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Este apéndice o anexo metodolégico, incluye los procedimientos
utilizados para la realizacién del «Reconocimiento e identificacién de
enfermedades y plagas en Cattleyas colombianas», efectuado por Angel
y Tsubota (4, 5), en Cenicafé. Los materiales y los métodos que a
continuacién se describen son procedimientos generales de comtn
utilizacién en los diagndsticos fitosanitarios. Sin embargo, para el caso
de las orquideas, éste es un ejemplo de las metodologias 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 el anilisis estadistico de la informacién, como es el
caso del Prediagnéstico, informacién que se recopila antes y durante la
ejecucién de la visita.

Esta parte metodoldgica estd dividida en:
Reconocimiento fitopatologico.

Caracteristicas, recoleccién y manejo de las muestras.
¢ Preseleccién, clasificacién y codificacion de problemas.

Hongos

¢ Aislamiento y cultivo de hongos fitopatégenos.
+ Metodologia general.
+ Metodologias especificas.
Conservacién de hongos.
Pruebas de patogenicidad.
+ Aspectos Generales.
+ Fusarium spp.
+ Colletotrichumspp.
+ Botryodiplodiaspp.
+ Trchoteciumspp..
+ Pestalotiasp.
¢ Material vegetal para las pruebas de patogenicidad.
+ Etapa de laboratorio.
+ Etapa de endurecimiento.
+ Etapa de vivero.
Aislamiento de los patégenos inoculados.
Identificacién.

Bacterias

¢ Aislamiento y cultivo de bacterias fitopatdgenas.

+ Metodologia general.

+ Metodologia especifica para la Identificacion Parcial.
¢ Conservacién de bacterias.
¢ Pruebas de patogenicidad.



Aislamiento de las bacterias inoculadas.
¢ Identificacién.

Nematodos

¢ Extraccién y montaje de nematodos.
+ Aspectos generales:

Virus

* Determinacién de la presencia y diagnéstico previo de virus.
+ Aspectos generales.
+ Plantas indicadoras.
+ Inoculaciones mecinicas en plantas indicadoras.
+ Primera inoculacién.
+ Segunda inoculacién.
+ Tercera inoculacion.
+ Cuarta inoculacién.
+ Microscopia electrénica de transmisién.
* Identificacién de virus CyMV y OSRV mediante ELISA.
+ Aspectos generales.
+ Pruebas y Procedimientos.
+ Primer grupo.
+ Segundo grupo.
+ Tercer grupo.
+ Cuarto grupo.
+ Quinto grupo.
+ Sexto grupo.
+ Séptimo grupo.
+ Repeticién adicional.
+ Procedimientos ELISA.
+ Microscopfa electrénica de transmision.

Histologia
*Método manual.
*Inclusién vegetal en resina Spurr y cortes el ultramicrétomo.
Reconocimiento entomolégico
*Caracterfsticas, recoleccién y manejo de las muestras.
*Preseleccién, clasificacién y codificacién de problemas.
*Procesamiento de artrépodos en el laboratorio.
*Conservacién de muestras y artrépodos.

*Determinacién y/o Identificacion.

Literatura citada




Reconocimiento ‘}liJrOF&\JrOlO'%MO.

Caraderislicas, recoleccion y manefo de las mueshas

Se recolectaron 6rganos de la planta con tejido enfermo y tejido sano
circundante, incluyendo la mayor cantidad posible de muestra vegetal
con los diversos estados de la enfermedad. También se tomaron
muestras testigo (tejidos sanos), para observar si se presentaban
cambios o alteraciones producto de la coleccién, transporte y
manipulacién, que puedan desviar el procesamiento de las muestras
(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 orgdnicos ¢ inorginicos, etc., que
favorecen el crecimiento de organismos saprofiticos, o que afectan el
crecimiento del agente causante. Las muestras del sistema radical
afectado por un problema de posible origen patolégico incluyen tanto
las rafces como el sustrato en el que crecen o estin en contacto
(rizésfera). Lo anterior permite que en los procesos de aislamiento se
puedan obtener patégenos como hongos, bacterias y nematodos que
tienen su nicho ecoldgico en esta zona, al igual que organismos
saprofitos que pueden o no perjudicar el crecimiento y desarrollo de
la planta (43, 45, 46, 47, 57, 60). En cl caso de plantas con posible
presencia de un agente viral, se recolectan hojas jévenes y sintomaticas
totalmente desarrolladas o maduras de dichas plantas. En algunos casos
se incluyeron las plantas completas dentro de la muestra, para asi
disponer del material suficiente en el diagndstico y seguimiento del
problema. Las muestras de orquideas se tomaron con herramientas
desinfestadas con hipoclorito de sodio entre 2y el 5%, o con etanol al
90%: ademis, se flamearon en mecheros de alcohol de 90% antes y
después de hacer los cortes en las plantas para esterilizar y cauterizar
las heridas (32, 36). Las medidas antes mencionadas sirven para evitar
la contaminacién de muestras y diseminaciéon de patégenos en el

cultivo (57, 60).

Las muestras se empacaron para evitar su contaminacién y deterioro.
Se utilizaron materiales limpios, secos, desechables, como el papel de
aluminio, las bolsas de papel y las bolsas plasticas, debidamente
rotuladas. En la manipulacién y el transporte se utilizaron recipientes
(neveras o cajas de icopor), con o sin refrigerantes, para reducir la
humedad yla temperaturay reducir el riesgo el material recolectado.
Las muestras se empacaron individualmente y se almacenaron en
neveraa 4-5°C, 6 en lugares frescos, bien limpios, aireados y protegidos
de la accién directa del calor, la humedad y las radiaciones (15, 55,
57). Las muestras posiblemente infectadas de virus que se someterian
a ELISA, se almacenaron a -20°C para evitar la oxidacion, proceso
que ocurre ficilmente en tejidos de orquideas.
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Freseleccién, clasificacion Y codificacion de problemas.

Para ordenar la descripcién y procesamiento de las muestras en ol
campo y en el laboratorio y orientarlas hacia determinados
procedimientos de diagnéstico se establecieron cédigos para los
distintos tipos de problemas en estudio, facilitando su manejo ordenado
(15, 55). De forma cualitativa se agruparon aquellas muestras con
sintomas similares, y con base en la informacién bibliogrifica se
clasificaron y codificaron los problemas con posible origen patolégico
(Tabla 58).

Para la realizacién de los anilisis estadisticos estos c6digos pueden
cambiar, pero no se varfan las clasificaciones de los problemas. Al
establecer c6digos numéricos o alfanuméricos se pueden sistematizar
y construir bases de datos con cada uno de los problemas de interés y
agilizar el manejo e interpretacién en el laboratorio (4 3,4, 7). La
codificacién propuesta de cada muestra se realizé de la siguiente
manera:

AyB : Cédigo del cultivo o predio.

& : Codigo de la especie hospedante.

DyE : Cédigo del problema.

F G, H,I : Cédigo de la muestra. Ndmero de orden.

Tabla 58. Codificacion utilizada para los distintos problemas con posible origen patolégico

PROBLEMA CODIGO

Pudriciones himedas 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
Alteraciones del sustrato o medio 11
Otros,pr_oblemas de indole 12
patoldgico



Los cédigos de las especies hospedantes estudiadas fueron:

ESPECIE CODIGO
Cattleya aurea.

Cattleya mendellr.

Cattleya quadricolor:

Cattleya schroderae.

Cattleya trianaet.

Cattleya warscewiczil.

Cattleyaspp. (desconocida colombiana)

g wage

Houngos
Aislamiento y cullivo de hongos {Hopatéieuos.

Metodologia general. Para este tipo de investigaciones se acudid a
adaptaciones de varias de las técnicas de diagndstico reconocidas con
el fin de establecer un s6lo procedimiento de trabajo en el laboratorio.
Se utilizaron entonces los siguientes procedimientos para el aislamiento
y cultivo de hongos fitopatégenos basados en Ia literatura disponible
(15,23, 54, 55, 57, 58, 60, 62).

¢ Realizar observaciones al estereomicroscopio del drea enferma
para determinar la presencia de estructuras vegetativas o fructiferas
de hongos.

¢ Cortar pequenos trozos de 0,5cm aproximadamente, de manera
que la porcién incluya tejido enfermo y tejido sano donde estd activo
el patégeno.

¢ 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) segtin la
sintomatologia presentada por la muestra. Estos medios se preparan
previamente, se pueden acidificar con dcido lictico (40%) hasta tener
un pH de 4,5 a 5,0 para reducir el crecimiento de bacterias
contaminantes o no acidificarlos, caso en el cual el pH es de 5,52 6,0.
La siembras se realizan en dreas asépticas y en camaras de flujo laminar
para evitar contaminaciones.

¢ Ubicar las cajas con medio de cultivo sembradas y selladas con
vinilpel en el laboratorio o cuarto de crecimiento para incubarlas a
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23-25°C, con periodos de luz artificial de 12 horas aproximadamente.
Las colonias obtenidas se sefalan y codifican para su aislamiento y
purificacion.

Para la identificacion parcial de los géneros de los hongos aislados se
utilizan claves especializadas (9, 21, 30). Como fase inicial de la
conservacion de organismos propuesta para los cultivos puros se¢
pueden realizar siembras de los aislamientos en viales con medio de
cultivo para utilizarlos como inéculo en las pruebas de patogenicidad
y/o almacenamiento. En el caso de problemas como manchas foliares
y otros en los que se pudieron apreciar de manera evidente las
estructuras del hongo, se realizaron montajes temporales de placas
cony sin colorantes (azul de lactofenol), para la observacion de dichas
estructuras al microscopio. Igualmente, se pueden realizar cortes en
micrétomo manual para determinar la presencia de estructuras en los
tejidos de la muestra. La identificacién para algunas muestras se realizé
de manera ripida para establecer el género y se inici6 el proceso de
aislamiento y cultivo como antes se explicé. Las muestras que no
presentaron estructuras del hongo al observar en estereoscopio se
someticron a condiciones de cimara hiimeda en caja Petri pléstica,
durante 5 o 10 dfas para promover el crecimiento y esporulacién de
los hongos. Para hongos de manto o fumaginas ¢l diagnéstico ¢
identificacion se hace directamente por medio de observacion de placas
al microscopio, por su facilidad en el mancjo al desprenderse la pelicula
micelial superficial que las forma.

Metodologias especificas. Como no existen téenicas o
procedimientos adaptados o aplicables para todos los microorganismos
al mismo tiempo, se utilizaron algunas metodologias especificas
adicionales a las descritas en forma general, que sirven para obtener y
mantener en cultivo determinados géneros de hongos que garantizan
en lo posible un adecuado diagnéstico, identificacién y cultivo.
Después de verificar la pureza de los aislamientos algunos de estos
géneros identificados se cultivan en los siguientes medios especificos:

Medio CLA (Hojas de clavel agar). Medio especifico para Fusarium
sp., utilizado para la identificacién de especies, activacion de la
patogenicidad y produccién de esporas viables. Existe una preparacion
bisica (27), pero se pueden hacer cambios de acuerdo con las
necesidades o recursos disponibles, como se hizo en este trabajo
modificando el proceso de desinfestacion de las porciones de hojas de
clavel. Con este propésito se desinfestaron en hipoclorito de sodio al
0,5% durante 1 minuto y posteriormente se enjuagaron con agua
destilada estéril por 2 minutos. También se probé un medio con 40g
de hojas de clavel maceradas (sin filtrar) y 20g de agar por litro de
agua: ¢l crecimiento del hongo en este medio fue muy similar al medio

CLA normal.



Sustrato Trigo. Este sustrato consta de semillas de trigo contenidas en
proporcién de volumen 1:1 (trigo : agua destilada estéril) y esterilizados
en autoclave. Se utiliza para la reactivacion de la patogenicidad de
aislamientos de Fusarrum a utilizar en las prucbas de patogenicidad.
Este sustrato también sirve como medio para el incremento de este
hongo.

Medio CM (Medio Colletotrichum). Especifico parala produccion de
conidias de Colletotrichum sp. Se colocan los cultivos bajo condiciones
de 12 horas de exposicién a limparas de luz negra. Sin embargo, se
puede modificar la técnica al no realizar esta incubacién, manteniendo
los cultivos en las condiciones ambientales del laboratorio. Los
componentes y la preparacion de este medio son citados por Gil (28).

Conservacion de hongog.

Para el almacenamiento de hongos cultivados se utilizé la conservacion
en aceite mineral. La viabilidad de los hongos asi conservados — debe
evaluarse periédicamente por la heterogeneidad en el crecimiento y
desarrollo en los medios de cultivo, adicionado esto a los procesos de
identificacion parcial de los mismos (26, 51, 52). En trabajos de
diagnéstico es recomendable realizar las prucbas de patogenicidad para
hongos ya identificados de manera consecutiva, sin recurrir a los
hongos almacenados para no perder viabilidad y patogenicidad de
aislamiento fingico durante los subcultivos o en el almacenamiento.

En este trabajo se efectuaron algunos procesos de almacenamiento
temporal, mas no se evalué su viabilidad en ¢l tiempo utilizando el
siguiente procedimiento: los cultivos puros activos y maduros de los
microorganismos de interés se sembraron en tubos de ensayo de 25ml
con estrias cortas o en viales de 6,0ml que contenfan medio de cultivo.
Luego, el aceite mineral o parafina liquida (0,83 a 0,89 de gravedad
especifica), se esterilizé a 15 libras de presion y 121°C durante 15
minutos.

Después de enfriado el aceite se adiciond a cada tubo hasta un nivel de
lecm por encima de la superficie del medio cultivado de manera
indirecta, evitando el arrastre brusco del microorganismo. Este tubo
con el hongo en aceite se localizé en el laboratorio a temperatura
ambiente o refrigerado a 4°C.

De manera alterna, se puede utilizar un método de conservacion de
microorganismos utilizando viales con agua destilada estéril, donde
se depositan las estructuras vegetativas (micelio) y fructiferas (conidias
o esporas) del hongo. Estos viales herméticamente cerrados se



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

fruebas de Fm‘ogamcldaé

Aspectos Generales. Para confirmar si un hongo aislado de alguna
lesién o disturbio era el verdadero causante del mismo, debian
cumplirse los postulados de Koch, los cuales son aplicables a algunos
de los organismos estudiados (2, 59). En esencia, estos postulados
indican que el hongo debe aislarse y cultivarse puro en medios
artificiales, luego se debe inocular en plantas de la misma especie de
donde se aislé y reproducir los mismos sintomas a los originales,
pudiendo posteriormente reaislarse 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 cajade Petri se
les adicion6 agua destilada estéril, agitando suavemente con un asa
para incorporar el hongo. La suspensién se deposité en un tubo de
ensayo esterilizado, con 0,5ml de Tween 80 por 100ml de suspensién
para dispersar estructuras, se tapd y se almacené en nevera a 4-5°C. A
cada suspension fiingica se le determing la concentracién de esporas
mediante el conteo en hemocitémetro (cimara de Neubauer) antes
de la inoculacién (59, 62). Las plantas u Organos por inocular se
desinfestaron previamente con alcohol al 70% vy se enjuagaron varias
veces con agua destilada estéril. A su vez, se colocaron tratamientos
testigos donde se utilizé el mismo procedimiento descrito
anteriormente, reemplazando la suspensién fiingica por agua destilada
estéril. Cada metodologfa para la inoculacién de cada uno de los
aislamientos se debe practicar minimo en dos plantas de orquideas, al
igual que los testigos de agua destilada estéril.

Teniendo en cuenta la procedencia del microorganismo aislado, en
cuanto al 6rgano que afecta y las caracteristicas biolégicas 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 suspensién sobre heridas hechas
en el 6rgano por infectar en la planta. Luego estas plantas se ubicaron
en cimara himeda para favorecer el crecimiento del hongo inoculado,
la expresion de sintomas y el desarrollo de los signos del patégeno. La
evaluacién de la presencia de sintomas y signos se hizo constantemente
hasta los 60 dfas después de inoculados en las plantas. Simultineamente
con la inoculacién de las suspensiones fiingicas, se establecieron




controles de germinacién y de viabilidad de las esporas y/o micelio
utilizados. Estos controles se efectuaron depositando gotas de la
suspension flingica en liminas portaobjetos colocadas dentro de cajas
de Petri estérilizadas como cidmaras htimedas. Estas laminas se
evaluaron posteriormente al microscopio, donde se registré la presencia
de tubos germinativos y/o hifas del micelio del hongo utilizando como
colorante el azul de lactofenol. De acuerdo con los géneros de hongos
por inocular se debe consultar en la literatura la forma de penetrara la
planta, las concentraciones de esporas o micelio, las condiciones
ambientales y el tiempo requerido para producir enfermedad. En
Cenicaf¢ se realizaron pruebas para algunos hongos fitopatégenos,
teniendo en cuenta las siguientes caracteristicas:

Fusarium spp. Se hicieron inoculaciones para 35 aislamientos, donde
para cada uno de ellos se emple6 una planta con su repeticién para las
distintas suspensiones del mismo aislamiento. Las concentraciones
utilizadas fueron la recomendada por Turner and Van Alfen (63), (6x10*
esp/ml), y la concentracién obtenida al realizar en forma directa la
suspension. Algunos aislamientos se inocularon usando el crecimiento
obtenido sobre los granos de trigo y en otros, se utiliz6 el crecimiento
de la caja de Petri, ubicindolos directamente sobre las heridas
efectuadas. También se realizaron pruebas con ambos tipos de inculo
para algunas de las inoculaciones.

Colletotrichum spp. Se inocularon 52 aislamientos utilizando la
siguiente metodologia: suspension de esporas del hongo en agua
destilada estéril centrifugada dos veces a 3.000rpm durante dos
minutos, cambiando el agua sobrenadante entre centrifugaciones (28).
Esto se efecttia para eliminar autoinhibidores de germinacion. Después
de esta centrifugacion se realizé el conteo de esporas y el ajuste de la
concentraciéon a 5 x 10° esp/ml. También se realizaron inoculaciones
de suspensiones fungicas de algunos aislamientos integrados
principalmente por micelio, y para otros aislamientos utilizaron ambas
metodologias.

El método de inoculacién fue el mismo utilizado para la inoculacién
de Fusarium, en el cual se hacen heridas.

Botryodiplodia spp. De este hongo se inocularon 2 aislamientos
utilizando porciones del micelio cultivado en medio artificial. El
micelio se ubicé directamente sobre la herida efectuada en el 6rgano
inoculado. Se utiliza cuando no es posible hacer las suspensiones en
agua destilada por la produccién reducida de picnidios y esporas en el
medio de cultivo.

Trichotecium spp. Se inocularon 2 aislamientos de este hongo
empleando suspensiones con una concentracion de 5x10° esporas/ml.
Se inocularon hojas mediante la técnica de puncion.




Pestalotia sp. De igual forma que el anterior hongo se inoculé un
aislamiento de éste en hojas de Cattleya sp., utilizando una suspension
de 5x10° esporas/ml.

Macrophoma sp y Alternaria sp. Se inoculé un aislamiento para cada
uno, empleando micelio cultivado en medio artificial. El primero de
ellos se inoculé en C. trianaeiy el segundo en C. mendelii. Ambos se
habian obtenido de manchas foliares.

Pnalerial vr;ga\lal paa las chbae de fmlos‘micléaé.

Para verificar la patogenicidad de los microorganismos de interés
mediante inoculaciones, se deben utilizar plantas de las mismas especies
de las cuales se aislaron. Para este caso se utilizaron Cattleya aurea, C.
quadricolor, C. mendelii, C. schroderae, C. trianaery C. warscewiczii,
obtenidas por el vivero Orquideas 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 (hojas y pseudobulbos),
obtenidos 7.2 vitro en el laboratorio. Dichas plantas se transportaron a
las instalaciones de Planalto de Cenicafé en Chinchini, Caldas y se
ubicaron en “casas de mallas” con la debida anticipacion, para la
aclimatacién y adaptacién a las condiciones donde se realizaron las
pruebas.

Etapa de laboratorio. Las semillas de las seis especies del género
Cattleya se sembraron en el laboratorio 9 - 12 meses después de la
polinizacién 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 germinacién se realizaron
dos transplantes para obtener plintulas ideales, aptas para llevarlas a
condiciones de vivero. Las plintulas de tamafio éptimo se
caracterizaron por tener raices funcionales sanas y vigorosas, 4-6
primordios foliares, hojas mds jévenes con una longitud de 2-3 cm y
una altura de 3 a 4cm. La duracién de la etapa fluctud entre 18 y 24
meses. (Figura 176-177).

Etapa de endurecimiento. Las plintulas extraidas de los frascos se
sembraron en bandejas con marco de madera y un fondo de malla
metdlica o en materos pldsticos en forma comunitaria. Se utilizé como
sustrato una mezcla de corteza de pino pitula picada en tamafio fino
(0.5-1cm) y corteza de coco picado finamente (0,5-1cm) en proporcién




1:1. Las plantulas sembradas se ubicaron sobre mesas con luminosidad
del 50%, humedad del 90% en la noche y 50% en el dfa'y temperaturas
nocturnas de 18°C y diurnas de 30°C, en promedio. En el manejo de
las plantulas el riego manual se realiz6 de acuerdo con la humedad del
sustrato cn el transcurso del dfa, intensificindose en verano y
reduciéndose en invierno. Se utilizé un fertilizante de férmula 30-
10-20-4, aplicado en forma liquida en concentracién de 0,1% p/v,
semanalmente. No se utilizaron cimaras htimedas y/o los sistemas de
nebulizacién para el endurecimiento de plantulas como se requiere
normalmente en la adaptaciéon al campo, ya que las plintulas se
transplantaron de los frascos en una fase avanzada, con estructuras
foliares y radicales en pleno funcionamiento que permitieron una
rapida adaptacién.

Etapa de vivero. Se individualizaron las plantas cultivadas en forma
comunitaria. Se hizo el mismo mancjo que en ¢l vivero y en el
momento del transplante se desinfestaron las plintulas con un
fungicida protector (Mancozeb 1g/L) en aspresién e inmersién en el
insecticida clorpirifos (Lorsban 1ml/L), adicionindole 5ml/L de aceite
agricola . Se utilizé el sustrato de corteza de pino patula (Prnus patula)
de tamafio medio (1-2cm) y “capacho” de coco (Cocos nucifera) de
tamafio medio en proporcién 2:1. Las plantas sembradas se colocaron
en mesas dentro del vivero bajo las mismas condiciones de
luminosidad, temperatura y humedad antes mencionadas. Se
realizaron de 2 a 3 aplicaciones de riego semanal en veranoy de 1a2
en invierno.

Se hizo similar fertilizacién que en
la etapa de endurecimiento. La
frecuencia de transplante dependié

Figura 176. / e dc la adaptacion y del crecimiento de
Laboratorio in vitro Y : la planta, la cual no fue homogénea
en Orquideas Eva.

Figura 177.
Planta de Cattleya
trianaei in vitro

Figura 178.
Cattleyas en
“Casa de

Mallas” } .

en las seis especies, pero si similar.
Para evitar los posibles problemas
sanitarios durante ¢l proceso de
adaptacion de las plantas y la realizacion
de las pruebas en las condiciones de
Cenicafé, se trasladaron a la «casa de
. mallas» que tenfa las siguientes
A A — condiciones: temperatura maéaxima
il 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
relativa mixima del 100%, promedio de
humedad relativa minima del 30%,
humedad relativa media del 75% en
promedio y luminosidad interna de un




40 a 60% respecto al exterior. Se efectuaron limpiezas periédicas de
pisos y paredes de la “casa de mallas” (Figura 178) y del cuarto de
moculaciones, con agua, jabon ¢ hipoclorito de calcio. Igualmente se
tuvo un mancjo preventivo para las pricticas de cultivo sobre estas
plantas.

Alslamiento de los Fa‘régauos inoculados

Para dar cumplimiento al cuarto postulado de Koch, se reaislaron los
patogenos inoculados (aislamicentos de hongos), de aquellas plantas
de Cattleyaspp., que manifestaron los sintomas de la enfermedad y los
signos del patégeno en las prucbas de patogenicidad. Dichos
aislamientos se cfectuaron una vez finalizadas las pruebas de
patogenicidad; por tanto, se utilizaron las mismas metodologias
empleadas para el aislamicento de hongos fitopatégenos descritas en la
etapa de procesamiento.

Identificacién. Paralaidentificacion definitiva del género de los hongos
que resultaron patégenicos en las prucbas realizadas se utilizaron claves
especializadas (9, 21, 30) de acuerdo al grupo taxonémico del hongo
por identificar. Ademds, se recurri6 a la informacion bibliogrifica.

Bacterios
Aislamiento y cullivo de bacterias fitopatoseunas.

Metodologia general. Teniendo en cuenta los aspectos generales
en cuanto a la toma y mancjo de las muestras dado anteriormente, se
inici6 el proceso de aislamiento, recurriendo a procedimientos
generales (15, 45,47, 55, 49, 62).

¢+ Se efectuaron observaciones al estereoscopio para determinar la
presencia de exudados u otra sintomatologfa caracteristica.

* Seseleccionaron porciones de la muestra, que incluyeran estados
iniciales de la infeccidn, cortando porciones més pequenas de 0,5 a
lem de largo. Estas se sometieron a los procedimientos de
desinfestacion y de lavado descritos para hongos. En algunos, se omitié
la utilizacion del hipoclorito de sodio al 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.

* Lassiembras de pequenas porciones de tejido vegetal afectado, se
efectuaron asépticamente en el medio de cultivo bacteriolégico general




Agar Nutritivo (AN) esterilizado y servido en cajas Petri, al igual que
en los otros medios generales utilizados para hongos, 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 purificacién 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 identificacién
inicial de géneros comunes de bacterias fitopatdgenas (49), que se
explica en forma general a continuacién.

Metodologia especifica para la identificacion parcial. Consiste
en la utilizacion de medios de cultivo diferenciales en forma sistemitica,
para la determinacién de bacterias con antecedentes fitopatégenos. La
identificacién depende del crecimiento positivo o negativo de la
bacteria en los medios, resultando el género al cual puede pertenecer
la misma (Figura 179).

- Tincién Gram +
Erwinia Coryneform
Xanthomonas Bacillus
Pseudomonas Clostridium
Agrobacterium Streptomyces
+ Colonias amarillas en agar YDC - -+ Formacién endosporas -
Xanthomonas 2 Pseudomonas Bacillus Coryneform
Erwinia Erwinia Clostridium ® Streptomyces
' Agrobacterium
. Pigm. fluorescentes : : .
-+ Crecim. en agar MS - + EnmedioKB - + Crecim. Aer6bico - + Micelio aéreo -
Erwinia  Xanthomonas  Pseudomonas  Erwinia Bacillus Clostridium Streptomyces Coryneform
- . Agrobacterium
Pseudomonas

Crecim. con orificio
+ enagar CVP -

Erwinia Agrobacterium ©
Pseudomonas®

+ Crecim. en agar D-1 -
Agrobacterium Pseudomonas

Figura 179. Representacion esquematica de la metodologia para la identificacion de géneros comunes de bacterias
fitopatogenas (49).

2 Colonias usualmente mucoides.
° Las células de Clostridium que contienen esporas son hinchadas, mientras que las células de Bacillus no lo son.
¢ Algunas especies de Agrobacteriumy Pseudomonas pueden producir hoyos profundos en CVP.




Adicional a los aislamientos de bacterias obtenidos directamente de
las siembras en AN, se aislan, purifican e identifican aquellos
crecimientos bacteriales que se presentaron en las siembras de tejidos
enfermos en los medios de cultivo generales (PDA, HMA y AV-8),
utilizados para el aislamiento de hongos fitopatégenos. Se tuvo en
cuenta que una misma sintomatologfa expresada por la planta puede
deberse al ataque de hongos y/o bacterias.

La tincién de Gram es la primera técnica empleada para determinar si
una bacteria es fitopatdgena, ya que éstas son Gram negativas en los
géneros registrados (Pscudomonas, Xanthomonas, Agrobacterium'y
Erwinia). Se recomienda su complemento con la prueba en solucién
de KOH al 3% para separar las bacterias segtin su filancia y definir
bien el tipo de Gram. De esta manera se seleccionan cuiles son los
aislamientos de bacterias por almacenar y por utilizar en las pruebas
de patogenicidad, en los medios diferenciales y en las prucbas
bioquimicas.

Existen en el mercado dispositivos o kits para la identificacién de
bacterias, especialmente aquellas de importancia clinica (humana o
animal) ¢ industrial. Uno de éstos es el BBL Crystal para la
identificacién de enterobacterias no fermentativas y puede utilizarse
en el caso de géneros fitopatégenos como técnica adicional a las
metodologfas planteadas por Schaad (49), para clasificar género. Se
empled entonces una prueba de éstas, donde el sistema en mencién
consto de una serie de paneles que contienen 30 sustratos bioquimicos
y enzimaticos deshidratados que reaccionan al depositar la muestra.

El procedimiento para su uso es el descrito en el manual que provee el
sistema, pero se modificd la concentracién de la suspensién de colonias
en el tubo de fluido de inéculo BBL Crystal, ajustando la turbidez al
grado 5 en laescala de Mc Farland. Para complementar la metodologfa
basada en el empleo de los medios diferenciales, se efectuaron pruebas
bioquimicas en el CIAT para algunos aislamientos, que apoyan la
identificacion de género, principalmente (6, 7). Para ello se realizaron
pruebas de crecimiento anaerébico, produccién de acetona, levan,
licuefaccién de gelatina, degradacién o utilizacién de aztcares
(Trehalosa, D-Lactosa, Mannitol, Sorbitol, Glucosa, Celobiosa,
Inositol, Rhamnosa), pruebas de catalasa y oxidasa, pudricién de papa
y produccién de gases (49).

Conservacion de las bacterias.

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




aceite mineral o glicerol y papel filtro con suspensiones bacteriales,
entre otros. Sin embargo, en Cenicafé se utilizaron las suspensiones
en agua destilada estéril y refrigeradas, como principal método de
conservacién temporal y en menor grado, el método de cubrir los
cultivos con aceite mineral, ambos descritos en el capitulo de hongos.

fruehas de f:a’rogenloldad.

En este caso también se deben cumplir los postulados de Koch, ya
que las bacterias permiten ser aisladas y cultivadas en medios
artificiales, luego se inoculan para reproducir sintomas y pueden
aislarse de los tejidos enfermos inoculados (2, 59). Las prucbas de
patogenicidad se realizaron siguiendo los procedimientos basicos.

Para estos microorganismos se efectuaron 14 pruebas de patogenicidad
(4, 5)y posteriormente otras 34, utilizando los aislamientos purificados
y cultivados (6, 7). Algunos de estos aislamientos ya estaban
identificados en su género; sin embargo, también se realizaron
inoculaciones de aislamientos a los cuales s6lo se les conocia que eran
Gram negativos, previos a la identificacién del género para agilizar el
procedimiento de las pruebas de patogenicidad. Si éstas eran positivas
se procedia al reaislamiento y a la identificacién del género, repitiendo
la prueba de patogenicidad.

Se realizaron las inoculaciones mediante la técnica de puncién o de
heridas y utilizando la inyeccién en hojas y/o pseudobulbos, para
permitir la penetracion del patégeno. La suspensién bacteriana se
preparé en tubos de ensayo con agua destilada estéril y se ajustd en su
concentracién al grado de opacidad 2 en la escala de McFarland o
mediante ajuste espectrofotométrico, para obtener por diluciones,
suspensiones de aproximadamente 6x10"a 1x10% células/ml (46, 63).

Para la inoculacién de las superficies vegetales se desinfestaron con
alcohol del 70% utilizando el mismo procedimiento descrito para las
pruebas con hongos, utilizando siempre utensilios y jeringas
esterilizadas. Igualmente, se ubicaron las plantas inoculadas en bolsas
plasticas con toallas de papel humedecido con agua destilada estéril,
durante 15 dfas y periodos de luz - oscuridad de 12 horas cada uno,
brindando las condiciones adecuadas para el crecimiento de las
bacterias y la manifestacion de los sintomas (cimara hiimeda). Los
tratamientos testigo s¢ inocularon con agua destilada estéril. Para cada
aislamiento inoculado se utilizaron minimo dos plantas con distintas
concentraciones, como en las pruebas para hongos. Las observaciones
y evaluaciones se hicieron cada 3 dias durante 2 semanas. También se
utilizaron cimaras htimedas del CIAT, a 26-28°C, con humedad



relativa cercana al 100% y luz oscuridad en forma alterna, con el fin
de acelerar la aparicién de sintomas. Otra técnica rdpida empleada para
probar la patogenicidad de algunos aislamientos de bacterias se realizé
en hojas desprendidas sanas de Cattleya sp., que se ubicaron sobre
liminas portaobjetos esterilizados dentro de cajas de Petri esterilizadas,
como cdmara himeda. Las hojas se inocularon con la suspensién
bacteriana mediante puncién o herida y se evalué diariamente la
aparicion de manchas y pudriciones. El material vegetal empleado
tuvo como origen el vivero Orquideas Eva Ltda., propagado por via
sexual 772 vitro, con una edad entre 12 y 24 meses, totalmente sano.

Aislamiento de |as backerias inoculadas.

Para cumplir con el 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 metodologias empleadas para el
aislamiento inicial descritas en la ctapa de procesamiento.

Jdendificacion.

Se utiliz6 la metodologia basica (49), con la cual se pueden identificar
los géneros de bacterias fitopatégenas que afectan Cattleya spp.
complementada con pruebas bioquimicas. Estas se realizaron para
aquellas bacterias Gram negativas de géneros reconocidos como
fitopatégenos (Erwinia, Xanthomonasy Pseudomas, principalmente). Se
hizo después de las pruebas de patogenicidad, para agilizar la
identificacién llegando en lo posible a especie o grupo para un
aislamiento patégeno.

Nemalodos
Extraccion Y mom‘atc de nemalodos.

Aspectos generales. [a sintomatologia descrita para plantas
posiblemente afectadas por nematodos incluye agallas o tumefacciones,
lesiones en el sistema radical, oxidacién de haces vasculares, heridas o
perforaciones corticales, atrofiamiento de cofias y de las raices en
formacién, entre otros. (45, 55), para los cuales se han empleado
diversos métodos para la extraccién de los nematodos (44). Sin
embargo, existen otros organismos que pueden causar estas agallas o
deformaciones, como algunos estados inmaduros y adultos de insectos
del orden Hymenoptera.
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Para determinar si una muestra de tejido vegetal estd afectada por
nematodos se debe realizar inicialmente una observacién minuciosa
en el estereoscopio, complementada con técnicas como la
centrifugacién y flotacién en soluciones azucaradas, filtracién por papel
absorbente y tamizados, entre otras. Estas pruebas deben hacerse tanto
a las plantas como a los sustratos o medios donde se cultivan. La
identificacién de ordeny género puede lograrse mediante documentos
bisicos (61).

Virns
Delerminacion de la presencia y dlagmégjrioo previo de virus.

Aspectos generales.Como en los anteriores problemas fitopatoldgi-
cos, para la clasificacién y ordenamiento de las muestras se tuvo en
cuenta la sintomatologfa producida por los virus registrada en la
literatura, tales como mosaicos, moteados, manchas necréticas o
cloréticas, manchas de formas definidas, distorsién o ruptura del color
en las flores y deformaciones en distintos 6rganos, entre otros (12, 37,
39,67).

Para el diagnéstico de problemas de origen viral en orquideas existen
metodologfas ampliamente conocidas como son el uso de plantas
indicadoras, la prueba de aglutinacién de cloroplastos, la doble difusién
en agar, la prueba inmunoabsorbente de enzimas en cadena (ELISA),
microscopia 6ptica, microscopia electrénica de transmisién y la
iInmuno-microscopia electronica 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 continuacién:

Plantas indicadoras. Esta metodologia bioldgica se puede emplear
para el diagnéstico en su fase inicial, segtin la expresion de sintomas o
lesiones especificas (locales o sistémicas) producidas por los virus
inoculados. Para el caso de Cattleyaspp., la literatura registra al Virus
del Mosaico del Cymbidium (CyMV - Potexvirus) y al Virus de la
Mancha Anular del Odontoglossum (ORSV - Tobamovirus antes
TMV-0), como los tnicos que afectan este género. Estas plantas
indicadoras y el tipo de lesién que se producen se mencionan por
Lawsony Brannigan (38), Wisler (67) y Lawson (37). A continuacién,
en la Tabla 59, se presentan los materiales de semilla obtenidos y su
procedencia, teniendo en cuenta que no todos ellos se utilizaron para
las inoculaciones. Como no se contaba con la informacién detallada
para el cultivo de las plantas indicadoras, se realizaron algunas pruebas
y observaciones preliminares en aspectos como: germinacion,
transplantes, sustratos, levante en vivero, sanidad y fertilizacién, entre
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otros. Con los resultados obtenidos en estas pruebas, algunos de los
cuales se presentan a continuacion como parte del componente
metodolégico, se obtuvieron plantas indicadoras de Chenopodium
amaranticolor, Chenopodium quinoa, Datura stramonium, Nicotiana
bentharniana, Nicotianaglutinosay Gomphrenaglobosa.

En términos generales, se obtuvo lo siguiente: La germinacion se logré
en suelo franco arenoso (1:1) esterilizado, a excepcion de G. globosa
que germiné mejor en camara himeda con papel absorbente.’El
transplante se hizo entre 5 a 10 dfas después de la germinacién a un
sustrato de suelo de cenizas volcdnicas (Unidad Chinchind) franco
arenoso, complementado con materia orginica bien descompuesta
(pulpa de café), en proporcién 2:1. Los mejores recipientes fueron
vasos pldsticos desechables de 400-450g de capacidad, excepto las
plantas para produccién de semilla de D. seramonium que requieren
recipientes con capacidad hasta de 2,0kg.

La fertilizacion se efectud por lo general a los 30 y 60 dias después de
germinacién con DAP (fosfato di-aménico), en dosis de 2,0 g por
planta, pero en Cassia (Zenna) occidentalis, es necesario reducir el tiempo
entre fertilizaciones. Las plantas de Nicotiana benthamianay IN. tabacum
aparentemente no responden a esta fertilizacién, ya que siempre
manifestaron clorosis, area foliar reducida y un aspecto débil y
quebradizo. Las plantas para la inoculacién se obtuvieron en
invernadero “casa de mallas” con 60% de luminosidad respecto al
exterior, mientras que plantas para produccién de semilla de Ch.
amaranticolory G. globosa, sc obtuvieron con 80% de luminosidad para
la primeray a plena exposicién solar y fuera de la “casa de mallas” para
la segunda, mejorando la fecundacion.

Las condiciones aproximadas del la «casa de mallas» donde se cultivaron
la mayoria de las plantas destinadas a las pruebas de patogenicidad
fueron: temperatura mixima 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 mecanicas en plantas indicadoras. Se realizaron
cuatro inoculaciones en distintas épocas y con distintos grupos de
muestras utilizando para ellas las metodologfas propuestas por Ko et
al. (35), con algunas modificaciones en la preparacion del extracto de
savia en tampon fosfato de acuerdo a Lawson y Brannigan (38) y la
metodologia general propuesta por Wisler (67). Estas inoculaciones y
la metodologfa utilizada consistieron en:

Primera inoculacion. Se utilizaron 31 (muestreos 1 al 5),
almacenadas a temperatura ambiente y en nevera, aproximadamente
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60 dias. La planta indicadora scleccionada fue C amaranticolor,
utilizando una planta por muestra y 4 hojas por planta en el tercio
medio, inoculando la mitad de la hoja longitudinalmente. Se vari6 en
la metodologia de inoculacién Ia hidratacion en buffer fosfato (fosfato
dibdsico de potasio al 0,5 % pH 7,4 -7,6) del tejido afectado, frotando
la limina 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.

Se complement6 con la inoculacién recomendada por Lawson y
Brannigan (38) y Wisler (67), donde se modifica la forma de utilizar cl
tejido vegetal, macerando éste en presencia del bufter fosfato al 0,5 %,
filtrindolo por capas de gasa ¢ inoculindolo en las hojas de la planta
indicadora.

Segunda inoculacion. Se utilizaron 52 muestras correspondientes
(muestreos del 6 al 10); no se utilizé el material de los muestreos
anteriores por su oxidacién. Las muestras se almacenaron en nevera a
4-5°C durante 2 a 5 meses. Se selecciond Gomphrena globosa como
planta indicadoray se inocularon 2 hojas por muestra en forma alterna,
inoculando longitudinalmente la mitad de la hoja en plantas de 4 a 7
pares de hojas y una planta para 2 muestras. Se utilizé la misma
metodologfa con y sin ¢l abrasivo carborundum (38, 67).

Tercera inoculacién. Se utilizaron las 52 muestras (muestreos del
6al 10) registradas como posibles portadoras de los virus de acuerdo
con la sintomatologfa, almacenadas en nevera a 4-5°C durante 9al2
meses. La inoculacién se realizé en C amaranticolor, utilizando de 4 2. 6
hojas del tercio medio por planta, una planta por muestra y la mitad
de la hoja longitudinalmente. La metodologia basica fue la misma
modificando el extracto macerado por el mismo utilizado para la
prueba ELISA (38, 67). Las observaciones y evaluaciones se realizaron
periédicamente hasta los 30 dias después de la inoculacién, teniendo
en cuenta la presencia de lesiones locales que indican el resultado
positivo de la prueba (presencia de un virus). Para cada inoculacién se
ubicaron 5 plantas como tratamientos testigo inoculadas con el buffer
utilizado y con agua destilada estéril.

Cuartainoculacién. Teniendo en cuenta que uno de los principales
problemas en las anteriores inoculaciones. probablemente fue la
oxidacién de los tejidos, las muestras recolectadas en los muestreos
16, 17 'y 18 se almacenaron a -20°C. Se inocularon 50 muestras y se
maceraron (en proporcién peso : volumen) 1:10 tejido vegetal: buffer
fosfato dibdsico de potasio al 0,5% de pH 7,4 (38, 67).

Las inoculaciones se realizaron inmediatamente después de macerada
la muestra, utilizando copitos de algodén y abrasivo carborundum




sobre la limina foliar de la planta indicadora por inocular, lavando la
supertficie seguidamente después de inocularla con agua destilada
estéril.

Las plantas indicadoras seleccionadas fueron Gomphrena globosa,
Chenopodium amaranticolory Nicotiana glutinosa. Estas se encontraban
en estado avanzado de desarrollo y préximas a prefloracién y se practicé
una poda terminal del dpice de la planta para mantenerlas en etapa
vegetativa, suministrindoles fertilizacién con DAP a razén de 2,0g/
planta para prevenir las situaciones ya conocidas de deficiencias
nutritivas.

Por cada muestra se inocularon dos hojas a distintas alturas, aplicando
el macerado en la mitad longitudinal de la hoja por inocular y dejando
como testigo la otra mitad de la hoja. Los testigos negativos estuvieron
constituidos por cuatro plantas inoculadas con agua destilada estéril y
cuatro con el buffer de extraccién o de macerado utilizado. Cada planta
inoculada con 2 a 3 muestras conté con dos hojas testigo inoculadas
con agua destilada estéril. Las plantas inoculadas se mantuvieron en
casa de malla y las evaluaciones se realizaron hasta los 30 dfas después
de la inoculacién, haciendo observaciones permanentes.

Mediante la inoculacién mecinica de las plantas indicadoras con la
savia o extractos de la planta muestra se hicieron las pruebas de
patogenicidad para patégenos obligados como los virus, ya que estos
no pueden cultivarse en medios artificiales.

Lo ideal es realizar las pruebas en plantas de Cattleya spp., pero la
expresién de los sintomas pueden variar o no darse por la lentitud en
el crecimiento de las plantas, por caracteristicas genéticas propias del
material, como también por factores ambientales y nutritivos a los
cuales estd expuesta la planta. Es mds ficil técnicamente trabajar con
plantas hospedantes indicadoras.

Microscopia electrénica. Es una de las mis eficaces herramientas
para visualizar si existen o no particulas virales en el interior de un
tejido, especialmente la de transmisién. Para ello se tomaron muestras
de las plantas de G. globosa que resultaron positivas en la produccién
de lesiones locales y de plantas que presentaron sintomatologfa de
deficiencias de f6sforo, para observacién al microscopio electrénico
de transmisién en la Unidad de Virologia -CIAT- (Palmira, Valle del
Cauca). La técnica empleada fue el macerado del tejido vegetal en
tincién negativa modificada por CIAT.

La tincién negativa consiste en tomar las rejillas de cobre de 200 mallas
recubiertas de carbono, las cuales se incuban durante aproximadamente
30 minutos en una solucién acuosa de glutaraldehido al 1%, luego se




lavan con buffer fosfato 0,01M y se colocan duarante 30 minutos una
gota del extracto de la muestra sobre la rejilla. Luego se lavo y se tifié
con una solucién acuosa al 2% de acetato de uranilo pH 3,7. Estas
rejillas se observaron en el microscopio electrénico (16, 42).

La citopatologia consiste en realizar cortes muy finos en
ultramicrétomo de los tejidos vegetales, para apreciar particulas y
viroplasmas en el interior de las células. La técnica se inicia tomando
pequenas 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
inclusién en resina epéxica de baja viscocidad como Spurr. Este método
de inclusién en resina Spurr se presentard mas adelante en la parte de
histologfa. El tejido totalmente fijo en el interior del bloque de resina
dura queda dispuesto para ser cortado con el ultamicrétomo.

Jdenlificacion de virns Cymt) y ORSY
mediante ELISA.

Aspectos generales. Esta prueba inmunooenzimaitica es ttil para
las etapas de identificacién definitiva, ya que las plantas indicadoras
no brindan certeza o seguridad en la deteccion de la presencia del agente
viral, siendo por tanto necesaria una prueba de mayor sensibildad y
confiabilidad. Se seleccioné ésta después de analizar las caracterfsticas
bisicas de cada una de las metodologias generales recomendadas para
la identificacién de virus de orquideas y especificamente, los que
afectan a Cartleyaspp. (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 realizacién de la
prueba ELISA (18, 20), en Cenicafé se realizé utilizando “kits”
comerciales para la identificacién de CyMV y ORSV (TMV-0),
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 Fitopatologfa de CENICAFE, con
condiciones aproximadas de temperaturas maxima de I08CE2°C,
minima de 18°C+2°C y media promedio de 25°C +2°C (4;5,:6, 7).
En cuanto a la humedad relativa de los laboratorios, ésta oscila entre
el 70 y el 90%.

A continuacién se presenta el procedimiento utilizado para la
realizacién 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 cuatro grupos mds de pruebas (del cuarto al séptimo), y una




repeticion adicional para todos los que se hicieron con fosfatasa alcalina.
Bisicamente los grupos de muestras y las caracteristicas de las pruebas
fueron los siguientes:

Primer grupo. Se utilizaron 54 muestras, adiciondndole a las 52
recolectadas en los muestreos 6 al 10, una de C. trianaei de Orquideas
Evay una muestra de G. globosa proveniente de la segunda inoculacion,
ambas como testigos.

Segundo grupo. Este incluy6 cuatro subgrupos: el primero de 45
muestras de los muestreos 11 al 15 almacenadas en nevera a 4 — 5°C
por un periodo de 55 dfas y encontradas en proceso de deshidratacién
y oxidacién. El segundo subgrupo, de 6 muestras del muestreo 7 con
sintomas en hojas y especialmente en las flores 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) y el cuarto
subgrupo, de muestras que fueron los testigos de C. trianaer de
Orquideas Eva (CTE) y Ch. amaranticolordel lote ubicado en casa de
mallas y los testigos negativos (buffer de extraccién) y positivos (control
Agdia). En este grupo de pruebas se evalud el extracto almacenado de
la muestra 328, el cual llevaba 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 explicard 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. trianaer de
Orquideas EVA (CTE-1 de 4 anos y CTE-2 de 2 afios de edad),
procedentes de cultivo /22 vitro. Adicionalmente se procesé una muestra
de Gomphrena globosaque presenté sintomas de posibles deficiencias
de fosforo (lesiones locales pardo rojizas).

Cuarto grupo. Conto con 64 muestras recolectadas en los muestreos
19, 20 y algunas del muestreo 21. Se emplearon como muestras de
testigos positivos para CyMV la muestra fresca CTVE (planta con
sintomas reconocidos de virus y probada anteriormente en ELISA y
microscopia electrénica), y para ambos virus CyMV y ORSV, la N°
433 (12w10433, almacenada a 4 °C, seca y oxidada). Como muestras
negativas CTE-1y CTE-2, se utilizaron tejidos frescos de plantas de
Cattleya sp. cultivadas en Cenicafé, procedentes de propagacién sexual
in vitrode Orquideas Eva Ltda., probadas anteriormente en ELISA y
microscopia electrénica.

Este grupo de pruebas se dividi6 en tres subgrupos para evaluarlas en
pares de Kits, (kits 13y 14, 15y 16, 17 y 18, uno para cada CyMV y




otro para ORSV, usando igual formato o diagrama de carga), procesados
simultincamente. Se utilizaron kits Agdia con peroxidasa como
enzima. Para los dos primeros subgrupos o pares del cuarto grupo de
pruebas se conservaron los testigos y muestras de referencia antes
citados. Para el tercer par de kits (17 y 18), se utilizaron muestras
adicionales de Cattleyacomo referencia o testigos positivos (la N° 536
y 540 para ambos virus y la N° 461 y 462 para CyMV). Ademis, se
incluyé una muestra de Chenopodium quinoa cultivada en el
invernadero.

Quinto grupo. Se evalué con los mismos kits comerciales Agdia,
empleando fosfatasa alcalina como enzima en vez de peroxidasa. La
enzima fosfatasa alcalina se evalu6 a una longitud de onda de 405nm,
a diferencia de peroxidasa que se lee a 490nm, para obtener asf los
valores de absorbancia respectivos y por lo regular, genera coloraciones
amarillas claras a la vista cuando la reaccién 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). De igual forma como se efectué
para el cuarto grupo de pruebas, las 76 muestras evaluadas se dividieron
en tres subgrupos y en tres pares de kits respectivos (kits 20y 21,22y
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 referencia utilizados anteriormente. En el tercer par de kits (23 y
24), se adicionaron otras muestras de referencia, las muestras 536 y
540 (almacenadas a 4°C, secas y oxidadas, y para CyMV y ORSV Ia
461 y la 462 (almacenadas a 4°C, secas y oxidadas). Para CyMV se
utiliz6 ademis la 681, la cual indicé una alta posibilidad de presentar
CyMV en pruebas de ELISA anteriores y seglin observaciones
efectuadas en el microscopio electrénico de transmisién mediante
tincién negativa, comprobando la presencia de un virus de particulas
alargadas flexuosas.

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 28,29y 30), uno para cada
virus, con igual diagrama y forma como se realizaron las pruebas para
el quinto grupo.

Séptimo grupo. El tltimo grupo de muestras evaluadas para CyMV
y ORSV mediante los kits Agdia con Fosfatasa alcalina, incluyé 72
muestras, las cuales se dividieron en tres subgrupos para procesarlas
en tres pares de kits (kits 31y 32,33y 34, 35 y 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 el
sexto grupo.




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

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

¢ Buffer de extraccién: (1000 ml de buffer PBST 1X + 1,3 g de
sulfito de sodio anhidro + 20g de polivinilpirrolidona PM. 10.000 -
40.000 + 0,2g de azida de sodio + 2,0g de albtimina pulverizada de
huevo de pollo + 20g de tween 20). Se ajusta a pH 7,4 7,6 y se
almacena a 4°C. EI buffer PBST 1X es el mismo utilizado para los
lavados y se prepara utilizando los 50ml de buffer PBST 20X provistos
en el kit, adicionando 950ml de agua destilada desionizada estéril. Para
los dos primeros grupos se sustituyeron el sulfito de sodio por
metabisulfito de sodio y la albtimina pulverizada por 4,0g de albimina
fresca. Para el tercer grupo de pruebas, se utilizaron la albimina
pulverizada de huevo grado II y el sulfito de sodio.

¢ Extraccién de la muestra: Consiste en macerar el tejido vegetal en
presencia del buffer de extraccién, con el fin liberar el virus (particula
viral cubierta de proteina) de las células vegetales. La metodologfa basica
recomienda extraer la muestra en tejido fresco en proporcién 1:10
(muestra: buffer), justo antes de servirla en los platos, para evitar
procesos de oxidacién que pueden degradarla. Sin embargo, se hicieron
las siguientes modificaciones:

Para el primer grupo de pruebas, el material vegetal almacenado en
nevera a 4-5°C, oxidado y deshidratado, se corté en pequenas porciones
y se colocé en hidratacién en el buffer de extraccién durante varias
horas, conservando una relacién 1 : 10 (peso de la muestra: volumen
buffer de extraccién). Después de esta hidratacién se realizé el
macerado en bolsas plisticas individuales utilizando el mortero. Para
el segundo grupo de pruebas el material oxidado y deshidratado se
macer6 inmediatamente antes de servirlo en los platos. A partir del
tercero hasta el séptimo grupo de pruebas, las muestras se conservaron
a -20°C, con menor oxidacién y deshidratacion. Estas se maceraron
inmediatamente antes de servirlas en los platos microtitulables, sin
necesidad de rehidratarlas en el buftfer de extraccién. El macerado de
las muestras inmediatamente antes de servirlas en los platos reduce el
efecto de taninos, fenoles y enzimas degradantes, que han causado un
alto grado de oxidacién en las muestras, atn estando éstas en
condiciones de refrigeracién (11).

Para la realizacion de varias de las pruebas ELISA (segundo grupo,
Kits 5, 6,7y 8), se adicionaron a la parte de la preparacién de la muestra,




una ctapa de “limpieza del extracto”, donde por medio de la
centrifugacién 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 el buffer de extraccién. El retirar del
extracto las fibras vegetales fue de gran ayuda, evit6 el taponamiento
de las micropipetas y se suprimieron los residuos del fondo de los
platos microtitulables, que podria haber alterado las reacciones de
desarrollo de color.A partir del tercer grupo de pruebas hasta el séptimo
y la repeticién adicional, la limpieza por centrifugacién se realizé a
3.500rpm durante 15 minutos y a 4°C, mejorando calidad del extracto
obtenido.

Como un ensayo sugerido por Riafio* en Cenicafé, en el segundo
grupo de pruebas se realiz6 una comparacién entre una muestra fresca
de Cattleyasp. sana (CTE) y dos muestras oxidadas almacenadas a 4°C
durante distintos periodos (muestras 240 y 433). Estas se sometieron
auna filtracién en columnas de sepharosa (cromatografia de exclusién
molecular), con la cual se retir6 una alta cantidad de los fenoles del
extracto vegetal, quedando en el buffer de extraccién las protefnas y
particulas virales. Esta prueba se efectué con base en argumentos
practicos, donde tedricamente se planteé que los fenoles y demis
proteinas oxidantes y degradantes que contienen los tejidos vegetales
y con mayor razén, las orquideas, pueden estar afectando la
metodologfa ELISA, adhiriéndose a las proteinas y particulas virales
(antigenos) e impidiendo su reconocimiento al entrar en contacto con
los anticuerpos depositados en el fondo del plato. Por tal razén, es
conveniente evitar que se produzcan y/o retirar del extracto la mayor
cantidad posible de fenoles, quinonas, taninos y protefnas degradadas.

El resultado de esta posible interferencia puede ser probablemente
falsos negativos, especialmente cuando la concentracién del virus en
la muestra es baja, o falsos positivos cuando la estructura de proteinas
degradadas se hace compatible con los terminales de los anticuerpos,
enlazdndose.

+ Preparacién de controles positivos: Al vial provisto por el Kit que
contenia extractos liofilizados de plantas, se le adicionaron 2,0ml del
buffer de extraccién y luego de mezclar muy bien el contenido, se
dividi6 en alicuotas de 120ml, suficientes para una celda del plato. Las
alicuotas restantes se almacenaron en tubos Eppendorfa -20°C.

+  Diagrama de carga: Para el llenado de los platos compuestos por
96 celdas (8 filas X 12 columnas), se sorte aleatoriamente la ubicacién
de las distintas muestras. Se dispusieron dentro del sorteo de cada

*Riafo, N. Comunicacién personal. 1998.




plato, 3 a 4 controles positivos, 3 a 4 negativos (buffer de extraccién),
aligual que 3 a 4 repeticiones por muestra en la totalidad de las pruebas,
segtin el nimero de ellas por procesar. De igual forma se ubicaron
muestras de referencia y otros controles, como se explicé antes en la
descripcién de los grupos de pruebas efectuadas.

+ Adicién de la muestra: Se tomo el plato microtitulable de 96 celdas
que provee el kit'y con los antisueros especificos para cada virus, se
sirvieron 100 - 120ml del extracto de la muestra por cada celda e 1gual
volumen para los controles. Esto, cuando las celdas del plato ya vienen
cubiertas con el antisuero especifico para el virus. Sin embargo, se
pueden adquirir los anticuerpos concentrados, luego se diluyen
diluidos en buffer carbonato de cubrimiento y se adicionar 100ul por
celda, dejando incubar minimo 4 horas en cimara himeda a
temperatura ambiente o toda la noche a 4°C.

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

Primera incubacién: Este plato servido con las muestras se incubé en
cdmara htimeda por 2 horas a temperatura ambiente o por toda la
noche a 4°C, con el fin de que se enlacen las proteinas del virus con
los anticuerpos ubicados en el fondo de la celda.

Conjugado enzimitico: Justo antes al primer lavado se preparé el
solvente para el conjugado enzimitico (Componente MRS : Buffer
PBST 1Xen proporcién 1:4), siendo necesarios 100 - 120ml por celda
(10ml para el plato). Contando con el solvente, se preparé el conjugado
enzimdtico de peroxidasa o de fosfatasa alcalina segitin el caso,
adicionando al solvente los componentes enzimdticos en proporcién
100:1 (100ml de solvente : Iml de componentes enzimiticos). La
preparacién de este conjugado se hizo inmediatamente antes de ser
usado.

¢ Muestras y el lavado del plato utilizando el buffer PBST 1X. Este
lavado se realiz6 entre 4 y 6 veces hasta dejar totalmente limpio el
plato, evitando el derramamiento de muestras y buffer entre celdas, lo
que contaminarfa y alterarfa la prueba. Para el primeroy segundo
grupo de pruebas el lavado se realizé manualmente con micropipeta
miultiple de 8 puntas, mientras que a partir del tercer grupo de pruebas,
éste se hizo mediante el inmunolavador de platos Biorad 1250,
debidamente programado.

¢ Adicién del conjugado enzimitico: Después del lavado, se
adicionaron 100ml por celda del conjugado enzimaitico, el cual es
totalmente transparente.




¢ Segunda incubacién: El plato lleno con el conjugado enzimitico,
se incubd por 2 horas en cimara htimeda y a temperatura ambiente.

*  Preparacién del sustrato: Pocos minutos antes de terminar la
incubacién y de efectuar el segundo lavado se prepara el sustrato. Para
la enzima peroxidasa se utilizan OPD, requiriendo para 10ml de la
solucién OPD diluida en buffer PBST, una cinta del sustrato adherido,
dejandola inmersa por un tiempo de 2-3 minutos aproximadamente
hasta que la cinta toma una coloracién clara. Para la enzima fosfatasa
alcalina se requiere PNP, utilizando para la solucién PMP diluida en
PBST, dos pastillas del sustrato. Tanto las soluciones buffers para OPD
y PNP como las cintas de OPD y pastas de PN'P son provistos por los
kits Agdia. La concentracién de estos sustratos es de Img/ml. Este
sustrato diluido debe protegerse de la luz para evitar su degradacién y
desarrollo de color, envolviendo los recipientes en papel de aluminio.

*  Segundo lavado: Terminada la segunda incubacién con el
conjugado enzimitico, se realiza el segundo lavado del plato, repitiendo
el proceso de llenado con buffer PBST 1Xy el vaciado de 4 a 6 veces,
con los debidos cuidados para no derramar el conjugado y los residuos
de lavado de éste entre las celdas.

* Adicién del sustrato: Seguidamente se adicionan 100ml del sustrato
por celda, incubindolo hasta el momento de detener la reaccién en
cdmara hiimeda a temperatura ambiente.

¢ Detencién de la reaccién: Después de 30 minutos para el caso de
peroxidasa y de 60 minutos para fosfatasa alcalina, la reaccién de
desarrollo de color se suspende adicionando 50ul por celda de 4cido
sulfarico 3,0M para peroxidasa o de hidréxido de sodio IN para
fosfatasa alcalina, ambos suministrados por los kits.

*  Evaluacién cualitativa: La primera evaluacién se realiza
visualmente, determinando la presencia o ausencia de color amarillo
(fosfatasa alcalina) o naranja (peroxidasa), en cada una de las celdas,
apreciando la mayor o menor intensidad en el color, calificando de
acuerdo con la siguiente escala:

- : Desarrollo de color Negativo, + : Intensidad leve en desarrollo de
color, ++ : Intensidad moderada, +++ : Intensidad fuerte Y i@
Duda. La calificacién debe hacerse por dos evaluadores cémo minimo.

* Evaluacién cuantitativa: De igual forma se realizé una evaluacién
cuantitativa, haciendo lecturas en un equipo lector de ELISA Biorad
3550 uv a 490nm de longitud de onda para peroxidasa y 405nm para
fosfatasa alcalina. Se efectuaron 3 lecturas alternadas para obtener los
promedios.




El criterio para definir el caricter positivo de una muestra en ELISA,
se basé en el factor de evaluacién cuantitativo para los valores de
absorbancia obtenidos, aspecto en el cual la literatura no brinda claridad
(56). Se pueden utilizar los factores de dos veces (Tx2) el promedio
de las absorbancias de los testigos sanos (34), tres veces (Tx3) (19), y
hasta cuatro veces (Tx4) (33). Se consideré como factor de evaluaciéon
o umbral positivo-negativo, dos veces (Tx2) el promedio de las
absorbancias de los testigos sanos o controles negativos (buffer de
extraccion B.E.). Sin embargo, en el estudio de resultados se tuvieron
en cuenta los otros factores de evaluacién, entre ellos los valores o
resultados dudosos, aplicando conceptos de Hu et a/. (32), donde
valores de absorbancia mayores a 0,100 pueden considerarse como
positivos (para este caso dudosos o por confirmar), sin dejar de
considerar los factores de evaluacién como se menciond
anteriormente, y sobre todo, los valores de los negativos y de blancos

(B.E.).

Microscopia electrénica. En esta parte del diagnéstico definitivo
de una muestra es muy importante contar con la microscopia
electrénica, ya que se puede confirmar laidentidad del virus en estudio.
Ademis, sirve para probar los distintos controles positivos (muestras
CTVE), los negativos (muestras CTE 1y 2) y muestras de referencia
(433,540,536, 553, 681, entre otras), utilizadas dentro de las pruebas
ELISA. De esta forma se certifica en cierta medida que hay consistencia
del procedimiento inmunoenzimitico con lo observado en las
muestras en el microscopio.

Las metodologfas basicas empleadas en el CIAT para la observacién
de estas muestras para tincién negativa y citopatologia, fueron las
mencionadas por Castaiio et a/. (16) y Morales et al. (42), descritas
anteriormente.
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Con el fin de conocer cémo afectan a los tejidos de las plantas los
diferentes patégenos y apoyar los procesos de diagnéstico, se pueden
utilizar técnicas de observacién microscopica e histoldgicas (58). Se
realizaron algunos trabajos generales en histologia manual y de
inclusion en resina, con el objetivo de observar los tejidos de distintos
6rganos de Cattleya sp., y de apreciar la presencia y el efecto de
determinados patégenos sobre éstos (Figuras 180 a 184). Los
procedimientos efectuados fueron:




Mélodo manual

Se realizaron cortes transversa-
les y longitudinales en forma
manual utilizando bisturi o el
micrétomo manual. Los
tejidos se colectaron y se
conservaron en toallas de papel
himedas para evitar Ia
deshidratacion. Luego, se
insertaron pequefas porciones
sobre trozos de balso, corcho
o zanahoria, utilizados como
soporte. Los cortes de tejidos
vegetales afectados se hacen
desplazando cuidadosamente
la cuchilla, cortando tanto el
soporte como la muestra,
quedando el corte sobre la cuchilla.
Estos cortes se montan en liminas
portaobjetos para observarlos en el
microscopio 6ptico de trasluz,
utilizando colorantes como el azul de
lactofenol. Esta técnica también se
utiliza para el corte de estructuras
agregadas formadas por algunos
hongos, como picnidios y
esclerocios.

Inclusién \)eéelal en !
resina Spurr y corles en 98
ulbramicrétomo. ‘

Figura 180.

Corte transversal de una hoja
de Cattleya trianaei afectada
por Colletotrichum sp. (50X)

Figura 181.

Corte transversal de un
rizoma de Cattleya trianaei
sp. afectado por Fusarium
sp. (50X). Notese el micelio
intra e intercelular (200X)

Figura 182.

Corte transversal de una
hoja de Cattleya trianaei
donde se muestra un
acérvulo de Colletotrichum
expulsando masas de
esporas.

Figura 183.

Corte transversal de una
hoja con necrosis
epidermal, producto de
una mancha foliar.

Figura 184.

Corte transversal de
un borde de una
hoja con necrosis
interna producto de
un moteado.

Como procedimicento histolégico paramuestras seleccionadas y para
un mayor detalle, se utilizé la técnica de inclusién vegetal en resina
Spurr (53), realizando cortes en ultramicrétomo. Esta técnica es citada
por Mercery Bisberck (41), Vélez (66) y Camayo (14), y se modificé
para ¢l estudio de los tejidos de las orquideas de interés. Se utilizé
para conocer detalladamente los distintos componentes de los tejidos
de Cattleyaspp., como raices (Figura 185), hojas sanas (Figura 186) y
haces vasculares (Figura 188). Ademds, se us6 para el diagnéstico de
agentes fitopatégenos (hongos especialmente) y los dafios que causan,
comparando con tejidos sanos. La utilizacién de esta metodologia en
orquideas es citada parcial o totalmente por Curry (22), Stern er al.




Figura 185.

Corte transversal de una raiz de Cattleya
warscewiczii donde se muestra

a. el haz vascular central

(xilema y floema) b. Células del

Figura 186.

a. Corte longitudinal de la hoja de
Cattleya trianaeidonde se muestra la
totalidad de tejidos. b. Acercamiento
del estoma y camara subestomatica
en el envés de la hoja (400X)

Figura 187.

Corte longitudinal de la hoja
de Cattleya trianaei donde
se observan los tejidos del
parénquima y el haz
vascular central a. (100X)
b. (400X)

Figura 188.

a. Corte transversal de la hoja de
Cattleyaa. sanab. y c. Afectadas por
el Colletotrichum sp. En fase inicial y
avanzada (400X).

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

¢ Lasmuestras de tejido vegetal a observar se colectan y se conservan
momentineamente en toallas de papel humedecido para evitar la

deshidratacién.

¢ Parainiciar el procesamiento se obtienen submuestras, que constan




de porciones de tejido de 122 mm?, cortadas en sentido transversal y
longitudinal. Estas submuestras en el caso de tejidos enfermos deben
tener parte sanay parte enferma.

* Las submuestras se colocan en viales para exponerlas al fijador
Karnowsky (paraformaldehido 8%, solucién amortiguadora cacodilato
de sodio 0,1M vy glutaraldehido 70% en proporciones 12:23:2,
respectivamente); por un tiempo minimo de 12 horas 2 4°C. E] tiempo
maximo de almacenamiento en este compuesto es de 3 meses.

* Luego de la fijacién se efectta un lavado con tampon de cacodilato
de sodio 0,1 M por un tiempo de 15 minutos, en agitacién y a 4°C.

* Seguidamente se realiza una nueva fijacién en el compuesto de
Millonig (Solucién fosfato monobisico de sodio 2,26% + solucién
hidréxido de sodio 2,52% + solucién glucosa 5,4% , en proporciones
4855855 respectivamente), a un pH de 7,4 y un tiempo de 24
horas.

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

¢ Inmediatamente después del lavado, se realiza la postfijacién de
las muestras sometiéndolas a una solucién de tetradxido de osmio
(OsO,) al 1% durante 1 hora en agitacién y a 4°C (compuesto
extremadamente téxico y que debe protegerse de la luz).

* Enforma seguida se realiza un tercer lavado con cacodilato 0,1M
durante 15 minutos en nevera y en agitacion.

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

¢ Una vez deshidratadas las muestras, se realiza la infiltracién o
preimbibicién, exponiendo los tejidos a 3 cambios en mezclas de
resina-acetona en relaciones La3adlm3:4. respectivamente; ademas
de dos cambios en resina al 100%, con una duracién de una hora en
cada cambio, en agitacién y a 4°C.

Laresina Spurr utilizada es un polimero insoluble en agua, compuesto
por una mezcla en relacién 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 infiltracidn, se incluyen las muestras en moldes con
resinaal 100%, durante 24 a 48 horas a 60°C, para obtener una adecuada
polimerizacion.

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

¢ Para larealizacion 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 plistica, sellada en la parte inferior con esmalte y
que se llend con agua destilada estéril.

¢ Con el ultramicrétomo se realizan los cortes semifinos (0,1-0,51m),
utilizando un dngulo de corte de 15 a 20° de la cuchilla respecto a la
muestra, a una velocidad de corte de 5mm/seg, aproximadamente. Los
cortes de la muestra quedan sobre el agua destilada y se recolectan
con ayuda de un pincel fino.

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

Reconocimiendo 5V\Jrovl/\0[é%i60

Canaderislicas, recoleccion y manefo
de las mueshas.

Es definitivo para cualquier trabajo de reconocimiento y sobre todo
para un proceso de diagnédstico, tomar la muestra adecuada, con calidad
y cuidado apropiados. Por tal razén, para las muestras de problemas
con posible origen entomolégico, se incluyé tanto al organismo plaga
como el tejido vegetal que presentaba el dafo, tanto en su etapa inicial
como final, cuando fue posible.

La recoleccién de muestras abarca los distintos nichos ecolégicos y
ambientes donde habitan los artrépodos y moluscos plagas, como son
los sustratos y los diferentes 6rganos de la planta que pueden verse
afectados. La recoleccién de las muestras se realiza mediante inspeccién
de plantas que presentan una apariencia anormal o una sintomatologia
parecida a lo descrito en la literatura para ataques de insectos plagas, o
si se evidencia la presencia del posible causante.




Para la recoleccién de las muestras se hace la desinfestacion de las
herramientas como se plante6 anteriormente en las generalidades del
reconocimiento fitopatolégico, teniendo en cuenta que en éstos
pueden transmitirse patégenos como virus, bacterias y hongos.

Para la coleccién y manipulacién de los insectos plagas se describen
diversos procedimientos generales en documentos basicos (13, 40, 64,
65). Se utiliz6 el jameo con red entomoldgica, frascos aspiradores para
la captura de individuos de tamafio medio y pequefio de pocamovilidad
y de dificil o riesgosa manipulacién. Para aquellos individuos de alta
movilidad o que son muy susceptibles a estropearse con la
manipulacién y transporte vivos, se utilizaron recipientes letales con
5ml del liquido mortal volitil (acetato de etilo o xylol), el cual se
deposito en el fondo, para formar una cimara letal absorbente. También
viales con soluciones de alcohol etilico y agua destilada en diferentes
concentraciones, de acuerdo al grupo taxonémico al que pertenecen
los insectos por preservar temporalmente y/o transportar,
especialmente los que poseen tejidos blandos y/o son estados
inmaduros (13). El transporte de las muestras se realizé en neveras
cerradas de icopor.

Aquellas muestras en las cuales se encontraban el agente causante en
cl interior de los tejidos, se colocaron en frascos jaula con tapa de
malla para permitir el desarrollo del ciclo y obtencién de los estados
adultos. Las muestras vegetales y los organismos colectados
separadamente se ubicaron en recipientes y/o bolsas individuales. Cada
muestra se rotuld y se describi6 en los empaques y formatos respectivos
para llevarlos al laboratorio.

Freseleccion, dlasiicacion y coditicacion de problemas

El sistema de codificacién es importante para manejar ordenadamente
la totalidad de las muestras recolectadas. Se usé el sistema de cédigos
utilizado para los problemas con posible origen patoldgico
(Reconocimiento Fitopatolégico), modificando las casillas asignadas
con las letras Dy E, donde se registré el c6digo del tipo de problema a
estudiar. Para este caso se asignaron los cédigos descritos en la Tabla
60, basados en los dafios generales causados registrados en la revisién
bibliogrifica.

Como se mencioné en el reconocimiento fitopatolégico, para la
realizacién de los andlisis estadisticos, estos c6digos pueden cambiar,
pero no se varfan las clasificaciones de los problemas. Estos cédigos
numeéricos o alfanuméricos permitiron sistematizar y construir bases
de datos con cada uno de los problemas de interés y agilizar el manejo
¢ interpretacion en el laboratorio. Asi mismo, se facilit6 el anilisis e
interpretacion de los resultados obtenidos. La codificacién propuesta
de cada muestra fue la siguiente:




Tabla 60. Codificacion para los distintos problemas con posible origen entomolégico.

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 GZ
con chupadores 68
con raspaduras 69
Alteraciones del sustrato 70
Otros de indole Entomolégico 741)
AyB : Cédigo del cultivo o predio.
& : Cédigo de la especie hospedante.
DyE : Cédigo del problema.
F, G, H,I : Cédigo de la muestra. Numero de orden.

frocesamienlo de arlréfoelos en el laboradorio.

Se tomaron las muestras vegetales afectadas y los 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 dafios. De igual manera, se realiz6 una
identificacién parcial de 6rdenes a los cuales puede pertenecer el




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

Las muestras de plantas con la plaga en su interior se disecaron bajo el
estereoscopio para extraer el estado perjudicial y conservarlo en
soluciones alcohélicas o realizar el correspondiente montaje para la
identificacién posterior. Los individuos colectados Vivos se
mantuvieron en frascos o recipientes jaulas junto con el tejido vegetal,
hasta su procesamiento. Se utilizaron las condiciones y normas para
el etiquetado (de campo, coleccién e identificacién) y almacenamiento
de los especimenes (13, 40). Esta informacién de las etiquetas
temporales adicionada a la obtenida en el momento de la toma de la
muestra y el respectivo procesamiento se recopilé en formatos
convencionales y en bases de datos para ser consultadas y utilizadas
en el anilisis de la informacién. Posteriormente, esta informacién se
incluye en la etiqueta dentro de la coleccién de consulta.

Conservacion de muestas Y m‘lréf)oe(os

Para la conservacién temporal de estos organismos colectados se
utilizaron algunas de las técnicas ya mencionadas en el procesamiento
de las muestras, como lo son frascos Jaulas, frascos plasticos, viales,
bolsas, etc. También se preservaron especimenes en viales con
soluciones de alcohol etilico en diferentes concentraciones, de acuerdo
al grupo taxonémico al cual pertenecia el organismo por almacenar
(13), conservandolas en refrigeracién. Las muestras de material vegetal
con insectos adheridos como las escamas ya muertas, se conservaron
en bolsas de papel, en nevera a 4-5°C. Finalmente, la mayor parte de
los especimenes obtenidos de las muestras se depositaron en cajas de
coleccién debidamente adecuadas y etiquetadas, protegidas de la
humedad, del calor, de insectos y de hongos, los cuales afectan las
colecciones.

Delerminacion Wo Jdentificacion

Se realizaron observaciones al estereomicroscopio y al microscopio,
se utilizaron documentos y claves especializadas para las distintas
Jerarquias taxonémicas hasta familia y géneroy de acuerdo a la literatura
disponible, hasta especie. Cada especimen se identificé con los
correspondientes cédigos y etiquetas, siguiendo las normas
establecidas, como se plante6 anteriormente en la parte respectiva al
procesamiento y lo necesario para el anilisis de informacién. La manera
ideal es contar dentro del equipo de trabajo con la suficiente
documentacién y la experiencia para determinar lo mas acertadamente
posible estas muestras. Sin embargo, es recomendable y dependiendo




de los recursos y exigencias del estudio que se estd llevando a cabo,
consultar en colecciones propias (Cenicafé) ya a centros de referencia
y/o especialistas en las distintas familias.

En Cenicafé se seleccionaron por su importancia algunas muestras de
especimenes obtenidos de Cattleya spp., y se enviaron a centros de
referencia internacional (CABI Bioscience UK Centre - International
Institute of Entomology IIE, Inglaterra) y nacional (Colecciéon de
entomologia, Universidad Nacional de Colombia sede Medellin), para
su respectiva determinacion, en lo posible hasta especie.

En la Figura 189 se presenta el flujograma de actividades para toda la
investigacion.
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