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|. Introduccién.

Las enfermedades de las plantas tienen una notable importancia en la
agricultura moderna, no soélo porque poseen el potencial de destruir
enteramente las cosechas, sino porque aun en los casos en que no causan
pérdidas totales, por lo general reducen, en forma crénica, el rendimiento de la
mayoria de los cultivos y obligan a tomar medidas de lucha que aumentan los
costos de produccién; ademas afectan la calidad y durabilidad de los productos
cosechados.

Las enfermedades vegetales se conocen desde que el hombre empez6 a
cultivar la tierra, pero los conceptos sobre ellas han sufrido un largo proceso
evolutivo de mas de veinte siglos. Ya filosofos griegos, como Teofrasto (370 —
286 a.n.e.), citan la aparicion de enfermedades en los cultivos y especulan
sobre sus posibles causas y tratamientos curativos. Durante la Edad Media
encontramos que los sabios de aquella época se asombraban ante la aparicidon
de enfermedades vegetales, pues su confusion era total acerca de los factores
originarios de éstas. La experimentacion cientifica no estaba al alcance de
todos, y el perspicaz observador de la naturaleza veia limitada su capacidad de
observacion por la necesidad de tener que explicar los fendmenos naturales
por medio de un proceso de razonamiento deductivo. Interpretaciones
incorrectas, basadas en un analisis poco profundo de los hechos, influidas por
la supersticidn, y en algunos casos, por las creencias religiosas, fueron
pasando de una a otra generacidon, hasta llegar a ser aceptadas como
verdades inconmovibles (Patifio, et al, 1981).

Incluso, a finales del siglo XVIII, los criterios actuales sobre el origen y la
naturaleza de las enfermedades vegetales, asi como sobre la relacion del
medio ambiente con el desarrollo de éstas, no habian sido adoptados aun por
los investigadores en el estudio de las ciencias botanicas y agricolas.

El desarrollo alcanzado por la Fitopatologia entre las ciencias agricolas,
adquiere en la actualidad relevante importancia en la agricultura moderna. El
estudio de los numerosos enemigos de las plantas constituye uno de los pilares
fundamentales para obtener cosechas mas productivas, necesidad
impostergable de la humanidad (De Faz, 1987).

Los microorganismos son los seres mas numerosos que existen en la tierra.
Son organismos ancestrales que han colonizado exitosamente cada nicho
ecologico posible. Se encuentran practicamente en todas las regiones del
planeta, desde los polos, en ambientes bajo el punto de congelacion y muy
secos hasta los tropicos con temperaturas altas y con elevada precipitacion
pluvial. Su presencia y actividad es esencial para la salud y funcionamiento
adecuado de todos los ecosistemas. Los microorganismos también pueden ser
causantes de numerosas enfermedades a las plantas. Las condiciones para la
proliferacion de los patégenos hasta alcanzar niveles epidémicos, son
especialmente favorecidas por la difusion de cultivos genética y culturalmente
homogéneo (Zadoks y Schein, 1979).



Los estudios microevolutivos y genéticos en poblaciones naturales se basan en
la evolucion de la diversidad y la comparacion entre poblaciones y grupos
jerarquicos a lo largo del tiempo en diferentes ambientes.

La materia prima del mejoramiento es la variacion genética disponible en el
material de partida, de ahi, que evaluar y marcar la variacion genética es de
gran importancia para la eficiencia de la seleccion.

El genoma de los organismos superiores contiene miles de loci estructurales y
una elevada proporcion del acido desoxirribonucleico con caracter repetitivo o
redundante. Por lo tanto la estimacion de la cantidad exacta de variabilidad
genética es una poblacidon imposible en la practica. Los estimados de
variabilidad constituyen una muestra de la variacion genética total existente en
la poblacion estudiada (Sigarroa, et al, 2001).

Los mismos autores agregan que la variacion genética puede ser en diferentes
niveles, desde el estimado fenotipo hasta el material hereditario o ADN. La
mayor parte de estos estudios se han realizado a nivel alélico (proteinas,
isoenzimas, fragmentos de ADN o al nivel nucleotidico (secuencia de base)).
Como los estudios se iniciaron con proteinas y enzimas, las estimaciones de
los indicadores se desarrollaron por organismos diploides. Por lo que a través
de las técnicas moleculares se ha hecho posible obtener datos de los genomas
de organelos tales como las mitocondrias y los cloroplastos.

El objetivo del siguiente trabajo consiste en desarrollar algunos conceptos
basicos para el estudio de la Fitopatologia como ciencia al servicio de la
agricultura y describir algunas de las técnicas que se aplican en el diagnéstico
de patogenos y la determinacion de variabilidad genética de los mismos asi
como las técnicas para estudiar las variables climaticas



Desarrollo.

Generalidades sobre enfermedades, plantas vy patdgenos.

La Patologia Vegetal o Fitopatologia es la ciencia que se ocupa de las
enfermedades de las plantas.

La enfermedad es un fendmeno exclusivo y propio de los sistemas vivientes,
que incumbe a todos los niveles de organizacién biolégica. La ciencia que
estudia la enfermedad, o Patologia, es una disciplina general de la Biologia,
del mismo nivel y con similar objeto (disfuncion y funcidén) que la Fisiologia. En
este contexto general el concepto de enfermedad ha evolucionado
considerablemente a lo largo de la historia y, sobre todo, durante los siglos XIX
y XX (Llacer, et al, 1996).

Patifio, et al, 1981), sefiala en su libro Sanidad Vegetal, que no hay una linea
clara de demarcacion entre lo que se considera una planta sana o normal y una
planta enferma, de ahi que se hace dificil definir lo que es enfermedad. Existen
tantas definiciones como autores han abordado el tema. Sin embargo, se
puede consideran que: “plantas enfermas son aquellas cuyo desarrollo
fisiologico y morfologico se ha alterado desfavorablemente y en forma
progresiva por un agente extrafio, hasta tal punto que se producen
manifestaciones visibles de esa alteracién”. Estas manifestaciones, que son
caracteristicas de cada enfermedad, se llaman sintomas.

Llacer, et al (1996), plantean que una buena definicibn de enfermedad es
aceptada por el Comité de Terminologia de la American Phytopathological
Society: “enfermedad es la disfuncién de un proceso, causada por una accién
continuada, con efectos deletéreos para el sistema viviente, y resultante en la
manifestacion de sintomas”. Los mismos autores agregan que esta definicion,
puede aplicarse a todos los sistemas o niveles de organizacion vivientes, cabe
resaltar cuatro aspectos fundamentales:

1.La disfuncion se manifiesta por medio de sintomas, que no tienen por que
ser macroscopicos (Ej. Muchos estados patoldgicos solo son reconocibles a
nivel molecular).

2.Los efectos son negativos para el sistema viviente, por tanto muchas
situaciones consideradas como enfermedad desde el punto antropocéntrico
(Ej. Roturas de color de flores debidas a infecciones virales) no lo son
segun este concepto.

3.Se debe a una accion continuada, lo que la diferencia de dafios o
accidentes (Ej. Si una maquina amputa una mano a un operario, éste sufre
un dafio y queda manco, pero no enfermo, y lo mismo con un pedrisco y un
cerezo en flor).

4.Es un proceso y como tal dinamico y, al menos hasta cierto punto,
reversible (Ej. Una planta que pierde superficie foliar, debido a la actividad
de fitéfagos, no es una enfermedad).



Importancia de las Enfermedades.

La enfermedad, como disfuncién, puede llevar a una disminucién de la
productividad y de la produccién biolégica de las plantas. La disminucion de la
produccion debida a enfermedades y/o el aumento de costos de produccion
encaminados a prevenir y controlar las enfermedades, resultan en una
disminucién de la produccion econdmica que llamamos pérdida.

La importancia de las pérdidas debidas a enfermedades es obvia cuando
resultan de grandes epidemias con efectos catastréficos sobre cultivos,
regiones o sociedades enteras. Baste citar la epidemia en el cultivo de la papa
en Irlanda, provocada por el hongo Phytophthora infestans (Mont) (de Bary) en
el afo 1845, que resultd en una hambruna cuya consecuencia fue la reduccién
de la poblacion de la isla, debida a la mortalidad y emigracion, a un 70 % de su
nivel anterior a dicha epidemia. A otra escala, y ciiéndonos a situaciones
actuales en Espafia, podemos citar la epidemia de la tristeza de los citricos,
que desde 1957 ha infectado unos doce millones de arboles, causando la
muerte de mas de un millén, y obligando a un cambio importante en el cultivo
del naranjo mediante el uso de portainjertos tolerantes, o las epidemias de
necrosis de tomate debidas a los virus del mosaico del pepino (CMV) y del
bronceado del tomate (TSWV) que desde los ultimos afios han llevado a una
reduccién drastica de la superficie de dicho cultivo en buena parte de sus areas
tradicionales de la costa levantina.

Cramer, 1967, menciona que normalmente, sin embargo, las enfermedades
permanecen mas 0 menos endémicas en un area geografica, y causan
pérdidas variables de un afio a otro segun sea su incidencia. Dentro de las
limitaciones propias de este tipo de estudios, las evaluaciones de pérdidas a
nivel mundial situan las debidas a enfermedades en un 12 % (diferencia entre
la produccion econdmica obtenida, o real, y la alcanzable si se optimizaran los
sistemas de control disponibles). (Pimentel, 1981). La importancia de las
pérdidas debidas a enfermedades frente a las debidas a otras causas como
plagas de artropodos o malas hierbas, crece con a tecnificacion y con la
intensificacion de la agricultura: asi, es que el 13 % (sobre un total del 25 %
debido a enfermedades, plagas y malas hierbas) en Europa Occidental, y de un
11 % (sobre un total del 43 %) en Asia. Sin duda esto refleja una menor
eficacia del control de enfermedades respecto al de plagas o malas hierbas.
Aunque los datos globales presentados son antiguos, los datos mas recientes
de que se dispone para cultivos y areas concretos indican que siguen siendo
validos (Oerke et al, 1994).

Rabbinge, 1993, considera que las necesidades de alimento, fibra, madera, etc.
de una poblacién mundial en continua expansién, y que la productividad de los
principales cultivos herbaceos (como cereales, leguminosas, papa o0
remolacha) parece estar cercana a un tope impuesto por las caracteristicas del
propio sistema productivo, es decir, de la planta, la importancia de las
enfermedades de las plantas es evidente.



¢ Es posible disminuir las pérdidas debidas a las enfermedades de las plantas?
Es de esperar que si, y este es uno de los objetivos de la Patologia Vegetal.

Parece claro que las modificaciones del medio que comporta la actividad
agricola y, en menor medida, forestal, favorecen la incidencia de las
enfermedades. Cabe destacar dos grupos principales de causas de la
importancia de las enfermedades en el agroecosistema:

Aquellas relacionadas con la homogeneidad de los cultivos: la mayor parte de
la superficie cultivada lo esta con muy pocas especies (Ej. El 90 % de los
alimentos procede de solo 15 especies). Ademas, dentro de una parcela en
explotacion o incluso regién, se tiende a la uniformidad genética de estas pocas
especies. A estas mismas escalas el cultivo es uniforme, no soélo
genéticamente sino por su distribucion espacial, de hecho lo normal es que
individuos de una sola variedad ocupen todo el espacio. Por ultimo, a esta
uniformidad genética y espacial puede anadirse una uniformidad temporal, al
cultivarse las mismas especies o variedades en el mismo espacio estacion tras
estacion.

La uniformidad de los cultivos, agricolas o forestales, resulta en unas
oportunidades muy favorables para el incremento de las poblaciones de los
patdgenos que tengan la virulencia necesaria, y por tanto para el incremento
del impacto negativo de las enfermedades.

Aquéllas relacionadas con la propia actividad agricola o forestal. Ademas de las
alteraciones del agroecosistema debidas a multitud de practicas ligadas a la
intensificacion de los cultivos, cabe destacar:

* Incrementos involuntarios de susceptibilidad a patégenos de variedades
mejoradas con otros fines.

» EI agroecosistema, a diferencia de los ecosistemas naturales, repone
continuamente el huésped, evitando su extincion y la del patogeno.

* La introduccion de patégenos o huéspedes en areas nuevas lleva a nuevas
combinaciones que pueden ser especialmente importantes. Como ejemplos
se pueden citar la introducciéon de América a Europa de Plasmopara viticola, y
su contacto con la vid europea, mucho mas susceptible que las especies
americanas, o la introduccién del cacao de América a Africa Occidental, y su
contacto con el virus del brote hinchado del cacao (CCSV) que encuentra en
él un huésped mas favorable, y en el que causa una enfermedad mas grave,
que en su huésped natural (el baobab).

Dentro de las posibilidades mas o menos estrechas se puede tratar de
modificar estas causas, de forma que el agroecosistema sea menos favorable
al desarrollo de las enfermedades. Sin embargo, no hay que olvidar que los
patogenos, como las plagas y las malas hierbas, se han domesticado con las
plantas cultivadas y son componentes inherentes al agroecosistema con los
que es obligado convivir (Zadoks, 1993).



Burdon, (1987), plantea que los patégenos son también componentes
esenciales de los ecosistemas naturales, donde no siempre conviven con sus
huéspedes en condiciones cercanas al equilibrio, como a menudo se da por
supuesto con cierta ingenuidad. El estudio del papel de los patdgenos en las
poblaciones naturales de las plantas se ha iniciado en fecha relativamente
reciente. Segun se progresa en este campo parece claro que los equilibrios
poblacionales huésped — patdgeno s6lo se manifiestan a nivel metapoblacional,
con extinciones y recolonizadores de huéspedes y patdogenos en las distintas
subpoblaciones, como demuestran, por ejemplo, los trabajos del grupo Burdon
sobre poblaciones silvestres de Linux marginales y su patégeno Melampsora
lini. En otras ocasiones los patdogenos pueden causar epidemias devastadoras
y eliminar a un huésped casi por completo de amplias areas geograficas
(Brasier, 1990).

Gibas, 1980; aporté que la infeccion por un patégeno puede suponer una
ventaja selectiva, como es el caso de la infeccion de la leguminosa silvestre
Kennedya rubicunda por el tymovirus del mosaico de la Kennedya (KMV),
cuyos sintomas conllevan una no preferencia de las plantas infectadas por
parte de los fitéfagos. Evidentemente el estudio del papel de las enfermedades
en poblaciones naturales de plantas contribuira a desterrar ideas simplistas y a
una mejor comprension de las posibilidades de manejo de los patdgenos en el
agroecosistema.

Importancia Econémica de la Fitopatologia

Las enfermedades de las plantas no solamente hacen disminuir las cosechas y
su rendimiento, sino también reducen considerablemente el valor de las tierras
en que han aparecido y hecho sus estragos.

A veces, las epidemias vegetales han sido la causa de numerosas pérdidas de
vidas humanas; por ejemplo, los dafos que pueden causar las enfermedades,
lo tenemos en la destruccién que han sufrido los cocales, producto de la
enfermedad pudriciéon del cogollo, lo que ha mermado considerablemente la
produccion de este notable renglon exportable, en detrimento de nuestra
economia.

Es bueno sefalar que las enfermedades de las plantas causan dafios en forma
directa, al originar una disminucion de la produccion en cantidad y calidad; e
indirectamente, al dificultar el desarrollo del fruto, y por tanto, su valor.

Las plantas, actualmente estan expuestas a un mayor numero de
enfermedades que en el pasado; la explicacion es logica, los cultivos han
aumentado en extensién y variedad, lo que ha facilitado la aparicion y
propagacion de numerosas enfermedades desconocidas anteriormente en el
pais; de ahi la importancia que desde el punto de vista econémico adquiere el
dominio de esta ciencia para evitar asi el desarrollo y extension de las
enfermedades en nuestro pais.



La Patologia Vegetal tiene como objeto, el conocimiento de las enfermedades
de las plantas en cualquiera de sus aspectos, y orientado hacia su prevencion y
control. Tiene, por consiguiente, una doble vertiente:

a) Un nucleo cientifico tedrico, cuyo objeto cuyo objeto es comprender la
naturaleza de las enfermedades de las plantas.

b) Una componente técnica, mediante la cual la teoria se hace util y se
orienta al control de las enfermedades.

La Patologia Vegetal, es por tanto una ciencia biolégica y una Ciencia Agraria,
y se participa y se interrelaciona con las otras ciencias de estos dos ambitos
(Biologia Molecular, Fisiologia Vegetal, Genética, Microbiologia, Ecologia,
Fitotecnia, Entomologia Agricola, Herbologia, etc.) y con aquellas ciencias
matematicas y fisicoquimicas que le sirven de apoyo.

La doble naturaleza de la Patologia Vegetal y su desarrollo, condicionado por
su importante vertiente econémica, a moldeado el papel de los fitopatélogos
que, hasta fecha muy reciente, rara vez se han ocupado unicamente de los
aspectos teodricos de su ciencia, sino que se han ocupado ademas, de sus
derivaciones técnicas. Esta circunstancia ha sido ventajosa en ciertos aspectos
del desarrollo de esta ciencia, pero a menudo dificulta a quienes la ejercen al
tener una vision global de la Patologia Vegetal como tal disciplina cientifica,
con un cuerpo unitario de doctrina. En efecto, la pluralidad de huéspedes y de
patdgenos, puede llevar a una aparente atomizacion de los aspectos técnicos
de la disciplina, que impida percibir la comunidad de conceptos, hipotesis y
métodos que comparten.

El amplio campo cientifico de la Patologia Vegetal puede dividirse en al menos
cuatro grandes areas:

Etiologia: Estudio de la naturaleza y causas de la enfermedad.

El analisis etiolégico basado exclusivamente en la teoria del germen, segun las
llamadas reglas de Koch, ha tenido los efectos colaterales negativos de relegar
a segundo plano el analisis de las enfermedades de causa no biolégica o de
causa compleja. A lo largo del siglo XX se ha hecho de nuevo hincapié en la
importancia etiolégica de factores asociados al huésped y al medio. Esto ha
dado lugar a una etiologia basada en el ya clasico “triangulo de la enfermedad”
que representa a esta como la interaccion de factores asociados al patégeno,
huésped y medio ambiente. La mas reciente “piramide de la enfermedad”
introduce el tiempo como elemento modificador de estos tres conjuntos de
factores en la actualidad se huye de tendencias reduccionistas y se subraya
esta naturaleza multicompuesta de la enfermedad, como punto de partida
necesario para su comprension (Bateman, 1978).



Patogénesis:

La enfermedad como fendmeno que afecta a individuos.

El estudio de la patogénesis debe explicar la especificidad de las interacciones
entre huésped y patégeno, que desembocan en una relacion compatible (o de
susceptibilidad) o incompatible (0 de resistencia). El analisis de los
fendmenos relativos ala interaccidon huésped-patégeno comienza al
reconocerse el patogenismo de los hongos. Inicialmente se aborda mediante
métodos histolégicos de los que se trata d obtener informacion sobre los
cambios que tienen lugar en el huésped. El empleo de los métodos de la
Fisiologia Vegetal caracteriza una segunda etapa del estudio de Ila
patogénesis. Mc New, (1960), comenta sobre los trabajos realizados durante la
primera mitad del siglo XX permiten descubrir patrones de disfuncién (o de
desarrollo de la enfermedad) comunes a distintas enfermedades,
independientemente del tipo de agente que las induzca lo que lleva a agrupar
las enfermedades segun los procesos afectados (destruccidn de reservas,
interferencia con el transporte vascular, interferencia con la fotosintesis, entre
otros.). El enfoque fisiologico permite ademas analizar con detalles los distintos
mecanismos ofensivos en el patégeno y defensivos en el huésped y su papel
en el desarrollo de la enfermedad (Whitman, et al 1994).

Clarke, et al 1992, menciona que durante los ultimos veinticinco afos, la
metodologia propia de la biologia molecular ha llevado a un desarrollo
espectacular el analisis de los aspectos primarios de la relacion huésped —
patdgeno, que ha culminado con la identificacion y caracterizacion de genes de
avirulencia / virulencia en el patdogeno y muy recientemente, de los primeros
genes de resistencia en plantas.

3- Epidemiologia

La enfermedad como fenébmeno que afecta a poblaciones.

La epidemiologia, desde sus inicios a mediados del siglo XIX, pasa por una
primera etapa descriptiva de las tres componentes de la enfermedad, patégeno
(ciclos vitales, principalmente), huésped (diferencias de resistencia /
susceptibilidad) y medio ambiente (sobre en cuanto al afecto en los ciclos
vitales de los patégenos). Posteriormente la epidemiologia evoluciona a una
ecologia, descriptiva y cualitativa de los patosistemas.

El reconocimiento de la importancia del factor tiempo, y el paso a una etapa
tedrico — cuantitativa, es sorprendentemente reciente. Los trabajos pioneros de
Van Der Plank, (1963), aplican por primera vez la metodologia de la
demografia y la ecologia al andlisis de la dinamica poblacional de la
enfermedad. Campbell, et al, 1990, comentan que el analisis de la variacién
espacio — temporal de las enfermedades, si bien no ha generado hipétesis ni
metodologias de originalidad cientifica sino que ha adoptado los métodos y
modelos desarrollados por ecdélogos, epidemidlogos (médicos o veterinarios) y
demografos, a supuesto un gran avance en el entendimiento de las epidemias
y en el desarrollo de simuladores y modelos predictivos. Por otro lado, la



aplicacién de la genética de poblaciones al estudio de la interaccion entre las
poblaciones de plantas y patdgenos, ha contribuido notablemente a entender
las causas de las epidemias (Thompson et al, 1992). Esto ha generado una
contribuciéon muy notable (y, ésta si, original): una teoria de control que permite
desarrollar estrategias eficaces basadas en el uso cientifico de las distintas
técnicas (o métodos) de control de que se dispone.

Control.

El control de las enfermedades es la razén ultima de la Patologia Vegetal v,
por otro lado, constituye su vertiente aplicada y técnica, como contrapuesta a
cientifica. De hecho, tradicionalmente y aun en la actualidad, los programas de
control de las diversas enfermedades en los distintos entornos agroecoldgicos,
se han desarrollado de forma fundamentalmente empirica. Esto ha conllevado,
a menudo, ineficacia o efectos negativos, como problemas de contaminacién
por plaguicidas o de implantacion en las poblaciones de patdgenos de
resistencias a aquellos, o de superaciéon rapida de la proteccién conferida por
genes de resistencia. El desarrollo cientifico de la Patologia Vegetal y ciencias
afines, ha posibilitado, desde hace mas o menos tres décadas, el
planteamiento de estrategias de control cientificamente correctas vy
técnicamente eficaces. Esto se ha conseguido principalmente por la integraciéon
de conocimientos sobre:

a)La epidemiologia de la enfermedad.

b)La fisiologia de la produccion y el efecto de la enfermedad en ella.

c)La economia del cultivo considerando los condicionantes necesarios
desde una perspectiva de agricultura sostenible.

Los conceptos de umbral econdmico de danos o de control integrado,
desarrollados por otros profesionales de la proteccién de cultivos (Carlson,
1971).

Algunos efectos significativos del cambio en la perspectiva desde la que se
orienta el control.

a)La revalorizacion de practicas de control con pequefio efecto inmediato
sobre las poblaciones de patdgenos, pero con efectos potencialmente
importantes y estables a largo plazo, si se integran en estrategias mas
amplias. Asi, los métodos basados en la modificacion del medio a través de
practicas culturales o en el control biolégico, cobran especial relevancia.

b)La reconsideracion del uso de la resistencia genética, incluyendo la
obtenida por método de ingenieria genética (resistencia por transgenes).
Los progresos en el analisis de la genética de poblaciones de huésped y
patogenos, principalmente en poblaciones naturales, permiten disefar
estrategias en la que la resistencia, procurando una proteccion eficaz, no
sea rapidamente erosionada.

Dentro de las estrategias de manejo, el uso de variedades resistentes posee
maxima prioridad a nivel mundial; sin embargo, no siempre es posible contar



con variedades que posean dichas caracteristicas por lo que se agrava debido
a la cantidad de especies y razas existentes.

Generalidades sobre diagnéstico de enfermedades.

Un diagndstico oportuno detecta el agente causal de un evento patoldgico y es
fundamental para el manejo del problema. Genera medidas de control
efectivas, optimizacioén de los recursos, reduccion de los efectos negativos en
el medio ambiente y a la vez origina informacién respecto a la interaccion
patdgeno hospedante (Barnes, 1994 citado por Flores-Olivas, 1997., Vazquez,
2003).

El diagndstico y manejo de enfermedades y otros desérdenes en las plantas
depende del conocimiento de todos los factores que afectan el crecimiento y
desarrollo de los mismos. Usualmente, hay factores ambientales que causan
dano y afectan el crecimiento de las mismas, causando que éstas se observen
poco vigorosas. Esto promueve que organismos causantes de enfermedades y
otras plagas, como insectos y acaros, afecten las plantas. Al realizar un
diagnostico debe asegurarse de tener un cuadro amplio del caso particular que
esta analizando y considerar otros factores como, la historia del lugar y el
patrén de dafio causado por la enfermedad o plaga.

Segun Malagén y Pupiro, (2003), el diagnéstico de las enfermedades de forma
rapida y precisa evita el uso desmedido o incorrecto de compuestos quimicos
como plaguicidas.

En afos pasados, basicamente la deteccion de patdgenos dependia de
métodos que requieren de mucha experiencia, habilidad y conocimiento de la
taxonomia de los microorganismos. Ademas son técnicas que consumen
mucho tiempo. Sin embargo las técnicas modernas han permitido una
deteccion mas eficiente de variedades patogénicas con mayor rapidez y
precision, ejemplo de ello tenemos el uso de técnicas serolégicas (ELISA) y
moleculares (PCR) (Rosales, 2003 citado por Malagén y Pupiro, 2003).

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

Procedimientos para realizar un diagnoéstico

El diagndstico incluye la identificacion del problema, el alcance del problema,
importancia de la magnitud del problema, método de control empleado,
demanda de investigacion y costo-beneficio (Vazquez, 2003).

1.2 Diagnostico presuntivo

Para realizar un diagndstico presuntivo lo mas certero posible el fitosanitario
debe tener en cuenta los siguientes aspectos:

Examinar el campo y los alrededores.

Identificacion de la especie o variedad enferma.

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



Examinar plantas individuales, posicion de sintomas y signos.

Practicas agricolas del cultivo: fertilizacion, riego y control quimico.

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

1.3 Diagnostico de confirmacion

1.3.1 Diagndstico tradicional.
Se pueden considerar dos fases (Flores- Olivas, et al, 1997):

Diagndstico macroscopico el cual se basa en la observacion de sintomas. Es
muy importante la experiencia del fitopatdlogo y su conocimiento de las
variables que inciden en la enfermedad, como el cultivo a investigar, el suelo,
clima, patogeno.

Diagndstico microscopico, que consiste en la observacién de la estructuras del
microorganismo fitopatdogeno. Esta observacion puede ser directamente al
microscopio de luz, para el caso de las bacterias, hongos, nematodos o en el
uso de microscopia electrénica para identificar a los virus

Para el diagndstico de los hongos se necesita la formacion de estructuras
reproductivas, como esporas o conidios y cuando se trata de las bacterias, el
proceso de identificacion debe complementarse con pruebas bioquimicas
(Flores- Olivas, et al, 1997).

Estos principios de Patologia Vegetal sobre los que se apoyan gran parte de
las investigaciones no pueden ser cumplidos por cierto grupo de patdégenos
como los virus, ya que su reducido tamafo y su condicion de parasitos
endocelulares obligados (no pueden ser cultivados en medios de cultivo
artificial). En este tipo de enfermedades, la observacién de sintomas en campo
y el empleo de formas alternativas de inoculacion en huéspedes diferenciales,
permite una discriminacion clara de ciertos patdégenos.

2. Técnicas clasicas para el diagndstico

Un requisito previo para el control de cualquier enfermedad es la deteccion e
identificacion apropiada del organismo causal. La deteccidn de patogenos en
plantas con sintomas puede ser relativamente simple si se tiene extensa
experiencia con el diagndstico de la enfermedad y aislamiento del patogeno.
Por otro lado la deteccion del patégeno en las semillas y materiales de
propagacion asintomatica tales como: tubérculos de papa, pueden ser
sumamente dificiles cuando la poblacion de los patégenos es muy baja en los
propagulos. Debido a esto se necesita técnicas capaces de detectar un numero
bajo de patégenos en los propagulos. Antes del desarrollo de las técnicas
serologicas el unico método disponible y fiable para la identificacién de hongos
y bacterias fue el aislamiento en medio de cultivo y prueba de patogenicidad.
Las pruebas seroldégicas permiten el diagnostico presuntivo de enfermedades



bacteriana. Sin embargo hasta que no se desarrollaron las técnicas basadas en
ADN, no se pudo detectar los patdogenos en plantas asintomaticas (Shaad vy
Frederik, 1992).

2.1 Empleo de medios selectivos

Mediante el empleo de medios selectivos se puede realizar una determinacion
cuantitativa de poblacion. Algunos medios selectivos se basan en las
posibilidades de las bacterias de utilizar sustratos especificos. La presencia o
ausencia de crecimiento y el color de las colonias son importantes Ejemplo: Las
especies del género Erwinia causantes de la pudricion blanda producen
enzimas peptoliticas que sirvieron de base para la confeccién de un medio
selectivo que contiene polipectato sddico, las cavidades que se forman en la
superficie del medio indican la presencia de microorganismos peptoliticos.
Estas enzimas degradan las pectinas de la lamina media, causando el colapso
del tejido, pudricién blanda y muerte de la célula

Otros medios se basan en la tolerancia del patégeno a cierto numero de
antibidticos, fungicidas, bactericidas que los microorganismos saprofitos no
toleran o no soportan en determinadas concentraciones. Se emplean también
diferentes colorantes que provocan un crecimiento caracteristico y desarrollo
de colonias cuyo aspecto permite distinguirlas facilmente de otros que no se
corresponde con el patdogeno estudiado contaminante.

No resulta facil crear un medio selectivo o semi-selectivo para un determinado
patdgeno porque hay que tener en cuenta su sensibilidad o sea capacidad de
recobrar la bacteria en concentraciones bajas y suprimir en forma eficiente la
flora contaminante.

Técnica de microscopia optica y electronica

El empleo de estas técnicas se limitan solamente a la observacién directa de
las estructuras del patégeno en cuestién (Pupiro y Malagon, 2003).

2.3 Técnicas seroldgicas.

El uso de inmunoensayos en la detecciéon de patdogenos de plantas ha sido
rutinario en los ultimos afos, especialmente en virus entre los mas usados
estan:

Método por aglutinacién: Consiste en hacer reaccionar cantidades equivalentes
de los reactantes (Ag y Ac). La formacion de granulos aglutinados o agregados
indican una reaccion positiva. Las reacciones de aglutinacion son menos
especificas pues tienen la desventaja de depender grandemente de los
factores fisicos quimicos, tales como, concentracion de electrolitos, pH,
temperatura y tiempo.

Método por precipitacion: Pueden ser en medios liquidos o en geles. Estos
métodos han demostrado tener una notable eficacia para individualizar y
purificar los antigenos dotados de diferencias particulares. La union del Ag y Ac
se traduce por la formacion de un precipitado insoluble con la condicion que los
reactivos se encuentren a concentracion equivalente.



Método del latex: Esta basado en la prueba de aglutinacion. Los Ac son
adheridos a particulas de latex. Al enfrentarse el latex sensibilizado con el Ag
especifico se produce la agregacién entre estas esferas y los Ag. Esta prueba
ha sido usada principalmente en Virologia, en Bacteriologia la técnica ha sido
usada con éxito para detectar Clavibacter michiganense subps sepedonicum y
Ralstonia solanacearum en papa y Xanthomonas albilineans en cafa. El
meétodo es de 100 a 1000 veces mas sensible que una aglutinacion normal,
la reaccién aparece mas rapida, generalmente no es necesario microscopio
para observar la reaccion, se necesita muy poco inmunosuero, no requiere la
clarificacion de la savia.

Técnica de Inmunofluorescencia: Esta técnica se basa en la conjugacion de
anticuerpos especificos con moléculas tefidas con productos, ejemplo, la
fluoresceina, que produce un color verde amarillento. Es muy sensible para
identificar bacterias fitopatdgenas y util para analizar un gran numero de
muestras. La técnica de inmunofluorescencia permite identificar un antigeno
con la ayuda de un inmunosuero conocido, e investigar y titular un anticuerpo
con la ayuda de un antigeno conocido.

Técnica inmunoenzimatica ELISA: El ensayo se basa en la interaccion
especifica de un antigeno (patdgeno) y un anticuerpo (proteinas
inmunoglobulinas producidas en un vertebrado superior, usualmente conejos).
La reaccion se visualiza a través de la accion de un conjugado enzima-
anticuerpo sobre un sustrato. Es un método rapido de gran sensibilidad,
especificidad y bajo costo, que supera a muchas técnicas de diagndstico
empleadas con anterioridad.

Existen diferentes variantes de la técnica de ELISA, todas basadas en el
mismo principio. El tipo de técnica y anticuerpo a emplear dependera del
objetivo de la aplicacién (campo, laboratorio), tipo de muestra (suelo, agua
tejido) y nivel de sensibilidad y rapidez requerida. La técnica ELISA con
sandwich de doble anticuerpo es una de las mas empleadas, es este caso el
antigeno es ubicado entre dos anticuerpos especificos, el de captura y el de
marcaje, este ultimo esta conjugado a una enzima y puede cuantificarse en el
espectrofotometro. Esta técnica es de gran utilidad en la deteccién de
patdgenos de mezclas complejas, tales como, suelo, extractos de plantas.

Las técnicas de inmunodeteccion han sido usadas en la deteccion de
microorganismos fitopatdgenos, principalmente virus y bacterias y en menor
escala para hongos. Una aplicaciéon importante se ha encontrado en los
estudios de taxonomia de microorganismos, la fisiologia de la enfermedad y la
ecologia de los patogenos. Con el empleo de estas técnicas se pueden
establecer estrategias de manejo de patdégenos, como la certificacion de
semillas o fijacion de cuarentenas.

Las técnicas serologicas ELISA- Inmunofluorescencia ademas de ser métodos
muy confiables y sensibilidad moderada tiene la ventaja de poder asimilar gran
cantidad de muestras en algunas horas y los resultados positivos y
sospechosos se confirman mediante la prueba de patogenicidad (Gonzalez, et



al, 1999).

Técnicas avanzadas para el diagnostico.

Dentro de estas se encuentran las relacionadas con la biologia molecular que
seran abordadas mas adelante con las técnicas para medir variabilidad
genética.

Técnicas para evaluar patogenicidad y etiologia.

Para determinar la patogenicidad y la etiologia de un patégeno comunmente
es necesario aplicar los postulados de Koch, los cuales permiten identificar de
forma rapida utilizando hospedantes sanos de la misma especie el agente
causal que esta causando afectaciones fisioldgicas a las plantas (Flores-
Olivas, et al, 1997., lafiez, 1998) los cuales son enunciados a continuacion:

* El organismo debe ser encontrado asociado con la enfermedad en todos los
casos observados.

 El organismo patdégeno debe ser aislado y cultivado in vitro en el laboratorio.

» El organismo patdégeno debe ser inoculado a un hospedante sano de la
misma especie o variedad en la cual aparece la enfermedad.

* El organismo patdégeno debe ser reaislado en cultivo puro y tener las mismas
caracteristicas que el postulado 2.

Técnicas para la produccién de indculo.

- Método de Hussey y Barrer (1973).

Segun, Sanchez, y Rodriguez, (2000), Se emplea una suspension de
huevos y larvas de una poblacidon pura de Meloidogyne incognita, raza 2,
proveniente del cultivo del tabaco y multiplicada en tomate.

El método comprende la desintegracion, en una licuadora, de las raices
fuertemente agalladas por el nematodo, con solucién de hipoclorito de sodio
(NaOCI) al 0.5 %, esto se aplica para la una mejor recoleccion de los
huevos, adultos y juveniles de la plaga.

- Obtencion de indculo in vitro.

Martinez et al, (2002) utilizaron esta técnica para inducir la esporulacién en
el hongo Alternaria solani agente causal del tizon temprano de la papa.

Técnicas para conocer la variabilidad microbiana.

Existen varios géneros para describir las variaciones en la capacidad
patogénica de una especie (Robinson, 1969), entre ellos, las formas especiales
y razas fisiologicas. La primera se refiere cuando el diapasdn de hospedantes
lo constituyen especies, géneros, etc, pero nunca variedades o lineas. El otro



concepto esta relacionado cuando las diferencias en la patogenicidad radican
al nivel de variedades o lineas del hospedante.

Las especies de Alternaria que se caracterizan por ser parasitos lo son en
tejidos vivos y alternativamente pueden comportarse como saprofitos en
distintos sustratos. Las especies que conforman el género manifiestan gran
similitud en el comportamiento patogénico en los distintos hospedantes, entre
ellos: Las enfermedades que provocan son mas severas en climas calidos y
humedos y los conidios son resistentes a las condiciones adversas (Rotem,
1994). Otra de las caracteristicas comunes a varias especies del género es la
produccion de toxinas para asistir al proceso patogénico (Nishimura, 1983;
Cotty y Misaghi, 1984; Ozcelik, 1996, citados por Pérez, 2003).

Estudios genéticos poblacionales en hongos fitopatégenos.

El manejo de las enfermedades es un desafio continuo de los productores. El
ambiente complejo en que los patdégenos interactuan con los hospedantes
hacen dificil su control. Una de las causas del éxito limitado en el manejo de las
enfermedades es el escaso conocimiento de la variabilidad y de la estructura
genética de las poblaciones de los patégenos (Martin y English, 1997).
Obstaculos conceptuales y biolégicos, ademas de la falta de comunicacion
impiden una integracion efectiva entre genetistas y fitopatdlogos (Milgroon y
Fry, 1997).

Los patdlogos vegetales comenzaron los estudios en genética cuando se
descubrieron las razas fisioldégicas en poblaciones de hongos. Las preguntas
que surgen a partir de este descubrimiento son las mismas que se hacen en la
genética poblacional, por lo que pudiera decirse, que hubo una integracion
natural entre esta disciplina y la epifitiologia (McDonald, 1997).

Las bases para los estudios poblacionales y las variaciones, esta puede ser
introducida dentro de una poblacion por mutaciones, recombinaciones y la
migracion. La variacion existente actua mediante los procesos de seleccion y
deriva genética (Leung et al, 1993).

Segun varios autores, el futuro de la fitopatologia, desde el punto de vista, de la
genética poblacional sera enfatizar en el papel que tienen las fuerzas evolutivas
mencionadas anteriormente en el cambio de las poblaciones de los
fitopatogenos (Leung et al, 1993; Milgroony Fry, 1997).

 Marcadores Fenotipicos

En el estudio de los hongos fitopatdégenos, el analisis de la virulencia es el
método mas empleado para caracterizar las poblaciones de los patdégenos
(Leung et al, 1993). Consiste generalmente en determinar el espectro de
virulencia en un grupo de variedades diferenciadoras. Esta medida de la
variacion genética brinda informacién sobre la estructura patogénica de la
poblacién y es por tanto es de mayor interés directo para productores,
mejoradores y patdlogos.



Existen, sin embargo, algunas limitaciones en el empleo de este analisis para
inferir la estructura poblacional y es que los genes involucrados en la
especificidad con el hospedante representa una pequenfa fraccién de los genes
en el patégeno y pueden estar sometidas a una fuerte seleccién por el
hospedante (Leung et al, 1993).

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

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

Hibridacion de acidos nucleicos: Se basa en el apareamiento de secuencias de
bases de nucleétidos del ADN de tal forma, que marcando una de las
secuencias de nucleétidos (marcadores no radioactivos) se genera una sefial
que nos permite observar la hibridacion. Existen variaciones de la técnica de
hibridacién, la mas usada y sencilla es la hibridacion tipo gota (dot blot) en la
que una gota de la muestra a analizar simplemente se fija en la matriz de
nitrocelulosa. Cuando la hibridacion se realiza con sondas no radiactivas, estas
se detectan por reacciones colorimétricas. Existe una serie de variantes de
hibridacion que, aunada al empleo de marcadores moleculares, son
herramientas poderosas en el diagndstico de enfermedades vegetales y en la
deteccion de la variacion genética dentro y entre las poblaciones, el analisis y
deteccion de la expresion de genes, tanto del patégeno como de la planta y en
estudios taxonomicos y epidemiologicos (Flores- Oliva, et al, 1997).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): Es uno de los métodos
moleculares de mayor eficiencia en el diagndstico de enfermedades vegetales.
Es utilizada en la deteccidn de patdogenos en semillas, el cultivo de tejidos,
deteccion de toxinas y residuos de pesticidas (Flores-Olivas, et al ,1997). La
PCR es una técnica que permite determinar relaciones filogenéticos entre
especies y constituye una buena herramienta de analisis de la biologia de las
poblaciones (Baro, 1998). Segun Shaad,et al, Mutasa ,et al, citados por Flores-
Olivas, et al ,1997 entre las ventajas de la PCR esta la deteccion de moléculas
simples en mezclas complejas sin usar sondas radioactivas y con alta
sensibilidad. Una de las ventajas sobre los métodos tradicionales es que no se
necesita cultivar los organismos antes de la deteccion.



La PCR fue ideada por el bioquimico estadounidense Kary B. Mullis en 1983 y
se generaliz6 a finales de la década de los 80. Es facil de automatizar y puede
copiar una sola molécula de ADN varios millones de veces en unas pocas
horas (Encarta, 2006).

La reaccion en Cadena de la Polimerasa se basa en la repeticién de un ciclo
formado por tres etapas:

12 Desnaturalizacion del ADN doble cadena.

22 Hibridacién de los iniciadores a la zona 3" especifica de cada una de las
hebras.

32 Extension del cebador por actuacion de la DNA polimerasa

Las aplicaciones de la PCR son multiples y parecen estar solo limitadas por la
imaginacion de los cientificos. Entre ellas tenemos: la amplificacion de
fragmentos de genes como rapida alternativa de la clonacion, la modificacion
de fragmentos de ADN, la deteccién sensible de microorganismos seguido de
una segura genotipificacion,

La eleccion del método de analisis dependera del organismo estudiado y sobre
todo de su variabilidad genética, para delimitar especies o grupos dentro de
especies se han utilizado ampliamente marcadores de tipo proteinas o
isoenzimas. Las técnicas basadas en el analisis comparado del tamafo de los
fragmentos de ADN permiten distinguir aislamientos especificos Baro citado por
(Pérez, 2003).

Los estudios genéticos de cualquier organismo requieren una forma facil y
precisa de registrar los caracteres o marcadores, deben ser faciles de
identificar y seguir en la descendencia y ser polimérficos (informativos).

Los marcadores del polimorfismo del acido
desoxirribonucleico (ADN) o marcadores moleculares
(MM) se emplea en el monitoreo de la diversidad
genética, tanto en estudios filogenéticos como en el
control de la estabilidad o de la novedad genética con
fines mejoradores (Ceballos, 2000).

La variabilidad genética es un fenobmeno comun en la
naturaleza y es necesaria para la evolucion de los
organismos, se puede observar a nivel de individuos, el
cual presenta varios loci con diferentes alelos, o también a nivel de poblacion,
en donde se encuentran la diferencia entre los grupos de individuos (McDonald,
1997).

En los ultimos afos, el uso de los marcadores moleculares en la actividad
conservacionistas de los recursos fitogenéticos, ha ido en aumento y cabe
esperar que continue esta tendencia en la medida que surjan nuevos productos
biotecnoldgicos y se establezcan medidas para su proteccion legal, en Cuba se
trabajo en base a esto.

Actualmente los marcadores se clasifican en morfolégicos y moleculares.



Marcadores Morfolégicos

Los marcadores morfolégicos son caracteres facilmente detectables en un
organismo, no destructivos y permiten analizar gran numero de individuos. En
plantas puede ser: altura, diametro, formas o color, etc. En cambio, en los
hongos son raros, aunque se han utilizado en estudios importantes a nivel de
laboratorio sobre la variacion y recombinacion genética (Michelmore y Hulbert,
1987). Son utiles en estudios de laboratorios, pero muy dificiles de observar en
poblaciones naturales, tienen un limitado numero de alelos y generalmente son
afectados por las condiciones ambientales, o que los hace caracteres poco
estable, ademas de poder presentar codominancia (no se puede inferir todos
los genotipos a partir del fenotipo) o epistasia (un gen puede enmascarar la
acciéon de otro gen) (Egger, 1992).

Marcadores Moleculares

Marcador molecular (MM): En la literatura se recogen diversas definiciones del
término marcador molecular:

* Son segmentos de ADN que se consideran como marcas o puntos de
referencias para el analisis del genoma. Estos segmentos, usualmente,
representan variantes a sitios polimorficos que pueden ser identificados
empleando estrategias generales, tales como Hibridacion molecular o
Amplificacién enzimatica del ADN (Caetano — Anollis, 1993).

 Es toda variabilidad de naturaleza bioquimica — molecular susceptible de ser
de algun modo asociada con la variabilidad de algun parametro morfolégico
agrondémico, permitiendo la determinacion inequivoca de los progenitores
ademas de transmitirse en forma estable a la progenie (Campos, 1995).

 Cualquier fenotipo molecular originado de la expresién de un gen (Ejemplo:
Isoenzima) o de un segmento especifico de ADN correspondiente a regiones
del genoma que se expresen o no (Ferreira y Grattapaglia, 1995).

» Cuando se habla de un marcador molecular se define a su vez como un
marcador genético, es necesario verificar su comportamiento de acuerdo con
las leyes basicas de herencia mendeliana segregante (Leon, 1998).

Los marcadores moleculares ofrecen soluciones exitosas en numerosos
cultivos y se consideran entre las 10 tecnologias de mayor impacto para el siglo
XXI. Con el advenimiento de ellos, se revolucionaron los estudios genéticos
debido a sus multiples ventajas con respecto a los morfologicos, los cuales
permiten analizar directamente el genotipo sin la influencia de los factores
ambientales. Dentro de sus ventajas se encuentran:

» Permite mayor nivel de polimorfismo para cada locus estudiado y pueden ser
estudiados varios locus al mismo tiempo. Lo que facilita el mapeamiento
genético.



» Los marcadores moleculares son generalmente neutros en relaciéon con los
efectos fenotipicos, con influencia minima de efectos epistaticos o
pleiotropicos.

En general son codominantes, conteniendo mayor cantidad de informacion
genética por locus.

Segun el nivel en el cual los genes son detectados, los marcadores
moleculares se dividen en proteinicos (isoenzimaticos) y de ADN.

Isoenzimas

La mayoria de los organismos contiene diferentes formas de muchas de sus
enzimas activas, estas formas (isoenzimas) comparten una misma actividad
catalitica y son especificas del estado de desarrollo del individuo y de la
especie. Las isoenzimas pueden codificarse por diferentes alelos de un mismo
locus (alozimas) o por locus genéticos separados, frecuentemente poseen
diferente mivilidad electroforética, debido a las diferencias en las secuencias
aminoacidicas, lo cual reflejan diferencias en la secuencia del ADN (Egger,
1992).

Esta técnica se ha empleado mayormente en la década del 70’ para el estudio
de hongos fitopatégenos. La misma permite el procesamiento de un gran
numero de muestras y es generalmente sensible para detectar variaciones
dentro de la poblaciéon. Sin embargo, los marcadores isoenzimaticos estan
influenciados por las condiciones de crecimiento, edad y tipo de estructura, se
limita a las regiones codificadoras del ADN y generalmente no es lo
suficientemente variable para los analisis de poblaciones (Egger, 1992).
Muchos de los alelos detectados son monomorficos (loci con ninguna o poca
variacion entre los individuos). No obstante, las isoenzimas siguen siendo un
potente marcador genético en hongos que poseen suficiente variacion
(MCDonald, 1997).

Existen al menos tres areas fundamentales en las cuales se puede emplear
analisis isoenzimatico:

1. Esclarecimiento y delimitacién de tasas de hongos.
2. ldentificacion de cultivos de hongos a nivel de especie y subespecie.
3. Estudios genéticos incluyendo genética poblacional.

Su utilidad como marcador molecular esta bien documentada y las variantes
genéticamente definidas de las isoenzimas han demostrado su importancia en
la evolucién de la variabilidad de especies, en los cultivos del arroz, maiz, frijol,
ajo, trigo y soya (Ledn, 1998).

Marcadores genéticos selectivamente neutrales

La variacion selectivamente neutral se refiere a la variacion que no afecta el
fitness (0o que asume que no lo afecta y que no esta bajo seleccién). Esta
variacion no se refleja en el fenotipo y puede llegar a ser, incluso, una
diferencia en un nucleétido en un gen o en un fragmento de ADN repetitivo. En
la actualidad, entre los marcadores mas utilizados, estan los basados en el



ADN (acido desoxirribonucleico). Los juegos de marcadores moleculares,
repartidos por el genoma, y para los que se suele recurrir a la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se encuentran:

» ADN Polimérfico Amplificado al Azar (RAPD) (Randow Amplified Polymorphic
DNA)

» Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP)
(Restriction Fragment Lenght Polymorphism).

» Polimorfismo de la Longitud de los Fragmentos Amplificados (AFLP)
(Amplified Fragment Lenght Polymorphism).

Mc Donald, (1997), plantea que los mencionados marcadores detectan el
segundo tipo de variacion, por lo que son marcadores neutrales no
influenciados por el ambiente, y por este motivo pueden ser determinados con
menor ambigledad que los marcadores tradicionales, los cuales abordaremos
mas adelante.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es utilizada para el diagnéstico
de patégenos que afectan cultivos de importancia economica (Ej. Geminivirus).
La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y los marcadores de ADN que
tiene por base esta técnica, tiene sus multiples aplicaciones en la identificaciéon
de variedades y son especialmente utiles en la diferenciacion de materiales
obtenidos por variaciéon somoclonal o mutaciones a través de los marcadores
RAPD usando ocho cebadores, de firma comercial Operan Technologies, fue
posible detectar diferencias entre los mutantes y su donante después de
calcular los coeficientes de similitud, la distancia y realizar analisis de
componentes principales como el software. S PSS para Windows (SPSSWIN).

El uso mas comun de las técnicas de marcadores moleculares de ADN en las
investigaciones de mejoramiento genético de vegetales es el estudio de la
diversidad de genes, sin embargo, existen otras alternativas diferentes, en las
cuales la diferenciacion de cultivares, a través de estos marcadores,
especialmente los basados en la PCR pueden ser utilizados en los programas
de mejoramiento.

Por diversas razones, que incluyen costos relativos, espacios, cantidades de
ADN, molde y tiempo, estos marcadores superan al resto de los marcadores
mas convencionales como el RFLP y la electroforesis de proteinas. La
aplicaciéon de esta técnica trae especiales beneficios en los casos de
programas de investigacion para el mejoramiento de cultivos de ciclo mas
largos.

ADN Polimoérfico Amplificado al Azar (RAPD)

Los marcadores RAPD han sido ampliamente utilizados por sus ventajas
practicas que pueden resumirse en simplicidad y rapidez, desde su aparicion,
esta técnica se ha utilizado ampliamente en el estudio de la variabilidad
genética de los hongos. La deteccién del polimorfismo es rapida, sin necesidad
de hacer transferencia y tener conocimiento previo del ADN como sucede en el



RFLP. Se requiere de poca cantidad de ADN, lo que lo hace adecuado para
hongos bioétrofos (McDonald, 1997).

Entre sus limitaciones se encuentra el hecho de ser menos informativo que el
RFLP (marcador dominante) y tiene problemas de reproducibilidad. Entre los
factores que influye en la reproducibilidad de los resultados se encuentra el
aparato termociclador y el origen de la enzima polimerasa.

Cuando se estudia una gran cantidad de aislamiento la técnica RAPD es una
de las mas recomendadas.

Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de Restriccién (RELP)

Esta técnica es facil de interpretar, constituye un marcador codominante y
ofrece un potencial ilimitado de alelos por locus. Tiene ventajas para los
estudios de genética poblacional con respecto a RAPD, debido a la alta
especificidad cuando se utilizan sendas especificas, que el ensayo puede
tolerar contaminaciones con ADN de otros origenes y los experimentos son
reproducibles. Su desventaja fundamentalmente radica en que requiere mayor
experiencia e insumos que el RAPD, ademas de que consume mayor cantidad
de tiempo.

Boehm et al, (1993), plantean que la aplicacion de esta técnica ha sido muy
importante en el estudio de hongos fitopatogenos. Se ha esclarecido la
estructura genética de la poblacion global del agente causal de la enfermedad
del Mal de Panama en el cultivo del platano (Fusarium oxysporum fsp.
cubense).

Polimorfismo de la Longitud de los Fragmentos Amplificados (AFLP)

Esta técnica esta basada en la amplificacion selectiva de fragmentos de
restriccion gendmicos empleando la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), Polimerase Chain Reaction. Es usada en ADN de cualquier origen y
complejidad. Los cebadores para la reaccion en cadena de la polimerasa no
estan dirigidos a una secuencia conocida del AND. La técnica de AFLP detecta
polimorfismo debido a cambios en y alrededor de los sitios de restriccion.
Las ventajas de esta técnica las describe Majer en (1996) y se pueden resumir
de la siguiente manera:
1. Es un marcador neutral y detecta polimorfismo en todo el genoma.
2. Esrapidoy eficiente.
3. Es real y reproducible porque la unién del cebador es muy especifica
tanto con la secuencia del adaptador como el sitio de restriccion de la
enzima.

Las desventajas del AFLP respecto al RAPD es que se requiere mas
experiencia (ligazén, digestiones con enzimas de restriccion y manipulacion de
geles de poliacrilamidas) y sufren de los mismos problemas analiticos del
RAPD (McDonald, 1997).



Esta técnica se ha aplicado para determinar variabilidad intraespecifica en
diferentes especies. En un estudio combinado de RAPD y AFLP mostré que el
numero total de bandas obtenidas con cuatro combinaciones de AFLP fue
cuatro veces superior a la obtenida con 10 cebadores y el numero de bandas
polimorficas es casi tres veces superior, en este caso se encontrd la relacion
entre el origen de los aislamientos y no entre los patotipos (Gonzalez, 1998).

Marcadores genéticos convencionales

Virulencia

Tradicionalmente los patdlogos vegetales han usado marcadores genéticos que
son relevantes en la agricultura como es la virulencia de los patdgenos, el cual
se basa en determinar la virulencia de diferentes aislados segun la magnitud de
la respuesta de determinados genotipos del hospedante con genes de
resistencia diferente, o la resistencia a fungicidas especificos. Estos
marcadores brindan informacion util a los programas de mejoramiento genético,
a las compainiias quimicas y al servicio de extensién agricola.

No son marcadores neutrales ya que la distribucién de la variacién genética de
otro loci no seleccionado (todos los que no sean los de la virulencia o la
sensibilidad) puede estar asociada con las variantes alélicas de la virulencia y
la sensibilidad a los fungicidas (desequilibrio gamético en la poblacion).

Grupos de Compatibilidad Vegetativa (VCG).

Es un marcador empleado para clasificar y diferenciar cepas de hongos. Los
genes que determinar la incompatibilidad vegetativa proporcionan marcadores
naturales para una gran variedad de hongos. Los grupos de compatibilidad son
muy utiles para la identificacion de clones de hongos que se reproducen
mayormente por via asexual, aunque se ha demostrado que hongos con el
mismo VCG no siempre son miembros del mismo clon (McDonald, 1997).

La principal ventaja de los VCG es lo relativamente facil y barato de
implementar. Una sus mayores desventajas es que es un marcador fenotipo y
por tanto no es adecuado para medir similitud y diferenciacién en la poblacién y
ademas, algunos aislamientos no forman mutantes (Kistler, 1997).

Técnicas para evaluar el efecto de las variables climaticas.

Los hongos, como patogenos de los cultivos agricolas, son conocidos por la
humanidad desde el siglo IV antes de nuestra era. Teotraste (amigo y discipulo
de Aristoteles) en sus trabajos mencionaba los champifiones, trufas,
colmenillas y otros. En el siglo | de nuestra era, algunos fijaron su atencion en
aquellos que descomponian las bases de los troncos de arboles (Gomez,
1997).

Durante un largo periodo, los hongos impunemente causaron enormes dafos a
la humanidad y esta buscaba distintos métodos para eliminarlos, pero no tenian
éxito, porque no conocian su naturaleza.



En 1578 aparecio el primer libro del profesor holandés Klausius y no fue hasta
mediados del siglo XIX que la micologia empezd a desarrollarse, después de
los trabajos clasicos de una serie de micologos entre los cuales se encuentra el
francés Anton De Bary y la fitopatologia recibié entonces un fuerte empuje a
raiz del descubrimiento del caldo bordelés en 1881.

Por supuesto, era imposible en aquella época hablar de prondstico y
sefalizacion y mucho menos como parte integrante de la fitopatologia, pues
esta disciplina tiene sentido solamente cuando no s6lo se conocen las causas
que provocan las enfermedades en las plantas, sino cuando ademas, existen
medidas para su control. Es por eso que no es extrafio que muchos sefalen
que los primeros gérmenes del prondstico los encontremos en los
seleccionadores. (Gémez, et al, 1993).

El hambre que en 1847 azotdé a Irlanda, como resultado de lo que hoy es
considerada la primera migracion de Phytophthora infestans en el mundo y que
llevd a la tumba a 1 millobn de personas que se alimentaban casi
exclusivamente de la papa e hizo emigrar a 2 millones de ellos al otro lado del
océano. Esto provocé que comenzaran a realizar estudios acelerados en
diferentes paises como Holanda, Inglaterra, Irlanda, Estados Unidos, Peru,
Bulgaria y la antigua URSS con vista a predecir las epidemias y sefalizar las
fechas de control con medios quimicos de control. Los métodos actuales que
tienen como fundamento el que elaborara Van Everdingen en 1926 forma hoy
parte del conjunto de medidas del manejo integrado de plagas en el cultivo de
la papa con el objetivo de optimizar las aplicaciones de productos quimicos y
no seguir aumentando la contaminacioén en nuestro planeta, mas aun, cuando
nos encontramos hoy ante la segunda migraciéon de este patdégenos en el
mundo, cargado de una intensa dosis de agresividad y virulencia, producto del
intercambio genético y otros factores en los que el hombre juega un rol decisivo
como parte del complejo e interactuante mundo epidemioldgico.

* Prondstico

No es mas que el conocimiento con antelacion de los intervalos, niveles de
infeccién y dafios que pueden producir las plagas, con el fin de poder adoptar
las medidas necesarias para su control.

Guadalupe, (1997), plantea que no existe un método estandar o unico, debido
a que el mismo depende de las particularidades bioldgicas de las plagas en
cuestién, de las condiciones ambientales y del desarrollo cientifico — técnico del
pais. Por lo que existen diferentes métodos de prondstico para un mismo
agente nocivo. Ademas, para la elaboracion, adaptacion y su puesta en
practica, es necesario el desarrollo de una estructura de elevado nivel técnico
organizativo, que pueda estudiar el comportamiento de los agentes nocivos con
los factores bidticos y abidticos desde el nivel territorial hasta el nivel de nacion
y que se puedan adoptar las medidas de proteccion en los plazos indicados.

Mucho se conoce hoy en dia sobre como los factores meteoroldgicos afectan el
desarrollo de las enfermedades. Los factores climaticos que mas



frecuentemente limitan las interacciones y los rendimientos potenciales de los
cultivos son la temperatura y la humedad.

El clima como factor aislado es el unico ingrediente basico utilizado para
elaborar advertencias para su uso tactico. Segun Bourque (1970), las
enfermedades de las plantas para las cuales el prondstico con la ayuda de
informacion meteoroldgica puede ser de valor practico al agricultor son los que
tienen los cuatro siguientes requerimientos fundamentales.

1. Que la enfermedad cause dafios econémicamente significante en
términos de cantidad o calidad en el area que concierne.

2. Que la enfermedad sea variable en el tiempo (momento de aparecer,
velocidad e desarrollo, maximo nivel de incidencia) y una parte apreciable
de su variacion sea atribuida a factores ambientales que actuen directa e
indirectamente.

3. Que se disponga de medidas de control, ya sean preventivas o curativas y
gue puedan ser operadas a un costo econdmicamente aceptable.

4. Que exista informacion de investigaciones de laboratorio 'y
epidemiologicos sobre la dependencia e interrelaciones entre la
enfermedad y los factores climaticos.

Clasificacion de los parametros.
De acuerdo al tiempo que media entre la emision de la sefal y al cumplimiento
del prondéstico, los mismos pueden clasificarse en:

- Prondstico a corto plazo.
- Prondstico a mediano plazo.
- Prondstico para muchos afos.

» Senfalizacion

Se apoya en la informacion que brindan las Empresas, Cooperativas,
Agricultores y otras instituciones acerca de la aparicion de la plaga basada en
el pronostico, con el objetivo de que se apliquen las medidas mas adecuadas
para la protecciéon de las plantas.

Naumova Modificado.

Este método, no es mas que una modificacion de un original ruso basado en
los conocidos “dias criticos” del pionero holandés sobre esta tematica Van
Everdingen en 1926 y que ha servido de base para todas las metodologias
elaboradas en multiples paises, considera un periodo de alerta si durante 2
dias consecutivos la humedad relativa media es mayor o igual a 84 %, la
humedad relativa minima es mayor o igual a 60 %, la temperatura maxima84
%, la humedad relativa minima es mayor o igual a 60 %, la temperatura
maxima se encuentra entre 15 — 28 °C y la temperatura minima es superior a
los 11°C, bajo estas condiciones deben esperarse brotes ligeros de la
enfermedad en zonas bajas y partes inferiores de las plantas y se recomienda
localizar los focos y tratar localmente en plantaciones con mas de 30 dias.



Un “periodo critico”, es considerado si durante 2 dias consecutivos, se
presentan esas mismas condiciones, pero la temperatura maxima es inferior a
25 °C, deben esperarse brotes fuertes de la enfermedad y si ocurren varios
periodos criticos continuos, la epifitotia es eminente, sobre todo en presencia
de lluvias, fuerte nocividad en plantaciones con mas de 30 dias.

Conclusiones

» Las técnicas de diagnostico de fitopatégenos constituyen una
herramienta indispensable para el trabajo de los fitopatélogos.

» La biologia molecular constituye una técnica de avanzada tanto en el
diagnodstico de enfermedades como en la determinacion de variabilidad
genética de fitopatogenos.

« La determinaciéon de las variables climaticas y dentro de ella el
pronostico y senalizacion constituyen una herramienta importante para
establecer las medidas de control de los patégenos.
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