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Este apéndice o anexo metodologico, incluye los procedimientos 
utilizados para la realización del sRcconocimicnto e identiuicación de 
enfermedades y plagas en Cattleyas colombianas>>, efectuado por Angel 
y Tsubota (4, 5), en Cenicafé. Los materiales y los métodos que a 
continuación se describen son proccdimicntos gencraics de comün 
utilización en los diagnosticos fitosanitarios. Sin embargo, para el caso 
de las orquIdeas, éste es un ejemplo de las rnctodologIas con las cuales se 
obtuvieron diversos resultados, los cuales ya se presentaron en el 
contenido de los distintos capItulos de este documento y algunos otros 
que se presentan en ci análisis estadIstico de la información, como cs el 
caso dcl Prediagnóstico, inforinación que Sc rccopila antes y durantc la 
ejecucion de la visita. 

Esta parte metodológica está dividida en: 

Reconocimiento fitopatologico. 

Caracteristicas recoleccion y manejo dc l'is rnucstras 
Preseleccion clasificacion y codificacion de problernis 

Hongos 

Aislamiento y cultivo de hongos titopatogcnos 
Metodologia general 
Metodologias especificas 

Conservación de Ilongos. 
Pruebas de patogenicidad. 

Aspectos Generales. 
Fusariurnspp. 
Colletotrichum spp. 
Botiyoc/v1odiaspp. 
Trichotecium spp 
Pestalotia sp 

Material vegetal para las pruebas de patogenicidad. 
Etapa de laboratorio. 
Etapa de endurecimiento. 
Etapa de vivero. 

Aislamiento de los patogcnos inocuiados. 
Identificación. 

Bacterias 

Aislamiento y cultivo de bacterns fitopatogenas 
Metodologia general 
MetodologIa especIfica para la Idcntiuicación Parcial. 

Conservación de bacterias. 
Pruebas de patogenicidad. 



Este apéndice o anexo metodologico, inctuye los proceditnientos 
utilizados para la rcalización del <<Reconocimiento e idcntificación dc 
enfermedades y plagas en Catticyas colombianas>>, cfectuado por Angel 
y Tsubota (4, 5), en Cenicafé. Los materiales y los métodos que a 
continuación se describen son procedirnientos generates dc conn'jn 
utilización en los diagnosticos fitosanitarios. Sin embargo, para ci caso 
de las orquIdeas, éstc es un ejemplo de las metodologIas con las cuatcs se 
obtuvieron diversos resultados, los cuales ya se prcscntaron en ci 
contenido de los distintos capItulos de este documento y aigunos otros 
que se presentan en ci análisis estadIstico de la información, como es ci 
caso dcl Prediagnostico, información que se recopila antes y durante la 
ejecución de la visita. 

Esta parte metodologica está dividida en: 

Reconocimiento fitopatológico. 

CaracterIsticas, recolección y mancjo de las muestras. 
Preselección, clasificación y codificación de problemas. 

Hongos 

• Aislamiento y cuitivo de hongos iitopatogcnos. 
MetodologIa general. 
MetodologIas especIficas. 

• Conservación de hongos. 
• Pruebas de patogenicidad. 

Aspectos Generates. 
Fusarium spp. 
Colletotrichumspp. 
BotryodvJodiaspp. 
Trichoteciumspp.. 
Pestaloriasp. 

• Material vegetal para las pruebas de patogenicidad. 
Etapa de laboratorio. 
Etapa de endurecimiento. 
Etapa de vivero. 

• Aislamiento de los patogenos inoculados. 
• Identificacion 

Bacterias 

• Aislamiento y cultivo de bicterias fitopatogenas 
Metodologia general 
Metodologia especifica para la Identificacion Parciai 

• Conservación de bacterias. 
• Pruebas de patogenicidad. 
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Aislamiento de las bacterias inoculacias. 
Identificación. 

Nematodos 

Extracción y montaje de nematodos. 
Aspectos gencraics: 

Virus 

Detcrminación de la presencia y diagnostico previo de virus. 
Aspectos generales. 
Plantas indicadoras. 

Inoculaciones mecánicas en plantas indicadoras. 
Primera inoculacjón. 
Segunda inoculación. 
Tercera inoculación. 
Cuarta inoculación. 
MicroscopIa electrónica de transmisión. 

Identificación de virus CyMV y OSRV mediante ELISA. 
Aspectos generates. 
Pruebas y Procedimjentos. 
Primer grupo. 
Segundo grupo. 
Tercer grupo. 
Cuarto grupo. 
Quinto grupo. 
Sexto grupo. 
Séptimo grupo. 
Repetición adicional. 
Proccdimjentos ELISA. 
MicroscopIa electrónica de transmisión. 

Histologla 

Método manual. 
Inclusión vegetal en resina Spurr y cortes ci ultramicrótomo. 

Reconocimiento entomologico 

CaracterIsticas, recolección y manejo de las muestras. 
Preselección, clasificación y codificación de problemas. 
Procesamiento de artrópodos en ci laboratorio. 
Conscrvación  de muestras y artrópodos. 
Determinación y/o Identificacjón. 

Literatura citada 
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Sc recolectaron órganos de la pianta con tejido enfermo y tejido sano 
circundante, inciuyendo la mayor cantidad posible de muestra vegctai 
con los divcrsos estados de la enfermedad. Tanibién se tomaron 
muestras testigo (tejidos sanos), para obscrvar si se presentaban 
cambios o aiteraciones producto de la coiección, transporte y 
manipuiación, que puedan dcsviar ci procesamiento de las mucstras 
(55, 57, 60). Es importante la limpieza en la toma de la muestra, 
evitando la mezcla con residuos de otras muestras, suelo o sustrato, 
productos quImicos, residuos orgánicos e inorgánicos, etc., que 
favorecen ci crecimiento de organismos saprofIticos, o que afectan ci 
crecimiento dcl agente causante. Las muestras del sistema radical 
afcctado por un problema de posible origcn patoiogico incluycn tanto 
las raIccs como ci sustrato en ci que crecen 0 están en contacto 
(rizósfcra). Lo anterior permite que en los procesos de aisiamicnto se 
puedan obtener patogenos como hongos, bactcrias y nematodos que 
tiencn su nicho ecologico en esta zona, al igual que organismos 
saprofitos que pucden o no perjudicar ci crecimiento y desarroflo de 
ia planta (43, 45, 46, 47, 57, 60). En el caso de plantas con posible 
presencia dc un agente viral, se rccolectan hojasjóvenes y sintomáticas 
totalmente desarroiladas o maduras de dichas plantas. En aigunos casos 
se inciuycron las plantas completas dentro de la mucstra, para asI 
disponer del material suficiente en ci diagnóstico y scguimiento del 
problema. Las muestras de orquIdeas se tomaron con herramientas 
desinfestadas con hipoclorito de sodio entrc 2y ci 5%, o con etanol ai 
90%; además, se fiamearon en mecheros de alcohol de 90% antes y 
después de hacer los cortes en las plantas para esterilizar y cautcrizar 
las heridas (32, 36). Las medidas antes mcncionadas sirven para evitar 
la contaminación de muestras y diseminación de patógcnos en ci 
cuitivo (57, 60). 

Las muestras se empacaron para evitar su contaminación y deterioro. 
Sc utihzaron matcriaies limpios, secos, desechables, como ci papcl de 
aiuminio, las boisas de papel y las boisas plásticas, debidamentc 
rotuiadas. En la manipuiación y ci transporte se utiiizaron recipicntes 
(neveras o cajas de icopor), con o sin refrigcrantes, para reducir la 
humedad y la tcmperatura y reducir el riesgo ci materiai recoiectado. 
Las muestras se empacaron individuaimcntc y se aimacenaron en 
nevera a 4-5°C, ó en lugares frescos, bien limpios, aireados y protegidos 
de la acción directa del caior, la humedad y las radiaciones (15, 55, 
57). Las muestras posibiemente infectadas de virus que se someterlan 
a ELISA, se aimacenaron a -20°C para evitar la oxidación, proceso 
que ocurre fáciimcnte en tejidos de orquIdeas. 



Aislainiciito dc las bactcrias iiioculadas. 
Idcntificación. 

Nematodos 

Extracción y iiiontajc dc ncinatodos. 
Aspcctos gciicralcs: 

Virus 

Detcrnnnación dc la prcscncia y diagnóstico previo dc virus. 
Aspectos gcncralcs. 
Plantas indicadoras. 
Inoculacioncs niccánicas en plantas indicadoras. 
Prinicra inoculacjón. 
Scgunda inoculación. 
Tcrccra inoculación. 
Cuarta nioculaciOn. 
MicroscopIa elcctrónica dc transrnisión. 

Idcntiiicación dc virus CyMV y OSRV rncdiante ELISA. 
Aspcctos gcncrales. 
Prucbas y Proccdinijcntos. 
Primer grupo. 
Segundo grupo. 
Tcrccr grupo. 
Cuarto grupo. 
Quinto grupo. 
Scxto grupo. 
Scptirno grupo. 
Rcpcticion adicional. 
Proccdiinjcntos ELISA. 
Microscopla cicctrónica dc transrnisión. 

Histologla 

LVlctodo niaiival. 

Inclusión vcgctai cii rcsina Spurr y cortes el ultramicrótomo. 

Reconocimiento entornológico 

CaractcrIsticas, rccolccciOn y mancjo de las rnuestras. 
Presclección, clasificación y coditicación dc problcmas. 
Procesaillicnto dc artrópodos en ci laboratorio. 
Conservación dc muestras y artrápodos. 
Dctcrminación y/o Idcntificación. 

Literatura citada 
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Sc rccolcctaron órganos dc Ia planta con tcjido ciilcrmo y tejido sano 
circundante, inciuycndo la mayor cautidad posible dc niucstra vcgctal 
con los divcrsos estados dc la cnfcrnicdacl. Tamhién se tomaron 
inucstras testigo (tejidos sanos), para observar si Sc prcscntaban 
cainhios o alteraciones producto dc la colcccioii, transporte y 
manipulación, quc puedan dcsviar el proccsanhicnto dc las mucstras 
(55, 57, 60). Es importantc la linipicza en la tonia dc Ia rnucstra, 
cvitando la mezcla con rcsiduos dc otras mucstras, suelo o sustrato, 
productos quImicos, rcsiduos organicos c inorganicos, etc., quc 
favorecen ci crccimiento de organismos saprofIticos, o quc afectan ci 
crecirniento dci agente causantc. Las mucstras dcl sistema radical 
afectado por un problema de posihic origcn patológico incluycn tanto 
las raIccs como ci sustrato en ci quc crcccn o cstán en contacto 
(rizósfcra). Lo anterior permite quc cii los proccsos de aislamiento Sc 

pucdan obtener patogenos como hongos, hactcrias y  ncmatodos que 
tienen su nicho ecológico en csta zona, al igual quc organismos 
saprofrtos quc pueden 0 no perjudicar ci crecliniento y dcsarrollo dc 
la pianta (43, 45, 46, 47, 57, 60). En ci caso dc plantas con posibic 
presencia de un agente viral, Sc rccoicctan hojasjovcncs y siltomaticas 
totalmente desarrolladas o niaduras dc dichas plantas. En aigunos casos 
se incluyeron las plantas cornplctas dcntro dc la muestra, para asI 
disponer del material suficiente en ci diagnflstico y scgulmicnto dcl 
probiema. Las muestras de orquIdcas Sc toniaron con hcrramicntas 
dcsinfestadas con hipoclorito dc sodio cntrc 2 y ci 5%, o con ctanoi al 
90%; además, se fiarnearon en rncchcros dc alcohol de 90% antes y 
dcspués de hacer los cortes en las plantas para esterilizar y cautcrizar 
las heridas (32, 36). Las mcdidas antcs mcneionadas sirven para evitar 
la contaminaciófl dc muestras y discniinación de patégenoS en ci 
cultivo (57. 60). 

Las muestras se cmpacaron para evitar su contami lacion y deterioro. 
Sc utilizaron rnaterialcs limpios, secos, dcScchabies, coino ci papcl de 
aluminio, las bolsas dc papcl y las boisas piásticas, dcbidamcntc 
rotuladas. En la manipulación y ci transportc Sc utilizaron recipientcs 
(neveras o cajas de icopor), con o sin rcfrigerantcs, para reducir la 
humedad y la temperatura y reducir ci riesgo ci material recolectado. 
Las muestras se enipacaron individuainicntc y se ainiacenaron en 
nevera a 4-5°C. ó en lugares frescos, hien limpios, aircados y protegidos 
dc la acción directa dci calor, la humcdad y las radiaciones (15, 55. 
57). Las muestras posibiementc infcctadas de virus quc sc somcterIan 
a ELISA, se aimacenaron a -20°C para cvitar la oxidación, proccso 
que ocurre fácilmente en tcjidos de orquIdeas. 



?iee1eccIoR, cI 	11614 3 COJ1p&m16K ele 

Para ordenar la dcscripción y procesamiento de las muestras en el 
campo y en ci Iaboratorio y orientarlas hacia determinados 
procedimientos de diagnostico se establecieron códigos Para los 
distintos tipos de problernas en estudio, facilitando su rnanejo ordenado 
(15, 55). Dc forma dualitativa se agruparon aquellas muestras con 
sIntornas sirnilares, y con base en la inforrnación bibiiográfica se 
ciasificaron y codificaron los prohiemas con posible origen patoiogico 
(Tabla 58). 

Para la realización de los análisis estadIsticos estos códigos pueden 
cambiar, pero no se varIan las ciasificaciones de los probiemas. Al 
establecer códigos numéricos o aifanuméricos se pueden sistematizar 
y construir bases de datos con cada uno de los problernas de interés y 
agilizar ci manejo e interpretación en ci iaboratorio (4, 5, 6, 7). La 
codificación propuesta de cada muestra se reaiizó de la siguiente 
mancra: 

A y B 	: Código del cultivo o prcdio. 
C 	 : Código de la especie hospedante. 
D y F 	: Código del problema. 
F, G, H, I 	: Código de la muestra. Nflmero de orden. 

I A 	I B 	I D 	I _F  I 	I 

labia 58. CodiflcaciOn utDzada para los distintos problemas con posible origen patolOgico 

ID]I][eIiU 
Pudriciones hUmedas 	 01 
Pudriciones secas 	 02 
Marchitamientos 	 03 
Manchas foliares 	 04 
Royas 	 05 
Hongos de manto 	 06 
Manchas florales 	 07 
Agallas o deformaciones 	 08 
Lesiones radicales 	 09 
Mosaicos o moteados 	 10 

Aheraciones del sustrato o medio 
Otros problemas de indole 
pato lOg ico 
	

12 

Los codigos de las especies hospedantes estudiadas fueron: 

ESPECIE CODIGO 
Cattleya aurea. a 
Cadeyarnendclñ m 
Cattleya qua ciricolor q 
Cattleya schroderae. s 
Cattleya trianaci t 
Cattleya warsceiczii 
Catticya spp. (desconocida colombiana) x 
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MetodologIa general. Para este tipo de investigaciones se acudió a 
adaptaciones de varias de las técnicas de diagnóstico reconocidas con 
ci fin de establecer un solo procedirniento de trabajo en ci laboratorio. 
Se utilizaron cntonccs los siguientes procedimientos Para ci aisiamiento 
y cultivo de bongos fitopatOgenos basados en la literatura disponible 
(15, 23, 50, 55, 57, 58, 60, 62). 

Realizar observaciones al estereomicroscopio del area enferma 
Para dctcrminar la presencia de estructuras vegetativas o fructIferas 
de hongos. 

Cortar pequefios trozos de 0,5cm aproximadamente, de manera 
que la porción inciuya tejido enfermo y tejido sano donde está activo 
ci patogeno. 

Lavar las porciones o desinfestarlas superficiaimente con hipociorito 
de sodio al 0,5% por 1 a 2 minutos y iuego enjuagarias con agua 
destilada estéril por iguai tiempo y en agitacion. 

Sembrar las porciones de muestra vegetal desinfestadas en cajas de 
Petri con medios de cultivo generaies como Papa-Dextrosa-Agar 
(PDA),Jugo V-8 Agar (AV-8) y Harina de MaIz Agar (HMA) segfln la 
sintomatologIa presentada por la muestra. Estos medios se preparan 
previamente, se pueden acidificar con ácido láctico (40%) hasta tener 
un pH de 4,5 a 5,0 Para reducir ci crecimiento de bacterias 
contaminantes o no acidificarios, caso en ci cual ci pH es de 5,5 a 6,0. 
La siembras se reahzan en areas asepticas yen cámaras de flujo laminar 
Para evitar contaminaciones. 

Ubicar las cajas con medio de cultivo sembradas y selladas con 
vinilpel en el iaboratorio o cuarto de crecimiento Para incubarlas a 
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Para ordenar la descripcion y proccsamiento de las Inuestras en el 
campo y en ci laboratorio y orientarlas hacia determinados 
proccdimicntos de diagnastico se estabiecicron códigos para los 
distintos tipos de problemas en estudio, facilitando su manejo ordcnado 
(15, 55). Dc forma cualitativa se agruparon aquellas muestras con 
slntornas similares, y con base en la inforrnación bibiiografica se 
clasificaron y codificaron los problemas con posible origen patoiogico 
(Tabla 58). 

Para la realización de los análisis estadIsticos estos códigos pueden 
cambiar, pero no se varIan las clasificaciones de los problemas. Al 
establccer códigos numéricos o alfanuméricos se pueden sistematizar 
y construir bases de datos con cada uno de los problemas de interés y 
agilizar ci manejo e intcrpretación en ci laboratorio (4, 5, 6, 7). La 
codifIcación propuesta de cada muestra Sc realizó de Ia siguicnte 
mancra: 

A y B 	: Código del cultivo o predio. 
C 	 : Código de la especic hospcdante. 
D y E 	: Código del problerna. 
F, G, H, I 	: Código de Ia mucstra. Nflmcro de ordcn. 

Tabla 58. CodificacjOn uthizada para los distintos problemas con posible origen patolOgico 

IIJ]IT 	 III]P][eI'U 
Pudriciones hOmedas 	 IE 
Pudriciones secas 	 02 
Marchitamientos 	 03 
Manchas foliares 	 04 
Royas 	 05 
Hongos de manto 	 06 
Manchas florales 	 07 

Agallas o deformaciones 	 08 
Lesiones radicales 	 09 
Mosaicos o moteados 	 10 

Alteraciones del sustrato o medio 	 11 
Otros problemas de Indole 
patolOgico 
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Los codigos de las especics hospedantes estudiadas fueron: 

ESPECIE CODIGO 
Catticy'aaurca. a 
Catticya menclelj7 In 

Catticya qtiadricoloi: q 
Cattleya schrocleiic. s 
Cattlçya tr1inaeI: t 
Catticya warscewicziL w 
Catticyaspp. (desconocida colombiana) x 
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MetodologIa general. Para este tipo de invcstigacloncs se acudió a 
adaptaciones de varias de las técnicas de diagnostico reconocidas con 
ci fin de establecer un solo procedimiento de trabajo en ci laboratorio. 
Se utilizaron entonces los siguientes procedimientos para ci aisiamiento 
y cultivo de hongos fitopatOgenos basados en la literatura disponiblc 
(15, 23, 50, 55, 57, 58, 60, 62). 

Realizar observaciones al estereomicroscopio del area enferma 
para determinar la presencia de estructuras vegetativas o fructIferas 
de hongos. 

Cortar pequeños trozos de 0,5cm aproximadamcntc, de manera 
que la porción incluya tejido enfermo y tejido sano dondc está activo 
ci patogeno. 

Lavar las porciones o desinfestarlas superficialmente con hipoclorito 
de sodio al 0,5% por 1 a 2 minutos y luego enjuagarlas con agua 
destilada estéril por igual tiempo y en agitaciOn. 

Sembrar las porciones de muestra vegetal desinfestadas en cajas de 
Petri con medios de cultivo generales como Papa-Dextrosa-Agar 
(PDA),Jugo V-8 Agar (AV-8) y Harina de MaIz Agar (HMA) segOn la 
sintomatoiogIa presentada por la muestra. Estos medios se preparan 
previamente, se pueden acidificar con ácido láctico (40%) hasta tcncr 
un pH de 4,5 a 5,0 para rcducir ci crecimiento de bacterias 
contaminantes o no acidificarlos, caso en ci cual ci pH es de 5,5 a 6,0. 
La siembras se realizan en areas asepticas yen cárnaras de flujo laminar 
para evitar contaminaciones. 

Ubicar las cajas con medio de cultivo sembradas y selladas con 
vinilpel en ci laboratorio o cuarto de crecimicnto para incubarlas a 



23-25°C, con perIodos dc Iuz artificial dc 12 horas aproximadamciitc. 
Las colonias obtenidas sc scñalan y codifican para su aislarniento y 
purificación. 

Para Ia idcntiiIcación parciai de los generos dc los hongos aislados Sc 
utilizan ciaves especializadas (9, 21, 30). Como fase inicial dc la 
conscrvaciOn dc organismos propucsta para los cultivos puros sc 
puedcn rcalizar sicmhras dc los aisianhlcntos cn vialcs con medio dc 
cultivo para utilizarios como inóculo en las pruebas dc patogenicidad 
y/o almaccnamicnto. En ci caso dc problcmas como manchas foharcs 
y otros en los que sc pudicron aprcciar dc rnancra evidentc las 
cstructuras del hongo, Sc rcalizaron niontajes temporalcs dc placas 
cony sin colorantes (azul dc lactofenol), para la ohscrvación dc dichas 
cstructuras al nhicroscopio. Igualmente, sc pueden realizar cortcs en 
microtomo manual para determinar la presencia dc cstnicturas en los 
tejidos dc la mucstra. La identificación para algunaS muestras se realizó 
dc manera rSpida para cstahlccer el géncro y se inició cI proccso dc 
aislamiento y cultivo como antes sc cxplicó. Las muestras quc no 
prescntaron cstructuras del hongo al observar en cstcrcoscopio sc 
sometieron a condicioncs de cárnara hiimcda en caja Petri plástica, 
durante 5 0 10 dIas para promovcr cI crccimiento y esporulación dc 
los hongos. Para hongos dc nianto 0 fumaginas ci diagnóstico c 
idcntificación se hace dircctamcntc por nicdio de ohscrvación dc placas 
al rnicroscopio, por su ficilidad en ci maiicjo al dcsprcndcrse la pcIIcula 
niicelial superficial que las forma. 

Metodologlas especIficas. Coino no cxistcil Ccn icas o 
procediincntos adaptados o aplicablcs para todos los inicroolgallislnos 
al mismo ticmpo, sc utihzaron algunas metodologIas especificas 
adicionaics a las dcscritas en forma general, que sirvcn para obtener y 
mantencr cii cultivo dcterininados géncros de hongos quc garantizan 
en lo posible un adecuado diagnóstico, idcntificación y cultivo. 
Dcspues de verificar Ia purcza de los aislamientos aigunos de estos 
géncros idciitificados sc cultivan en los siguientes medios espccIficos: 

Medio CLA (Hojas de clavcl agar). Medio especIflco para Fusariuju 
sp., utilizado para la identificación de especies, activación dc la 
patogenicidad y produccion de esporas viahlcs. Existc una preparacion 
hásica (27), pero se pueden hacer cainhios de acuerdo con las 
necesidadcs 0 rccursos disponibles, como se hizo cii este trabajo 
modificando ci proceso de dcsinfcstacidn de las porciones de hojas de 
clavel. Con cstc proposito se desinfestaron en liipoclorito dc sodio al 
0,5% durante I minuto y posteriormentc se enjuagaron con agua 
destilada estéril por 2 Illillutos. Tamhién se probó tin iuedio con 40g 
dc liojas de clavel niaccradas (sin filtrar) y 20g dc agar por Iitro de 
agua: el crccilnicnto del bongo en este mcdio fiic muy similar al medio 
CLA iiornial. 

Sustrato Trigo. Este sustrato consta de semillas dc trigo contcnidas en 
proporcion de volunicn 1:1 (trigo : agua destilada estéril) y esterilizados 
en autoclave. Sc titiliza para la reactivación de Ia patogenicidad de 
aislannentos de Fusarium a utilizar en las pruchas de patogenicidad. 
Este sustrato también sirve donna mcdio para cI incremento de este 
hongo. 

Medio CM (Medio (J'ollctotriclnuii). EspccIfico para la produccion de 
conidias de C'ollctotricliizin sp. Sc colocan los cultivos bajo condiciones 
de 12 lioras de exposición a ISmparas de Iuz Ilegra. Sin embargo, se 
pucde modificar la técnica al no realizar esta incuhación, manteniendo 
los cultivos en las condiciones ambientales del Iaboratorio. Los 
componentcs y la preparacion de este mcdio son citados por Gil (28). 

Para el almacenamicnto de hongos cultivados sc utilizó la conscrvadión 
en aceite mineral. La viabilidad de los hongos asI conservados debe 
evaluarse periódicairiente por Ia heterogeneidad en cl crccinuento y 
dcsarrollo en los medios de cultivo, adicionado esto a los procesos de 
idcntifIcación parcial de los mismos (26, 51, 52). En trahajos de 
diagndstico es recomendable rcahzar las pruebas de patogenicidad para 
hongos ya identificados de manera consedutiva, sin recurrir a los 
hongos almacenados para no perder viahilidad y patogenicidad dc 
aislainiento fflngico durante los suhcultivos o en el almacenamiento. 

En este trabajo se efectuaron aigunos procesos dc almaccnainicnto 
temporal, inas no se cvaluó su viabilidad en ci tiempo utilizando el 
siguicntc procediniiento: los cultivos puros activos y maduros dc los 
microorganismos de interés se sciiihraron en tubos de ensayo dc 25inl 
con estrIas cortas o en viales dc 6,0iiil quc contenIan medio de cultivo. 
Lucgo, ci aceite mineral o parafina lIquida (0,83 a 0,89 de gravedad 
espedIfica), se esterihzó a 15 hbras de prcsidn y 121°C duraiite 15 
111111 U tos. 

Dcspués de enfriado ci aceite sc adicioná a cada tuho hasta tin nivel dc 
1cm por encima de la superficie del medio cultivado dc inancra 
indirecta, evitando ci arrastre hrusco del microorganismo. Este tubo 
con ci bongo en aceite se localizó en el Iaboratorio a temperatura 
ainhicnte o refrigerado a 4°C. 

Dc niaiicra alterna, se puede utilizar tin método de conservación dc 
nlicroorganisnos utilizando viales con agua destilada estéril. dondc 
sc depositan las estructuras vegetativas (micclio) y fiuctIfra coiiidias 
0 esporas) del bongo. Estos viales iicrniétieaiiieiitc cerrados se 



23-25°C, con perIodos dc luz artificial de 12 horas aproxirnadamente. 
Las colonias ohtcnidas se scñalan y codifican para su aislamicnto y 
purificación. 

Para la identificacián parcial dc los géncros dc los hongos aislados sc 
utilizan claves cspecializadas (9, 21, 30). Como fasc inicial dc Ia 
conservaclón dc organismos propuesta para los cultivos puros se 
pueden realizar siciubras dc los alsiamientos cn viales con medio dc 
cultivo para utilizarlos conio inoculo cn las prucbas de patogenicidad 
y/o aimacenaniicnto. En ci caso dc problemas corno manchas foliares 
y otros en los que sc pudicron apreciar dc mancra cvidentc las 
estructuras del hongo, sc rcalizaron montajes temporales dc placas 
cony sin colorantes (azul dc lactofenol), para Ia obsci-vación de dichas 
estructuras al mlcroscopio. Igualmentc, Sc pucden realizar cortes en 
niicrótomo manual para determinar la prcscncia de cstructuras en los 
tcjidos dc la muestra. La identilicación para algunas muestras sc realizó 
de mancra rápida para cstahlcccr cI géncro y sc inició ci proceso dc 
aislamiento y cultivo como antes sc cxplicó. Las muestras que no 
presentaron estructuras del hongo al observar en estcreoscopio sc 
sometieron a condiciones dc cámara htimcda en caja Pctri plástica, 
durante 5 o 10 dIas para promovcr cl crccilniento y esporulacion dc 
los bongos. Para bongos dc mallto o fumaginas ci diagnóstico e 
idcntificación Sc bace dircctaincntc por mcdio de ohscrvación de placas 
al microscopio, por Sn fciiidad en ci mancjo al dcsprcndcrsc la pclIcula 
micelial superficial que Las forma. 

Metodologlas especIficas. Loino no cxisten técnicas 0 
procediniientos adaptados 0 aplicahlcs para todos los ?flicroorganisinos 
al mismo ticmpo, Sc utilizaron algunas metodologIas especificas 
adicionaics a las descritas en forma general, que Sirvcn para obtener y 
rnantcner en cultivo dcterniinados géncros dc hongos que garantizan 
en lo posihlc un adecuado diagnOstico, idcntificación y cultivo. 
Después de vcrificar la purcza dc los aislamientos algunos de estos 
géncros identificados se cultivan en los siguientes medios cspecIficos: 

Medio CLA (Hojas dc clavel a(ar). Mcdio especIfico para Ftz.caruni i  
sp., utilizado para la idcntificación dc especics, activación dc la 
patogenicidad y producción de csporas viahlcs. Existe una preparación 
básica (27), pero sc pucdcn liacer cambios dc acuerdo con las 
necesidadcs o rccursos disponihlcs, como sc hizo en este trabajo 
modificando ci proccso dc dcsiiifcstacián dc las porciones de hojas dc 
clavel. Con cstc propósito sc desinfcstaron en hipoclorito dc sodio al 
0.5% durante I iiiiiiuto y postcriorliiente se cnjuagaron con agua 
destilada estfril por 2 iiuiiutos. Tanihién sc probo un mcdio con 40g 
dc liojas dc chivel ivaccradas (sin filtrar) y 20g dc agar por litro dc 
agua: Cl crccinncnto del bongo en este medio fue muy similar al medio 
CLA noriiial. 

Sustrato Trigo. Este sustrato consta dc scnullas dc trigo contcnidas en 
proporción de volurncn 1:1 (trigo agua destilada estéril) y cstcrilizados 
en autoclave. Sc utiliza para Ia rcactivación dc la patogenicidad dc 
aislamientos dc Fusariuni a utilizar en las pruebas dc patogenicidad. 
Este sustrato tamhién sirve como mcdio para cI illcrcmcnto dc este 
hongo. 

IVledio C1\4 (N4cdio (.ollctotriciiiiin). EspccIfIco para la produccion dc 
conidias de C'o!Ietotricliuin sp. Sc colocan los cultivos hajo condiciones 
de 12 horas dc exposición a lániparas dc Iuz negra. Sin embargo, sc 
puede rnodificar la técnica al no realizar esta incuhación, manteniendo 
los cultivos en las condiciones ambicntalcs del laboratorio. Los 
componcntes y la preparacián dc este nicdio Soil citados por Gil (25). 

Co&veaoit Je hoo. 

Para ci alrnacenamicnto dc bongos cultivados se utilizó la coliscrvacion 
en aceite mineral. La viahilidad dc los bongos asI conscrvados dcbc 
evaluarse periódicainente por la lieterogencidad en cI crccimidnto y 
desarrollo en los medios dc cultivo, adicionado esto a los proccsos dc 
identificación parcial dc los misnios (26, 51, 52). En trabajos de 
diagnóstico es recomendable realizar las pruehas dc patogenicidad para 
bongos ya identifIcados dc rnanera consccutiva, sin rccurrir a los 
bongos almacenados para no perdcr viahilidad y  patogenicidad dc 
aislarniento fflngico durantc los subcultivos o en cI almaccnamiento. 

En este trabajo se efectuaron aigunos proccsos dc alinacenamiento 
temporal, inas no se evaluó su viabilidad en ci ticnipo utilizando cI 
siguiente procedimiento: los cultivos puros activos y maduros dc los 
microorganislnos de interés se sciubraron en tubos dc ensayo dc 25m1 
con cstrIas cortas o en viales de 6,0m1 quc contenIan medio dc cultivo. 
Luego, ci aceite mineral o parafina lid1uida (0,53 a 0,59 dc gravcdad 
cspccIfica), se esterilizó a 15 libras dc presión y 121°C durante is 
miii utos. 

Después de enfriado el aceite se adicionó a cada who hasta tin nivel dc 
1cm por cncirna de Ia superficie del medio cultivado dc inancra 
indirecta, evitando cl arrastrc brusco del lillcroorganismo. Este tubo 
con ci hongo en aceite se Iocalizó en cI laboratorio a teniperatura 
airihiente o refrigerado a 4°C. 

Dc manera alterna, sc puede utilizar un niétodo dc couscrvacioii dc 
microorganisinos utilizaiido viales Coil agua destilada cstéril, dondc 
sc depositan las estructuras vegctativas (ni icclio) y  friictIf'r. 0 onidias 
o csporas) del bongo. Estos vialcs licriiiéticaiiiciitc ccrrados sc 



almacenan a temperatura ambiente del laboratorio y en nevera a 4°C, 
pero deben utilizarse rápidamente para evitar pérdidas de viabilidad y 
patogenicidad. 

1e 	oe ,ti6144 

Aspectos Generales. Para confirmar si Ufl hongo aislado de alguna 
lesion o disturhio era ci verdadero causante del mismo, debIan 
cumplirse los postulados de Koch, los cuales SOfl aplicabies a aigunos 
de los .organisrnos estudiados (2, 59). En esencia, estos postulados 
indican que ci hongo debe aislarse y cultivarse puro en medios 
artificiales, luego se debe inocular en plantas de la misma especie de 
donde se aisló y reproducir los misrnos sIntomas a los originales, 
pudiendo posteriormente rcaislarse y cultivarse a partir de estos tejidos 
enfermos. Se realizaron 53 pruebas de patogenicidad para los hongos 
obtenidos en medios generales y/o especIficos siguiendo varios 
procedimientos: 

A estos cultivos mantenidos en forma pura y activos en caja de Petri se 
les adicionó agua destilada estéril, agitando suavemente con un asa 
para incorporar ci hongo. La suspension se depositO en un tubo de 
ensayo esterilizado, con 0,5m1 de Tween 80 por lOOmi de suspensiOn 
para dispersar estructuras, se tapo y se almacenó en nevera a 4-5°C. A 
cada suspension fOngica se Ic determinó la concencración de esporas 
mediante ci conteo en hemocitómctro (cámara de Neubauer) antes 
de la inoculaciOn (59, 62). Las plantas u órganos por inocular se 
desinfestaron previamente con alcohol ai 70% y se enjuagaron varias 
veces con agua destilada estéril. A su vez, se colocaron tratamientos 
testigos donde se utilizó ci mismo procedimiento descrito 
anteriormente, reempiazando la suspensiOn fiingica por agua destilada 
estéril. Cada metodologIa para la inoculación de cada uno de los 
aislamientos se debe practicar mInimo en dos plantas de orquIdeas, al 
iguai que los testigos de agua destilada estéril. 

Teniendo en cuenta la procedencia del microorganismo aislado, en 
cuanto al órgano que afecta y las caracterIsticas biolOgicas principales 
de los géneros a los cuales pertenecen los respectivos hongos, se 
realizaron las inoculaciones buscando reproducir las condiciones en 
las cuales ocurre la enfermedad en forma natural. Las inoculaciones 
se efectuaron colocando gotas de la suspension sobre heridas hechas 
en ci órgano por infectar en la planta. Luego estas plantas se ubicaron 
en cámara hOmeda para favorecer ci crecimiento del hongo inoculado, 
la expresión de sIntomas y ci desarrollo de los signos del patógeno. La 
evaluacióri de la presencia de sIntomas y signos se hizo constantemente 
hasta los 60 dIas después de inoculados en las plantas. Simultárieamente 
con la inoculación de las suspensiones fiTingicas, se establecieron 

controles de gcrminación y de viahilidad dc las esporas y/o rnicclio 
utilizados. Estos controles se efectuaron depositando gotas dc Ia 
suspensiOn füngica en lárninas portaobjetos colocadas dentro dc cajas 
de Pctri estérilizadas como cámaras hfirnedas. Estas lminas se 
evaluaron posteriormente al rnicroscopio, doride se rcgistró Ia presencia 
de tubos germinativos y/o hifas del miceho del hongo utilizando como 
colorante ci azul de lactofenol. Dc acuerdo con los géncros dc hongos 
por inocular se debe consultar en la literatura Ia forma de penetrar a la 
planta, las concentraciones de esporas o rnicclio, las condiciones 
ambientales y ci tiempo requerido para producir enfermedad. En 
Cenicafé se realizaron pruebas para algunos bongos fitopatOgcnos, 
teniendo en cuenta las siguientes caracterIsticas: 

Fusarium spp. Sc hicieron inoculaciones para 35 aislamientos, donde 
para cada uno de ellos se cmpleó una planta con su repeticiOn para las 
distintas suspensiones del misino aislamiento. Las conccntracioncs 
utilizadas fucron la rccomcndada por Turner and Van Alfen (63), (6x1 0 
csp/ml), y la concentraciOn obtcnida al rcahzar en forma directa la 
suspensiOn. Algunos aislarnientos se inocularon usando ci crecimiento 
obtenido sobre los granos de trigo y en otros, se utiiizO ci crccirniento 
dc la caja de Petri, ubicándolos directamente sobre las hcridas 
efectuadas. También se realizaron pruchas con ambos tipos de inOculo 
para algunas de las inoculaciones. 

Colletotrichum spp. Se inocularon 52 aisiamientos utilizando la 
siguiente metodologIa: suspension dc esporas del hongo en agua 
destilada estéril ccntrifugada dos veces a 3.000rpm durante dos 
minutos, cambiando ci agua sobrenadante entre centrifugaciones (28). 
Esto se cfcctiiia para eliminar autoinhibidores de germinaciOn. Dcspués 
dc csta ccntrifugaciOn se rcalizO el contco de esporas y cI ajuste de la 
concentraciOn a 5 x 10 csp/ml. También se realizaron inoculaciones 
de suspensiones filIngicas de algunos aislainientos integrados 
principalmcntc por miceho, y para otros aislamientos utilizaron ambas 
mctodologIas. 

El método de inoculación fuc ci mismo utilizado para la inoculaciOn 
de Fusariurn, en ci cual se hacen hcridas. 

BotryodiplodIa spp. Dc este hongo se inocularon 2 aislarnientos 
utilizando porciones del micelio cultivado en mcdio artificial. El 
micelio Sc ubicO dircctamcnte sobre la herida efectuada en ci Organo 
inoculado. Sc utiliza cuando no es posiblc haccr las suspensiones en 
agua destilada por la producciOn reducida de picnidios y esporas en ci 
medio dc cultivo. 

Trichotecium spp. Sc inocularon 2 aisiarnicutos de este hongo 
cmpleando suspensiones con una concentraciOn de 5x105  esporas/ml. 
Sc inocularon hojas mediante Ia técnica de punciOn. 



airnacenan a temperatura amhicntc del iaboratorio y en nevera a 4°C, 
pero dcben utilizarsc rápidarncntc para evitar pérdidas de viabilidad y 
patogenicidad. 

Aspectos Generales. Para confirmar si un hongo aislado de alguna 
lesion o disturbio era ci vcrdadcro causantc del mismo, debIan 
cumplirse los postulados de Koch, los cuales son aplicables a aigunos 
de los organismos estudiados (2, 59). En esencia, estos postulados 
indican quc ci hongo debe aislarse y cuitivarse puro en mcdios 
artificiales, lucgo se dcbc inocular en plantas de la misma especie de 
donde se aisló y reproducir los mismos sIntomas a los originales, 
pudicndo posteriorrncnte reaislarsc y cultivarse a partir de estos tejidos 
enfermos. Sc realizaron 53 pruebas de patogenicidad para los hongos 
obtenidos en mcdios generates y/o cspecIficos siguiendo varios 
procedimientos: 

A estos cultivos mantenidos en forma pura y activos en caja de Petri se 
les adicionó agua destilada estérii, agitando suavemente con un asa 
para incorporar ci hongo. La suspension se dcpositó en un tubo de 
ensayo cstcnihzado, con 0,5ml de Tween 80 por lOOmi de suspensiOn 
para dispersar estructuras, se tapó y se almacenó en nevera a 4-5°C. A 
cada suspension fflngica se Ic detcrminó la concentración de esporas 
mediante ci contco en hemocitOmetro (cámara de Ncubaucr) antes 
de la inoculación (59, 62). Las plantas u Organos por inocular se 
desinfestaron previarnente con alcohol al 70% y se enjuagaron varias 
veces con agua destilada cstéril. A su vez, se colocaron tratamientos 
testigos donde se utiiizó ci mismo procedimiento descrito 
antcriormentc, recmplazando la suspension fiingica por agua destilada 
cstéril. Cada metodoiogIa para la inoculación de cada uno de los 
aislamientos se debe practicar mInimo en dos plantas de orquIdeas, al 
iguai quc los testigos de agua destilada cstérii. 

Tcniendo en cuenta la proccdencia del microorganismo aisiado, en 
cuanto al órgano que afecta y las caracterIsticas biologicas principaics 
de los géneros a los cuales pertenecen los respectivos hongos, se 
realizaron las inoculaciones buscando reproducir las condiciones en 
las cuales ocurre la enfermedad en forma natural. Las inoculaciones 
se efectuaron colocando gotas de la suspensiOn sobre heridas hechas 
en ci órgano por infcctar en Ia planta. Luego estas plantas se ubicaron 
en cámara hflmeda para favorecer ci crecimiento del hongo inocuiado, 
la exprcsión de sIntomas y ci dcsarrolio de los signos del patógcno. La 
cvaluación de la presencia de sIntornas y signos se hizo constantemcntc 
hasta los 60 dIas después de inoculados en las plantas. Simuitáncamente 
con la inocuiación de las suspensiones fiiingicas, se estabiccicron 

controles de gcrminación y de viabiiidad de las esporas y/o rnicciio 
utilizados. Estos controics se cfectuaron depositando gotas de la 
suspensiOn fflngica en láminas portaohjctos colocadas dentro de cajas 
de Petri cstérilizadas como cámaras hfimcdas. Estas l3minas sc 
cvaivaron posteriorrncnte al rnicroscopio, donde se rcgistró la presencia 
de tubos gcrrninativos y/o hifas del rnicelio del hongo utilizando como 
colorante ci azul de lactofenol. Dc acuendo con los géncros de hongos 
por inocular se debe consultar en la literatura la forma de penetrar a la 
planta, las conccntracioncs dc esporas o inicclio, las condiciones 
ambientaics y ci tiempo rcquenido para producir enfermcdad. En 
Cenicaff se realizaron pruebas para aigunos bongos fitopatógenos, 
teniendo en cucnta las siguicntes caracterIsticas: 

Fusariumspp. Sc hicieron inoculaciones para 35 aisiamicntos, donde 
para cada uno de clios se crnplcO una planta con su rcpeticiOn para las 
distintas suspcnsioncs del mismo aisiamiento. Las concentraciones 
utilizadas fucron la recomendada por Turner and Van Alfen (63), (6x1 0 
csp/mi), y la concentraciOn obtenida al rcalizar en forma dirccta Ia 
suspensiOn. Algunos aisiamientos se inocularon usando ci crecimicnto 
obtenido sobre los granos de trigo y  en otros, se utilizO ci crecimicnto 
de la caja de Petri, ubicándolos directamente sobre las heridas 
efectuadas. También se realizaron pruebas con ambos tipos de inOculo 
para algunas de las inoculaciones. 

ColletotrIchum spp. Sc inocularon 52 aislamientos utilizando Ia 
siguicnte rnctodologIa: suspension de esporas del hongo en agua 
destilada estéril centrifugada dos vcces a 3.000rpm durantc dos 
minutos, cambiando ci agua sobrenadante entrc ccntrifugacioncs (28). 
Esto se cfectfla para eliminar autoinhibidorcs de germinaciOn. Dcspués 
de csta centrifugaciOn se reahzO ci conteo de esporas y ci ajuste de Ia 
concentraciOn a 5 x 10 esp/mI. También se realizaron inoculaciones 
de suspcnsioncs fflngicas de algunos aislamientos integrados 
principaimente por rnicciio, y para otros aislarnientos utilizaron ambas 
metodoiogIas. 

El rnétodo de inoculaciOn fue ci mismo utilizado para la inoculaciOn 
de Fusarium, en ci cuai se hacen heridas. 

Botryodiplodia spp. Dc este hongo se inocularon 2 aislarnientos 
utilizando porciones del micelio cultivado en mcdio artificial. El 
micelio se ubicO dircctamente sobre la herida efectuada en ci Organo 
inoculado. Sc utiliza cuando no es posible hacer las suspensiones en 
agua destilada por la producciOn rcducida de picnidios y esporas en ci 
mcdio de cuitivo. 

Trichoteclum spp. Sc inocularon 2 aislamientos de cstc hongo 
empicando suspensiones con una conccntración de 5x105  esporas/mi. 
Se inocularon hojas mediante la técnica de punciOn. 



1:1. Las plántulas sembradas se ubicaron sobre mesas con luminosidad 
del 50%, humedad del 90% en la noche y 50% en el dIa y temperaturas 
nocturnas de 18°C y diurnas de 30°C, en promedio. En el manejo de 
las plántulas el riego manual se realizó de acuerdo con la humedad del 
sustrato en el transcurso del dIa, intensificándose en verano y 
reduciéndose en invierno. Sc utilizd un fertilizante de fOrmula 30-
10-20-4, aplicado en forma liquida en concentración de 0,1% p/v; 
semanalmente. No se utilizaron cámaras hOmedas y/o los sistemas de 
nebulizaciOn para el endurecimiento de plántulas como se requierc 
normalmente en la adaptacion al campo, ya que las plántulas se 
transplantaron de los frascos en una fase avanzada, con estructuras 
foliares y radicales en pleno funcionamiento que permiticron una 
rápida adaptaciOn. 

Etapa de vivero. Sc individualizaron las plantas cultivadas en forma 
comunitaria. Sc hizo el mismo manejo que en ci vivero y en el 
momento del transplante se desinfestaron las plántulas con un 
fungicida protector (Mancozeb lg/L) en aspresián e inmcrsiOn en el 
insecticida clorpirifos (Lorsban lml/L), adicionándole 5m1/L de aceite 
agrIcola . Se utilizd el sustrato dc corteza de pino pátula (Pin us patula) 
de tamaño medio (l-2cm) y "capacho" de coco (Cocos nucifera) de 
tamaño medio en proporciOn 2:1. Las plantas sembradas se colocaron 
en mesas dentro del vivero bajo las mismas condiciones de 
luminosidad, temperatura y humedad antes mencionadas. Sc 
realizaron de 2 i 3 aplicaciones de riego semanal en verano y de 1 a 2 

en Invierno. 

Se hizo similar fertilización que en 
la etapa de endurecimiento. La 
ireducncia de transplantc dependiO 

	

Figura 176. 	-. 	 de la adaptacidny del crecimiento de 

	

Laboratorio in vitro 	 , 	Ia planta, la cual no fue homogénea 

	

en OrquIdeas Eva. 	 . 
en las seis especies, pero 51 similar. 
Para evitar los posibles problemas 

sanitarios durantc el proceso de 
adptaci0n de las plantas y la realizacidn 

Figura 177. 
Planta de Cattleya 

trianaei in vitro 

Figura 178. 	: 

Caffleyas e 	-. 
Casade  

de las pruebas en las condiciones de 
Cenicafé, se trasladaron a la <<casa de 
rnallasv que tenIa las siguientes 
condiciones: temperatura maxima 
promedio de 34°C±2°C, temperatura 
mInima promedio de 15°C±2°C), 
temperatura media promedio de 
24°C±2°C, promedio de humedad 
iclativa maxima del 100%, promedio de 
humedad relativa minima del 30%, 
humedad relativa media del 75% en 
promedio y luminosidad interna de un 

Pestalotia sp. De igual forma que el anterior hongo se inoculó un 
aislamiento de éste en hojas de Cattleya sp., utilizando una suspension 
de 5x105  esporas/mi. 

Macrophoma sp yAlternaria sp. Se inoculO un aislarniento para cada 
uno, cmplcando rnicclio cultivado en medio artificial. El primero de 
ellos se inoculó en C trianaeiy ci segundo en C mencleliL Ambos se 
habIan obtenido de manchas foliares. 
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Para verificar la patogenicidad de los microorganismos de interfs 
mediante inoculaciones, se deben utilizar plantas de las mismas especies 
de las cuales se aislaron. Para este caso se utilizaron Cattieya aurca, C. 
quadricoloz C mendebi, C schrocierae, C trianaciy C warscewiczj 
obtenidas por el vivero Orqufdeas Eva Ltda., ubicado en la vereda 
Castilla, municipio de Pereira (Risaralda), a una altitud de 1.200m, en 
condiciones de cultivo con temperaturas nocturnas de 18°C y diurnas 
de 30°C aproximadamente, una humedad relativa nocturna del 90% y 
diurna del 50% en promedio y cultivos bajo invernadero. Para 
garantizar la confiabilidad de las pruebas se emplearon plantas de 12 a 
24 meses de edad con estructuras verdaderas (ho)as y pseudobulbos), 
obtenidos in vitro en ci laboratorio. Dichas plantas se transportaron a 
las instalaciones de Planalto de Cenicafé en Chinchiná, Caldas y se 
ubicaron en "casas de mallas" con la debida anticipación, para la 
aclimatación y adaptación a las condiciones donde se realizaron las 
pruebas. 

Etapa de laboratorio. Las semillas de las seis especies del género 
Cattieya se sembraron en el laboratorio 9 - 12 meses después de la 
polinización artificial en los medios de cultivo esterilizados Murashige 
& Skoog MS (sin hormonas) servido en recipientes de vidrio e 
incubados bajo luz artificial con fotoperIodo de 16 horas a una 
temperatura promedio de 26°C. Luego de la germinaciOn se realizaron 
dos transpiantes para obtener plántulas ideales, aptas para Ilevarlas a 
condiciones de vivero. Las plántulas de tamaño Optimo se 
caracterizaron por tener raIces funcionales sanas y vigorosas, 4-6 
primordios foliares, hojas másjóvenes con una longitud de 2-3 cm y 
una altura de 3 a 4cm. La duración de la etapa fluctuó entre 18 y 24 
meses. (Figura 176-177). 

Etapa de endurecimiento. Las plántulas extraIdas de los frascos se 
sembraron en bandejas con marco de madera y un fondo de malla 
metálica o en materos piásticos en forma comunitaria. Se utilizó como 
sustrato una mezcla de corteza de pino pátula picada en tamaño fino 
(0,5-lcm) y corteza de coco picado finamente (0,5-lcm) en proporciOn 



Pestalotia sp. Dc igual forma que ci anterior bongo se inocuió un 
aislamiento de éstc en hojas dc Cattleya sp., utilizando una suspension 
de 5x103  esporas/mi. 

Macropizoma sp yAlternaria sp. Sc inoculo un aisiarniento para cada 
uno, emplcarido micciio cuitivado en medio artificial. El primcro de 
ellos se inoculO en C. trianacly ci segundo en C. Inc'nc/e!ij. Ambos se 
hahIan obtenido dc manchas foliares. 
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1:1. Las plántulas sembradas se ubicaron sobre mesas con lurninosidad 
del 50%, humedad del 90% en la noche y 50% en ci dIa y teinperaturas 
nocturnas de 18°C y diurnas dc 30°C, en promedio. En ci manejo dc 
las plántulas el riego manual se realizO dc acuerdo con Ia humedad del 
sustrato en el transcurso del dIa, intensificándosc en verano y 
reduciéndose en invierno. Sc utilizO un fertilizantc de fOrmula 30-
10-20-4, aplicado en forma iIquida en concentraciOn de 0,1% p/v, 
semanalmente. No se utilizaron cámaras hOmcdas y/o los sistemas de 
nebulizaciOn para el endurecimiento de plántuias como se rcquicrc 
normalmente en la adaptaciOn al campo, ya que las plántulas se 
transplantaron dc los frascos en una fasc avanzada, con estructuras 
foliares y radicales en pleno funcionamiento que permiticron una 
rápida adaptaciOn. 

Figura 177. 
Planta de Cattleya 

trianaci in vitro 

Figura 178. 
Cattleyas en 

Casa de 
MaMas 

Figura 176. 
Laboratorio in vitro 
en Orquideas Eva. 

Para vcrihcar ia patogenicidad de los microorganismos de interés 
rncdiante inoculacioncs, sc dcbcn utihzar plantas dc las mismas especies 
dc las cuales se aislaron. Para cstc caso Sc utilizaron Cattleya aurea, C. 
quaclricoloi; C. nieiic/cJii C. sclirocicrac,  C. trianacly  C. warscewiczij 
obtenidas por el vivcro OrquIdcas Eva Ltda., ubicado en la vereda 
Castilla, rnunicipio dc Percira (Risaraida), a una altitud dc 1 .200m, en 
condiciones dc cultivo con tcmperaturas nocturnas dc 18°C y diurnas 
de 30°C aproximadamente, una humcdad relativa nocturna del 90% y 
diurna del 50% en promcdio y cuitivos bajo invernadero. Para 
garantizar la confiahihdad dc las pruebas se emplearon plantas de 12 a 
24 meses dc cdad con estructuras vcrdadcras (hojas y pseudobulbos), 
obtenidos in vitro en ci lahoratorio. Dichas plantas se transportaron a 
las instalaciones de Planalto dc Ccnicafé en Chinchiná, Caldas y se 
ubicaron en "casas de mallas" con la debida anticipaciOn, para la 
aciimataciOn y adaptación a las condiciones donde se realizaron las 
pruebas. 

Etapa de laboratorio. Las scmillas de las seis espccies del género 
atticya se sembraron en ci lahoratorio 9 - 12 meses después de la 

polinización artificial en los medios de cultivo esterihzados Murashige 
& Skoog MS (sin hormonas) servido en recipicntes de vidrio e 
incubados bajo luz artificial con fotoperIodo de 16 horas a una 
temperatura promcdio de 26°C. Luego de la germinaciOn se realizaron 
dos transplantes para obtener plántulas ideales, aptas para llevarlas a 
condiciones de vivero. Las plántulas de tarnaño optimo se 
caracterizaron por tener raIces funcionales sanas y vigorosas, 4-6 
primordios foliares, hojas másjóvenes con una longitud de 2-3 cm y 
una altura de 3 a 4cm. La duración dc la etapa fluctuó entre 18 y 24 
meses. (Figura 176-177). 

Etapa de endurecimiento. Las plántulas extraldas de los frascos se 
sembraron en bandejas con marco de madera y un fondo de malla 
mctSlica o en materos piSsticos en forma comunitaria. Se utilizó como 
sustrato una mezcla de corteza de pino pátula picada en tamaño fmo 
(0,5-1cm) y corteza de coco picado finamente (0,5-1cm) en proporciOn 

Etapa de vivero. Sc individualizaron las plantas cultivadas en fornia 
comunitaria. Se hizo ci mismo nianejo quc en el vivero y en ci 
momento del transplante se desinfestaron las phintulas con un 
fungicida protector (Mancozeb lg/L) en aspresiOn c inmcrsiOn en ci 
insecticida clorpirifos (Lorsban lrnl/L), adicionándolc 51n1/L de aceite 
agrIcola . Se utilizO ci sustrato de cortcza dc pino pátula (Pin us patula) 
de tamaño mcdio (1-2cm) y "capacho" de coco (cocos iizicii'iz) de 
tamaño medio en proporción 2:1. Las plantas sembradas se colocaron 
en niesas dentro del vivero bajo las mismas condiciones de 
lumi nosidad. temperatui .i y huniedad antes mcncionadas. Sc 
realizai nn de 2 .i 3 aplicacioncs dc riego scmanal en verano y dc I a 2 

en un id no. 

- 	Sc lnzo similar fcrtilizaciOn que en 

- 	. 	 . 
 

]a ctapa de cndurcciniicnto. La 
- 	I rcciiencia dc transplante dependio 

de la .idiptaciOn y del crecimiento de 

.... 	Ii planta. la  cual no tue homogénea 
en las scis espccles, pero si similar. 
Para evitar los posibles problemas 

sanitarios durantc ci proceso de 
adaptaciOn de las plantas y la rcalizaciOn 

de las pruebas en las condicioncs de 
Cenicafé, se trasladaron a Ia vcasa de 
mallass que tenIa las siguientes 
condiciones: temperatura maxima 
promedio de 34°C ± 2°C, temperatura 
ITiII1ima proniedio de 15°C ± 2°C), 
temperatura media promedio de 
24°C±2°C, promedio de humedad 
rclativa maxima del 100%, promcdio de 
humedad relativa mInima del 30%, 
litimedad relativa media del 75% en 
promedio y luminosidad interna de un 
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Figura 179. Representación esquemática de la metodologia para la identiticacibn de géreros comunes de bacterias 
fitopatOgenas ( 49). 

a Colonias usualmente mucoides. 
Las células de Clostridium que contienen esporas son ftnchadas, mientras que las células de Bacillus no lo son. 
Algunas especies do Agrobacterium y Pseudomonas pueden producir hoyos profundos en CVP. 

40 a 60% rcspccto al cxtcrior. Sc cfcctuaron lilnpiczas periódicas dc 
pisos y parccics dc Ia "casa dc mallas" (Figura 178) y dcl cuarto dc 
inoculacioncs, con agua, jahón c bipoclorito dc calcio. Igualmentc se 
tuvo un mancjo prcvclitivo para las prácticas dc cultivo sobrc cstas 
pl anta S. 
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Para dar cumpli iiicnto al cuarto postulado dc Koch, Sc rcaislaron los 
patogcnos inoculados (aislainictitos dc bongos), dc aquclias plantas 
dc Catt/cyispp., cuc manitcstaron los síntornas dc Ia cnfcrmeclad y los 
signos dcl patogcno cn las pruchas dc patogcnicidad. Dichos 
aisiamicntos sc cfcctuaron twa vcz finalizadas las prucbas de 
patogcnicidad; por tailto, sc utilizaron las mismas mctodologIas 
cmplcadas para ci aislamicnto dc bongos htopatogcnos dcscritas en la 
ctapa dc proccsamicnto. 

Idcntiiicacián. Para Ia idcntiiIcación cichnitiva dcl géncro dc los bongos 
que rcsultaroii patogciucos cii las pruchas rcaiizadas sc utilizaron clavcs 
cspccializadas (9, 21, 30) dc acucrdo al grupo taxonomico dcl bongo 
por idcntificar. AdcniIs, sc rccurrió a Ia información bibliografIca. 

Agar Nutritivo (AN) cstcrilizado y scrvido cii cajas Pctri, al igual quc 
cii los otros mcdios gcncralcs utihzados para bongos, cspccIficamcntc 
los no acidificados. Cuando las nlucstras prcscntan cxudados acuosos 
pucdc cmplcarsc la técnica dc sicnihra por superficic. 

Las cajas scnihradas y sclladas con vinilpci sc mcuharon cn cl 
laboratorio. Las difcrcntcs colonias formadas a las 24 a 48 horas dc 
scnihradas, sc marcaron, para iniciar la puriiicaciflii rcalizando nucvas 
sicmbras y aislarnicntos cii mcdio AN - 

Los cultivos puros y activos dc las disnntas hactcrias posihlcmcntc 
causantcs dcl problcnia dc intcr6s sc Un izaron para Ia idcnnhcacion 
inicial dc géncros coniuncs dc hactcrias fItopatfigcnas (49), que sc 
cxplica cii forina gcncral a continuacifin. 

MetodologIa especIfica para la identificación parcial. Coiisistc 
cii la utilización dc mcdios dc cultivo difcrcncialcs en fornia slstcinática, 
para la dctcrminación dc hactcrias con aiitcccdcntcs fitopatogcnos. La 
idcntificación dcpcndc dcl crccimicnto positivo 0 ncgativo dc la 
bactcria en los mcdios, rcsultando ci gélicro al cual pucdc pertcncccr 
Ia misma (Figura 179). 
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MetodologIa general. Tcnicndo cii cucnta los aspcctos gcncralcs 
cii cuanto a la tonia y Illanejo dc las mucstras dado antcriorrncntc, sc 
iniciá cI proccso dc aislamicnto, rccurricndo a proccdimicntos 
gcncralcs (15. 45, 47, 55, 49, 62). 

Sc cfcctuaron ohscrvacioncs al cstcrcoscopio para dctcrminar la 
prcsdncia dc cxudados U otra si itomatologla caractcrIstica. 

Sc sciccclonarofl porcioncs dc Ia inucstra, quc incluycran cstados 
inicialcs dc la uifccción, cortando porcioncs was pcqucnas dc 0,5 a 
1cm dc largo. Estas sc somcticron a los proccdimicntos dc 
dcsinfcstacidn y dc lavado dcscritos para bongos. En algunos, sc ornitió 
la utilización dcl iiipoclorito dc sodio al 0,5% y sc lavaron las porcioncs 
dc niucstra cii agua corrlcntc y/o agua dcsioniazada durantc 5 o 10 
minutos y basta 30, dcpciidicndo dcl cstado dc la rnucstra. 

Las sicmhras dc pcqucñas porcioncs dc tc,jido vcgctal afcctado, sc 
cfcctuaron asépticanlcntc cii ci nicdio dc cultivo bactcriolágico gcncral 
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Figura 179. RepresentaciOn esquemática de la metodologia para la identificación de gérleros comunes de bacterias 
fitopatOgenas (49). 

a Colonias usualmente mucoides. 
Las células de Clostridium que contienen esporas son hinchadas. mientras que las células de Bacillus no lo son. 
Algunas especies de Agrobacterium y Pseudomonas pueden producir hoyos profundos en CVP. 

40 a 60% respecto al exterior. Se efectuaron limpiezas periódicas de 
pisos y paredes de la "casa de mallas" (Figura 178) y del cuarto de 
inoculaciones, con agua,jabón e hipoclorito de calcio. Igualmente se 
tuvo un manejo preventivo para las prácticas de cultivo sobre estas 
plantas. 
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Para dar cumplimiento al duarto postulado de Koch, se reaislaron los 
patógenos inoculados (aislamientos de hongos), de aquellas plantas 
de Catticyaspp., que manifestaron los sIntomas de la enfermedad y los 
signos del patógeno en las pruebas de patogenicidad. Dichos 
aislamientos se efectuaron una vez firializadas las pruebas de 
patogenicidad; por tanto, se utilizaron las mismas metodologIas 
empleadas para el aislamiento de bongos fitopatógenos descritas en la 
etapa de procesamiento. 

Identificación. Para la identificación definitiva del género de los bongos 
que resultaron patógenicos en las pruebas realizadas se utilizaron claves 
especializadas (9, 21, 30) de acuerdo al grupo taxonómico del hongo 
por identificar. Además, se recurrió a la información bibliografica. 

Agar Nutritivo (AN) esterilizado y servido en cajas Petri, al igual que 
en los otros medios generales utilizados para bongos, especIficamente 
los no acidificados. Cuando las muestras presentan exudados acuosos 
puede emplearse la técnica de siembra por superficie. 

Las cajas sembradas y selladas con vinilpel se incubaron en el 
laboratorio. Las diferentes colonias formadas a las 24 a 48 horas de 
sembradas, se marcaron, para iniciar la purificación realizando nuevas 
siembras y aislamientos en medio AN. 

Los cultivos puros y activos de las distintas bacterias posiblemente 
causantes del problema de interés se utilizaron para la identificación 
inicial de géneros comunes de bacterias fItopatógenas (49), que se 
explica en forma general a continuación. 

MetodologIa especIfica para la identificación parcial. Consiste 
en la utilización de medios de cultivo diferenciales en forma sistemática, 
para la determinación de bacterias con antecedentes fitopatogenos. La 
identificación depende del crecimiento positivo o negativo de la 
bacteria en los medios, resultando el género al cual puede pertenecer 
la misma (Figura 179). 
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Metodologla general. Teniendo en cuenta los aspectos generales 
en cuanto a la toma y manejo de las muestras dado anteriormente, se 
inició el proceso de aislamiento, recurriendo a procedimientos 
generales (15, 45, 47, 55, 49, 62). 

Se efectuaron observaciones a! estereoscopio para determinar la 
presencia de exudados u otra sintomatologIa caracterIstica. 

Se seleccionaron porciones de la muestra, que incluyeran estados 
iniciales de la infección, cortando porciones más pequenas de 0,5 a 
1cm de largo. Estas se sometieron a los procedimientos de 
desinfestación y de lavado descritos para hongos. En algunos, se omitió 
la utilización del hipoclorito de sodio a! 0,5% y se lavaron las porciones 
de muestra en agua corriente y/o agua desioniazada durante 5 o 10 
minutos y hasta 30, dependiendo del estado de la muestra. 

Las siembras de pequeflas porciones de tejido vegetal afectado, se 
efectuaron asépticamente en el medio de cultivo bacteriologico general 



Adjcional a los aislamientos de bactcrias obtcnidos directaincnte de 
las siembras en AN, sc aIslan, puriuican e identifican aquclios 
crecimientos hacterialcs que se presentaron en las siembras de tejidos 
cnferrnos en los medios de cultivo gcnerales (PDA, HIVIA y AV-8), 
utilizados para ci aislamicnto de bongos fitopatógcnos. Sc tuvo en 
cuenta que una misma sintomatologla expresada por la planta pucde 
deberse al ataque dc hongos y/o bacterias. 

La tinción dc Gram es la prirnera tcnica empleada para determinar si 
una bacteria es fitopatógcna, ya que éstas son Gram negativas en los 
géneros regi strados (Pccudomonas, Xui thornonas, Agrobacteriuiii y 
Erwinth). Sc recomienda su complernento con Ia prueba en solución 
de KOH ai 3% para separar las bacterias segiiin su filancia y deflnir 
bien el tipo de Gram. Dc esta manera se seleccionan cuáles son los 
aislamicntos de bacterias por aimacenar y por utilizar en las pruebas 
de patogenicidad, en los medios diferenciales y en las pruebas 
bioqulmicas. 

Existen en cI mercado dispositivos o kits para Ia identificación de 
bacterias, especialmentc aquelias de importancia clInica (huinana o 
animal) e industrial. Uno de éstos es el BBL Crystal para la 
identificación de enterobacterias no fermentativas y puede utilizarse 
en ci caso de géneros fitopatógenos como técuica adicional a las 
metodologlas planteadas por Schaad (49), para clasificar géncro. Se 
empleó entonces una prueba de éstas, donde el sistema en mención 
constó de una serie de páneles quc contienen 30 sustratos bioquImicos 
y enzimáticos deshidratados que reaccionan al dcpositar la muestra. 

El procedimiento para su uso es el descrito en el manual que provce el 
sistema, pero se modificó Ia concentración de la suspension de colonias 
en ci tubo de fluido de inóculo BBL Crystal, ajustando la turhidcz al 
grado 5 en la escala de Mc Farland. Para complementar la mctodologIa 
basada en ci cmpleo de los medios difcrencialcs, se efectuaron prucbas 
bioquImicas en el CIAT para algunos aislamientos, que apoyan la 
identificación de género, principalmente (6, 7). Para ello se realizaron 
pruebas dc crecimiento anacróbico, producción de acetona, levan, 
licuefacción de gelatina, degradacion o utilización de azficares 
(Trehalosa, D-Lactosa, Mannitol, Sorbitol, Glucosa, Celobiosa, 
Inositol, Rhamnosa), pruebas de catalasa y oxidasa, pudrición de papa 
y producción de gases (49). 

e L' 	ce4-I. 

Existen diversos métodos de conservación entre los que cstán las 
diluciones en agua destilada estéril, cultivos en medios cubiertos con 

accitc mineral o gliceroi y papel filtro con suspensioncs bacteriales, 
entre otros. Sin embargo, en Cenicafé sc utilizaron las suspensioncs 
en agua destilada cstéril y rcfrigeradas, como principal método dc 
conscrvaciOn temporal y en mcnor grado, el método de cubrir los 
cultivos con aceitc mineral, ambos descritos en ci capItulo de bongos. 

hte& eLe 	o&I4I6I4o4. 

En este caso tamhién se dehcn cumplir los postulados de Koch, ya 
quc las bactcrias permiten ser aisladas y cuitivadas en medios 
artificiales, luego se inoculan para reproducir sIntomas y pueden 
aislarse de los tejidos cnferrnos inoculados (2, 59). Las pruebas de 
patogenicidad se realizaron siguicndo los procedirnicntos hásicos. 

Para estos microorganismos sc efectuaron 14 prucbas de patogenicidad 
(4, 5) y posteriormentc otras 34, uulizando los aislamientos purificados 
y cultivados (6, 7). Algunos de estos aisiamientos ya estaban 
idcntiIIcados en su géncro; sin embargo, también se realizaron 
inoculaciones de aislamientos a los cuales sOlo se ies conocIa que cran 
Gram negativos, previos a la idenuficación del géncro para agilizar ci 
procedimiento de las pruebas dc patogenicidad. Si éstas eran positivas 
se procedIa al rcaislamiento y a Ia idcntificación del géncro, repitiendo 
la prueba de patogcnicidad. 

Sc realizaron las inoculaciones mediantc la técnica de punción o de 
heridas y utilizando la inyección en hojas y/o pseudobulbos, para 
permitir la pcnctración del patogeno. La suspension hacteriana se 
preparó en tuhos de ensayo con agua destilada estéril y Sc ajustO en su 
conccntración al grado de opacidad 2 en la escala de McFarland o 
mcdiante ajuste cspectrofotométrico, para obtener por diluciones, 
suspcnsioncs dc aproximadamente 6x107  a 1x108  células/mi (46, 63). 

Para la inocuiación de las superficics vegctales se desinfestaron con 
alcohol del 70% utilizando el mismo procedimiento descrito para las 
pruebas con bongos, utilizando siempre utensilios y jeringas 
esterilizadas. Igualmente, sc ubicaron las plantas inoculadas en bolsas 
plásticas con toallas de papel humedecido con agua destilada estéril, 
durante 15 dIas y perIodos de luz - oscuridad de 12 horas cada uno, 
brindando las condicioncs adecuadas para ci crecimiento de las 
bacterias y la manifcstaciOn dc los sIntomas (cSmara hOmeda). Los 
tratamientos testigo se inocularon con agua destilada estéril. Para cada 
aislamiento inoculado se utilizaron mInimo dos plantas con distintas 
conccntraciones, como en las pruebas para bongos. Las observaciones 
y evaluaciones se hicieron cada 3 dIas durante 2 semanas. También se 
utilizaron cámaras hOmedas del CIAT, a 26-28°C, con humedad 



Adjcjonal a los aislamientos dc bactcrias obtenidos directamente de 
las siembras on AN, se aIslan, purifican e idcntifican aquellos 
crecimientos bacteriales quc se presentaron on las siembras de tejidos 
enfermos en los medios de cuitivo gcncraics (PDA, HIVIA y AV-8), 
utilizados Para ci aisiamiento dc hongos fitopatógcnos. Sc tuvo on 
cuenta que una inisma sintomatologIa expresada por la pianta puede 
debcrse al ataquc de hongos y/o bacterias. 

La tinción dc Gram es la primcra técnica empleada Para determinar si 
una bacteria Cs fitopatógcna, ya quc éstas son Gram negativas on los 
gén eros regi strados (Pseuclomonas, Xan thomonas, Agrobacterium y 
Erwinth). Sc recomienda su compicrnento con la prueba en solución 
de KOH a! 3% Para separar las bactcrias segtn su filancia y defmir 
bien el tipo de Gram. Dc csta manera sc seleccionan cuáles son los 
aislamientos de bactcrias por aimacenar y por utihzar en las pruebas 
de patogenicidad, on los medios difercncialcs y en las pruebas 
bioqulmicas. 

Existen en ci mercado dispositivos o kits Para la identificación de 
bacterias, especiaimentc aquclias de importancia clInica (humana o 
animal) e industrial. Uno de éstos es el BBL Crystal Para la 
identifIcación de enterohacterias no fermentativas y pucde utilizarse 
en cl caso de géneros fltopatógenos como técnica adicionai a las 
metodologlas planteadas por Scbaad (49), Para clasificar género. Se 
empleó entonces una prueba de éstas, donde ci sistema en mención 
constó de una scrie de páncles que contienen 30 sustratos bioquImicos 
y enzimáticos deshidratados quc rcaccionan al depositar la muestra. 

El proccdimicnto Para su uso Cs Cl dcscrito on el manual que provee el 
sistema, pero se modifIcó la conccntración de la suspension dc colonias 
on ci tubo dc fluido de inócuio BBL Crystal, ajustando la turbidez al 
grado 5 en la escala de Mc Fariand. Para complementar Ia mctodologIa 
basada on el ernpleo de los medios difcrenciaies, se efectuaron pruebas 
bioquImicas en cl CIAT Para aigunos aislamientos, que apoyan la 
identificaciOn de géncro, principalmente (6, 7). Para eilo se realizaron 
pruebas de crecimiento anacróbico, producción de acetona, levan, 
iicucfacción dc gelatina, degradaciOn o utilizaciOn de azi'icares 
(Trehalosa, D-Lactosa, Mannitol, Sorbitol, Glucosa, Ceiobiosa, 
Inositol, Rhamnosa), pruebas dc catalasa y oxidasa, pudrición de papa 
y producción de gases (49). 

Coc16 le L kicA&ria. 

Existen diversos rnétodos de conservación entre los que están las 
diiuciones en agua destilada estéril, cultivos en medios cubiertos con 

accitc mineral o ghccrol y papel flitro COfl suspcnsioiics hactcriaics, 
entrc otros. Sin embargo, en Cenicafé sc utilizaron las suspcnsioncs 
en agua destilada estéril y refrigeradas, como principal método de 
conscrvación temporal y on menor grado, el método de cubrir los 
cultivos con aceite mineral, ambos dcscritos en cl capItulo de bongos. 

h,&eJit,t 1e fokL'4. 

En este caso también sc dehen cumplir los postulados de Koch, ya 
quc las bactcrias permitcn ser aisladas y cultivadas en medios 
artificiales, luego se inoculan Para reproducir sIntomas y pucden 
aislarse de los tejidos cnfermos inoculados (2, 59). Las pruebas dc 
patogenicidad se realizaron siguicndo los proccdimicntos básicos. 

Para cstos microorganismos se efcctuaron 14 pruebas de patogenicidad 
(4, 5) y posteriormcnte otras 34, utilizando los aislamientos purificados 
y cultivados (6, 7). Algunos de estos aislamicntos ya estaban 
identificados on su género; sin cmbargo, tamhién sc realizaron 
inoculaciones de aislamientos a los cuales sOlo sc les conocIa que cran 
Gram negativos, prcvios a Ia idcntificación del géncro Para agilizar ci 
procedimiento de las pruebas de patogenicidad. Si éstas eran positivas 
se procedla al rcaislamicnto y a la idcntificación del género, repitiendo 
la prueba de patogenicidad. 

Sc realizaron las inoculaciones mcdiantc la técnica dc punción o de 
heridas y utilizando la inyección on hojas y/o pseudobuibos, Para 
permitir la penetración del patógeno. La suspension bacteriana se 
prcparó en tubos de ensayo con agua dcstilada estéril y sc ajustó en su 
concentraciOn al grado de opacidad 2 en la escala dc McFarland o 
mediante ajuste espectrofotométrico, Para ohtencr por diluciones, 
suspensiones de aproximadamente 6x107  a 1x108  células/ml (46, 63). 

Para la inoculación de las superficies vegetaics Sc desinfestaron con 
alcohol del 70% utilizando el mismo procedimicnto descrito Para las 
pruebas con hongos, utilizando siempre utensilios y jeringas 
esterilizadas. Igualmente, se ubicaron las plantas inoculadas on bolsas 
plasticas con toallas de papel hurnedecido con agua destilada estéril, 
durante 15 dIas y perlodos de luz - oscuridad dc 12 horas cada uno, 
brindando las condicioncs adecuadas Para el crccimiento de las 
bacterias y la manifestacidn de los sIntomas (cámara hflmeda). Los 
tratamientos testigo se inocularon con agua destilada estéril. Para cada 
aislamiento inoculado se utilizaron mInimo dos piantas con distintas 
concentraciones, como on las pruebas Para hongos. Las observaciones 
y evaluaciones se hicieron cada 3 dIas durante 2 semanas. También Sc 

utilizaron cámaras hOmedas del dAT, a 26-28°C, con humedad 



relativa cercana a! 100% y luz oscuridad en forma aiterna, con ci fin 
de acelerar Ia aparición de sintomas. Otra técnica rápida empleada para 
probar la patogcnicidad de algunos aislalnientos dc bacterias se realizó 
en hojas desprendidas sanas de 6attJcya sp., que se ubicaron sobre 
iáminas portaohjetos esteril izados dentro de cajas de Petri esterihzadas, 
como cárnara huimeda. Las bojas se inocularon con la suspension 
bactcrjana mediaiite puncion o herida y se evaiuO diariamente la 
aparición de manchas y pudriciones. El material vegetal empleado 
tuvo corno origen ci vivero OrquIdeas Eva Ltda., propagado por via 
sexual in vitro, con una edad entre 12 y 24 meses, totaimente sano. 

AI4jiiieo k k6 WerfA-4twat[o4. 

Para cumphr con ci cuarto postulado de Koch, se rcaislaron las bacterias 
inoculadas de aquellas plantas y/u hojas de 6'attleya spp., que 
manifestaron los sintomas de Ia enfermedad, dcspufs de terminadas 
las pruebas. Sc utilizaron las mismas mctodologIas empleadas para ci 
aislamiento inicial ciescritas en Ia etapa de procesanhicnto. 

Sc utilizó la mctodologIa hásica (49), con Ia cual se pueden identificar 
los gfncros de hactcrias fitopatOgenas que afectan C'attleya spp. 
complementada con pruebas hioquIinicas. Estas se realizaron para 
aqucilas hactcrias Gram negativas de gneros reconocidos como 
fitopatogenos (Eiwinii, Xintlionionas y PscucIoina principalmentc). Se 
hizo despues de las pruebas de patogenicidad, para agilizar Ia 
identificación Ilegando en lo posible a especie o grupo para un 
aislamiento patógcno. 

MCMAWC!~  
k iieiiv&64o. 

Aspectos generales. La siitomatologIa descrita para plantas 
posiblementc afectadas por nematodos incluye agallas o tumefacciones, 
leslones en ci sistema radical, oxidaciOn de haces vasculares, heridas o 
perforaciones corticales, atrofiamiento de cofias y de las raIces en 
formación, entre otros. (45, 55), para los cuales se han empleado 
diversos métodos para la extracción de los nematodos (44). Sin 
embargo, existen otros organismos quc pueden causar estas agallas 
deformaciones, como algunos estados inmaduros y adultos de insectos 
del orden Hymenoptera. 

Para determinar si una muestra de tejido vcgctal cstá afcctada por 
nematodos se debe realizar inicialmcnte una ohscrvaciOn minuciosa 
en ci cstereoscopio, complernentada con técnicas como la 
centrifugaciOn y flotación en soluciones azucaradas, filtración por papel 
ahsorbente y tamizados, entre otras. Estas pruebas dchcn haccrsc tanto 
a las plantas como a los sustratos o mcdios dondc se cultivan. La 
identificacidn de orden y gfncro pucdc lograrsc iiicdiantc documentos 
básicos (61). 

Cifq't!~ 
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Aspectos generales.Corno en los anteriores problcmas iitopatolOgi-
cos, para la clasificaciOn y ordenamiento de las niucstras se tuvo cii 
cuenta la sintomatoiogIa producida por los virus rcgistrada en la 
litcratura, tales corno mosaicos, moteados, manchas necrflticas o 
clordticas, manchas de formas definidas, distorsiOn o ruptura del color 
en las fibres y deformaciones en distintos órganos, cntre otros (12, 37, 
39, 67). 

Para ci diagnostico de problemas de origen viral en orquIdcas cxistcn 
metodoiogIas ampliamente conocidas como son ci uso de plantas 
indicadoras, la prueba de aglutinacion de cloroplastos, la doble difusiOn 
en agar, la prueba inmunoabsorbcnte dc enzimas en cadena (ELISA), 
microscopla Optica, microscopIa cicctrOnica de transmisión y la 
inmuno-microscopIa electrdnica y anticucrpos monocionalcs, cntrc 
otras (10, 17, 24,38, 67, 68). Sin embargo y tenicndo en duenta que sc 
buscaba un reconocimiento general, se utilizaron las plantas 
indicadoras y ELISA, rnetodologIas quc Sc presentan a continuacion: 

Plantas indicadoras. Esta metodologla hiolOgica se pucdc empicar 
para ci diagnOstico en su fase inicial, scgfin Ia exprcsiOn de sintomas o 
lesiones espccIficas (locales o sistémicas) producidas por los virus 
inoculados. Para ci caso de catticya spp., Ia litcratura registra al Virus 
del Mosaico del Cymbidium (CyMV - Potexvirus) y a! Virus de la 
Mancha Anular del Odontoglossum (ORSV - Tobamovirus antes 
TMV-O), como los i'inicos que afectan este gdncro. Estas plantas 
indicadoras y ci tipo de lesiOn quc se producen Sc mencionan por 
Lawson y Brannigan (38), Wisler (67) y Lawson (37). A continuaciOn, 
en la labia 59, se presentan los materiales de semilla ohtcnidos y su 
procedencia, tenicndo en cuenta quc no todos ellos se utilizaron para 
las inocuiaciones. Como no se contaha con Ia informaciOn detallada 
para el culuvo de las plantas indicadoras, se realizaron algunas pruebas 
y observacioncs prelirninarcs en aspectos como: gcrminación, 
transplantes, sustratos, levante en vivero, sanidad y fertilización, entre 



relativa cercana al 100% y luz oscuridad en forma aiterna, con ci fin 
de acelerar la aparición de sintomas. Otra técnica rápida empleada para 
probar la patogenicidad de aigunos aisiamientos de bacterias se realizó 
en hojas desprendidas sanas de Cattleya sp., que se ubicaron sobre 
láminas portaobjetos esterilizados dentro de cajas de Petri esterilizadas, 
como cámara htImeda. Las hojas se inocularon con Ia suspension 
bacteriana mediante puncion o herida y se evaluó diariamente la 
aparición de manchas y pudriciones. El material vegetal empleado 
tUvo como origen ci vivcro OrquIdeas Eva Ltda., propagado por via 
sexual in vitro, con una edad entre 12 y24 meses, totalmente sano. 

Ai4,jiiieo de W weris u,io&t&64. 

Para cumplir con ci cuarto postulado de Koch, se reaislaron las bacterias 
inoculadas de aquellas plantas y/u hojas de Cattleya spp., que 
manifestaron los sIntomas de la enfermedad, después de terminadas 
las pruebas. Se utilizaron las mismas metodologlas empleadas para el 
aislamiento inicial descritas en la ctapa de procesamiento. 

Sc utilizó la metodologIa básica (49), con la cual se pueden identificar 
los géneros de bacterias fitopatogenas que afectan Cattieya spp. 
complementada con pruebas bioquImicas. Estas se realizaron para 
aquellas bacterias Gram negativas de géneros reconocidos como 
fitopatógenos (Erwthia Xanthomonds y psel-Idomds, principalmente). Se 
hizo después de las pruebas de patogenicidad, para agilizar la 
identilicación ilegando en lo posible a especie o grupo para un 
aislamiento patógeno. 

Me vaI-oeLo 

ele 

Aspectosgenerales. La sintomatologIa descrita para plantas 
posiblemente afectadas por nematodos incluye agallas o tumefacciones, 
lesiones en ci sistema radical, oxidación de haces vasculares, heridas o 
perforaciones corticales, atrofiamiento de cofias y de las raIces en 
formación, entre otros. (45, 55), para los cuales se han empleado 
diversos métodos para la extracción de los nematodos (44). Sin 
embargo, existen otros organismos que pueden causar estas agalias o 
deformaciones, como algunos estados inmaduros y adultos de insectos 
dcl orden Hymenoptera. 

Para determinar si una muestra de tejido vegetal está afectada por 
nematodos se debe realizar inicialmente una observación minuciosa 
en ci estercoscopio, complcmentada con técnicas como la 
centrifugacion y flotación en soluciones azucaradas, fiitración por papcl 
absorbente y tamizados, entre otras. Estas pruebas deben hacerse tanto 
a las plantas como a los sustratos o medios donde se cultivan. La 
identificación de orden y género pucdc !ograrsc mediantc documentos 
básicos (61). 

teTemUwa6I4 de Eo reeIia j d.ijt64lco revio eie v4i. 

Aspectos generales.Como en los anteriores problemas fitopatoiógi-
cos, para la clasificación y ordenamiento de las muestras se tuvo en 
cuenta la sintomatologIa producida por los virus registrada en la 
literatura, tales como mosaicos, moteados, manchas nccróticas o 
cioróticas, manchas de formas definidas, distorsión o ruptura del color 
en las fibres y deformaciones en distintos órganos, entre otros (12, 37, 
39,67). 

Para el diagnóstico de problemas de origen viral en orquideas existen 
rnetodologIas ampliamente conocidas como son ci uso de plantas 
indicadoras, la prueba de aglutinacion de cloroplastos, la doble difusión 
en agar, la prueba inmunoabsorbente de cnzimas en cadena (ELISA), 
microscopIa optica, microscopia electrónica de transmisión y la 
inmuno-microscopIa clectrónica y anticuerpos monoclonales, entre 
otras (10, 17, 24,38, 67, 68). Sin embargo y teniendo en cuenta que se 
buscaba un reconocimiento general, se utilizaron las plantas 
indicadoras y ELISA, metodologIas que se presentan a continuación: 

Plantas indicadoras. Esta rnetodologIa biológica se puede emplear 
para el diagnéstico en su fase inicial, segñn la expresión de sfntomas o 
lcsiones especIficas (locales o sistémicas) producidas por los virus 
inoculados. Para ci caso de Cattieya spp., la literatura registra al Virus 
dcl Mosaico dcl Cymbidium (CyMV - Potexvirus) y al Virus de la 
Mancha Anuiar dcl Odontoglossum (ORSV - Tobamovirus antes 
TMV-O), como los flnicos que afectan este género. Estas plantas 
indicadoras y el tipo de lesion que se producen se mencionan por 
Lawson y Brannigan (38), Wislcr(67)yLawSon (37).Acontinuac16n, 
en la Tabla 59, se presentan los materiales de sernilla obtenidos y su 
procedencia, teniendo en cuenta que no todos ellos se utilizaron para 
las inoculacioncs. Como no se contaba con la información detaliada 
para el cultivo de las plantas indicadoras, se realizaron algunas pruebas 
y obscrvacioncs preliminares en aspectos como: germinación, 
transplantes, sustratos, levante en vivero, sanidad y fertilización, entre 
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otros. Con los resultados obtenidos en estas pruebas, algunos de los 
cuales se presentan a continuación como parte del componente 
metodológico, se obtuvieron plantas indicadoras de Clienopodiuin 
amaranticoIor, Chenopodium quinoa, Datura stramoniurn, Nicotiana 
benthamiana Nicotianaglutinosay Gornphrenaglobosa. 

En términos generales, se obtuvo lo siguiente: La germinación se logro 
en suelo franco arcnoso (1:1) cstcrilizado, a excepción de G. globosa 
que gcrminó mejor en cámara hdmeda con papel absorbente. E1 
transplante se hizo cntre 5 a 10 dIas después de la germinación a un 
sustrato de suelo de cenizas volcánicas (Unidad Chinchiná) franco 
arenoso, complementado con materia orgánica bien descompuesta 
(puipa de café), en proporción 2:1. Los mejores recipientes fueron 
vasos plásticos desechables de 400-450g de capacidad, cxcepto las 
plantas para producción de semilia de D. stramoniurn que requieren 
recipientes con capacidad hasta de 2,0kg. 

La fertilizaciOn se efectuó per lo general a los 30 y 60 dIas dcspués de 
germinación con DAP (fosfato di-amOnico), en dosis de 2,0 g  per 
planta, pero en cassia (Zenna) occidentalis es ncccsario rcducir ci ticmpo 
entre fertilizacioncs. Las plantas de Nicotiana benthamianay N rabacum 
aparentemente no responden a esta fertilización, ya que siempre 
manifcstaron clorosis, area foliar reducida y un aspecto débil y 
quebradizo. Las plantas para la inoculación se obtuvieron en 
invcrnadero "casa de mallas" con 60% de luminosidad respecto al 
exterior, mientras que plantas para producción de scmilla de ch. 
amaranticolory G. globosa, se obtuvieron con 80% de luminosidad para 
la primera y a plena exposición solar y fuera de la "casa de mallas" para 
la scgunda, mejorando la fecundación. 

Las condiciones aproximadas del la <<casa de mallas)) donde se cultivaron 
la mayorIa de las plantas destinadas a las pruebas de patogenicidad 
fucron: temperatura maxima de 34°C±2°C, en promedio, temperatura 
minima de 15°C±2°C, temperatura media de 24°C±2°C, humedad 
relativa maxima del 100%, humedad relativa minima promedio del 
30%, humedad relativa media del 75% y luminosidad interna de un 
40 a 60%, respecto al exterior. 

Inoculaciones mecánicas en plantas indicadoras. Se realizaron 
cuatro inoculaciones en distintas épocas y con distintos grupos de 
muestras utilizando para ellas las metodologIas propuestas por Ko et 
al. (35), con algunas modificaciones en la preparación del extracto de 
savia en tampon fosfato de acuerdo a Lawson y Brannigan (38) y la 
metodologia general propuesta porWisler (67). Estas inoculaciones y 
la metodologIa utilizada consistieron en: 

Primera inoculación. Se utilizaron 31 (muestreos 1 al 5), 
almacenadas a teinperatura ambiente y en nevera, aproximadamente 



ci 
0 

I CD 

- Z I- Ct ( F- c? >-_ 

- ° 'a  

C) 

-- 
- 2 2 c5 5 5) Ct 

Cz U 
'a< ' 

U) 0 a) 
C 

U) a) 
a) 

- C 	 - Ct 
U) 
Ct 

2 
CL a) a) 

C 
:2  0 -'a 0 	0 C) 	0 C) 	 0 	0 	0 8 	 2 
0 8 
U) 0 	0 	0 = 0 	0 0 = 	0 	0 	0 

±5 	±5±5 - ±5 U) ±5±5 	±5 	±5 
Co 

C-3 	U) 
C C' 

ca - 0 

0

U) 

m 
m m 

0 m 

I 

0 
ca 

o 
 - - 

c0Q_ CC) - 0 m - m 
o  C-) 0 

otros. Con los rcsultados obtcnidos en cstas pruchas, algunos dc los 
cuales se prescntan a continuaciOn como parte del componcntc 
mctodologico, se obtuvieron plantas indicadoras dc cbciiopoc/izun 
ainaraziticoloi Cli en opocliuni quinon, Datura stranionjum, IVicotiana 
bezitharniana, Nicothnaglutiriosay Complirenaglohosa. 

En términos gcncralcs, se obtuvo Jo siguicntc: La gcrrninación se logró 
en suelo franco arenoso (1:1) cstcrilizado, a cxccpción dc G. globosa 
que gcrrninó mcjor en cámara h(irncda con papcl absorbcntc. Ti 
transplante se hizo entrc 5 a 1€ dIas dcspués dc la gcrminaciOn a un 
sustrato de suclo de cenizas volcánicas (Unidad Chinchiná) franco 
arenoso, complementado con matcria orgánica bicn dcscompuesta 
(pulpa de café), en proporclón 2:1. Los rncjorcs rccipicntcs fucron 
vasos plásticos descchablcs dc 400-450g de capacidad, cxcepto las 
plantas para producción de scmilla dc 12 sti;linoniuni quc-  rcquicrcn 
recipientes con capacidad hasta dc 2,0kg. 

La fertilización se cfectuó por Jo general a lo 10 s 00 dfa lepuc de 
gcrminaciOn con DAP (fosfato di-amOiiico), en dosis de 2,0 g por 
planta, pero en cassia (Zenna) occidentahis; cs ncccsario rcducir ci tiempo 
entre fertilizaciones. Las plantas dc Nicotiajia beiitliannanay N. tabacuin 
aparentemente no responden a esta fcrtiiización, ya que sicmpre 
manifestaron clorosis, árca foliar reducida y tin aspccto débil y 
quebradizo. Las plantas para la inoculación sc obtuvieron en 
invernadero "casa de mallas" con 60% dc luminosidad respecto al 
exterior, mientras que plantas para producción dc scrnilla de C/i. 
amaranticolory G. globosa, se obtuvieron con 80% dc lurninosidad para 
la primera y a plena exposición solar y fucra dc la "casa dc mallas" para 
la segunda, mejorando la fccundación. 

Las condiciones aproximadas del la >>casa dc mailas>> dondc se cultivaron 
la mayorIa de las plantas destinadas a las prucbas dc patogenicidad 
fucron: temperatura maxima de 34°C±2°C, en promcdio, temperatura 
minima de 15°C±2°C, temperatura media dc 24°C±2°C, humedad 
relativa maxima del 100%, humedad rclativa minima promedio del 
30%, humedad relativa media del 75% y luminosidad intcrna de un 
40 a 60%, respecto al exterior. 

Inoculaciones mecánicas en plantas indicadoras. Se realizaron 
cuatro inoculaciones en distintas épocas y con distintos grupos de 
muestras utilizando para ellas las metodologlas propuestas por Ko et 
al. (35), con algunas modificaciones en la prcparación del extracto de 
savia en tampon fosfato de acuerdo a Lawson y Brannigan (38) y la 
mctodologIa general propuesta porWisler (67). Estas inoculaciones y 
la mctodologIa utilizada consistieron en: 

Primera inoculación. Sc utilizaron 31 (mucstreos 1 al 5), 
almacenadas a ternperatura ambiente y en ncvera, aproximadamentc 



60 dIas. La planta indicadora scicccionada fue C. amaranticolol; 
utilizando una planta por rnucstra y 4 hojas por planta en ci tercio 
medio, inoculando Ia mitad de Ia hoja longitudinaimente. Sc varió en 
Ia rnetodoiogIa de iiiocuiación Ia hidratación en buffer fosfato (fosfato 
dibásico de potasio al 0,5 % pH 7,4 - 7,6) del tcjido afectado, frotando 
la imina foliar de Ia mucstra con Ia hoja por inocular, con y sin 
presencia del abrasivo carhorunclum de 600 malias y lavado superficial 
con agua destilada estfril. 

Se cornpiel-nentó con la inoculación recomendada por Lawson y 
Brannigan (38) yWisler (67), donde Sc rnodihca Ia forma de utilizar ci 
tejido vegetal, maccrando fste cii presencia del buffer fosfato a! 0,5 
6itrándoio por capas de gasa e inocuindoio en las hojas de la planta 
indicadora. 

Segunda inoculación. Sc utilizaron 52 muestras correspondientes 
(muestreos del 6 al 10); no se utilizó ci material de los rnucstreos 
anteriores por sil oxidacián. Las muestras se airnacenaron en nevera a 
4-5°C durante 2 aS meses. Sc seleccionó Goinpiircna giobosa corno 
planta indicadora y Se inocularon 2 hojas por muestra en forma aiterna, 
inoculando longitudinalmente la mitad de la hoja en plantas de 4 a 7 
pares dc hojas y una planta para 2 muestras. Se utiiizó la misma 
metodoiogIa con y sin ci abrasivo carhorundum (38, 67). 

Tercera inocuiacjón. Sc utilizaroii las 52 muestras (muestreos del 
6 al 10) registradas coiiio posihles portadoras de los virus de acuerdo 
con la sintomatologla, almacenadas en nevera a 4-5°C durante 9 a 12 
Ineses. La inoculacjón se rcalizó en C aniajintjcoJoj utilizando de 4 a 6 
hojas del tcrcio medio por planta, una planta por muestra y la mitad 
de la hoja iongitudinairncnte. La metodologla básica fue la misma 
modificando ci extracto inacerado por ci mismo utilizado para la 
prucha ELISA (38, 67). Las ohsciaciones y evaluaciones se realizaron 
periódicarnentc hasta los 30 dIas despues de Ia inoculación, teniendo 
en cuenta Ia presencia de Iesiones locales que indican ci resuitado 
positivo de Ia prueha (presencia de un virus). Para cada inocuiación se 
ubicaron 5 plantas como tratamientos testigo inoculadas con ci buffer 
utilizado y con agua destilada estfril. 

Cuarta inoculación. Teiiieiido cii cuenta que uno de los principales 
problemas eli las aliteriores iiiOcUIaciolies, probabiernente fuc la 
oxidación de los tejidos, las muestras recolectadas en los muestreos 
16, 17 y 18 se almacenaron a -20°C. Sc inocuiaron 50 rnuestras y se 
maccraron (en proporcifin peso : volumen) 1:10 tejido vegetal: buffer 
fosfato dihsico de potasio a! 0,5% de pH 7,4 (38. 67). 

Las inocuiaciones se realizaron inniediatamente después de macerada 
la muestra, utilizando copitos de algoddn y abrasivo carborundurn 

sobre Ia iániina foliar de la planta indicadora por iiiocular, lavaiido Li 
superficic seguidarnente despufs de inocularla con agua destilada 
estérii. 

Las plantas indicadoras seleccionaclas fueron Complirena giohosa, 
Ciwnopociiuin aniaranticolory I\/icotianaglutznosa. Estas se encontraban 
en estado avanzado de desarrollo y próxinias a prefloración y sc practico 
una poda terminal del ápice de Ia planta para inantcnerlas en etapa 
vegetativa, suministrándolcs fertilización con I)AP a razón de 2,()g/ 
planta para prevcnir las sitliaciones ya eonocidas de deficiencias 
n utritivas. 

Por cada mucstra se inocularon dos hojas a distintas alturas, aphcando 
el macerado en la mitad longitudinal de la hoja por inocular y dejando 
corno testigo la otra mitad de la hoia.  Los testigos negativos estuvieron 
constituidos por cuatro plantas inoculadas con agua destilada cstfril y 
cuatro con ci buffer de cxtracción o de macerado utilizado. Cada planta 
inocuiada con 2 a 3 rnucstras conté con dos hojas testigo inoculadas 
con agua destilada estéril. Las plantas inoculadas se mantuvieron en 
casa de rnafla y las evaivaciones se realizaron hasta los 30 dIas despufs 
de la inocuiación, haciendo obscrvaciones permanentes. 

Mcdiante la inoculación rnecSnica de las plantas indicadoras con la 
savia o extractos de la planta muestra se liicieron las pruehas de 
patogenicidad para patogenos obligados como los virus, ya que cstos 
no pueden cuitivarse en medios artificiales. 

Lo ideal es reahzar las prucbas en plantas de carticya spp., pero la 
expresión de los sIntoinas pueden variar o no darse por la lentitud en 
ci crecimiento de las plantas, por caracterIsticas gdnfticas propias del 
material, corno tarnbifn por factores arnhicntales y nutritivos a los 
cuales está expuesta la planta. Es más fScil tfcnicamentc trabajar con 
plantas hospedantes indicadoras. 

MicroscopIa electrónica. Es una de las inás eficaces herrarnientas 
para visualizar Si existen o no partIculas virales en el interior de un 
tejido, especiaimentc la de transrnisión. Para ello se toinaron rnuestras 
de las plantas de G. globosa quc resuitaron positivas en la produccion 
de lesiones locales y de plantas que presentarori sintomatoiogIa dc 
deficiencias de fósforo, para observación al mlcroscopio cicctrónico 
de transrnisión en la Unidad de VirologIa -CIAT- (Palmira, Valle del 
Cauca). La tfcnica empicada fue el macerado del tcjido vegetal en 
tinción negativa modificada por CIAT. 

La tinción negativa consiste en tomar las rcjillas de cobre de 200 malIas 
recubiertas de carbono, las cuales se incuhan durante aproximadarnente 
30 minutos en una soiución acuosa dc glutaraldehido al 10/0, luego se 



60 dIas. La planta indicadora seleccionada fue C. amaranticolor, 
utilizando una planta por muestra y 4 hojas por planta en ci tercio 
medio, inoculando la mitad de la hoja longitudinalmente. Se vaiió en 
la metodologIa de inoculación la hidratación en buffer fosfato (fosfato 
dibásico de potasio al 0,5 % pH 7,4 - 7,6) del tejido afectado, frotando 
la lámina foliar de la muestra con la hoja por inocular, con y sin 
presencia del abrasivo carborundum de 600 mallas y lavado superficial 
con agua destilada estéril. 

Sc complementó con la inoculación recomendada por Lawson y 
Brannigan (38) yWisler (67), donde se modifica la forma de utilizar ci 
tejido vegctai, maccrando éste en presencia del buffer fosfato a! 0,5 
filtrándolo por capas de gasa c inoculándoio en las hojas de la planta 
indicadora. 

Segunda inoculación. Sc utilizaron 52 muestras correspondientes 
(muestreos del 6 al 10); no se utihzó ci material de los muestreos 
anteriores por su oxidación. Las muestras se aimacenaron en nevera a 
4-5°C durante 2 a 5 meses. Sc scicccionó Gomphrenaglobosa como 
planta indicadora y se inocularon 2 hojas por muestra en forma aiterna, 
inoculando longitudinalmente la mitad de la hoja en plantas de 4 a 7 
pares de hojas y una planta para 2 muestras. Sc utilizó la misma 
metodologIa cony sin ci abrasivo carborundum (38, 67). 

Tercera inoculacjón. Sc utilizaron las 52 muestras (muestreos del 
6 al 10) rcgistradas como posibles portadoras de los virus de acuerdo 
con la sintomatoiogIa, aimacenadas en nevera a 4-5°C durante 9 a 12 
meses. La inoculación se realizó en C. amarantjcoJoj-  utilizando de 4 a 6 
hojas del tcrcio medio por planta, una planta por muestra y la mitad 
de la hoja longitudinalmente. La metodologla básica fuc la misma 
modificando ci extracto maccrado por ci mismo utilizado para la 
prueba ELISA (38, 67). Las observacjoncs y evaluaciones se realizaron 
periódicamcntc hasta los 30 dIas dcspués de la inoculación, tcnicndo 
en cuenta la presencia de lcsiones locales que indican ci rcsultado 
positivo de la prueba (presencia de unvirus). Para cada inoculación se 
ubicaron 5 plantas como tratamientos testigo inoculadas con ci buffer 
utilizado y con agua destilada estéril. 

Cuarta inoculación. Teniendo en cuenta que uno de los principalcs 
problernas en las antcrjores lnoculacioncs, probablcincnte fuc la 
oxidación de los tcjidos, las muestras rccolectadas en los muestreos 
16, 17 y 18 se almacenaron a -20°C. Sc inocularon 50 muestras y se 
maceraron (en proporcion peso : volumen) 1:10 tejido vcgetal: buffer 
fosfato dibásico de potasio al 0,5% de pH 7,4 (38, 67). 

Las inoculacioncs se realizaron inmcdiatamentc dcspués de maccrada 
la muestra, utilizando copitos de aigodon y abrasivo carborundum 

sobre la lámina foliar de la planta indicadora por inocular, lavando la 
superficie scguidamcntc dcspués de inocularla con agua destilada 
estéril. 

Las plantas indicadoras scieccionadas fucron Gomphrena globosa, 
Chenopodium ainaranticolory Nicotiana glutinosa. Estas se encontraban 
en estado avanzado de desarrollo y próximas a prcfloración y se practicó 
una poda terminal del ápicc de la planta para mantcnerlas en etapa 
vegctativa, suministrándoles fertilización con DAP a razón de 2,0W 
planta para prcvcnir las situacioncs ya conocidas de deficicncias 
nutritivas. 

Por cada muestra Sc inocularon dos hojas a distintas alturas, aplicando 
el maccrado en la mitad longitudinal de la hoja por inocular y dejando 
como tcstigo la otra mitad de la hoja. Los tcstigos negativos estuvicron 
constituidos por cuatro plantas inoculadas con agua destilada estéril y 
cuatro con el buffer de extracción o de maccrado utilizado. Cada planta 
inoculada con 2 a 3 muestras contó con dos hojas tcstigo inoculadas 
con agua destilada estéril. Las plantas inoculadas se mantuvieron en 
casa de malTa y las cvaluacioncs se realizaron hasta los 30 dIas dcspués 
de la inoculación, hacicndo observacioncs permancntcs. 

Mediante la inoculación mccánica de las plantas indicadoras con la 
savia o cxtractos de la planta muestra se hicicron las pruebas de 
patogenicidad para patogenoS obligados como los virus, ya que estos 
no puedcn cultivarsc en medios artificiales. 

Lo ideal es realizar las pruebas en plantas de Cattleya spp., pero la 
cxpresión de los sIntomas pueden variar o no darsc por la ientitud en 
ci crccimiento de las plantas, por caracterIsticas genéticas propias del 
material, como también por factores ambientales y nutritivos a los 
cualcs cstá expuesta la planta. Es más fácil técnicamcntc trabajar con 
plantas hospcdantes indicadoras. 

MicroscopIa electrónica. Es una de las más eficaces herramicntas 
Para visualizar si cxistcn o no partIculas virales en el interior de un 
tejido, cspecialmentc la de transmisión. Para cllo se tomaron muestras 
de las plantas de G. giobosa que rcsultaron positivas en la producción 
de lcsiones locales y de plantas que presentaron sintomatologIa de 
deficicncias de fósforo, para observación al microscopio cicctrónico 
de transmisión en la Unidad de ViroiogIa -CIAT- (Palmira, Vaile del 
Cauca). La técnica cmpleada fuc el maccrado del tejido vcgctal en 
tinción ncgativa modificada por CIAT. 

La tinción negativa consiste en tomar las rcjillas de cobrc de 200 mallas 
recubicrtas de carbono, las cuales se incuban durante aproximadamcnte 
30 minutos en una solución acuosa de glutaraldehido al 1%, luego se 



lavan con buffer fosfato 0,01M y se colocan duarante 30 minutos una 
gota dcl extracto de la muestra sobre la rejilia. Luego se lavd y se tifló 
con una soiución acuosa a! 2% de acetato de uranilo pH 3,7. Estas 
rejillas se observaron en ci microscopio eiectrónico (16, 42). 

La citopatologla consiste en realizar cortes muy finos en 
ultramicrótomo de los tejidos vegetales, para apreciar partIculas y 
viroplasmas en ci interior de las células. La técnica se inicia tomando 
pequeñas muestras del tejido, las cuales se fijan en Karnowsky, entre 
otros. Luego se deshidratan las muestras con cambios sucesivos en 
alcohol de diferentes grados y acetona y, finalmente, se realiza Ia 
inclusion en resina epOxica de baja viscocidad como Spurr. Este método 
de inclusion en resina Spurr se presentará más adelante en la parte de 
histoiogIa. El tejido totalmente fijo en ci interior dcl bloque de resina 
dura queda dispuesto para ser cortado con ci ultamicrOtomo. 

4e viu C/J144) OR6I1) 
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Aspectos generales. Esta prueba inmunooenzimática es Otil para 
las etapas de identificaciOn definitiva, ya que las plantas indicadoras 
no brindan certeza o seguridad en la detección de la presencia dcl agente 
viral, siendo por tanto necesaria una prueba de mayor sensibildad y 
confiabilidad. Sc scleccionó ésta dcspués de analizar las caracterIsticas 
básicas de cada una de las metodologlas gencrales recomendadas para 
la identificación de virus de orquIdeas y especIficamente, los que 
afectan a Catticya spp. (3, 33, 34, 38, 39, 67). 

Pruebas y Procedimientos. Aunque en la literatura se plantean en 
forma clara los procedimientos paso por paso para la realización de la 
prueba ELISA (18, 20), en Cenicafé se realizO utilizando "kits" 
comerciales para la identificaciOn de CyMV y ORSV (TMV-O), 
siguiendo los procedimientos encontrados en la literatura y por la firma 
Agdia Inc., proveedora de los mismos (38, 39, 67). Todas las pruebas 
se efectuaron en los laboratorios de FitopatologIa de CENICAFE, con 
condiciones aproximadas de temperaturas maxima de 30°C±2°C, 
minima de 18°C±2°C y media promedio de 25°C±20C (4, 5, 6, 7). 
En duanto a la humedad relativa de los laboratorios, ésta oscila entre 
ci 70 y ci 90%. 

A continuaciOn se presenta ci procedimiento utilizado para la 
realizaciOn de la prueba ELISA de acuerdo con Agdia Inc. (Elkhart, 
IN, USA), teniendo en cuenta que se procesaron tres grupos de 
muestras, realizando algunas modificaciones en los procedimientos, 
y duatro grupos más de pruebas (dcl cuarto al séptimo), y una 

rcpcticiOn adicional para todos los que se hicicron con fosfatasa alcalina. 
Básicamcnte los grupos de muestras y las caracteristicas de las pruebas 
fucron los siguientcs: 

Primer grupo. Sc utilizaron 54 muestras, adicionándolc a las 52 
recolectadas en los muestreos 6 al 10, una de C. trianaci de OrquIdcas 
Eva y una muestra de C. globosa provcnicntc de la segunda inoculación, 
ambas como testigos. 

Segundo grupo. Este incluyO duatro subgrupos: ci prirnero de 45 
muestras de los muestreos 11 al 15 almacenadas en nevera a 4-5°C 
por un periodo de 55 dias y encontradas en proceso de dcshidrataciOn 
y oxidaciOn. El segundo subgrupo, de 6 muestras dcl muestreo 7 con 
sIntomas en hojas y especialmente en las fibres como manchas pardo 
necróticas y/o distorsiOn dcl color, almacenadas en nevera por 16 meses. 
El tercer subgrupo, de 3 muestras de referencia, con base en pruebas 
ELISA previamcnte efectuadas (muestras 310, 240 y 297) y ci cuarto 
subgrupo, de muestras que fueron los testigos de C. trianaci de 
Orquidcas Eva (CTE) y ch. arnaranticoiordel lote ubicado en casa de 
mallas ylos testigos negativos (buffer de extracciOn) y positivos (control 
Agdia). En este grupo de pruebas se evaluO ci extracto almacenado de 
la muestra 328, ci cual ilevaba 170 dIas aproximadamente a 4-5°C. 
Adicionalmente, se procesaron muestras filtradas a través dcl gel en la 
columna Econo - Pac 10 DG (muestras almacenadas 240, 433y fresca 
CTE), como se cxplicará dentro de los procedimientos ELISA. 

Tercer grupo. En éste se procesaron 50 muestras procedentes de los 
muestreos 16, 17 y 18, la muestra de rcfcrcncia 433 (almacenada a 4-
5°C y oxidada), que por pruebas ELISA anteriores fuc positiva para 
CyMV y ORSV. Las muestras frescas testigos de C. trianaei de 
OrquIdcas EVA (CTE-1 de 4 años y CTE-2 de 2 años de edad), 
procedentes de cuitivo in vitro. Adicionalmente se procesd una muestra 
de Gomphrenaglobosa que presentO sIntomas de posibles deficiencias 
de fOsforo (lcsiones locales pardo rojizas). 

Cuarto grupo. ContO con 64 muestras recolectadas en los muestreos 
19, 20 y algunas dcl mucstreo 21. Se emplearon como muestras de 
testigos positivos para CyMV la muestra fresca CTVE (planta con 
sintomas reconocidos de virus y probada antcriormcntc en ELISA y 
microscopia cicctrOnica), y para ambos virus CyMV y ORSV la N° 
433 (12w10433, almacenada a 4 °C, seca y oxidada). Como muestras 
negativas CTE-1 y CTE-2, se utilizaron tejidos frescos de plantas de 
Catticya sp. cultivadas en Cenicafé, proccdentes de propagación sexual 
in vitrodc Orquidcas Eva Ltda., probadas antcriormcntc en ELISA y 
microscopia clectrOnica. 

Este grupo de pruebas se dividió en trcs subgrupos para evaluarlas en 
pares de Kits, (kits 13 y 14, 15 y 16, 17 y 18, uno para cada CyMV y 



lavan con buffer fosfato 0,01M y se colocan duarante 30 minutos una 
gota del extracto de la muestra sobre la rejilla. Lucgo se iavó y se tiñó 
con una soiución acuosa al 2% de acetato de uranilo pH 3,7. Estas 
rejilias se observaron en ci microscopio electrónjco (16, 42). 

La citopato!ogIa consiste en realizar cortes muy finos en 
ultramicrótomo de los tejidos vegctales, para apreciar partIculas y 
viroplasmas en ci interior de las células. La técnica se inicia tomando 
pequeñas muestras del tejido, las cuales se fijan en Karnowsky, entre 
otros. Luego se deshidratan las muestras con cambios sucesivos en 
alcohol de diferentes grados y acetona y, finalmente, se realiza la 
inclusion en resina epOxica de baja viscocidad como Spurr. Este método 
de inclusion en resina Spurr se prescntará más adelante en Ia parte de 
histologIa. El tejido totalmente fijo en ci interior del bloque de resina 
dura queda dispuesto para ser cortado con ci ultamicrótomo. 
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Aspectos generales. Esta prueba inmunooenzimática es uitil para 
las etapas de identificaciOn definitiva, ya que las plantas indicadoras 
no brindan certeza o seguridad en la dctección de la presencia del agente 
viral, siendo por tanto necesaria una prueba de mayor sensibildad y 
confiabilidad. Se seleccionó ésta después de analizar las caracterIsticas 
básicas de cada una de las metodologIas generales recomendadas para 
Ia identificación de virus de orquIdeas y especIficamente, los que 
afectan a Cattleya spp. (3, 33, 34, 38, 39, 67). 

Pruebas y Procedimientos. Aunque en la literatura se plantean en 
forma clara los procedimientos paso por paso para la realización de la 
prueba ELISA (18, 20), en Cenicafé se realizO utilizando "kits" 
comerciales para la identificación de CyMV y ORSV (TMV-O), 
siguiendo los procedimientos encontrados en la literatura y por la firma 
Agdia Inc., proveedora de los mismos (38, 39, 67). Todas las pruebas 
se efcctuaron en los laboratorios de FitopatologIa de CENICAFE, con 
condiciones aproximadas de temperaturas maxima de 30°C±2°C, 
minima de 18°C±2°C y media promedio de 25°C±2°C (4, 5, 6, 7). 
En duanto a la humedad relativa de los laboratorios, ésta oscila entre 
el 70 y ci 90%. 

A continuaciOn se presenta ci procedimiento utilizado para la 
realización de la prueba ELISA de acuerdo con Agdia Inc. (Elkhart, 
IN, USA), teniendo en duenta que se procesaron tres grupos de 
muestras, realizando algunas modificaciones en los procedimientos, 
y duatro grupos más de pruebas (del cuarto al séptimo), y una 

repeticiOn adicional para todos los que se hicieron con fosfatasa aicalina. 
Básicamente los grupos de muestras y las caracterIsticas de las pruebas 
fueron los siguientes: 

Primer grupo. Sc utilizaron 54 muestras, adicionándole a las 52 
recolectadas en los muestreos 6 al 10, una deC. trianaei de OrquIdeas 
Eva y una muestra deC. globosa proveniente de la segunda inoculación, 
ambas como testigos. 

Segundo grupo. Este incluyó cuatro subgrupos: ci prirnero dc 45 
muestras de los muestreos 11 al 15 almacenadas en nevera a 4-5°C 
por un perIodo de 55 dIas y  encontradas en proceso de dcshidratación 
y oxidaciuin. El segundo subgrupo, de 6 muestras del muestreo 7 con 
sIntomas en hojas y especialmente en las fiores como manchas pardo 
necrOticas y/o distorsiOn del color, almacenadas en nevera por 16 meses. 
El tercer subgrupo, de 3 muestras de referencia, con base en pruebas 
ELISA previamente efectuadas (muestras 310, 240 y 297) ye1 cuarto 
subgrupo, de muestras que fueron los testigos de C. trianaei de 
OrquIdeas Eva (CTE) y  Ch. amaranticolordel lote ubicado en casa de 
mallas ylos testigos negativos (buffer de extracciuin) y positivos (control 
Agdia). En este grupo de pruebas se evaluui ci extracto almacenado de 
la muestra 328, ci cuai lievaba 170 dIas aproximadamente a 4-5°C. 
Adicionalmente, se procesaron muestras filtradas a través del gel en la 
columna Econo - Pac 10 DG (muestras almacenadas 240, 433 y fresca 
CTE), como se explicará dentro de los procedimientos ELISA. 

Tercer grupo. En éste se procesaron 50 muestras procedentes de los 
muestreos 16, 17 y 18, la muestra de referencia 433 (almacenada a 4-
5°C y oxidada), que por pruebas ELISA anteriores fue positiva para 
CyMV y ORSV Las muestras frescas testigos de C. trianaei de 
OrquIdeas EVA (CTE-1 de 4 años y CTE-2 de 2 aflos de edad), 
procedentes de cuitivo in vitro. Adicionalmente se procesO una muestra 
de Gomphrenagiobosaque presentO sIntomas de posibles deficiencias 
de fuisforo (lesiones locales pardo rojizas). 

Cuarto grupo. ContO con 64 muestras recoiectadas en los muestreos 
19, 20 y aigunas del muestrco 21. Se empicaron como muestras de 
testigos positivos para CyMV la muestra fresca CTVE (planta con 
sIntomas reconocidos de virus y probada anteriormente en ELISA y 
microscopIa electruinica), y para ambos virus CyMV y ORSV la N° 
433 (12w10433, almacenada a 4 °C, seca y oxidadà). Como muestras 
negativas CTE-1 y CTE-2, se utihzaron tejidos frescos de piantas de 
Cattle,ya sp. cultivadas en Cenicafé, procedentes de propagaciOn sexual 
in vitrode OrquIdeas Eva Ltda., probadas anteriormente en ELISAy 
microscopIa electrdnica. 

Este grupo de pruebas se dividid en tres subgrupos para evaluarlas en 
pares de Kits, (kits 13 y 14, 15 y 16, 17 y 18, uno para cada CyMVy 



otro Para ORSV, usando igual formato o diagrama de carga), procesados 
simuitáncamente. Sc utilizaron kits Agdia con peroxidasa como 
enzima. Para los dos primeros subgrupos o pares dci cuarto grupo de 
pruebas se conservaron los testigos y muestras de referencia antes 
citados. Para ci tercer par de kits (17 y 18), se utilizaron muestras 
adicionales de Catticyacomo referencia o testigos positivos (la N° 536 
y 540 Para ambos virus y Ia N° 461 y 462 Para CyMV). Además, se 
inciuyó una muestra de Chenopoclium quinoa cultivada en ci 
invernadero. 

Quinto grupo. Se evaiuó con los mismos kits comerciales Agdia, 
empicando fosfatasa alcalina como cnzima en vez de peroxidasa. La 
enzima fosfatasa alcalina se cvaiuó a una longitud de onda de 405nm, 
a diferencia de peroxidasa que se lee a 490nm, Para obtener asI los 
valores de absorbancia respectivos y por lo regular, genera coloraciones 
amarilias claras a la vista cuando la reaccidn es positiva. En este grupo 
también se evaluaron como muestras de referencia negativas o sanas 
las muestras CTE-1 y CTE-2, como muestra fresca con CyMV 
(CTVE) y como referencia Para CyMV y ORSV, la muestra 433 
(almacenada a 4°C, seca y oxidada). Dc igual forma como se efectuó 
Para ci cuarto grupo de pruebas, las 76 muestras evaluadas se dividicron 
en tres subgrupos yen tres pares de kits respectivos (kits 20y 21, 22 y 
23, 24y 25), uno Para cada virus, usando igual formato o diagrama de 
carga por par. Para los dos primeros subgrupos de este quinto grupos 
de pruebas no se efectuaron modificaciones a los testigos y muestras 
de refcrencia utilizados anteriormente. En ci tercer par de kits (23 y 
24), se adicionaron otras muestras de referencia, las muestras 536 y 
540 (aimacenadas a 4°C, secas y oxidadas, y Para CyMV y ORSV la 
461 y Ia 462 (almacenadas a 4°C, secas y oxidadas). Para CyMV se 
utilizó adcmás la 681, la cual indicó una aita posibilidad de presentar 
CyMV en pruebas de ELISA anteriores y segilin observaciones 
efectuadas en el microscopio electrónico de transmisión mediante 
tinción negativa, comprobando la presencia de un virus de partIculas 
alargadas fiexuosas. 

Sexto grupo. Se procesaron las muestras mediante los kits Agdia con 
fosfatasa alcalina, incluyendo 72 muestras agrupadas en tres subgrupos, 
cada uno con un par de kits (25 y 26, 27 y 28, 29 y 30), uno Para cada 
virus, con igual diagrama y forma como se realizaron las pruebas Para 
ci quinto grupo. 

Séptimo grupo. El uiltirno grupo de muestras evaluadas Para CyMV 
y ORSV mediante los kits Agdia con Fosfatasa alcalina, incluyó 72 
muestras, las cuales se dividieron en tres subgrupos Para procesarlas 
en tres pares de kits (kits 31 y 32, 33 y 34, .35y 36) con igual diagrama 
y forma como se efectuaron las anteriores pruebas. Para este grupo se 
utilizaron las mismas muestras de referencia o testigos que Para ci 
sexto grupo. 

Repetición adicional. Debido a inconsistencias, contaminaciones 
y/o dudas en algunos de los resultados obtenidos con la enzima 
fosfatasa alcalina, se reaiizó la repetición de las pruebas que utilizaron 
fosfatasa alcalina (principalmente los grupos quinto, sexto y séptimo), 
pero utilizando Para la repetición la enzima peroxidasa (7). 

Procedimientos ELISA. Los procedimientos utilizados en todos 
estos trabajos fueron los siguientes: 

Buffer de extracción: (1000 ml de buffer PBST 1X + 1,3 g de 
sulfito de sodio anhidro + 20g de poliviniipirrolidona PM. 10.000 - 
40.000 + 0,2g de azida de sodio + 2,Og de aibuimina pulvcrizada de 
huevo de polio + 20g de tween 20). Se ajusta a pH 7,4 7,6 y se 
almacena a 4°C. El buffer PBST 1X es el mismo utiiizado Para los 
lavados y se prcpara utilizando los 50ml de buffer PBST 20X provistos 
en ci kit, adicionando 950ml de agua destilada desionizada estérii. Para 
los dos primeros grupos se sustituyeron el sulfito de sodio por 
metabisulfito de sodio y la albuimina pulverizada por 4,Og de aibuimina 
fresca. Para ci tercer grupo de pruebas, se utilizaron la albuimina 
puiverizada de huevo grado II y ci sulfito de sodio. 

Extracción de la muestra: Consiste en macerar ci tejido vegetai en 
presencia del buffer de extracción, con ci fin liberar ci virus (partIcuia 
viral cubierta de proteIna) de las céiuias vegetales. La metodologIa básica 
recomienda extraer la muestra en tejido fresco en proporción 1:10 
(muestra: buffer), justo antes de serviria en los platos, Para evitar 
procesos de oxidación que pucden degradaria. Sin embargo, se hicieron 
las siguientes modificaciones: 

Para ci primer grupo de pru'ebas, ci material vegetai aimacenado en 
nevera a 4-5°C, oxidado y deshidratado, se cortó en pequenas porciones 
y se colocó en hidratación en ci buffer de extracción durante varias 
horas, conservando una reiación 1 : 10 (peso de la muestra: volumen 
buffer de extracción). Después de esta hidratación se realizó ci 
macerado en boisas piásticas individuaies utilizando el mortero. Para 
el segundo grupo de pruebas ci material oxidado y deshidratado se 
maceró inmediatamente antes de servirio en los piatos. A partir dci 
tercero hasta ci septimo grupo de pruebas, las muestras se conservaron 
a -20°C, con menor oxidación y deshidratación. Estas se maceraron 
inmediatamente antes de servirias en los piatos microtitulables, sin 
necesidad de rehidratarias en ci buffer de extracción. El macerado de 
las muestras inmediatamente antes de servirias en los piatos reduce ci 
efecto de taninos, fenoles y enzimas degradantes, que han causado un 
alto grado de oxidación en las muestras, ann estando éstas en 
condiciones de refrigeracion (11). 

Para la realización de varias de las pruebas ELISA (segundo grupo, 
Kits 5, 6, 7y 8), se adicionaron a la parte de la preparación de la muestra, 
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otro para ORSV, usando igual formato o diagrama de carga), procesados 
simuitáneamente. Se utilizaron kits Agdia con peroxidasa como 
enzima. Para los dos primeros subgrupos o pares dci cuarto grupo de 
pruebas se conscrvaron los testigos y muestras de refcrencia antes 
citados. Para ci tercer par de kits (17 y 18), se utilizaron muestras 
adicionaics de Cattleya como referencia o testigos positivos (la N° 536 
y 540 para ambos virus y la N° 461 y 462 para CyMV). Además, se 
inciuyó una muestra de Ghenopoclium quinoa cuitivada en ci 
invernadero. 

Quinto grupo. Sc evaluó con los mismos kits comerciales Agdia, 
empleando fosfatasa alcalina como enzima en vez de peroxidasa. La 
enzima fosfatasa alcalina se evaiuó a una longitud de onda de 405nm, 
a diferencia de peroxidasa que se ice a 490nm, para obtener asI los 
valores de absorbancia respcctivos y per lo regular, genera coloraciones 
amarillas ciaras a la vista cuando la reacción es positiva. En este grupo 
también se evaluaron como muestras de rcferencia negativas o sanas 
las muestras GTE-i y CTE-2, como muestra fresca con CyMV 
(CTVE) y como referencia para CyMV y ORSV,la muestra 433 
(aimacenada a 4°C, seca y oxidada). Dc igual forma como se efectuó 
para ci cuarto grupo de pruebas, las 76 muestras evaluadas se dividieron 
en tres subgrupos yen tres pares de kits rcspcctivos (kits 20y21, 22 y 
23, 24y 25), uno para cada virus, usando igual formato o diagrama de 
carga por par. Para los dos primeros subgrupos de este quinto grupos 
de pruebas no se efectuaron modifIcacioncs a los testigos y muestras 
de referencia utilizados anteriormente. En ci tercer par de kits (23 y 
24), se adicionaron otras muestras de referencia, las muestras 536 y 
540 (almaccnadas a 4°C, sccas y oxidadas, y para CyMV y ORSV la 
461 y la 462 (almacenadas a 4°C, secas y oxidadas). Para CyMV se 
utilizó además la 681, la cual indicó una aita posibilidad de presentar 
CyMV en pruebas de ELISA antcriores y segiin observaciones 
efectuadas en ci microscopio eiectrónico de transmisión mediante 
tinción negativa, comprobando la presencia de un virus de partIculas 
alargadas flexuosas. 

Sexto grupo. Sc proccsaron las muestras mediante los kits Agdia con 
fosfatasa alcalina, incluycndo 72 muestras agrupadas en tres subgrupos, 
cada uno con un par de kits (25 y 26, 27y 28, 29y 30), uno para cada 
virus, con igual diagrama y forma como se realizaron las pruebas para 
el quinto grupo. 

Séptimo grupo. El ñltimo grupo de muestras evaluadas para CyMV 
y ORSV mediante los kits Agdia con Fosfatasa alcalina, incluyó 72 
muestras, las cuales se dividicron en tres subgrupos para procesarlas 
en tres pares de kits (kits 31 y 32, 33 y 34, 35 y 36) con igual diagrama 
y forma como se efcctuaron las anteriorcs pruebas. Para este grupo se 
utilizaron las mismas muestras de rcfercncia o testigos que para ci 
scxto grupo. 

Repetición adicional. Debido a inconsistencias, contaminaciones 
y/o dudas en algunos de los resuitados obtenidos con la enzima 
fosfatasa alcalina, se rcalizó la repeticion de las pruebas que utilizaron 
fosfatasa alcalina (principalmente los grupos quinto, sexto y séptimo), 
pero utilizando para la rcpeticion la enzima peroxidasa (7). 

Procedimientos ELISA. Los procedimientos utilizados en todos 
estos trabajos fucron los siguientes: 

Buffer de cxtracción: (1000 ml de buffer PBST 1X + 1,3 g de 
sulfito de sodio anhidro + 20g de polivinilpirrohdona PM. 10.000 - 
40.000 + 0,2g de azida de sodio + 2,Og de aibümina pulvcrizada de 
huevo de polio + 20g de tween 20). Sc ajusta a pH 7,4 7,6 y se 
aimaccna a 4°C. El buffer PBST IX es ci mismo utilizado para los 
lavados y se prepara utilizando los 50m1 de buffer PBST 20Xprovistos 
en ci kit, adicionando 950ml de agua destilada dcsionizada estéril. Para 
los dos primeros grupos se sustituycron ci suifito de sodio por 
mctabisulfito de sodio y la albilimina pulvcrizada por 4,Og de aibiimina 
fresca. Para ci tercer grupo de pruebas, se utilizaron la albñmina 
puiverizada de huevo grado II y ci suifito de sodio. 

+ Extracción dc la muestra: Consiste en macerar ci tejido vegetai en 
prcscncia dcl buffer de extracción, con ci fin liberar ci virus (partIcula 
viral cubierta de protcIna) de las células vegetales. La mctodoiogIa básica 
recomicnda cxtraer la muestra en tejido fresco en proporción 1:10 
(muestra: buffer), justo antes de scrviria en los platos, para cvitar 
procesos de oxidación que pueden degradaria. Sin embargo, se hicicron 
las siguientes modificaciones: 

Para ci primer grupo de prubas, ci material vegetal aimacenado en 
nevera a 4-5°C, oxidado y dcshidratado, se cortó en pcquenas porciones 
y se colocó en hidratación en ci buffer de extracción durante varias 
horas, conscrvando una rclación I : iO (peso de la muestra: voiumcn 
buffer de extracción). Después de csta hidratación se rcalizó ci 
macerado en bolsas plásticas individuales utilizando ci mortero. Para 
ci segundo grupo de pruebas ci material oxidado y deshidratado se 
maccró inmediatamente antes de scrvirlo en los platos. A partir dci 
terccro hasta ci septimo grupo de pruebas, las muestras se conscrvaron 
a -20°C, con menor oxidación y dcshidratación. Estas se maceraron 
inmcdiatamcntc antes de servirias en los piatos microtitulables, sin 
necesidad de rehidratarlas en ci buffer de cxtracción. El macerado de 
las muestras inmcdiatamente antes de servirlas en los platos reduce ci 
efccto de taninos, fcnoics y enzimas degradantcs, que han causado un 
alto grado de oxidación en las muestras, aün estando éstas en 
condicioncs de rcfrigeracion (11). 

Para la rcalización de varias de las pruebas ELISA (segundo grupo, 
Kits 5, 6, 7y 8), se adicionaron a la partc de la preparación de la muestra, 



una etapa de "limpieza del extracto", donde por medio de la 
centrifugacion a 14.000rpm por 15 minutos a 4°C, en tubos eppendorf 
de 1 ,5ml se retiraron partIculas o fibras vegetales que estaban presentes 
en el macerado preparado con ci buffer de extracción. El retirar del 
extracto las fibras vegetales fue de gran ayuda, evitó ci taponamiento 
de las micropipetas y se suprimieron los residuos del fondo de los 
platos microtitulables, que podrIa habcr alterado las reacciones de 
desarrollo de color.A partir del tcrcer grupo de pruebas hasta ci séptimo 
y la repetición adicional, la limpieza por centrifugacion se rcahzó a 
3.500rpm durante 15 minutos y a 4°C, mejorando calidad del extracto 
obtenido. 

Como un ensayo sugerido por Riaño* en Cenicafé, en ci segundo 
grupo de pruebas se realizó una comparación entre una muestra fresca 
de C'attleya sp. sana (CTE) y dos muestras oxidadas almacenadas a 4°C 
durante distintos perIodos (muestras 240 y 433). Estas se somctieron 
a una filtración en columnas de sepharosa (cromatografIa de exclusion 
molecular), con la cual se retiró una alta cantidad de los fenoles del 
extracto vegetal, quedando en ci buffer de extracción las proteInas y 
partIculas virales. Esta prueba se efectuó con base en argumentos 
prácticos, donde teOricamente se planteO que los fenoles y demás 
proteInas oxidantes y degradantes que contienen los tejidos vegetales 
y con mayor razOn, las orquIdeas, pueden estar afectando la 
metodologla ELISA, adhiriéndosc a las proteInas y partIcuias virales 
(antIgenos) e impidiendo su reconocimiento al entrar en contacto con 
los antiduerpos depositados en ci fondo del plato. Por tal razón, es 
conveniente evitar que se produzcan y/o retirar del extracto la mayor 
cantidad posible de fenoles, quinonas, taninos y proteInas degradadas. 

El resultado de esta posible interferencia puede ser probabiemente 
falsos negativos, especialmente cuando la concentración del virus en 
la muestra es baja, o falsos positivos cuando la estructura de proteInas 
degradadas se hace compatible con los terminales de los antiduerpos, 
cnlazándose. 

PreparaciOn de controles positivos: Al vial provisto por ci Kit que 
contenIa extractos liofilizados de plantas, se le adicionaron 2,Oml del 
buffer de extracciOn y luego de mezciar muy bien el contenido, se 
dividió en alIcuotas de 120m!, suficientes para una celda del plato. Las 
alIcuotas rcstantes se almacenaron en tubos Eppendorf a —20°C. 

Diagrama de carga: Para ci ilenado de los platos compuestos por 
96 celdas (8 filasXl2 columnas), se sorteó aleatoriamente la ubicaciOn 
de las distintas muestras. Sc dispusieron dentro del sorteo de cada 

*Riaño  N. Cornunicación personal. 1998. 

plato, 3 a 4 controles positivos, 3 a 4 negativos (buffer de extracciOn), 
a! igual que 3 a 4 repeticiones por muestra en la totalidad de las pruebas, 
segfin ci nOmero de ellas por procesar. Dc igual forma se ubicaron 
muestras de referencia y otros controles, como se cxplicó antes en Ia 
descripción de los grupos de pruebas efectuadas. 

Adición de la muestra: Sc tomó ci plato microtitulable de 96 celdas 
que provee el kit y con los antisueros especIficos para cada virus, se 
sirvieron 100 - 120m1 del extracto dc la muestra por cada celda e igual 
volumen para los controles. Esto, cuando las celdas del plato ya vienen 
cubiertas con ci antisucro especIfico para ci virus. Sin embargo, se 
pueden adquirir los anticuerpos conccntrados, luego se diluycn 
diluidos en buffer carbonato de cubrimiento y se adicionar 1 OOpJ por 
celda, dejando incubar mInimo 4 horas en cámara hOmeda a 
temperatura ambicntc o toda la noche a 4°C. 

Primer lavado. Luego de esta incubación se vacian las celdas y se cfcctüa 
un lavado (4 a 6 veces) con PBST 1X, con el fin de retirar ci exceso de 
antisucro, quedando de esta forma cubierto ci fondo de la celda. 
Después de cubierto, ya se pueden servir las muestras. 

Primera incubación: Este plato servido con las muestras se incubO en 
cámara hilimeda por 2 horas a temperatura ambiente o por toda la 
noche a 4°C, con ci fin de que se enlacen las protcInas del virus con 
los anticucrpos ubicados en ci fondo de la celda. 

Conjugado cnzimático: Justo antes al primer lavado se prepard el 
solvente para ci conjugado enzimático (Componcntc MRS : Buffer 
PBST 1X en proporcion 1:4), siendo nccesarios 100 - 120m1 por celda 
(lOmi para el plato). Contando con ci solvente, se prcpard el conjugado 
enzimático de peroxidasa o de fosfatasa alcalina segiin ci caso, 
adicionando al solvente los componentes enzimáticos en proporciOn 
100:1 (lOOmi de solvente : lml de componentcs cnzimáticos). La 
prcparación de cstc conjugado se hizo inmcdiatamcnte antes de ser 
usado. 

Muestras y el lavado del plato utihzando ci buffer PBST 1X. Estc 
lavado se realizd entre 4 y 6 veces hasta dejar totaimente limpio el 
plato, cvitando ci derramamiento de muestras y buffer entre celdas, lo 
que contaminarIa y alterarla la prueba. Para ci primcro y segundo 
grupo de pruebas el lavado se rcalizd manualmcntc con micropipeta 
multiple de 8 puntas, mientras que a partir del tercer grupo de pruebas, 
éstc se hizo mediante ci inmunolavador de platos Biorad 1250, 
dcbidamente programado. 

Adicidn del conjugado cnzimático: Después del lavado, se 
adicionaron lOOml por celda del conjugado enzimático, ci cual es 
totalmcntc transparentc. 



una etapa de "limpieza del extracto", donde por mcdio de la 
ccntrifugacion a 14.000rpm por 15 minutos a 4°C, en tubos eppendorf 
de 15m1 se retiraron partIculas o fibras vegetales que estaban presentes 
en ci macerado prcparado con ci buffer de extracción. El retirar del 
extracto las fibras vegetales fue de gran ayuda, evitó ci taponamiento 
de las micropipetas y se suprimicron los residuos del fondo de los 
platos microtitulabies, que podrIa haber alterado las reacciones de 
desarrollo de color.A partir del tercer grupo de pruebas hasta el séptimo 
y la repetición adicional, la limpieza por ccntrifugacion se realizó a 
3.500rpm durante 15 minutos y a 4°C, mejorando calidad del extracto 
obtenido. 

Como un ensayo sugerido por Riaño* en Cenicafé, en ci segundo 
grupo de pruebas se realizó una comparación entre una muestra fresca 
de Catrlcya sp. sana (CTE) y dos muestras oxidadas almacenadas a 4°C 
durante distintos perIodos (muestras 240 y 433). Estas se sometieron 
a una filtración en columnas de sepharosa (cromatografIa de exclusion 
molecular), con Ia cual se retiró una aita cantidad de los fenoles del 
extracto vegetal, quedando en ci buffer de extracción las proteInas y 
partIculas virales. Esta prueba se efectuó con base en argumentos 
prácticos, donde teóricamcntc se planteO que los fenoles y demás 
protcInas oxidantes y degradantes que conticnen los tejidos vegetales 
y con mayor razOn, las orquIdcas, pucden estar afectando la 
mctodologIa ELISA, adhiriéndosc a las protcInas y partIculas virales 
(antIgenos) e impidiendo su reconocimiento al entrar en contacto con 
los anticuerpos depositados en ci fondo del plato. Por tal razón, es 
convcnicntc evitar que se produzcan y/o retirar del extracto la mayor 
cantidad posible de fenoles, quinonas, taninos y proteInas degradadas. 

El resultado de esta posibic interferencia puede ser probab!emente 
faisos negativos, cspccialmente cuando la concentración del virus en 
la muestra es baja, o falsos positivos cuando Ia estructura de proteInas 
degradadas se hace compatible con los terminales de los anticuerpos, 
enlazándose. 

Preparación de controles positivos: Al vial provisto por ci Kit que 
contenIa extractos liofilizados de plantas, se Ic adicionaron 2,Oml del 
buffer de extracción y lucgo de mezclar muy bien ci contenido, se 
dividió en alIcuotas de 120ml, suficientes para una celda del plato. Las 
a!Icuotas restantes se almacenaron en tubos Eppendorf a —20°C. 

Diagrama de carga: Para ci lienado de los platos compuestos por 
96 celdas (8 filas X 12 columnas), se sorteó aieatoriamentc la ubicación 
de las distintas muestras. Se dispusicron dentro del sortco de cada 

*Riano  N. Comunicacion personal. 1998. 

plato, 3 a 4 controles positivos, 3 a 4 negativos (buffer de cxtracciOn), 
al igual que 3 a 4 repeticiones por muestra en la totahdad de las pruebas, 
segOn ci ni'imcro de clias por procesar. Dc igual forma se ubicaron 
muestras de referencia y otros controles, como se expiicO antcs en la 
dcscripción de los grupos de pruebas efectuadas. 

Adición de la mucstra: Sc tomó ci plato microtitulabic de 96 celdas 
que provee ci kit y con los antisueros espccIficos para cada virus, se 
sirvieron 100 - 120ml del extracto de la muestra por cada celda e igual 
voiumcn para los controles. Esto, cuando las celdas del plato ya vienen 
cubiertas con el antisuero cspccIfico para ci virus. Sin embargo, se 
pucdcn adquirir los anticuerpos concentrados, luego se diluyen 
diluidos en buffer carbonato de cubrimiento y se adicionar lOOpJ por 
celda, dcjando incubar mInimo 4 horas en cámara hOmeda a 
temperatura ambicntc o toda la noche a 4°C. 

Primer lavado. Luego de esta incubación se vacian las celdas y se efectfla 
un lavado (4 a 6 veces) con PBST 1X, con ci fin de rctirar ci exccso de 
antisuero, quedando de esta forma cubierto ci fondo de la celda. 
Después de cubierto, ya se pucdcn scrvir las muestras. 

Primera incubación: Este plato scrvido con las mucstras se incubó en 
cámara hOmeda por 2 horas a tcmperatura ambiente o por toda la 
noche a 4°C, con ci fin de que se eniacen las protcInas del virus con 
los anticuerpos ubicados en ci fondo de la celda. 

Conjugado enzimático: Justo antcs ai primer lavado se preparO ci 
solvente para el conjugado cnzimático (Componente MRS : Buffer 
PBST 1X en proporcidn 1:4), siendo necesarios 100 - 120ml por celda 
(lOmi para el plato). Contando con ci solvente, se prepard ci conjugado 
cnzimático de peroxidasa o de fosfatasa alcalina segOn ci caso, 
adicionando al solvente los componentcs cnzimáticos en proporciOn 
100:1 (lOOml de solvente : imi de componentes cnzimáticos). La 
preparacion de cste con) ugado se hizo inmediatamente antes de ser 
usado. 

Mucstras y ci lavado del plato utihzando ci buffer PBST 1X. Estc 
lavado se realizO entre 4 y 6 veces hasta dejar totaimente limpio ci 
plato, evitando el derramamiento de muestras y buffer entre celdas, lo 
que contaminarIa y alteraria la prueba. Para ci primcro y segundo 
grupo de pruebas ci lavado se realizO manualmente con micropipeta 
mOkipic de 8 puntas, mientras que a partir del tercer grupo de pruebas, 
éste se hizo mediante el inmunolavador de platos Biorad 1250, 
debidamente programado. 

Adicidn del conjugado enzimático: Después del lavado, se 
adicionaron lOOmi por celda del conjugado enzimático, ci cual es 
totalmente transparcntc. 



Segunda incubación: El plato ileno con ci conjugado enzimático, 
se incubó por 2 horas en cámara hümeda y a temperatura ambiente. 

Preparación del sustrato: Pocos minutos antes de terminar la 
incubación y de efectuar ci segundo lavado se prepara ci sustrato. Para 
la enzima peroxidasa se utilizan OPD, requiriendo para lOml de la 
solución OPD diluida en buffer PBST, una cinta del sustrato adherido, 
dejándoia inmersa por un tiempo de 2-3 minutos aproximadamente 
hasta que la cinta toma una co!oración clara. Para la enzima fosfatasa 
alcalina se requiere PNI utilizando para la soiución PMP diluida en 
PBST, dos pastilias del sustrato. Tanto las soluciones buffers para OPD 
y PN1' como las cintas de OPD y pastas de PNP son provistos por los 
kits Agdia. La concentración de estos sustratos es de lmg/ml. Este 
sustrato diluido debe protegerse de la luz para evitar su degradacion y 
desarrollo de color, cnvolvicndo los recipientes en papel de aiuminio. 

Segundo lavado: Terminada la scgunda incubación con ci 
conjugado cnzimático, se reahza el segundo lavado del plato, repitiendo 
ci proceso de Ilenado con buffer PBST iXy ci vaciado de 4 a 6 veces, 
con los debidos cuidados para no derramar ci conjugado y los residuos 
de lavado de éste dntrc las celdas. 

Adición del sustrato: Seguidamentc se adicionan lOOm! del sustrato 
por ceida, incubándolo hasta ci momento de detener la rcacción en 
cámara hiimcda a temperatura ambientc. 

Detcnción de la rcacción: Después de 30 minutos para ci caso de 
peroxidasa y de 60 minutos para fosfatasa alcalina, la rcacción de 
dcsarroHo de color se suspcnde adicionando 50ti por celda de ácido 
suifñrico 3,0M para peroxidasa o de hidróxido de sodio iN para 
fosfatasa aicahna, ambos suministrados por los kits. 

Evaluación cualitativa: La primcra cvaluación se rcaiiza 
visualmente, dcterminando la prcsencia o auscncia de color amarillo 
(fosfatasa alcahna) o naranja (peroxidasa), en cada una de las ccldas, 
apreciando la mayor o menor intensidad en ci color, calificando de 
acuerdo con la siguicntc escala: 

- : Desarrollo de color Negativo, + : Intensidad icve en dcsarrolIo de 
color, + + : Intensidad moderada, + + + : Intensidad fuerte y ? 
Duda. La calificación dcbc haccrsc por dos cvaivadorcs cómo mInimo. 

Evaluación cuantitativa: Dc igual forma se realizó una cvaivación 
cuantitativa, haciendo iccturas en un cquipo lector de ELISA Biorad 
3550 uv a 490nm de longitud de onda para peroxidasa y 405nm para 
fosfatasa aicahna. Sc efcctuaron 3 lecturas aiternadas para obtener los 
promedios. 

El critcrio para dcfinir ci carácter positivo de una muestra en ELISA, 
se basó en ci factor de evaluación cuantitativo para los valores de 
absorbancia obtcnidos, aspccto en ci cuai la literatura no brinda claridad 
(56). Se pueden utilizar los factorcs de dos veces (Tx2) ci promedio 
de las absorbancias de los testigos sanos (34), tres veces (Tx3) (19), y 
hasta cuatro veces (Tx4) (33). Sc considcró como factor de cvaluación 
o umbral positivo-negativo, dos veces (Tx2) ci promcdio de las 
absorbancias de los testigos sanos o controlcs ncgativos (buffer de 
extracción B.E.). Sin embargo, en ci estudio de resuitados se tuvicron 
en cucnta los otros factores de cvaluación, cntre ellos los valores o 
rcsultados dudosos, aphcando conccptos de Hu et aL (32), donde 
valores de absorbancia mayores a 0,100 pueden considcrarsc como 
positivos (para este caso dudosos o por confirmar), sin dcjar de 
considcrar los factores de evaluación como se mcncionó 
anteriormente, y sobre todo, los valores de los negativos y de blancos 
(B.E.). 

MicroscopIa electrónica. En esta partc del diagnostico dcfinitivo 
de una muestra es muy importante contar con la microscopIa 
elcctrónica, ya que se puede confirmar la identidad del virus en cstudio. 
Además, sirve para probar los distintos controles positivos (muestras 
CTVE), los negativos (muestras CTE 1 y 2) y muestras de referencia 
(433, 540, 536, 553, 681, cntrc otras), utilizadas dcntro de las prucbas 
ELISA. Dc csta forma se certifica en cierta medida que hay consistencia 
del procedimiento inmunocnzimático con lo observado en las 
muestras en el microscopio. 

Las mctodologIas básicas cmpleadas en ci CIAT para la observación 
de estas muestras para tinción negativa y citopatoiogIa, fueron las 
mencionadas por Castaño eta]. (16) y Morales eta]. (42), dcscritas 
antcriormcnte. 
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Con el fin de conocer cómo afectan a los tejidos de las plantas los 
diferentes patogcnos y apoyar los proccsos de diagnóstico, se pueden 
utilizar técnicas de observación microscópica e histoldgicas (58). Se 
realizaron algunos trabajos generalcs en histologIa manual y de 
inclusion en resina, con el objetivo de observar los tejidos de distintos 
órganos de Cattleya sp., y de apreciar la prcscncia y el cfccto de 
dcterminados patogcnos sobrc éstos (Figuras 180 a 184). Los 
procedimientos cfectuados fueron: 



Segunda incubación: El plato licno con ci conjugado enzimático, 
se incubó por 2 horas en cámara hümeda y a temperatura ambiente. 

Preparación del sustrato: Pocos minutos antes de terminar la 
incubación y de efcctuar ci segundo lavado se prepara ci sustrato. Para 
la enzima peroxidasa se utilizan OPD, rcquiriendo Para lOmi de la 
soiución OPD diluida en buffer PBST, una cinta del sustrato adherido, 
dejándola inmersa por un tiempo de 2-3 minutos aproximadamente 
hasta que la cinta toma una coioración clara. Para Ia enzima fosfatasa 
alcahna se requiere PNF utilizando Para la soiución PMP diluida en 
PBST, dos pastillas del sustrato. Tanto las soluciones buffers Para OPD 
y PNI como las cintas de OPD y pastas de PNP son provistos por los 
kits Agdia. La concentración de cstos sustratos es de lmg/mi. Estc 
sustrato diiuido debc protegerse de la iuz Para evitar su degradacion y 
desarroilo de color, envoiviendo los rccipientes en papel de aiuminio. 

Segundo lavado: Terminada la scgunda incubación con ci 
coijugado enzimático, se reahza ci segundo lavado del plato, repitiendo 
ci proceso de ilenado con buffer PBST 1X y ci vaciado de 4 a 6 veces, 
con los dcbidos cuidados Para no derramar ci conjugado y los residuos 
de lavado de éste entre las ceidas. 

Adición del sustrato: Seguidamente se adicionan 100mi del sustrato 
por ceida, incubándoio hasta ci momento de detener la reacción en 
cámara hümeda a temperatura ambiente. 

Dctención de la reacción: Después de 30 minutos Para ci caso de 
peroxidasa y de 60 minutos Para fosfatasa aicalina, la reacción de 
desarroilo de color se suspende adicionando 50pJ por celda de ácido 
suifñrico 3,OM Para peroxidasa o de hidróxido de sodio IN Para 
fosfatasa aicahna, ambos suministrados por los kits. 

Evaivación cualitativa: La primera evaivación se reaiiza 
visuaimente, determinando la presencia o ausencia de color amarillo 
(fosfatasa aicahna) o naranja (peroxidasa), en cada una de las ceidas, 
aprcciando la mayor o menor intensidad en el color, calificando de 
acuerdo con la siguiente escala: 

- : Desarroflo de color Negativo, + : Intcnsidad ievc en desarroflo de 
color, + + : Intensidad moderada, + + + : Intcnsidad fuerte y ? 
Duda. La calificación debe hacerse por dos evaluadores cómo mInimo. 

Evaivación cuantitativa: Dc iguai forma se reahzó una evaivación 
cuantitativa, haciendo lecturas en un equipo iector de ELISA Biorad 
3550 uv a 490nm de longitud de onda Para peroxidasa y 405nm Para 
fosfatasa aicahna. Se efectuaron 3 lecturas aiternadas Para obtener los 
promedios. 

El criterio Para definir el carácter positivo de una mucstra en ELISA, 
se basó en el factor de evaivación cuantitativo Para los valores de 
absorbancia obtcnidos, aspecto en ci cuai la literatura no brinda claridad 
(56). Se pueden utilizar los factores de dos veces (Tx2) ci promedio 
de las absorbancias de los tcstigos sanos (34), trcs veces (Tx3) (19), y 
hasta cuatro veces (Tx4) (33). Se considcró como factor de cvaivación 
o umbral positivo-ncgativo, dos veces (Tx2) cl promcdio de las 
absorbancias dc los testigos sanos o controles negativos (buffer de 
extracción B.E.). Sin embargo, en ci cstudio de resultados se tuvieron 
en cuenta los otros factores de cvaivación, entre cHos los valores o 
resultados dudosos, aplicando conceptos de Hu Ct aJ. (32), dondc 
valores de absorbancia mayores a 0,100 pueden considerarsc como 
positivos (Para este caso dudosos o por confirmar), sin dejar de 
considerar los factores de evaivación como se mcncionó 
anteriormente, y sobrc todo, los valores de los negativos y de biancos 
(B.E.). 

MicroscopIa electrónica. En esta partc del diagnostico definitivo 
de una muestra cs muy importante contar con la microscopla 
electrónica, ya que se puede confirmar la identidad del virus en estudio. 
Adcmás, sirve Para probar los distintos controles positivos (muestras 
CTVE), los negativos (muestras GTE 1 y 2) y muestras de rcfcrcncia 
(433, 540, 536, 553, 681, entre otras), utihzadas dcntro de las pruebas 
ELISA. Dc csta forma se certifica en cierta mcdida que hay consistencia 
del procedimiento inmunocnzimático con io obscrvado en las 
muestras en ci microscopio. 

Las mctodologIas básicas empicadas en ci CIAT Para la obscrvación 
de cstas muestras Para tinción negativa y citopatoiogIa, fucron las 
mencionadas por Castaño etal. (16) y Morales et a! (42), descritas 
anteriormente. 

to [ob~ IA. 

Con el fin de conocer cómo afectan a los tejidos de las piantas los 
difercntcs patogenos y apoyar los procesos de diagnostico, se pueden 
utilizar técnicas de observación microscópica c histoiógicas (58). Se 
rcalizaron aigunos trabajos gencrales en histoiogIa manual y de 
inclusion en resina, con ci objetivo de obscrvar los tejidos de distintos 
Organos de Cattleya sp., y de apreciar la prescncia y ci efecto de 
detcrminados patogenos sobrc éstos (Figuras 180 a 184). Los 
procedimientos efectuados fueron: 
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Figura 186. 
a. Corte Fangitudinal de Ia baja de 

Cattleya trianaeidande se muestra Ia 
tatalidad de tejidas. b. Acercamienta 
del estama y cámara subestamática 

en el envés de Ia haja (400X) 
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Sc rcaiizaron cortcs transvcrsa-
ics y iongitudinaics cn forrna 
manual utiiizando bisturI o ci 
microtomo manual. Los 
tcjidos sc coicctaron y Sc 

conscrvaron cn toaiias de papci 
hürncdas para cvitar Ia 
dcshidratación. Lucgo, sc 
inscrtaron pcqucflas porcioncs 
sobre trozos dc haiso, corcho 
o zanahoria, utilizados corno 	J 
soportc. Los cortcs dc tcjidos .. 
vcgctalcs afcctados sc haccn 
dcspiazando cuidadosarncntc 
ia cuchilia, cortando tanto ci 
soportc corno Ia muestra, 
qucdando ci cortc sobrc Ia cuchilla 
Estos cortcs sc inoiltan cii lámina 
portaobjctos para ohscrvarios en c 
microscopio óptico de trasiuz 
utilizando coiorantcs corno ci azul dc 
lactofcnol. Esta técuica tamhjén s 
utiliza para ci cortc de cstructuras 
agrcgadas formadas por aigunos 
hongos, como picnidios y 
escicrocios. 

' Figura 184. 
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Corte transversal de 
un barde de una 

... . hoja can necrosis 

:- interna praducta de 
un mateada. 

Corno proccdimicnto histologico para niucstras scieccionadas y para 
un mayor dctaiic, sc utihzá Ia técnica de incIusián vegetai en rcsina 
Spurr (53), rcalizando cortcs en uitramicrátorno. Esta técnica es citada 
por Mcrccr y Bisbcrck (41), Váicz (66) y Camayo (14), y sc modificó 
para ci cstudio de los tcjidos de las orquIdcas de interés. Se utilizó 
para conoccr dctaliadamcntc los distintos componcntes de los tejidos 
de CdttleYdspp., como raIccs (Figura 185), hojas sanas (Figura 186) y 
haces vascuiarcs (Figura 188). Adcrnás, sc usó para ci diagnostico de 
agentcs fitopatógcnos (bongos cspcciairncnte) y los daños quc causan, 
comparando con tcjidos sanos. La utilización de csta metodoiogIa en 
orquIdcas cs citada parcial o totalrncntc por Curry (22), Stern eta]. 
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Figura 187. 
Corte langitudinal de Ia haja 

de Cattleya trianaei dande 
se abservan los tejidas del 

parénquima y el haz 
vascular central a. (100X) 

b. (400X) 

Figura 188. 
a. Corte transversal de Ia baja de 

Cattleya a. sana b. y c. Atectadas par 
el Colletotri chum sp. En tase inicial y 

avanzada (400X). 

(54), Hiruki eta]. (31) y Hanchcy eta]. (29). Esta técnica consta de los 
siguicntes procedimientos: 

Las muestras dc tej ido vcgctai a obscrvar sc coicctan y sc conscrvan 
momentáncamcnte en toalias de papci hurncdccido para evitar la 
dcshidratación. 

Para iniciar ci proccsamicnto sc obucncn suhmucstras, quc constan 

Figura 180. 
Corte transversal de una baja 
de Cattleya trianaei atectada 
por Collefotrichum sp. (50X) 

Figura 181. 
Corte transversal de un 
rrzoma de Cattleya trianaei 
sp, afectado por Fusarium 
sp. (50X). NOtese el micelia 
ntra e intercelular (200X) 

Figura 182. 
Corte transversal de una 
noja de Cattleya trianaei 
donde se muestra un 
acervula de Co/letotrichum 
expulsando masas de 
esparas. 

Figura 183. 
Corte transversal de una 
baja can necrasis 
epidermal, praducta de 
una mancha faliar. 
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Figura 182. 

zanahoria, utilizados como 	 Corte transversal de una 

	

soporte. Los cortes de tejidos 	 hoja de Cattleya trianaei 
vegetales afectados se hacen 	 donde se muestra un 

acérvulo de Co/let of ri chum 
va desplazando cuidadosamente 

expulsando masas de la cuchilia, cortando tanto ci 
soporte como la muestra 	

esporas.
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quedando ci corte sobre la cuchilia. 
Estos cortcs se montan en Iáminas 
portaobjctos para obscrvarios en el 
microscopio óptico de trasluz, 

a utilizando colorantes como ci azul de 	 Figura 183. 

lactofenol. Esta técnica tambifn se 	 Corte transversal de una 
hoja  con necrosis utiiiza para ci cortc de estructuras 	
epidermal, producto de 

	

agregadas formadas por aigunos 	[ 	 una mancha foliar. 
hongos, como picnidios y 
esclerocjos. 
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Como proccdimiento histoiogico para mucstras selcccionadas y para 
un mayor detaile, se utihzó la técnica de inciusión vegctai en resina 
Spurr (53), reaiizando cortes en uitramicrótomo Esta técnica es citada 
por Mercer y Bisberck (41), Véiez (66) y Camayo (14), y se modificó 
para ci cstudio de los tejidos de las orquIdeas de interfs. Se utilizó 
para conocer detailadamente los distintos componentes de los tejidos 
de Cattleyaspp., como raIces (Figura 185), hojas sanas (Figura 186) y 
haces vascuiares (Figura 188). Adcmás, se usó para ci diagnostico de 
agcntes fitopatógcnos (hongos especiaimente) y los daños que causan, 
comparando con tejidos sanos. La utihzación de esta metodologIa en 
orquIdeas es citada parciai o totaimcnte por Curry (22), Stern craL 

Figura 185. 
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a. el haz vascular central 

(xilema y floema) b. Células del 
parenquima y la capa 

de vela men 

l ..:. 
.. 

Figura 186. 
a. Corte longitudinal de la hoja de 

Cattleya trianaeidonde se muestra la 
totalidad de tejidos. b. Acercamiento 	$ 
del estoma y cámara subestomática 

en el envés de la hoja (400X) 

(54), Hiruki ctaL (31) y Hanchey etal. (29). Esta técnica consta de los 
siguientes procedimientos: 

Las muestras de tcj ido vegetai a observar se coiectan y se conservan 
momentáneamente en toalias de papcl humcdccido para evitar la 
deshidratación. 

Para iniciar ci procesamiento se obtienen submuestras, que constan 

Figura 187. 
Corte longitudinal de la hoja 

de Cattleya trianaei donde 
se observan los tejidos del 

parOnquima y el haz 
vascular central a. (100X) 

b. (400X) 

Figura 188. 
a. Corte transversal de la hoja de 

Cattleya a. sanab. y c. Afectadas por 
el Co/let otri chum sp. En tase inicial y 

avanzada (400X). 



de porciones de tejido de 1 a 2 mm2, cortadas en sentido transversal y 
longitudinal. Estas submuestras en ci caso de tejidos enfermos deben 
tener parte sana y parte enferma. 

Las submuestras se colocan en viales para exponcrias al fijador 
Karnowsky (paraformaldehido 8%, solución amortiguadora cacodilato 
de sodio 0,1M y giutaraldehido 70% en proporciones 12:23:2, 
respectivamente); por un tiempo mInimo de 12 horas a 4°C. El tiempo 
máximo de almacenamiento en este compuesto es de 3 mescs. 

Luego de la fijación se efectña un lavado con tampon de cacodilato 
de sodio 0,1 M por un tiempo de 15 minutos, en agitación y a 4°C. 

Seguidamente se realiza una nucva fijación en ci compuesto de 
Millonig (SoluciOn fosfato monobásico de sodio 2,26% + soiuciOn 
hidróxido de sodio 2,52% + soluciOn glucosa 5,4% , en proporciones 
41,5 : 8,5 : 5, respectivamente) a un pH de 7,4 y un tiempo de 24 
horas. 

Se realiza un nuevo lavado con tampon de cacodilato de sodio 
0,1M por un tiempo de 15 minutos, en agitación y a 4°C. 

Inmediatamente dcspués del lavado, se realiza la postfijación de 
las muestras sometiéndolas a una SoluciOn de tetraOxido de osmio 
(0s04) al 1% durante 1 hora en agitación y a 4°C (compuesto 
extremadamente t6xic0 y que debe protegerse de la luz). 

En forma seguida se realiza un tercer lavado con cacodilato 0,IM 
durante 15 minutos en nevera y en agitación. 

Las muestras se someten a un proceso de deshidrataciOn, 
efectuando cambios en soluciones de etanol del 25%, 50%, 75%, 90% 
y 100% en este orden, con una duración de 15 minutos en cada cambio. 
La deshidratación se compiementa con dos cambios en acetona, con 
duración de 15 minutos cada uno. Este procedimiento puede realizarse 
a temperatura ambiente y sin agitación. 

Una vez deshidratadas las muestras, se realiza la infiitraciOn o 
preimbibición, exponiendo los tejidos a 3 cambios en mezcias de 
resina-acetona en relaciones 1:3, 1:1 y3:l, respectivamente además 
de dos cambios en resina al 100%, con una duración de una hora en 
cada cambio, en agitación y a 4°C. 

La resina Spurr utilizada es un poiImero insoluble en agua, compuesto 
por una mezcla en relación 10:6:26:0,4 de ERL (resina), DER 
(endurecedor), NSA y DMAE-1 (aceleradores). Esta resina Spurr 
(Polysciences) es de baja viscosidad. 

Posterior a la infiltración, se irlcluyen las muestras en moldes con 
resina al 100%, durante 24 a 48 horas a 60°C, para obtener una adecuada 
poiimerización. 

Los cubos endurecidos, se moldean en forma piramidal, retirando 
con bisturI parte de la resina que rodea la muestra. 

Para la realización de los cortes semifinos, se utilizan cuchillas de 
vidrio triangulares cortadas con un equipo dotado de una punta de 
diamante, cuchillas a las cuales se les construyc una piscina o solapa 
con cinta plateada o plástica, seilada en la parte inferior con esmalte y 
que se llenó con agua destilada estéril. 

Con ci ultramicrótomo se realizan los cortes semifinos (0,1-0,51.Im), 
utilizando un ángulo de corte de 15 a 20° de la cuchilla respecto a la 
muestra, a una velocidad de corte de Smm/seg, aproximadamente. Los 
cortes de la muestra quedan sobre ci agua destilada y sc recolectan 
con ayuda de un pincel fino. 

Los cortes se colocan en láminas portaobjetos de vidrio para teflirlos 
con azul de toluidina o azul de lactofenol por 1-2 minutos. Luego ci 
colorante se lava con agua destilada y las láminas secas se observan al 
microscopio Optico de traslur. 
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Es definitivo para cuaiquier trabajo de reconocimicnto y sobre todo 
para un proceso de diagnOstico, tomar la muestra adecuada, con calidad 
y cuidado apropiados. Por tal razOn, para las muestras de problemas 
con posibie origen entomolOgico, se incluyO tanto al organismo plaga 
como ci tejido vcgctai que presentaba ci daño, tanto en su etapa iniciai 
como final, cuando fue posible. 

La recolecciOn de muestras abarca los distintos nichos ecolOgicos y 
ambientes donde habitan los artrOpodos y moluscos plagas, como son 
los sustratos y los diferentes Organos de la pianta que pueden verse 
afectados. La recolecciOn de las muestras se realiza mediante inspecciOn 
de piantas que presentan una aparicncia anormal o una sintomatologIa 
parecida a lo descrito en la literatura para ataques de insectos piagas, o 
51 se evidencia la presencia del posibie causante. 



de porciones de tejido de I a 2 mm2, cortadas en sentido transversal y 
longitudinal. Estas submuestras en ci caso de tejidos enfermos deben 
tener parte sana y parte enferma. 

Las submuestras se colocan en viales para exponerias a! fijador 
Karnowsky (paraforma!dehjdo 8%, soiución amortiguadora cacodilato 
de sodio 0,1M y giutaraldehido 70% en proporciones 12:23:2, 
respectivamente); por un tiempo minimo de 12 horas a 4°C. El tiempo 
máximo de almacenamiento en este compuesto es de 3 meses. 

Luego de la fijación se efectüa un lavado con tampon de cacodilato 
de sodio 0,1 M por un tiempo de 15 minutos, en agitación y a 4°C. 

Seguidamente se realiza una nueva fij ación en ci compuesto de 
Millonig (So!ución fosfato monobásico de sodio 2,26% + solución 
hidróxido de sodio 2,52% + solución giucosa 5,4%, en proporciones 
41,5 : 8,5 : 5, respectivamente) a un pH de 7,4 y un tiempo de 24 
horas. 

Se realiza un nuevo lavado con tampon de cacodilato de sodio 
0,1M por un tiempo de 15 minutos, en agitación y a 4°C. 

Inmediatamente después del lavado, se realiza la postfijación de 
las muestras sometjéndolas a una so!ución de tetraóxjdo de osmio 
(0s04) a! 1% durante 1 hora en agitaciOn y a 4°C (compuesto 
extremadamente t6xic0 y que debe protegerse de la luz). 

En forma seguida se realiza un tercer lavado con cacodilato 0,IM 
durante 15 minutos en nevera y en agitación. 

Las muestras se someten a un proceso de deshidratación, 
efectuando cambios en soluciones de etano! del 25%, 50%, 75%, 90% 
y 100% en este orden, con una duración de 15 minutos en cada cambio. 
La deshidratación se complementa con dos cambios en acetona, con 
duración de 15 minutos cada uno. Este procedimiento puede realizarse 
a temperatura ambiente y sin agitación. 

Una vez deshidratadas las muestras, se realiza la infIltración o 
preimbibición, exponiendo los tejidos a 3 cambios en mezclas de 
resina-acetona en relaciones 1:3, 1:1 y3:l, respectivamente además 
de dos cambios en resina a! 100%, con una duración de una hora en 
cada cambio, en agitación y a 4°C. 

La resina Spurr utilizada es un polImero insoluble en agua, compuesto 
por una mezcla en relación 10:6:26:0,4 de ERL (resina), DER 
(endurecedor), NSA y DMAE-1 (aceleradores). Esta resina Spurr 
(Polysciences) es de baja viscosidad. 

Posterior a ia infiltración, se iriciuyen las muestras en moides con 
resina ai 100%, durante 24 a 48 horas a 60°C, para obterier una adecuada 
polimerizaciOn. 

Los cubos endurecidos, se moldean en forma piramidal, retirando 
con bisturl parte de la resina que rodea la muestra. 

Para la reaiización de los cortes semifinos, se utilizan cuchillas de 
vidrio triangulares cortadas con un equipo dotado de una punta de 
diamante, cuchillas a las cuales se les construye una piscina o solapa 
con cinta plateada o plástica, seflada en la parte inferior con esmalte y 
que se flenO con agua destilada estéril. 

Con ci uitramicrOtomo se realizan los cortes semifinos (0,1-0,5Jim), 
utilizando un ánguio de corte de 15 a 20° de la cuchilla respecto a la 
muestra, a una velocidad de corte de Smm/seg, aproximadamente. Los 
cortes de la muestra quedan sobre ci agua destilada y se recolectan 
con ayuda de un pincel fino. 

Los cortes se colocan en láminas portaobjetos de vidrio para teflirlos 
con azul de toluidina o azul de lactofenol por 1-2 minutos. Luego ci 
colorante se lava con agua destilada y las láminas secas se observan al 
microscopio optico de trasluz. 

Recovviie/do t4O14Oto60 
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Es deuinitivo para cualquier trabajo de reconocimiento y sobre todo 
para un proceso de diagnOstico, tomar la muestra adecuada, con calidad 
y cuidado apropiados. Por tal razOn, para las muestras de probiemas 
con posibie origen entomoiogico, se incluyó tanto al organismo piaga 
como ci tejido vegetal que presentaba ci daflo, tanto en su etapa inicial 
como final, cuando fuc posihie. 

La recoiección de muestras abarca los distintos nichos ccologicos y 
ambientes donde habitan los artruipodos y moluscos plagas, como son 
los sustratos y los diferentes órganos de la planta que pueden verse 
afectados. La recolección de las muestras se realiza mediante inspecciuin 
de plantas que presentan una apariencia anormal o una sintomatologla 
parecida a lo descrito en la literatura para ataques de insectos plagas, o 
si se evidencia la presencia del posible causante. 



Para la recolccción de las muestras se hace la desinfestación de las 
herramientas como se plantco antcriormentc en las generalidades del 
rcconocimicnto fitopatologico, teniendo en cuenta que en éstos 
pueden transmitirse patógenos como virus, bacterias y hongos. 
Para la colección y manipulación de los inscctos plagas se describen 
diversos procedimientos gcnerales en documentos básicos (13, 40, 64, 
63). Sc utilizó cljamco con red entomologica, frascos aspiradores para 
la captura de individuos de tamaño medio y pequeflo de poca movilidad 
y de difIcil o ricsgosa manipulación. Para aquellos individuos de alta 
movilidad o que son muy susceptibles a estropearse con la 
manipulación y transporte vivos, se utilizaron recipientes letales con 
5ml del lIquido mortal volátil (acetato de etilo o xylol), el cual se 
depositó en el fondo, para formar una cámara letal absorbente. También 
viales con soluciones de alcohol ctIlico y agua destilada en diferentes 
concentraciones, de acuerdo al grupo taxonómico a! que pertenccen 
los insectos por preservar temporalmente y/o transportar, 
especialmente los que posecn tejidos blandos y/o son estados 
inmaduros (13). El transporte de las muestras se rcalizó en neveras 
cerradas de icopor. 

Aquellas muestras en las cuales se encontraban el agente causante en 
el interior de los tcjidos, se colocaron en frascos jaula con tapa de 
malla para permitir el desarrollo del ciclo y obtención de los estados 
adultos. Las muestras vegetalcs y los organismos colectados 
separadamente se ubicaron en recipientes y/o bolsas individuales. Cada 
muestra se rotuló y se describió en los empaques y formatos respectivos 
para lievarlos a! laboratorio. 
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El sistema de codificación es importante para manejar ordenadamente 
la totalidad de las muestras recolectadas. Se usó ci sistema de codigos 
utilizado para los problemas con posible origen patológico 
(Reconocimiento Fitopatologico), modificando las casillas asignadas 
con las letras DyE, donde sc registró el codigo del tipo de problema a 
estudiar. Para eSte caso se asignaron los codigos descritos en la Tabla 
60, basados en los daflos generalcs causados registrados en la revision 
bibliográfica. 

Como se mencionó en ci reconocimiento frtopatologico, para la 
realizacjOn de los análisis estadIsticos, estos códigos pueden cambiar, 
pero no se varIan las clasificaciones de los problemas. Estos codigos 
numéricos o alfanuméricos permitiron sistematizar y construir bases 
de datos con cada uno de los problemas de intcrés y agilizar el manejo 
e interpretaciOn en el laboratorio. AsI mismo, se facilitó ci análisis e 
intcrpretación de los resultados obtenidos. La codificación propuesta 
de cada muestra fue la siguiente: 

Tabla 60. Codificación para los dislintos problenias con posible origen entomologico. 

Raices Barrenadas 50 

Mutiladas 51 

con chupadores 52 

Rizomas Barrenados 53 

Mutilados 54 

con chupadores 55 

Pseudobulbos Barrenados 56 

Mutilados 57 

con chupadores 58 

Hojas Barrenadas 59 

Mutiladas 60 

con chupadores 61 

con raspaduras 62 

Botones Barrenados 63 

Mutilados 64 

con chupadores 65 

con raspaduras 66 

Flores Mutiladas 67 

con chupadores 68 

con raspaduras 69 

Alteraciones del sustrato 70 

Otros de Indole EntomolOgico 71 

A y B 	: Codigo del cultivo o predio. 
C 	 : Código de la especie hospedante. 
D y E 	: Codigo del problcma. 
F, G, H, I 	: Código de la muestra. NOmero de orden. 
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Se tomaron las muestras vegetales afectadas ylos individuos colectados 
vivos y muertos y se observaron en el estereomicroscopio para 
determinar la presencia y las caracterIsticas generales de los posibles 
organismos causantes de los daños. Dc igual manera, se realizó una 
identificación parcial de Ordenes a los cuales puede pertenecer el 



Para la recolección de las muestras se hace la desinfestacjón de las 
herramientas como se planteo anteriormente en las generalidades del 
reconocimiento fitopatologico, teniendo en cuenta que en éstos 
pueden transmitirse patógcnos como virus, bacterias y hongos. 
Para la colección y manipulación de los insectos plagas se describen 
diversos procedimientos generales en documentos básicos (13, 40, 64, 
65). Se utilizó cljameo con red entomologica, frascos aspiradorcs para 
la captura de individuos de tamaño mcdio y pequefio de poca movilidad 
y de difIcii o riesgosa manipulación. Para aquellos individuos de alta 
movilidad o que son muy susccptibies a estropearse con la 
manipuiación y transporte vivos, se utilizaron rccipicntes letales con 
5m1 del lIquido mortal volátil (acetato de etilo o xylol), el cual se 
depositó en ci fondo, para formar una cámara letal absorbente. También 
viales con soluciones de alcohol ctIlico y agua destilada en diferentes 
conccntracioncs, de acuerdo al grupo taxonómico al que pertenecen 
los inscctos por preservar temporaimente y/o transportar, 
especialmcnte los que poseen tejidos blandos y/o son estados 
inmaduros (13). El transporte de las muestras se rcalizó en nevcras 
cerradas de icopor. 

Aquellas muestras en las cuaics se encontraban el agentc causante en 
e1 interior de los tejidos, sc colocaron en frascos jaula con tapa de 
malla para permitir ci desarrollo del ciclo y obtcnción de los estados 
adultos. Las muestras vegetalcs y los organismos colectados 
separadamente se ubicaron en recipientes y/o bolsas individuales. Cada 
muestra se rotuló y se dcscribió en los empaqucs y formatos respectivos 
Para lievarlos al iaboratorio. 
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El sistema de codificación es importante para manejar ordenadamente 
la totalidad de las muestras recolectadas. Sc usó el sistema de codigos 
utilizado para los problemas con posibie origdn patologico 
(Reconocimiento Fitopatologico), modificando las casillas asignadas 
con las letras D yE, donde se registró el codigo del tipo de probiema a 
estudiar. Para este caso se asignaron los codigos descritos en la Tabla 
60, basados en los daños gencralcs causados registrados en la revision 
bibliografica. 

Como se mencionO en ci reconocimiento fitopatologico, para la 
realización de los análisis estadIsticos, estos códigos pueden cambiar, 
pero no se varIan las clasificaciones de los problemas. Estos códigos 
numéricos o alfanuméricos permitiron sistematizar y construir bases 
de datos con cada uno de los problemas de interés y agilizar ci manejo 
c intcrprctación en ci laboratorio. AsI mismo, se facihtó ci análisis c 
interprctación de los resultados obtenidos. La codificación propuesta 
de cada muestra fue la siguicnte: 

labia 60. 	Codificaciôn para los distintos problemas con posible origen entomológico. 

PROBLEMA ijs]i]1e11 
Raices Barrenadas 50 

Mutiladas 51 

con chupadores 52 

Rizomas Barrenados 53 

Mutilados 54 

con chupadores 55 

Pseudobulbos Barrenados 56 

Mutilados 57 

con chupadores 58 

Hojas Barrenadas 59 

Mutiladas 60 

con chupadores 61 

con raspaduras 62 

Botones Barrenados 63 

Mutilados 64 

con chupadores 65 

con raspaduras 66 

Flores Mutiladas 67 

con chupadores 68 

con raspaduras 69 

Alteraciones del sustrato 70 

Otros de Indole Entomologico 71 

A y  B 	: Codigo del cultivo o prcdio. 
C 	 : Código de la especic hospedante. 
D y E 	: COdigo del problema. 
F, G, H, I 	: Codigo de la muestra. NOmero de ordcn. 

I A  I B  I C  I D I E I F I G I H I — 1  
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Sc tomaron las muestras vcgctalcs afectadas ylos individuos colectados 
vivos y muertos y se observaron en el estcrcomicroscopio para 
dctcrminar la prcscncia y las caractcrIsticas gencrales de los posibles 
organismos causantes de los danos. Dc igual mancra, se realizO una 
identificación parcial de órdenes a los cuales pucdc pertenecer ci 



especimen en estudio, con la ayuda de publicaciones generales de 
entomologIa y claves. 

Las muestras de piantas con la plaga en su interior se disecaron bãjo ci 
cstcreoscopio para extraer ci estado perjudicial y conservarlo en 
soluciones alcohóhcas o reahzar ci correspondiente montaje para la 
identificación posterior. Los individuos colectados vivos se 
mantuvieron en frascos o recipientesjauiasjunto con ci tejido vegetal, 
hasta su procesamiento. Sc utilizaron las condiciones y normas para 
ci etiquetado (de campo, colección c identificación) y aimacenamiento 
de los especImenes (13, 40). Esta información de las etiquetas 
temporales adicionada a la obtenida en ci momento de la toma de la 
mucstra y ci respectivo procesamiento se recopiló en formatos 
convencionaics y en bases de datos para ser consuitadas y utihzadas 
en ci análisis de Ia información. Posteriormentc, esta información se 
inciuye en la etiqueta dentro de la colección de consulta. 

Coeq,.cic%t k Medfag  

Para la conservación temporal de cstos organismos colectados se 
utilizaron aigunas de las técnicas ya mencionadas en ci procesamiento 
de las muestras, como lo son frascosjauias, frascos piásticos, viaies, 
boisas, etc. También se preservaron especImenes en viales con 
soiuciones de alcohol etIlico en diferentes conccntraciones, de acuerdo 
al grupo taxonómico al cual pertenecIa ci organismo por aimaccnar 
(13), conservándolas en refrigeracion. Las muestras de material vegctal 
con insectos adheridos como las escamas ya muertas, se conscrvaron 
en bolsas de papei, en nevcra a 4-5°C. Finalmcnte, la mayor parte de 
los especImenes obtenidos de las muestras se depositaron en cajas de 
colección debidamente adecuadas y etiquetadas, protegidas de la 
humedad, dci calor, de insectos y de hongos, los cuales afcctan las 
colecciones. 
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Se realizaron observaciones al estercomicroscopio y al microscopio, 
se utilizaron documentos y ciaves especiaiizadas para las distintas 
jerarquIas taxonómicas hasta familia y género y de acuerdo a la Iiteratura 
disponible, hasta espccic. Cada especImen se identificó con los 
correspondientes códigos y ctiquctas, siguiendo las normas 
cstabiecidas, como se planteó anteriormente en la parte respcctiva al 
procesamiento y lo necesario para ci anáiisis de información. La manera 
ideal es coritar dcntro dcl equipo de trabajo con la suficiente 
documcntación y la experiencia para determinar lo más acertadamente 
posible estas muestras. Sin embargo, es recomendable y dependiendo 

de los recursos y exigencias dcl cstudio que se está lievando a cabo, 
consultar en colecciones propias (Cenicafé) ya a ccntros de referencia 
y/o especialistas en las distintas familias. 

En Cenicafé se seleccionaron por su importar1cia algunas muestras de 
cspccImcncs obtenidos de Cattleya spp., y se enviaron a centros de 
refcrencia internacional (CABI Bioscience UK Centre - International 
Institute of Entomology TIE, Ingiaterra) y nacional (Colección de 
entomologIa, Universidad Nacional de Colombia sede MedellIn), para 
su respectiva dctcrminación, en lo posible hasta especic. 

En la Figura 189 se presenta ci flujograma de actividadcs para toda la 
investigación. 
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Figura189. Flujograrna de actividades. 
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especimen en estudio, con la ayuda de pubiicacioncs generales de 
entomoiogIa y ciavcs. 

Las muestras de piantas con la plaga en su interior se disecaron bajo el 
estercoscopio para extraer ci estado perjudiciai y conservarlo en 
soluciones aicohóiicas o rcaiizar ci correspondiente montaje para la 
identificacidn posterior. Los individuos colectados vivos se 
mantuvieron en frascos o rccipientesjaulasjunto con ci tcjido vegetal, 
hasta su procesamiento. Se utilizaron las condicjones y normas para 
ci etiquetado (de campo, coiección e identificación) y aimacenamiento 
de los especImenes (13, 40). Esta información de las etiquetas 
temporales adicionada a ia obtenida en ci momcnto de la toma de Ia 
muestra y ci respectivo procesamiento se recopiió en formatos 
convencionales y en bases de datos para ser consuitadas y utilizadas 
en ci anáiisis de la informacjón. Posteriormente, csta información se 
incluye en la etiqueta dentro de la coiección de consulta. 

Coecva064 4e ei* 

Para la conservación temporal de estos organismos colectados se 
utilizaron algunas de las técnicas ya mencionadas en ci procesamiento 
de las muestras, como lo son frascosjaulas, frascos piásticos, viaies, 
boisas, etc. También se preservaron espccImenes en viaies con 
soluciones de alcohol etIiico en diferentes conccntraciones, de acuerdo 
al grupo taxonómico al cual pertenecIa ci organismo por almacenar 
(13), conservándolas en refrigeracion. Las muestras de material vegctai 
con insectos adhcridos como las escamas ya muertas, se conservaron 
en boisas de papei, en nevcra a 4-5°C. Finalmcnte, la mayor parte de 
los especImenes obtenidos de las muestras se depositaron en cajas de 
colección dcbidamente adecuadas y etiquetadas, protegidas de la 
humedad, del calor, de insectos y de hongos, los cuales afectan las 
coiecciones. 
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Se reahzaron observaciones al estereomicroscopio y al microscopio, 
se utilizaron documentos y claves especiahzadas para las distintas 
jerarquIas taxonómicas hasta famiiia y género y de acuerdo ala iiteratura 
disponibie, hasta especie. Cada especImen se identificó con los 
correspondientes códigos y etiquctas, siguiendo las normas 
estabiecidas, como se plantcó anteriormente en la parte respectiva al 
procesamiento y lo nccesario para ci análisis de información. La manera 
ideal es contar dentro dcl cquipo de trabajo con la suficiente 
documentación y la experiencia para determinar lo más acertadamcnte 
posible estas muestras. Sin embargo, es recomendable y dependiendo 

de los recursos y exigencias dci estudio que se está llcvando a cabo, 
consultar en coiecciones propias (Cenicafé) ya a centros de referencia 
y/o especiahstas en las distintas famihas. 

En Ccnicafé se seieccionaron por su importancia algunas muestras de 
cspecImenes obtenidos de Catticya spp., y se enviaron a centros de 
refercncia internacional (CABI Bioscience UK Centre - International 
Institute of Entomology lIE, Ingiaterra) y nacional (Coiección de 
entomoiogIa, Universidad Nacionai de Colombia sede MedcilIn), para 
su respectiva determinación, en lo posibie hasta espccie. 

En la Figura 189 se presenta ci flujograma de actividades para toda la 
investigación. 
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