a 1:9. Remojar el tejido en el hipoclorito durante 90 segundos (asegurarse que 
los pedacitos estén bien sumergidos en el hipoclorito). El tiempo de remojo es importante; por 
ejemplo, si las muestras se dejan sólo 60 segundos, presentan mucha contaminación en los 
cultivos, pero si se remojan 2 minutos o más, se elimina el hongo. Después del remojo, transferir 
los trocitos de tejido a cajas con medio de cultivo. 

Composición del medio de cultivo Agar Frijol Lima: 

Componentes: 
Preparación comercial LBA 23g 
(8 g de infusión de frijol lima, 
15 g de agar) 
Agarpuro 5g 
Agua destilada 1000 mI 

Al preparado comercial LBA, se añaden 5 g de agar puro; esto se mezcla con el agua destilada. 

Incubar las cajas a 18-200C. Schein y Kerelo (1956) indican que se requieren de 5 a 7 días para 
observar crecimiento, pero, en nuestra experiencia, este plazo se prolonga de 10 a 14 días. El 
crecimiento del hongo en este medio no es muy rápido, pero las pequeñas colonias que resultan 
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son totalmente puras. Para obtener un gran número de esporas por cultivo, se recomienda 
sembrar en zigzag en tubo o caja de Petri, como se indica a continuación. 

Tomar con una aguja estéril el crecimiento incipiente y diluirlo en 1 mi de agua estéril; agitarlo 
con fuerza para que la suspensión se homogenice. Con una pipeta Pasteur previamente 
flameada y enfriada, tomar una pequeña cantidad y depositarla sobre el medio de cultivo. Con 
la flama se dobla la punta de la pipeta Pasteur, que luego se enfría y se desliza suavemente 
sobre la superficie del medio de cultivo a fin de distribuir el inóculo en la forma más 
homogénea posible. El cultivo que se obtiene después de 8 días tiene la apariencia de levadura y 
una concentración de 30 millones o más de esporas. Todos los aislamientos que crecen en este 
medio tienen un tono rosado que contrasta con el color negro o café que adquieren en otros 
medios de cultivo. 

Referencia 
Schein, R.O. y J.W. Kerelo. 1956. Culturing Rhynchosporium secalis. Plant Oisease Reporter 

4(9):814-815. 
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Introducción 

los patógenos del suelo producen enfermedades asociadas con la inhibición o la destrucción, o 
ambas, del sistema radical de las plantas. Resulta difícil identificar todos los problemas que los 
fitopatógenos del suelo pueden provocar; sin embargo, es factible agrupar estos hongos en 
forma general, según las zonas climáticas donde predominan. Por ejemplo, Helmínthosporíum, 
Fusaríum y Pythíum son importantes en climas templados, Sclerotium rolfsii lo es en el subtrópico 
y Gaeumannomyces graminis prevalece en áreas frías y lluviosas. 

En general, los efectos de estos patógenos en la planta son un desarrollo menor, menor número 
de macollos y madurez prematura (espigas blancas). Asimismo, se observa una distribución 
irregular de grupos de plantas enfermas en el campo. 

Sintomatología de 
Fusarium y Helminthosporium 

Fusarium y Helminthosporium se presentan en muchas regiones debido a su variada gama de 
hospederos y amplia adaptación a temperaturas. Ambos patógenos interfieren con la etapa de 
establecimiento, así como la pre y postemergencia de la raíz, especialmente si se presentan 
cuando la temperatura del suelo es alta (25-30°C) en el momento de la siembra. Los suelos 
húmedos tienden a favorecer los daños causados por Helmínthosporium, mientras que los suelos 
secos tienden a favorecer el desarrollo de Fusarium, especialmente cuando las plantas se acercan 
a la madurez y ésta se encuentra asociada con períodos de sequía. 

Cuando el trigo se acerca a la madurez, se pueden observar espigas blancas esparcidas por el 
cultivo, ya sea en uno o muchos tallos o en grandes grupos irregulares. Si la infección es 
provocada por Fusarium, los entrenudos de la base de las plantas que presentan espigas blancas 
son de color obscuro a café claro. En climas templados, el desarrollo de espigas blancas está 
estrechamente relacionado con la sequía, pues cuanto más intensa sea ésta cerca de la madurez, 
mayor es la probabilidad de que se observe el síntoma de espigas blancas. 

En cuanto a Helmínthosporium, la sintomatología característica son lesiones de color café a negro 
en el entrenudo debajo de la corona, que tienden a intensificarse a medida que crece la planta. 
Durante la época de crecimiento, los cambios en la severidad de las lesiones pueden ser 
observados mientras las subcoronas mantengan su integridad. Helminthosporium, al igual que 
Fusarium y Gaeumannomyces graminís (mal del pie), puede causar el síntoma de espigas blancas 
cuando las plantas se acercan a la madurez. 

Aislamiento e identificación de Fusarium 
Generalmente se usa POA, aunque algunos estudios especiales requieren de medios selectivos. 
A continuación se señalan los componentes y el modo de preparar medio selectivo para 
Fusarium, en cantidad suficiente para 40 a 50 cajas de Petri (15 x 100 mm). 
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Componentes:


I Agua desionizada 1000 ml 

Agar 20 g 
Peptona 15 gI Fosfato de potasio (monobásico KH2P0 ) 194
Sulfato de magnesio (MgS04-7H20) 0.5 g 

I Mezclar, disolver y esterilizar. El medio se enfría a 45-50oC y se agregan los siguientes 
ingredien tes: 

I 

I 

PCNB (pentacloronitrobenceno; Terraclor) 0.5 g 

Bacto-oxgall 19 

Sulfato de estreptomicina 0.1 g 

Clorotetraciclina-H CL 0.05 g 

I 
I El sulfato de estreptomicina se suspende en 3 a 5 ml de alcohol al 95%; los demás ingredientes 

se agregan secos. El medio se agita suavemente durante 2 ó 3 minutos, teniendo cuidado de no 
formar burbujas en el medio. 

Procedimiento: De las plantas recolectadas en el campo, escoger el material del cual se hará el 
aislamiento. Observar el tejido descolorido al estereoscopio. Algunas veces se observa en el 
primer entrenudo que el micelio de Fusarium crece tanto en el exterior como el interior del 
tejido; en ese caso, la superficie del tejido no se esteriliza. 

Utilizar pinzas para remover las vainas de las hojas tan asépticamente como sea posible (no 
tocar el tejido con los dedos). Con tijeras previamente flameadas, cortar el tejido del entrenudo 
en segmentos pequeños (0.5 cm o menos) y colocarlos en una caja de Petri. Se requieren 5 a 10 
pedacitos de cada entrenudo para sembrarlos en una caja con medio selectivo o con POA. 
Incubar las cajas y, 3 a 5 días después, observar el desarrollo de Fusarium. Este debe presentar 
un crecimiento micelial aéreo velloso que varía de blanco puro a rojizo con una ligera sombra 
amarilla. Los subcultivos se deben purificar en este momento y colocarse en el mismo medio. 
Examinar los subcultivos al microscopio y determinar si están puros, para identificarlos y, 
posteriormente, almacenarlos. 

Para identificar las especies de este género, es preciso trabajar con cultivos producidos por un 
solo conidio; sin embargo, los trabajos de resistencia deben hacerse con una mezcla de 
aislamientos con el fin de mantener una diversidad genética tan grande como sea posible. El 
trabajo de identificación se hace principalmente en laboratorio usando aislamientos purificados 
que no provienen de una sola espora (es decir, que no son monospóricos). No debe hacerse 
ningún tipo de evaluación de resistencia del hospedero usando sólo aislamientos 
procedentes de conidios individuales. 
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La mayor parte del trabajo de crecimiento y purificación de Fusarium se hace en CMA o PO A, 
medios apropiados para iniciar cultivos que han estado almacenados. Se pueden usar porciones 
de estos cultivos para infectar medio de semilla de trigo utilizado en ensayos de patogenicidad 
e incrementar inóculo para pruebas de campo. 

Para identificar las especies de Fusarium, se recomienda hacer esporular los aislamientos bajo 
condiciones estandarizadas y usar un solo medio de cultivo. Tousson y Nelson recomiendan 
usar pedazos de hoja de clavel inmersos en agar agua. Se ponen de 4 a 5 pedazos de hoja en la 
superficie de agar-agua al 2%, equidistantes del centro, donde se coloca una porción del 
aislamiento en crecimiento activo. Se repite el procedimiento en varias cajas que luego se sellan 
y se incuban a temperatura ambiente (25°C) bajo luz fluorescente (con ciclo alternado de 12 h 
luz-l2 h obscuridad). 

Después de 6 a 7 días, se examinan las cajas. Cuando un aislamiento ha comenzado a esporular, 
se toma un caja para hacer observaciones y tomar notas de la presencia de microconidios, 
macroconidios, clamidosporas, etc. Con base en la morfología de las estructuras observadas y 
utilizando las claves que se indican en las referencias, se empieza a reducir el número de 
especies que podrían estar presentes. Las siguientes son características importantes para utilizar 
correctamente cualquiera de esas claves: 

a) 	 Micelio septado. 

b) Macroconidios: Son grandes, con más de 2 septas. Se debe observar la célula apical, célula 
basal (célula con pie) y el número de septas. Es muy importante la forma que tienen las 
células apicales y basales. La fijación del esporóforo o conidióforo puede ser una 
característica importante a considerar. 

c) 	 Microconidios: Son pequeños, con 1 a 2 células; no todas las especies los producen. Es 

importante determinar si se producen o no. 


d) Clamidosporas: Esporas latentes, de paredes gruesas, producidas por hifas y conidios. Su 
presencia o ausencia es un factor importante. Generalmente se forman en cultivos de más 
de una semana de edad. 

Durante este proceso se debe tener paciencia. Seleccionar de 1 a 4 aislamientos que representen 
tipos diferentes (por ejemplo, colonias blancas o colonias de muchos colores). Estos se trabajan 
en detalle, observando los macroconidios, presencia o ausencia de microconidios, etc., de 
preferencia a lo largo de varios días, empleando un par de aislamientos. Una vez que se esté 
familiarizado con la variaCión y las especies con las que se trabaja, será mucho más fácil 
categorizar la mayoría de los aislamientos que se tengan. 
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Aislamiento e identificación de Helminthosporium 
El aislamiento de Helminthosporium suele ser menos problemático que el de Fusarium; en general 
se usa el medio PDA, aunque para trabajos específicos se pueden usar medios selectivos como 
el agar modificado de Czapek que a continuación se describe. 

Componentes: 
Agua desionizada 1000 ml 
Caldo Dox de Czapek 35 g 
Agar 15 g 

Mezclar y esterilizar el medio y dejar enfriar a 46-50oC; después agregar: 

Sulfato de estreptomicina 0.1 g 

Benomyl (Benlate 50 WP) 0.004 a 0.008 g 


Fórmula del caldo de Czapek: 

Sacarosa 30 g 
Nitrato de sodio (NaN03) 3g 
Fosfato dipotásico (K2HP04-3H20) 19 
Sulfato de magnesio (MgS04-7H20) 0.5 g 

Cloruro de potasio (KCl) 0.5 g 

Sulfato ferroso (FeS04-7-H20 0.01 g 

Agua destilada 1000 ml 
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El crecimiento de H. sativum es usualmente visible como un frente de micelio blanco que avanza 
y que se toma obscuro detrás de ésta área. Los cultivos tienen que ser examinados 
microscópicamente para verificarlos, porque en el medio, las especies de Alternaria muestran 
características de crecimiento similares, aunque los conidios son diferentes y producidos en 
cadena. 

Helminthosporium spiciferum también se puede aislar mediante este método, aunque su 
crecimiento es muy diferente, pues es de tipo velloso y color oscuro descolorido. Esta especie 
produce sus conidios en verticilos en la punta de los conidióforos. Los conidios son también 
mucho más pequeños que los de H. sativum, producidos individualmente. Con algo de 
experiencia, estas diferencias son fáciles de distinguir al estereoscopio. 

Procedimiento: Para hacer un aislamiento a partir de tejido vegetal o de los entrenudos abajo de 
la corona, se recomienda seguir la siguiente metodología: 

Traer al laboratorio el material vegetal ya lavado. Cortar los entrenudos abajo de la corona, al 
igual que el sistema radical seminal. Desinfectar superficialmente la muestra 1 minuto y 
colocarla en una solución 1:1 (alcohol-hipoclorito de sodio al 5%). Lavar dos veces con agua 
estéril y poner a secar en papel absorbente. Los pedacitos desinfectados se siembran 
acomodando cinco por caja de medio y se ponen a incubar a 22°C durante cinco días. 

Referencias 
Stack, R.W. 1977. A simple selective medium for isolation of Cochliobolus sativus from diseased 

cereal crowns and roots. PI. Dis. Rep. 61: 119-522. 
Luttrell, ES. 1964. Systematics of Helminthosporium and related genera. Mycologia 56:119-132. 
Shoemaker, R.A. 1959. Nomenclature of Drechslera and Bipolaris, grass parasites segregated for 

'Helminthosporium'. Can. J. Bot. 37:879-887. 

Sintomatología de Pythium, 
Gaeumannomyces y Rhizoctonia 

pythium 
Pueden presentarse muchas especies de Pythium que dañan a los cereales. El daño que causa en 
el campo es un achaparramiento y amarillamiento de las plantas, que puede ser muy obvio, 
aunque casi indistinguible de los síntomas causados por deficiencia de nitrógeno. Al realizar un 
exámen directo de las raíces, éstas se observan atrofiadas y acuosas, con lesiones de color café 
rojizo. Se pueden buscar directamente las oosporas en el tejido radical coloreando el tejido con 
lacto fuscina (0.1 g ácido fuscínico/100 ml de ácido láctico). 

Gaeumannomyces graminis varo tritici (syn. Ophiobulus graminis), mal del pie 
Los síntomas de mal del pie se inhiben cuando la temperatura del suelo sobrepasa los 27°C. Por 
eso, este patógeno puede no ser importante en zonas tropicales donde las temperaturas son 
altas, pero predomina en áreas donde la temperatura del suelo es relativamente baja (lO-15°C). 
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El daño en las regiones templadas se manifiesta primordialmente en la aparición en el campo de 
pequeñas áreas irregulares de plantas muertas prematuramente (espigas blancas), similares a las 
causadas por Fusarium. Sin embargo, muy distinto a los síntomas de ese mal es el color negro 
brillante que se observa al examinar las raíces y entrenudos más bajos de la planta. Se forma 
además una red de micelio en la superficie de las raíces, que presenta una apariencia oscura al 
observarse al microscopio. 

Rhizoctonia 
Rhizoctonia puede causar marchitez o amarillamiento de las plántulas y/o daños a las plantas 
adultas similares a los provocados por Helminthosporium y Fusarium. En planta adulta, ocasiona 
una lesión llamada mancha ocular (quiebra de paja) en la base de los tallos, que puede 
debilitarlos y llevar subsecuentemente al acame. 

Aislamiento de Pythium, Gaeumannomyces y Rhizoctonia 
La técnica que se describe a continuación da buenos resultados en el aislamiento de Pythium y 
Gaeumannomyces del sistema radical de trigo. También ha probado ser útil para aislar Rhizoctonia 
de tejido de trigo. 

La técnica básica consiste en usar como trampa tejido de las raíces u otras partes de la planta 
infectada. Cuando se intenta aislar Pythium, se usan raíces de trigo recolectadas en el campo en 
las que se sospecha un problema relacionado con Pythium, aunque quizá no haya síntomas bien 
definidos. Una de las razones por las que no se definen es que otros organismos patógenos o 
saprófitos pueden estar presentes en la misma lesión, especialmente confonne las plantas se 
aproximan a la madurez. Por eso se tiene poco éxito cuando se intenta aislar Pythium y 
Gaeumannomyces directamente del tejido radical infectado. 

Para aislamientos de Pythium y Gaeumannomyces se usa agar harina de maíz. Este medio se 
puede preparar con 40 g de harina de maíz en un litro de agua, mantenida a SooC por una hora, 
filtrar, agregar lS g de agar y esterilizarlo. Rhizoctonia crece fácilmente en POA. 

Trampas. Recolectar en el campo sistemas radicales, llevarlos al laboratorio y lavarlos 
cuidadosamente sobre tamices con agua corriente para remover la mayor parte del suelo y otros 
desechos. Colocar este material en macetas parcialmente llenas con arena estéril; sembrar de 4 a 
6 semillas de trigo sobre el material radical (Figura 14 a). Cubrir las raíces y las semillas con 2 
cm de arena estéril. Regar las macetas y ponerlas a incubar en una mesa de laboratorio con 
iluminación complementaria (12 horas de luz). En el caso de Rhizoctonia, la temperatura debe 
ser de 20 a 2SoC, para Gaeumannomyces de 14 a 16°C y para Pythium de 18 a 20°C. Las macetas 
deben tener un drenaje adecuado; durante el desarrollo de la prueba se agrega agua según sea 
necesario. 

Las plántulas se extraen cuando tienen S a 6 días de emergidas, como sigue (Figura 14 b). Las 
raíces se sacan cuidadosamente del suelo y se lavan sumergiéndolas con cuidado en agua, de tal 
manera de recuperarlas intactas. Si Pythium está presente, las raíces infectadas están poco 
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desarrolladas y usualmente tienen una coloración café claro. En el caso de Rhizoctonia, se 
observan lesiones de color café y en el de Gaeumannomyces, de color negro (Figura 14 c). 

Para los aislamientos pueden seguirse dos métodos: 

1. 	 Todo el sistema radical puede ser suavemente extendido sobre la superficie de una caja con 
medio de cultivo. Este método generalmente se usa cuando hay pocos o ningún síntoma 
visible. 

2. 	 Cuando se observan síntomas severos, se cortan segmentos individuales de tejido radical 
infectado y se siembran en cajas con un medio indicado para las especies que se sospecha 
están presentes. Con este método normalmente no se esteriliza el material vegetal. Secar 
bien las raíces antes de pasarlas al medio de cultivo, así se evitará el exceso de 
contaminación por bacterias. 

El usar plántulas de trigo o trampas como medio selectivo para el organismo más agresivo y 
patogénico que pudiera estar presente en el tejido vegetal enfermo permite evitar la 
interferencia de otros saprófitos y patógenos débiles. En ambos casos, las cajas sembradas se 
incuban en posición invertida (la tapa hacia abajo). En el caso de Pythium, la revisión debe 
comenzar a partir de las 24 horas para no tener interferencia por contaminación. Normalmente 
los aislamientos de Pythium producirán una colonia de unos SO a 60 Ilm de diámetro en las 
primeras 24 ó 48 horas. Nótese que el crecimiento de Pythium en este medio es mucho menos 
obvio que el de Fusarium. El crecimiento de Pythium será usualmente bastante comprimido, con 
poco desarrollo aéreo. El crecimiento es más evidente cuando se observa por el fondo de la caja 
Petri con luz refractada. Si el crecimiento de la colonia es como se describió anteriormente (24 a 
48 horas posteriores a la siembra), casi invariablemente será Pythium. En este momento deben 

e 

Figura 14 a, b, c. Secuencia para construir una trampa para aislar hongos causantes de 
pudriciones de raíces. 
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hacerse reaislamientos tomando micelio de los bordes de las colonias en desarrollo para obtener 
aislamientos puros; los aislamientos que aparecen después de tres días o más, usualmente 
corresponden a Fusarium, Gaeumannomyces, Helminthosporium y/o Rhizoctonia. 

El crecimiento inicial de Gaeumannomyces, en comparación con Pythium, será mucho más lento, 
pues a esta temperatura su desarrollo tomará varios días. Deberán hacerse cultivos y 
examinarlos para eliminar contaminantes. 

Identificación de Pythium 

La taxonomía de las especies de Pythium en general se basa en unas cuantas estructuras 
morfológicas distintivas, relacionadas con la formación de esporangios y oosporas o conidios. 
La presencia o ausencia, tamaño, forma o número de estas estructuras depende grandemente 
del medio que se use, los regímenes de temperatura, la edad del cultivo y otras condiciones 
ambientales usadas para inducir su formación. Enseguida se definen y describen las estructuras 
en que se basa la identificación de este género. 

Esporangio. Estructura en forma de saco cuyo contenido protoplásmico total se convierte en un 
número indefinido de esporas asexuales móviles denominadas zoosporas. El tiempo requerido 
para la formación de esporangios en cultivo, así como la morfología y abundancia de éstos, 
varía ampliamente según la especie. Algunos se forman rápidamente después de pocos días en 
medio de agar, mientras que otros sólo se forman cuando el micelio es sumergido en agua. Hay 
básicamente tres tipos de esporangios producidos por Pythium: globosos, lobulados y 
filamentosos. Aquellas especies que generan esporangios filamentosos generalmente producen 
zoosporas solamente cuando se les sumerge en agua. Las zoosporas varían en tamaño, forma y 
la posición de los flagelos; sin embargo, debido a su tamaño tan pequeño, solamente la 
variación extrema de estas características se considera útil en la taxonomía. 

Conidios . Estas estructuras son desde esféricas o globosas hasta elipsoidales, y asemejan 
esporangios en la mayoría de los casos. La única diferencia es que los conidios no producen 
zoosporas. 

Oogonio. Corresponde al gametangio femenino y contiene uno o más gametos. Los oogonios son 
esféricos, subesféricos o elipsoidales y pueden tener espinas u otras protuberancias. Pueden ser 
terminales o intercalares, y la gran mayoría de las especies producen ambos tipos. La 
temperatura, el medio y el tiempo que los aislamientos hayan permanecido en cultivo, son 
factores que afectan el tamaño y la forma, así como el número de oogonios producidos. 

Anteridio. Es el gametangio masculino. Los anteridios son probablemente el carácter taxonómico 
más difícil de observar. Su número puede variar desde uno hasta más de 25 por oogonio. Según 
su posición, pueden ser hipóginos (abajo del oogonio) o paráginos (aliado del oogonio) y en 
origen pueden ser monoc1inos (los anteridios brotan de cualquier hifa que no sea el tallo 
oogónico). 
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Oospora. Es una espora sexual producida por la unión de dos gametangios morfológicamente 
diferentes (oogonio y anteridio). Bajo condiciones normales, las oosporas suelen presentarse en 
forma individual. La oospora puede llenar por completo la cavidad oogónica o la oosfera dentro 
de la cual se forma, en cuyo caso se dice que es plerótica. Si casi llena la cavidad o está libre 
dentro de la cavidad oogónica, se dice que es aplerótica. Desafortunadamente, existen pocas 
especies en las cuales se da uno de estos casos con exclusión del otro. Algunas veces las dos 
condiciones pueden ser observadas en la misma caja de PetrL 

Método para inducir la producción de zoosporas 
El hongo se cultiva en agar harina de maíz durante 5 días a 15°C. Porciones pequeñas de cultivo 
(3 a 5 mm) se transfieren a tubos de ensayo que contienen agua estéril y láminas foliares frescas 
(2 cm) que han sido hervidas 10 minutos en agua esterilizada y destilada. Después de la 
infección de las hojas (24 h), éstas son transferidas a cajas de Petri frescas e incubadas a 18 ó 
20°C. Los esporangios se producen generalmente después de 24 a 36 horas. En algunos casos, 
los cambios periódicos de agua estimulan la producción de zoosporas. 

Referencia 
Frezzi, M.J. 1956. Especies de Pythium fitopatógenas identificadas en la República Argentina. 

Revista de Investigaciones Agrícolas. T.X., No. 2, pp. 197-241. Buenos Aires, Argentina. 

Identificación de Gaeumannomyces 

Esta especie forma micelio grueso de color negro; al comienzo, las raícillas tornan una 
coloración café pero, después de 10 días, se vuelven de color negro. Al mismo tiempo que el 
hongo invade la planta, se inicia la formación de peritecios en las raíces, corona y hojas 
envainantes inferiores. 

Identificación de Rhizoctonia 

El micelio producido por esta especie forma ángulos rectos, muy cerca de los cuales se generan 
septas. Después de una semana, el medio de cultivo se cubre de esclerocios irregulares. 

Identificación de Sclerotium rolfsii 

Este organismo tiene un amplio rango de hospederos y se ha encontrado que afecta gravemente 
la producción de algunos cultivos, en especial en zonas tropicales. Típicamente produce un 
crecimiento micelial blanco sobre la superficie de las plantas y del suelo. A partir del micelio se 
producen esclerocios de color café obscuro a blanco, similares a semillas de mostaza, que son 
fácilmente visibles en las plantas que están muriendo. Para aislar este organismo, basta tornar 
micelio o esclerocios con una agtfja estéril y transferirlos a papa dextrosa agar. 
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Nematodos 

Introducción 

Los nematodos, conocidos también como anguílulas, tienen forma alargada y son demasiado 
pequeños (suelen medir de 0.3 a S ~m) para observarlos a simple vista. En el pasado, los daños 
que éstos provocaban a los cultivos a menudo se ignoraban o se atribuían a otras causas, como 
la infertilidad del suelo o deficiencia de agua. Además, no se disponía de información clara 
sobre su patogenia. 

Los nematodos fitoparasíticos están ampliamente distribuidos, y casi todas las plantas son 
infestadas por una o más especies. Más de 5,000 especies pertenecientes a 200 géneros son 
reconocidas como parásitos de plantas capaces de causar daño económico a los cultivos. 

Nematodos fitopatógenos del suelo: 
Identificación de especies parásitas y saprófitas 

Aunque los géneros tienen características morfológicas que los distinguen, todas las especies 
patógenas poseen una estructura del aparato bucal, conocida como estilete, que permite al 
nematodo penetrar las plantas para obtener los nutrientes que requiere. El estilete está ausente 
en los nematodos saprófitos. 

I 

Los nematodos ectoparásitos como Tylenchorhynchus, Helicotylenchus y Xiphinema permanecen 
fuera del hospedero mientras se alimentan de sus células internas. Con el estilete penetran las 
células de las plantas; después de un período de alimentación breve, retraen el estilete y repiten 
el proceso. En contraste, los nematodos endoparásitos -incluyendo Meloidogyne y 
Pratylenchus- penetran la planta y migran hacia el tejido de la raíz donde se alimentan y 
completan su ciclo de vida. Los nematodos endoparásitos son considerados más insidiosos 
porque destruyen el tejido interno durante su migración y durante su alimentación están en 
contacto con el sistema vascular. Otra consecuencia importante del ataque de nematodos es que 
provocan heridas que permiten la entrada de bacterias y hongos patógenos del suelo, lo cual 
crea infecciones secundarias. 

I Una característica importante que distingue a los nematodos fitoparásitos, es la presencia del 
estilete. Estas y otras características se observan en la Figura 15. 

I Esquemas de muestreo 

I El diagnóstico de un problema de nematodos requiere la identificación de la plaga en asociación 
con la planta enferma. En los esquemas que se señalan en la Figura 16, se presentan diferentes 
formas de muestrear suelo y tejido de plantas en áreas que padecen estos problemas. 

I 

I 

I 
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Hoplolaimus Aphelenehus Hemieyeliophora Paratylenehus 

Belonolaimus Oitylenehus Pratylenehus 

Seutel/onema Radopholus 


Figura 15. Clave para la identificación de algunos grupos de nematodos fitoparásitos. 

Figura 16. Esquemas de muestreo del suelo que permiten diagnosticar la presencia de 
nematodos. 
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Métodos para extraer nematodos de 
muestras de suelo y de tejido vegetal 

En el caso de Heterodera o Meloidogyne, pueden observarse directamente hembras enquistadas en 
las raíces o en agallas; en los géneros restantes, los nematodos deben ser extraídos del suelo o de 
las raíces. La técnica más conocida y sencilla para extraer nematodos del suelo es con un 
embudo de Baermann (Figura 17 a). Lo ideal es suspender la muestra de suelo en agua y pasarla 
a través de mallas; entonces los nematodos, junto con los residuos, pueden colocarse en un 
embudo de Baermann (Figura 17 b) o extraerse utilizando la técnica de flotación de azúcar 
(Figura 17 c). 

Gasa sobre la malla -S~;::;;:;;¡ 
Malla metálica -~d~==(:~ 

Embudo de vidrio 

Plataforma de metal 

Embudo de Baermlnn 

a. Técnica usando un embudo de Blermann 
o: ,. Se coloca el matraz ';,;',\":" ·Después de 24en el embudo 

matraz en un embudo Nivel del agua a 48 horas, se 
Se vacia el contenido del-Tr~~~=-

Papel fihro Cubierta d~tela--===~ 
... Nivel del agua Los recupera la 

c;::r-~w-.. Malla metálica Malla metálica nematodos mayoría de los 
Los nematodos rtLiQa (banda) ., bajan al fondo nematodos en 
decantan a ... dela una bandelalos nematodostravés del agua manguera con 5 a 8 mi1 l
Manguera de hule ~~::~: trozos decantan a través 

;O¿ de agua
Matraz con tierra o (goma) de tejido v9<Jelal del agua 
trozos de telldo vegetal Pinza ,

'------. '.. 6 
b. Método usando una malla 

~ lM .om..," '" ..""" 00 
El matraz se 
coloca en un

Mezclador embudo~~::l~e,,·~~~"'· ti-,"M(~5@~::::. 
 Baermann y los 
nematodos se 

Nivel del agua grande (malla :-7 enJuagan con agua recolectan como 
de 30 mICras) Agua y limo mientras pasan os se describió arnba 

nerra Agua, herra fina la malla al matraz 
y nematodos 

c. Método de centrifugado o di floI8c:ión dllIZÚCIr 

8
llenar el tubo ,rapar el tubo Y $
ala mrtad Cal •.:': ag~ar hasta Llenar los tubos con 
la filtración arriba supemadante una solución '. :': suspender el solUCión de suerosa y 
descnta, colocar el 0 suerosa (454 •:.' material 0 centrifugar a 3000 rpm 
contenido del gil. de agua) ';.: compactado que de 30 sec a2 min 

Después de realizar$ OOesechar el 

matraz en tubos de " .. ' se sedimenta 

centrifugado y 

centrifugar a 2500 rpm Nematodos y residuos 

durante 4 min 


los nematodos Se enjuagan los 
. ~quedan en la malla 

d;c
nemat=~:: dv¡) Enjuagar los eLos nematodos . , para nematodos con agua

: ~: permanecen en ,.,1 ~ remover la al irtos pasando a la 
, : : suspensión solución de .-: caja o tubo donde se .. • Se decanta el 

suerosa ~ harán los conteos y: .- supemadante a través 
~ observacionesde una malla fina 

Figuras 17 a, b y e, Métodos para extraer nematodos de tierra o tejido vegetal: embudo de 

Baermann y flotación de azucar, 

Fuente: Tomados, con permiso, de C.N. Agrios (1978), Plant Pathology, Aeademie Press, Ine. 
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Comparación de dos métodos para extraer 
nematodos de tierra o de tejido vegetal 
Instalar dos embudos Baermann y comparar la eficiencia de extracción utilizando una muestra 
que se pasó a través de malla de alambre y otra en la que no se usó esta técnica. Cuando se 
detecta un problema de nematodos en un área determinada y se desea muestrear una superficie, 
se pueden usar los esquemas señalados en la Figura 17. 

Identificación de especies del género Meloidogyne 

La identificación de especies dentro del género Meloidogyne requiere de la ayuda de cortes 
perineales. En la Figura 18 a, b, c y d, se pueden observar los pasos más importantes de esta 
técnica. 

Metodología para obtener cortes perineales en hembras del género Meloidogyne 
Los cortes perineales son necesarios en la identificación de especies de algunos géneros como 
Meloidogyne. Enseguida se describe el procedimiento para realizar esos cortes. 

Se seleccionan nódulos con hembras maduras y se colocan en una caja de Petri con un poco de 
agua. De preferencia, se escogen nódulos simples. Con la ayuda de pinzas y una navaja de 
media hoja, desprender el tejido de la raíz para sacar las hembras adultas (Figura 18 a). Romper 
la cutícula de la hembra cerca del cuello, apretar ligeramente y sacar los tejidos del cuerpo 
(Figura 18 b). 

En una caja de Petri de plástico, poner la cutícula en una gota de ácido láctico al 45%. El ácido 
láctico facilita la remoción de los tejidos del cuerpo que hayan quedado adheridos a la cutícula 
después de haberla apretado. Reunir 10 ó 20 cutículas en una gota y dejarlas remojando en el 
ácido desde 30 minutos hasta varias horas. Todos los cortes se realizan en cajas de Petri de 
plástico para minimizar el gasto del filo de la navaja (es recomendable siempre trabajar con una 
navaja bien afilada). 

Cortar la cutícula por la mitad (ecuatorial mente), sacarla del ácido con el corte perineal y 
colocarla junto a la gota recortando el modelo perineal en forma de cuadro (Figura 18 c). Volver 
a colocar el corte perineal en el ácido. Cortar de 5 a 10 modelos por muestra. Con una aguja 
limpiar los modelos perineales, tratando de remover los restos. 

Transferir los modelos perineales a una gota de glicerina en un portaobjetos, alineados de 
manera que todos queden con el ano orientado hacia abajo. La superficie inferior de la cutícula 
debe colocarse contra la superficie del portaobjetos. Con la ayuda de una aguja de disección, 
presionar ligeramente el modelo perineal contra el portaobjetos. Colocar cuidadosamente el 
cubreobjetos sobre la gota de glicerina. El exceso de glicerina puede absorberse con papel filtro. 
Si la glicerina no es suficiente, poner una pequeña gota en la orilla del cubreobjetos. Sellar la 
muestra y etiquetarla (Figura 18 d). 
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Figura 18. Cortes perineales en el género Meloidogyne. 
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a. Remoción de una hembra enquistada en un 
pedazo de raíz. 

c. Corte de la cutícula alrededor del modelo 
perineal. 

b. Ruptura del cuerpo de la hembra y extracción 
cuidadosa de los órganos internos. 

A-1505 

0000000AVENA 
5/95MEXICO 

d. Transparencia terminada. 
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Bacterias 

Introducción 

Las especies bacterianas patógenas del trigo pueden agruparse en cuatro géneros: Xanthomonas, 
Pseudo monas, Clavibacter y Erwinia. Los dos primeros incluyen especies de importancia que 
ocasionan enfermedades de consecuencias económicas considerables. Ambos géneros 
corresponden a bacilos aeróbicos gram negativos. Las Xanthomonas no reducen el nitrato a 
nitrito y la mayoría de ellas producen una sustancia mucosa, polisacárida, extracelular, amarilla 
en medios que contienen glucosa o sucrosa. Las Pseudomonas son fluorescentes (producen 
fluorescín, pigmento verde amarilloso) en medio B de King. El género Clavibacter es el único que 
se caracteriza por bacilos gram positivos; el género Erwinia se caracteriza por bacilos gram 
negativos y facultativamente anaeróbicos. 

Casi todas las bacterias fitopatógenas son baciliformes y miden de 0.6 a 3.5 11m de largo con 0.5 
ó 1.0 11m de diámetro. Las paredes celulares de la mayoría de estas bacterias están rodeadas por 
un material viscoso y pegajoso. Casi todas las especies poseen flagelos delicados; algunas tienen 
un solo flagelo, otras tienen un flagelo en forma de mechón en un extremo de la célula, y otras 
más tienen flagelos distribuidos en toda la superficie celular. 

Cuando una bacteria se multiplica en la superficie de un medio con agar sólido, su progenie 
pronto produce una masa visible denominada colonia. Las bacterias se reproducen a una 
velocidad sorprendente; en condiciones favorables se dividen cada 20 minutos. A esa velocidad 
se puede generar un millón de bacterias en 10 horas. 

Identificación de una enfermedad bacteriana 

Las enfermedades bacterianas a menudo se consideran difíciles de manejar. En algunos casos, 
no son fáciles de identificar, pues a simple vista pueden ser confundidas con daños fisiológicos 
o daños provocados por condiciones ambientales adversas. La metodología para aislar e 
identificar las enfermedades bacterianas es muy distinta de la utilizada para los hongos, ya que 
por su tamaño, las bacterias no pueden ser identificadas por medio de observaciones al 
microscopio. 

A continuación se describe el procedimiento para la identificación de una enfermedad 
bacteriana, tomando como ejemplos especies de los géneros Xanthomonas y Pseudomonas. En el 
primer ejemplo, se utiliza Xanthomonas campestris pv. undulosa. 

Pegar la muestra en la hoja de diagnóstico y describir los síntomas observados. Para confirmar 
que la muestra ha sido infectada por una bacteria, proceder de la siguiente manera: 

Observación al microscopio con fondo obscuro. Cortar un pedazo de hoja (aproximadamente de 3 x 3 
mm) de la zona entre tejido sano y tejido necrótico. Preparar un portaobjetos con una gota de 
agua estéril, colocar en él el trozo de hoja y cubrir con un cubreobjetos. Usar un campo obscuro 
en el microscopio; con el objetivo de baja magnificación, observar el exudado bacteriano 
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proveniente del tejido enfermo (el exudado se observa como un flujo continuo de puntitos 
blancos, sobre el fondo obscuro, que sale del tejido afectado) (Figura 19). 

Aislamiento. Para el aislamiento de Xanthomonas y Pseudomonas, los dos géneros más 
importantes, se usan el medio de Wilbrink y el medio B de King, cuyos componentes y forma de 
preparación se señalan a continuación: 

Medio de Wilbrink (medio selectivo para Xanthomonas) 

Componen tes: 
Bactopeptona 5g 
Suerosa 10 g 
K2HP04 0.5 g 

MgS04. 7H20 0.25 g 
Na2S03 (anhídrico) 0.05 g 
Agar 15 g 
Agua destilada 1000 ml 

Se esteriliza todo el medio; se deja enfriar a 45-46°C y se agregan 75 mg de cicloheximida 
disuelto en 2 ml de etanol al 75%. 

Medio B de King (para Pseudomonas fluorescente) 

Componentes: 
Agar 15 g 
Peptona proteosa No. 3 (DIFCO) o polipeptona 20g 
Glicerol 10 g 015 ml 
K2HP04 (anhídrico) 1.5 g 
MgS04' 7H20 1.5 g 
Agua destilada 1000 ml 
pH 7.2 

Usar una caja de Petri con medio de cultivo de Wilbrink. Tomar del borde de la lesión un 
pedazo de tejido foliar enfermo, similar en tamaño al que se utiliza para observación bajo el 
microscopio. Desgarrar el tejido en agua estéril usando una navaja y pinzas estériles. Macerar y 
dejar reposar 10 minutos. Esterilizar un asa de níquel o cromo (si no cuenta con un asa, ver 
cómo elaborarla en la Figura 20 a); tomar con ella un poco del líquido y sembrar sobre el agar en 
cuatro campos de dilución. Quemar y enfriar el asa después de cada campo, como se indica en 
la Figura 20 b Y c. 

Incubar a 27-30oC durante tres días. Después, observar la colonia (amarilla y mucoide) que debe 
corresponder a X. campestris pv. undulosa. Hacer subcultivos para obtener un cultivo puro por 
medio de estriados de dilución (Figura 20 b). Una colonia pura se obtiene multiplicando una 
célula que fue separada de las otras por medio del estriado de dilución. 
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Prueba de patogenicidad 

Esta es la prueba más importante para definir si el cultivo puro obtenido corresponde a una 

especie de bacteria patogénica. Usar plantas jóvenes del cultivo en el que se haya observado la 
lesión, en este caso, trigo. Inyectar una suspensión concentrada de bacterias, derivada de un 
cultivo puro, en el tallo de la planta. Observar en la Figura 21 a y b cómo colocar la aguja. Se 
trata de infiltrar la suspensión bacteriana en la hoja. 

Incubar las plantas una semana en cámara húmeda (Figura 22). Si se reproducen lesiones 
extendidas, similares a los síntomas observados en el campo, es casi seguro que el aislamiento 
sea patogénico. Sin embargo, es necesario volver a aislar la bacteria que se inoculó para verificar 
los postulados de Koch. Usar el mismo medio de cultivo; el aspecto de la colonia re-aislada debe 
ser el mismo que el de la colonia inicialmente aislada y de la obtenida en cultivo puro de la 
muestra del campo. 

a 

f1F f Y 
Flamear el asa después de cada estriado de Detenerse ala mrtad de la caja, voltea~a y 
dilución (1 , 2 Y 3) Yluego recoger el inóculo continuar sin flamear el asa 
pasando varias veces por el inóculo ya sembrado 

Figura 20. Indicaciones para hacer un cultivo bacteriano. a. Preparación de un asa para inocular 
utilizando alambre de platino o nicromio de 24 swg y una varilla de vidrio de 4 mm de 
diámetro. b. Preparación de inóculo concentrado. c. Preparación de suspensiones en dilución. 
Fuente: Lelliot, RA. y Stead, O.E. 1987. Methods for the diagnosis of bacterial diseases of plants. 

Figura 21. Posición correcta (a) e incorrecta (b) 
de colocar la aguja al infiltrar la suspensión 
en la hoja. 
Fuente: Kiraly et aL 1970. Methods in plant pathology, 

Budapest. p. 161. 

Figura 22. Plántula hospedera incubada 
cubierta con una bolsa de polietileno 
sostenida con un marco de alambre para 
evitar que la planta toque el polietileno. 
Fuente: Kiraly et aL 1970. Methods in plant pathology, 

Budapest. p. 158. 
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Pruebas bioquímicas y fisiológicas 

Después de la prueba de patogenicidad, se deben realizar diferentes pruebas bioquíIIÚcas y 
fisiológicas que perIIÚten definir el género o las especies a las que pertenece el patógeno aislado. 
Dentro de las actividades, sólo se realizan tres pruebas básicas. 

Fluorescencia en medio Bde King. Tomar una colonia individual de los dos tipos de bacteria que se 
le proporcionó durante la práctica y sembrarlas, en la forma ya descrita, en dos platos diferentes 
con medio Bde King. Después de cuatro días de incubación a 27°C, observar la fluorescencia 
presente en uno de ellos; esto perIIÚte identificar bacterias del género Pseudomonas (Figura 23). 

Prueba de reducción de nitratos. Esta prueba perIIÚte distinguir grupos importantes de bacterias, 
por ejemplo, Xanthomonas, que no son capaces de reducir nitratos. Se utiliza el medio que se 
señala a continuación: 

Medio para la prueba de reducción de nitratos 

Componentes: 
Peptona 10 g 
K2HP04 5g 
Extracto de levadura 19 
KN03 19 
Agar 2g 
Agua destilada 1000 ml 

Para esta prueba se requieren tubos de ensayo con 5 ml de medio que hayan sido esterilizados. 
Con un asa, inocular el medio con un cultivo puro y fresco, colocándolo hasta el fondo del tubo. 
Incubar los tubos durante dos días o más, hasta obtener un desarrollo adecuado. Después, 
agregar lo siguiente: 

Lugol Una gota 
Reactivo 1 (Greiss 1) 0.5 ml 
Reactivo 11 (Greiss 11) 0.5 ml 

Reactivo 1(Greiss I): Solución de ácido sulfanílico al 0.8% en ácido acético 5N (este último se 

prepara mezclando 57 ml de ácido acético glacial y 143 ml de agua destilada). 

Reactivo II (Greiss Il): N-(l-naftil) biclorhidrato de etilendiamina acuoso al 0.1%. 


Si hay nitrito, una mancha roja aparecerá en la superficie en unos momentos, y la prueba es 
positiva. Si no se detecta nitrito, se agrega una pequeña cantidad de polvo de zinc con la punta 
de una espátula. Si después de unos minutos aparece una mancha roja, esto indica la presencia 
de nitrato en el medio y confirma que la prueba de reducción de nitrato a nitrito es negativa 
(Figura 24). 
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Prueba de KOH. Utilizar las mismas cajas que para la primera prueba. Poner unas gotas de la 
solución de KOH a13% sobre un portaobjetos. Con una aguja, tomar un poco del cultivo y 
revolver rápidamente en forma circular. Si las cepas son Gram negativas, la suspensión se 
vuelve viscosa y se forma un hilillo mucoso al levantar la aguja. Las bacterias Gram positivo se 
dispersan en la gota y no presentan esta reacción (Figura 25). 

Indicar si la bacteria es Gram positiva o negativa. Con la excepción del género Corynebacterium, 
la mayoría de las bacterias fitopatógenas muestran una reacción negativa. 
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E. DuveiUef 

Figura 19. Procedimiento para el 
diagnóstico preliminar de una 
enfermedad causada por bacterias. 

E. Duveiller 

Figura 23. Fluorescencia en medio B de King para el género Pseudomonas. 

E. Duveilter E. Duveiller 

Figura 25. Detección de bacterias 
Gram negativas mediante la prueba 
de KOH. 

Figura 24. Prueba de reducción de nitrato 
a nitrito. 
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Virus 

Introducción 

Los virus que infectan a las plantas tienen la característica de que nunca abandonan al 
hospedero porque son incapaces de sobrevivir fuera de éste. Por esta razón, no son diseminados 
por el viento o el agua, como es el caso de la mayoría de hongos y bacterias, sino que son 
transmitidos de planta a planta mediante la propagación vegetativa, semillas, polen, insectos, 
ácaros, nematodos, cúscuta y hongos, o mecánicamente por medio de la savia. Los virus que 
atacan las plantas se diferencían de los demás fitopatógenos por su tamaño y forma, la sencillez 
de su constitución química (ácido nucléico y proteína) y estructura física, método de infección, 
propagación, translocación dentro del hospedero, diseminación y sintomatología. 

Por su tamaño tan pequeño (medido en nanómetros) y transparencia, los virus no siempre 
pueden observarse, ni detectarse mediante los métodos utilizados con otros patógenos. Los 
métodos para la detección de virus en plantas se basan principalmente en la transmisión del 
virus de una planta enferma a una sana por medio de la savia, injertos, plantas parásitas o 
ins~ctos vectores. Sin embargo, la prueba definitiva de la presencia de un virus sólo se logra 
después de su purificación, la visualización de su imagen en un microscopio electrónico y / o 
pruebas de serología y ácido nucléico. 

Entre las enfermedades virosas más importantes de los cereales figuran el virus del enanismo 
amarillo de la cebada (VEAC) y el mosaico estriado de la cebada (MEC). 

Transmisión de variantes específicas del virus del enanismo amarillo de la cebada (VEAC) 
por las especies más importantes de los áfidos de cereales. 

Variantes del VEAC 
Especies de áfidos MAV PAV RMV RPV SGV 

M. dirhodum + + 
R. maidis + 
R. padi + + 
R. rufiabdominalis + + + 
s. graminum + + + 
s. avenae + + 

(+) Indica las especies de áfidos que han sido reportadas como transmisoras consistentes de variantes del VEAC en 
pruebas con un solo áfido. La eficiencia de transmisión varía de acuerdo con la combinación virus-vector. 

Fuente: Gildow, F. E. 1987. Barley yellow dwarf virus: Aphid vector interactions associated with virus transmission and 
vector specificity. In: P.A. Burnett, ed. World Perspectives on Barley Yellow Dwarf. Proceedings of the International 
Workshop. Udine, Italy, pp. 111-122. 

Virus del enanismo amarillo de la cebada 

Este virus es transmitido por medio de áfidos que actúan como vectores. Las cinco especies 
vectoras más importantes son Rhopalosiphum padi, R. maidis, Sitobion avenae, Schizaphis graminum 

y Metopolophium dirhodum. Estos se denominan comúnmente Midos de los cereales y transmiten 
distintas variantes del virus del enanismo amarillo de la cebada (véase el cuadro). 
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Identificación de los áfidos vectores del VEAC 
Observar bajo el estereoscopio las especies de áfidos, distinguiéndolas por sus características 
particulares, como forma y dimensión de los sifúnculos, longitud de las antenas, localización de 
las venas de las alas y coloración. 

Transmisión del VEAC 
La transmisión por medio de los áfidos vectores puede realizarse siguiendo dos métodos, uno 
en el campo y otro en invernadero: 

1. 	 En el campo, recolectar áfidos de plantas que presenten síntomas del VEAC y colocarlos en 
cajas de Petri (sellar las cajas para evitar que escapen). En el laboratorio, identificar la 
especie o especies que se obtuvieron; si pertenecen a los áfidos de los cereales, ponerlos en 
plantas sanas que hayan estado cubiertas o protegidas desde su germinación (con botes, 
cilindros, cajas, etc.) para tener la seguridad de que no han sido infestadas por ningún otro 
insecto. Procurar que el áfido quede sostenido en las hojas o tallo de la planta, y volver a 
cubrirla (Figura 26 a, b, c). Se recomienda inocular en variedades susceptibles como Bow 
"S", Black Hull-less y Atlas 66. Los síntomas se examinan al mes de haber realizado la 
inoculacion. 

Mantener las plantas en condiciones de invernadero (20-25°C). A las 72 horas, sacar el 
áfido y fumigar la planta para asegurar que no llegue otro insecto. Si se dispone de la 
té01ica de ELISA, a los ocho días de la inoculación se analizan las hojas para determinar si 
el virus ha sido transmitido y de qué variante se trata. Si no se dispone de esta técnica, en 
un periodo de 10 a 12 días, las plantas mostrarán síntomas de la enfermedad. En este 
último caso, sólo se podrá tener una idea aproximada de la variante que está presente, con 
base en la especificidad de la transmisión especie de vector-variante del virus . 

. ' :" : "",' . .. ... .. ... 	. . , 

, '.' . 

Figura 26 a, b y c. Secuencia de la inoculación de plantas utilizando áfidos vectores. 
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2. 	 El segundo método se utiliza cuando se dispone de invernaderos donde se pueden 
mantener colonias de áfidos sanos, libres de virus. Los áfidos se ponen en una caja de Petri 
con pedazos de hojas infectadas con el virus, sobre un papel filtro húmedo, o los pedazos 
de hojas se entierran en arena húmeda para mantener un ambiente favorable. Se sella la 
caja con parafilm y se coloca en obscuridad durante 36 a 48 horas. Se supone que durante 
ese período los áfidos se han alimentado de las hojas y adquirido el virus. A continuación 
se saca cada áfido y se le pone en una planta sana para que le transmita el virus. En ambos 
casos se recomienda usar plantas provenientes de variedades muy susceptibles, como la 
variedad de avena Black Hull-less. Las plantas deben estar a una temperatura de 20°C con 
mucha luminosidad; de lo contrario, los síntomas no se expresan como es debido. 

Virus del mosaico estriado de la cebada 

Este virus es uno de los pocos que son transmitidos por semilla del grupo de las gramíneas. 
Cuando ataca la cebada, puede ser confundido con la enfermedad causada por Pyrenophora 
graminea, dado que los síntomas en los primeros estados de desarrollo son muy similares. 

El virus del MEC ha sido observado en la cebada en la mayoría de los países del mundo; su 
distribución tan amplia quizás se deba al movimiento internacional de semilla. También se le ha 
encontrado en trigo y avena. 

Transmisión del virus del MEe 
Esta enfermedad es transmitida mediante la semilla y mecánicamente por medio de la savia. La 
transmisión mecánica es una de las pruebas de diagnóstico más usadas por eficiente, sensible y 
económica, y porque provee información esencial para la caracterización del virus. 

Los virus pueden ser transmitidos entre plantas que pertenecen a la misma especie o género, e 
incluso a distintos géneros. Las plantas de otras especies, denominadas l/indicadoras", 
manifiestan los síntomas característicos de cada virus y son muy útiles en el diagnóstico de las 
enfermedades virales. Entre las dicotiledóneas que han sido infectadas artificialmente para 
usarse como plantas indicadoras se cuentan Chenopodium amaranticolor, Ch. album, Ch. quinoa, 
Beta vulgaris, Spinacea oleracea y Nicotiana tabacum varo Samsum. 

Este tipo de transmisión tiene la desventaja de que se requieren varias semanas para que la 
reacción se manifieste y esto no se logra a menos que se realice una exitosa extracción del virus. 
Además, al inocular hay que estar seguro de hacer las heridas necesarias para que el virus 
penetre. 

'Procedimiento: Lavar las manos con agua y jabón. Seleccionar las plantas indicadoras y las hojas 
que se van a inocular. Colocar el material infectado en un mortero estéril; agregar 0.5-1 ml de 
agua destilada y macerarlo. Agregar carborundum (cantidad: la mitad del volumen de una 
semilla de chícharo o arveja), un abrasivo que se utiliza para provocar las heridas. 
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Sostener la hoja en una mano y, con un dedo humedecido de la otra mano o con un aplicador de 
algodón, frotar la suspensión de la savia desde el pecíolo hasta la punta de la hoja. No pasar dos 
veces por la misma área. Repetir con cada hoja marcada. Inmediatamente después de inocular, 
lavar el inóculo de la planta en prueba usando agua destilada y un pulverizador. La infección es 
instantánea; las hojas se lavan para eliminar los compuestos que la planta genera para inhibir la 
infección. Poner las plantas en el invernadero y revisarlas cada día, ya que es importante saber 
cuándo aparecen los síntomas. 

Detección de la transmisión del virus por semilla 
Para detectar el virus en semillas, éstas se siembran y se colocan en el invernadero. Deben 
mantenerse bajo buenas condiciones de luminosidad y temperatura (alrededor de 25°C), de tal 
forma que los síntomas puedan expresarse sin ninguna restricción ambiental. Los síntomas 
comienzan a manifestarse cuando las plantas han desarrollado 2-3 hojas o más, dependiendo de 
la concentración original del virus en la semilla. Si la concentración era baja, tomará más tiempo 
para que las plantas expresen los síntomas. 

I 


I 

I 
I 
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Apéndice 
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Medios de cultivo para el aislamiento, incremento y conservación de varios patógenos de 

I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 

I 

cereales. 

Patógeno 

Fusarium spp. 

Helminthosporium 
sativum 

H. spiciferum 

H. tritici repentis 

H. teres f. teres 
H. teres f. maculata 

pythium spp. 

Ophiobulus graminis 
syn. Gaeumannomyces 
graminis 

Rhizoctonia spp. 

Sclerotium rolfsii 

Septoria tritici 

Septoria nodorum 

Rhynchosporium seca lis 

Alternaria spp. 

Aislamiento 

PCNB (suelo) 
Agar harina maíz 
PDA 

PDA 
Agar modificado 
CZAPEK (específico) 

PDA 

v-a (30%) 

v-a (15%) 

Usar trampas (plántulas 
de trigo) sembradas en 
arené:1 estéril con tejido 

Usar trampas (plántulas 
de trigo) sembradas en 
arena estéril con tejido 
infectado 

Usar trampas (plántulas 
de trigo) sembradas en 
arena estéril con tejido 
infectado 

PDA 

PDA 
444 levadura-peptona 

PDA 

Frijol lima 

PDA 

Incremento 

Medio frijol chino 
PDA 
Trozos de tallos de 
maíz estéril 

PDA 
Agar modificado 
CZAPEK (específico) 
Caldo CZAPEK 

PDA 

v-a (30%) 

v-a (15%) 

Agar harina de maíz 

Agar harina de maíz 

PDA 

PDA 

Medio líquido 
levadura-peptona 
Medio 444 levadura­
peptona 

Medio específico para 
Septoria nodorum 

Frijol lima 

PDA 

Conservación 

Granos de trigo 
estériles 
Suelo estéril 

Granos de trigo 
estériles 
Hojas 
infectadas 

Granos de trigo 
estériles 

Hojas infectadas 

Hojas infectadas 

Hojas de trigo 
en agua estéril 

Granos de avena 
estériles 

PDA 

PDA 

Medio 4-44 
Medio de hojas 

Medio específico para 
S. nodorum 

Frijol lima 

PDA 
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