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Las enfermedades han estado siempre asociadas a la agricultura. Una
vez aparecia la enfermedad, era claro que los individuos enfermos eran {
focos para la dispersién hacia la poblacién, en lo que se denominaba
contagium vivum, pero las causas fundamentales de las enfermedades
permanecieron como un misterio durante siglos. Los romanes, como
muchos pueblos de la antigiiedad, atribufan el origen de las enfermedades i
alos caprichos de los dioses, y en abril de cada ano celebraban la Robigalia, —
que honraba a Robigo, una divinidad que debia ser aplacada para evitar
la aparicién de las royas y asi preservar las cosechas (Smith, 1875).

Con la identificacién de los agentes infecciosos y de las consecuencias de e
las deficiencias vitaminicas en el siglo XIX el concepto del origen de las =
enfermedades o la etiologia cambi6 radicalmente y desde entonces se ha -
manejado como una relacién causa-efecto, donde se requiere la presencia
de un factor (bidtico o abiético) para que cause un disturbio en el normal
desarrollo y funcionamiento de un organismo. Las plantas, como
organismos vivos, son susceptibles al ataque de patégenos que les™ — - y_ il
producen enfermedades, y el estudio de éstas es el objeto de la . i
Fitopatologia. En sentido estricto, ese estudio comprende los
microorganismos vy los factores medioambientales que causan las.
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enfermedades, los mecanismos por los que
estos factores inducen enfermedades y los
métodos para prevenir o controlar los dafios
que se generan (Agrios, 1997). Cientifica-
mente, la causa de una enfermedad se ha
determinado siguiendo los llamados
Postulados de Koch, propuestos por el
Premio Nobel de Medicina Robert Koch
(1905). Estos postulados permiten descubrir
la asociacién de un agente causante con un
organismo afectado, el aislamiento del
agente causante en forma pura si es un agente
biolégico y la repeticion de los sintomas una
vez se ha re-inoculado el agente en un

hospedante sano.

La informacién generada por el sinniimero
de pruebas realizadas por investigadores
alrededor del mundo ha permitido tener a
disposicién un conocimiento diferencial de
las enfermedades, el cual se conoce como

diagnosis.

Identificar claramente la enfermedad y el
agente causante asociado es una necesidad
de primer orden en el proceso de toma de
decisiones ante un problema fitosanitario.
Ya sea que se trate de una asistencia para un
cultivo o planta afectada, de una medida
preventiva en el caso de una cuarentena, de
control quimico preventivo o curativo, de
una certificacién en la produccién de
materiales libres de enfermedades o de un
estudio epidemiolégico de la distribucion o
determinacién de vectores de una
enfermedad, se requiere de metodologias
que permitan detectar la presencia de un
agente causante, o la causa de una
enfermedad, en el menor tiempo posible y

con la mayor certeza.

- Los agentes infecciosos

De un inmenso nimero de macro y

microorganismos presentes en el medio
ambiente sélo unos pocos son capaces de
causar enfermedades en plantas, y de éstos,
un grupo atin més reducido son compatibles
con el cafeto (Tabla 1). Entre estos
organismos se destacan los hongos por su
frecuente implicacion en problemas en café;
sin embargo, nematodos, bacterias, virus y
fitoplasmas también hacen parte del cuadro
de agentes causantes de enfermedades.

Nematodos

Los nematodos son un tipo de gusanos de
cuerpo redondeado (nematelmintos),
diferentes taxonomicamente de los anillados
(anélidos) como la lombriz de tierra. Los
nematodos son pequeiios y generalmente

transparentes, con tamanos que varian entre
300wm hasta 4mm.

Las hembras adultas de algunas especies
pueden presentar tamaiios mayores, color
blanquecino y forma de pera. Muchos
nematodos pardsitos de plantas poseen un
estilete 0 aguja rigida hueca, que usan para
penetrar los tejidos de la planta y
alimentarse mediante la extraccién de los
contenidos celulares.

Los nematodos se reproducen siempre por
huevos, producto de la unién de gametos,
o de partenogénesis. De los huevos salen
estados juveniles que crecen en tamano
mediante mudas, pasando por cuatro
estadios. En la dltima muda ocurre la
diferenciacion sexual. No todos los’
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Tabla 1. Enfermedades del cateto en el mundo.

Mancha del fruto o mancha de hierro ‘Cercospora coffeicola Berk. & Br..

Uaga estreflada de la raiz Rosellinia pepo Pat.

| Cercospora coffeicola Berk &Br.

' Ganoderma philippi (Bres & P. Henn.) Bres

Lista modificada de Waller, 1998

estadios juveniles son capaces de infectar HOIIgOS
plantas y ante la ausencia de un hospedante,
algunas especies pueden permanecer
quiescentes y otras mueren pues no pueden
alimentarse saprofiticamente (Agrios, 1997)

Los hongos comprenden un amplio grupo
de organismos tanto macroscépicos como
microscOpicos que se encuentran
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distribuidos practicamente en la totalidad del
hdbitat del planeta. Los hongos pueden ser
unicelulares o multicelulares, presentando sus
células uno o varios nticleos definidos y una
pared exterior rigida compuesta en parte por
el polimero quitina. En la gran mayoria de
los hongos sus células crecen apicalmente y
forman filamentos denominados hifas, las
cuales en conjunto constituyen el micelio el
cual se puede apreciar macroscépicamente
como diminutas motas de algodén de
diversos colores, dependiendo de la
capacidad del hongo para producir
pigmentos. Sin embargo, algunos cuerpos
reproductivos son tan grandes que se
observan creciendo en el suelo o en el tronco
de los drboles como “costras”, “orejas” o
“sombrillas”. Los hongos son heterotroficos,
es decir, obtienen sus nutrimentos de la
materia orgdnica pues no pueden
aprovechar la luz solar.

Los hongos presentan diversas fases del ciclo
de vida caracterizadas por sus mecanismos
de reproduccién que pueden ser sexuales,
asexuales y parasexuales. Cuando una fase
sexual es conocida, se denomina a ese estado
del hongo como el Teleomorfo; si se trata de
la fase asexual se le llama el Anamorfo, y
cuando se reconocen las dos se denomina el
Holomorfo. Los mecanismos asexuales de
reproduccién comprenden la produccién de
células llamadas conidias que le permiten una
dispersion efectiva y una colonizacion
ripida al organismo. Adems, con el fin de
sobrevivir a condiciones adversas, los
hongos producen células de resistencia
conocidas como clamidosporas (Kendrick,
1992), o estructuras celulares complejas
denominadas esclerocios.

En los teleomorfos se pueden identificar
diferentes estructuras reproductivas que son
la base para la clasificacion taxondmica de los
hongos. Asi, las cinco grandes divisiones
de los hongos son: Oomycetes,
Zigomycetes, Ascomycetes, Basidiomycetes
y Deuteromycetes.

Los Oomycetes comprende un grupo
particular de hongos, entre los que se
encuentran Phytophthora 'y Pythium, cuyas
paredes celulares contienen celulosa, sin
quitina, como es lo usual. A cambio de
conidias, producen células biflageladas
llamadas zoosporas, y el producto de la unién
sexual es una espora de paredes gruesas u
oospora. Los Zigomicetos son un grupo de
hongos que al fusionar sus hifas producen
una estructura denominada zigospora. Aqui
se encuentra el moho del pan (Rszapus spp.)
y la mayoria de endomicorrizas.

Los Ascomycetes agrupan a los hongos que
producen ascas, especies de vainas que
contienen ocho ascosporas. Las ascas pueden
estar libres (gimnotecios) u organizadas en
cuerpos fructiferos o ascocarpos, conformados
por las células productoras de ascas y unas
células de recubrimiento que le dan una
forma de botella al conjunto. Estos cuerpos
fructiferos pueden ser de tres tipos: apotecio,
st la botella tiene una abertura ancha; penitecio,
st la abertura es estrecha, y cleistotecio, si no
existe abertura.

Los Basidiomycetes comprenden aquellos
hongos que producen basidios, estructuras
en forma de mazo o bate que en su extremo
mis grueso generan cuatro basidiosporas. Los

basidios pueden estar organizados en’



agallas las cuales se observan como ldminas
en la parte inferior de las “sombrillas” que
crecen en el campo. Este grupo
también comprende algunas levaduras y las
royas, muy importantes en las enfermedades
de plantas. Finalmente, los Deuteromycetes
corresponden a las fases anamorficas de
muchos hongos, algunos de los cuales no
tienen una fase sexual conocida (Kendrick,
1992).

Bacterias

Las bacterias son organismos unicelulares
microscopicos que carecen de un nucleo
tipico, pero tienen uno o dos nucleoides los
cuales no poseen membrana. Al igual que
los hongos, no pueden sintetizar su propio
alimento y son muy importantes en la
degradacion de la materia orginica. Las
bacterias presentan paredes celulares que les
confieren forma, la cual varia entre cocos
(esféricas) y bacilos (alargadas). Aunque
algunas pueden formar estructuras de
resistencia a condiciones adversas, llamadas
esporas, éstas no se presentan en bacterias
causantes de enfermedades en plantas.

Para su clasificacion se utiliza inicialmente
la morfologia y la reaccién ante la tincién
de Gram, la cual depende de la
composicién de la pared celular. Aquellas
bacterias que toman el primer colorante
(cristal violeta - iodo) se denominan gram
- positivas. Las que no, se tinen con un
colorante de contraste (fuschina) y se les
conoce como gram - negativas. Entre estas
ultimas estdn la mayorfa de las bacterias
patégenas de plantas. Para la identificacién

se requiere ademds determinar caracteristicas
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como la capacidad de reducir azucares,
produccién de gas y motilidad, entre otras.

Fitoplasmas

Los fitoplasmas se pueden considerar como
una versién simplificada de una bacteria.
Son organismos procaridticos, unicelulares,
de un tamaiio inferior a una micra y gram-
negativos. Contrario a las bactenas, no son
de vida libre y requieren constantemente de
una célula hospedante para su desarrollo;
no tienen pared celular y presentan formas
diversas (pleomérficos); carecen de flagelos
y no producen esporas (Fudl y Calavan,
1974). Adicionalmente, poseen 10 veces
menos ADN que las bactenas (Fernindez,
1979).

Por su similitud con agentes patégenos de
humanos, inicialmente fueron denominados
“organismos parecidos a micoplasmas”
(mycoplasm like organisms o MLOs, por
sus siglas en inglés), pero a partir de 1994 ¢l
término fue reemplazado oficialmente por
fitoplasma, reflejando la exclusividad de
estos patogenos en vegetales (Sinclair er a/.,
1996).

Los fitoplasmas han sido asociados con mas
de 200 distintas enfermedades de plantas,
incluyendo monocotiledéneas y dicotiledo-
neas, arboles y plantas herbaceas. Para su
transmision en la naturaleza requieren estar
asociados con insectos vectores ( Albanese ez
al., 1995),

Virus

Al igual que los fitoplasmas, los virus son

parésitos obligados; es decir, requieren
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permanentemente de una célula hospedante
para cumplir su ciclo de vida. Sin embargo,
los virus son muy diferentes a los demis
organismos debido a que carecen de
membranas, citoplasma u organelos y sélo
estan constituidos por una cépside proteinica
menor de una micra de didmetro que protege
la informacién genética, que puede estar en
forma de ADN o ARN. Sus formas son muy
variadas, incluyendo cilindros y poliedros.

El diagnostico
convencional

Por muchos afios el diagnéstico se ha
basado principalmente en la observacion de
los sintomas y el estudio de los organismos
asociados en comparacion con registros en
publicaciones. Para muchas enfermedades
la sintomatologia es tan particular que
pocas veces requiere de una caracterizacién
mas profunda para confirmar. Tal es el caso
de ciertas royas (como la roya del cafeto
Hemileia vastatrix ), deformaciones como la
agalla de la corona (Agrobacterium
tumefaciens), o virosis como el mosaico del
tabaco. Sin embargo, también es comtn
encontrar que sintomas parecidos pueden
ser causados por diferentes agentes como es
el caso de las necrosis o las clorosis y por
tanto, es necesario proceder a una
observacién microscépica mediante raspados
o micropreparados para discernir la
identidad del agente causante.

En el “damping-oft” o volcamiento, por
ejemplo, se puede encontrar asociados
Pythium, Rhizoctonia o Fusarium como
posibles causantes. Normalmente, ésta
informacién debe ser complementada con

la obtencién de cultivos puros del patégeno
por técnicas microbiolégicas de aislamiento.

En el caso de los hongos, donde la
complejidad de los sistemas reproductivos
permite apreciar una alta diversidad de
estructuras tanto asexuales como sexuales,
es posible llegar rapidamente por la via de
cultivos axénicos, microscopia y estudios
taxonoémicos a determinar no sélo el
género sino la especie del organismo
agresor. Las bacterias, por el contrario,
poseen pocos caracteres morfolégicos
descriptivos, salvo forma y motilidad y
requicren de pruebas bioquimicas para su
identificaciéon. Estas pruebas reflejan la
capacidad de la bacteria para degradar ciertos
metabolitos o para producir pigmentos, pero
requieren de mayor tiempo, reactivos e
infraestructura.

Para muchas enfermedades éste puede ser
el final de la cadena de diagnéstico. En
sistemas de produccién con manejo
integrado de plagas y enfermedades que
practiquen rotacién de cultivos, uso
moderado de pesticidas quimicos, con
aprovechamiento de la diversidad genética
v en condiciones climdticas estables, la
presion de seleccién sobre los patégenos
puede ser baja, favoreciendo la presencia de
endemias de ficil diagnéstico, conocido
manejo y escasa influencia en la produccién.
Pero éste no es el caso para muchos sistemas
de cultivo donde los desbalances continuos
favorecen la proliferacién de nuevas
variaciones de los patégenos con una mayor
capacidad de atacar genotipos diferentes del

hospedante (mayor virulencia) o con la



habilidad de desarrollar sintomas mas
severos (agresividad aumentada).

Como ejemplo de esta habilidad de cambio
de los patogenos estd el caso de la roya de la
hoja del trigo (Puccinia recondita), donde se
calcula que con sélo un 1% del drea foliar
infectada se producen en cada hectdrea 10"
esporas por dia, de las cuales, por una
frecuencia de mutacién esponténea de 10

resultan 1.000 mutantes para cada gen

particular (Parlevliet y Zadoks, 1977).

Como resultado de lo anterior las
metodologias de diagnéstico debieron ser
refinadas. En respuesta a la mayor
virulencia se han identificado los genotipos
diferenciales, lineas de plantas de la misma
especie que se diferencian en sus reacciones
de compatibilidad con un patégeno. Este
tipo de caracterizacion se basa en la teorfa
del gen-por-gen, propuesta por Flor (1955),
la que de manera reciproca ofrece una
explicacién a la existencia de razas, lineas
del patégeno que difieren en su capacidad
de afectar un grupo de genotipos del

hospedante.

Para afrontar la situacion de agresividad
aumentada, ademads de la observacion de
sintomas mds severos, se han desarrollado
pruebas serologicas que permiten la
diferenciacién de aislamientos del
patégeno basadas en la presencia de
moléculas (proteinas, carbohidratos, y en
menor grado, lipidos), que contienen
estructuras particulares epitopes que pueden
ser reconocidas por un anticuerpo producido
por el sistema inmune de los mamiferos. Estas
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pruebas son de especial interés en la
identificacién de virus, los cuales no son
cultivables en medios artificiales, y pueden
presentar similitudes morfolégicas en

observaciones con microscopia electronica.

Entre las pruebas serolégicas mis
conocidas esta el Ensayo Inmunosorbente
Ligado a Enzima o ELISA (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay), que
combina la capacidad de reconocimiento
entre el anticuerpo y el epitope, con la
intensidad de la sefial ofrecida por una
reaccibn enzimdtica que ocurre en el
mismo sitio. En el caso de los virus y otros
organismos de dificil aislamiento y cultivo,
como las bacterias fastidiosas y los
fitoplasmas, las técnicas de indexacion por
injerto se utilizan como alternativa de
diagnéstico. En estos casos se utilizan
plantas susceptibles al patégeno, que
presentan sintomatologias mds evidentes y
rapidas que cuando se usa el hospedante
normal.

Finalmente, el uso extensivo de productos
quimicos para el control ha tenido como
consecuencia la aparicién de aislamientos
resistentes a las diferentes familias de
pesticidas presentes en el mercado, haciendo
necesarias las pruebas de antibiogramas para
verificar el estado de resistencia o
susceptibilidad de los patégenos de una zona
a las moléculas recomendadas.

El diagnostico molecular

La globalizacién de la economia es una
tendencia que no s6lo afecta el movimiento
de bienes o servicios alrededor del mundo,
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modificando las condiciones de oferta y
demanda que modelan a los mercados, sino
que también se presenta como un riesgo
sanitario debido a la movilizacién de
agentes infecciosos con los productos o por
medio de portadores sanos.

Igualmente, la globalizacién ha traido
consigo nuevas condiciones de
competitividad de los mercados, con
exigencias en movilizacion, calidad, precios
y conservacién del medio ambiente, Estas
exigencias se ven plasmadas en las
regulaciones que comprenden los acuerdos
internacionales, tanto regional como
mundialmente con el WTO (World Trade
Organization) o la Comisién del Codex
Alimentarius de la FAO (Martin ez a/, 2000).

Siendo el manejo de enfermedades uno de
los costos obligatorios en la produccién
agricola, y dependiendo de ese control una
parte de la competitividad de los productores,
se exige directamente de la Fitopatologia la
presentacién de alternativas menos
costosas, mas eficientes v ecolégicamente
amigables, que le brinden una ventaja
economica al negocio de la agricultura de
un pais y le permitan cumplir con la
legalizacion asociada al comercio agricola
internacional. Aunque las técnicas descritas
para el diagnéstico convencional siguen
siendo vilidas para muchos de los
problemas vigentes, el avance de la ciencia,
la estandarizacion de las pruebas, la
necesidad de certificacion y la obligacion
de ser competitivos, conllevan a una
actualizacién de uno de los componentes
clave de apoyo en el trabajo fitosanitario
como lo es el servicio de diagnéstico.

Esos avances en la actualidad dependen del
conocimiento y uso de la molécula de ADN,
que es el principio de la informacién que
diferencia o agrupa a individuos. De manera
prictica, los fragmentos de ADN que
representan una ubicacién locus
determinado en un cromosoma se
denominan marcadores moleculares.

Técnicas basadas en
hibridacion del ADN

La hibridacién es la capacidad de las
cadenas del ADN de realinearse entre si para
formar una doble hélice, asi las secuencias
de éstas no sean mutuamente complemen-
tarias en su totalidad. La estabilidad de esta
asociacion y el grado de complementariedad
entre las dos cadenas dependerd de
condiciones como la temperatura y la
presencia de cationes libres en el medio.
Entre las técnicas basadas en la hibridacién
estael Dot-Blot. En esta aplicacion, el ADN
de las muestras para analizar se coloca
sobre un soporte solido, una membrana de
nylon, v se sumerge en una solucién de
hibridacién en la cual flota libremente un
ADN conocido, denominado sonda.

Luego de algunas horas la sonda se habri
alineado con las muestras de la membrana
que presenten suficiente comple-
mentariedad, y dado que la sonda esta
marcada con una molécula que emite
radiacién o luz, es posible visualizar los
resultados directamente en la membrana o
en film de autoradiografia. En ciertos
casos, una serie de ADNSs conocidos se
coloca en la membrana y ADN o ARN de
la muestra se marca y es afiadido a la



solucion. Este Dot-Blot Reverso permite
hacer un barrido “screening” de una
muestra para detectar la presencia de
muiltiples patégenos.

La hibridacién también permite estudiar las
variaciones en secuencia, si se examinan los
cambios en los sitios especificos
reconocidos por enzimas especializadas en
cortar el ADN, “enzimas de restriccion”.

Las digestiones con estas enzimas seguidas
de la hibridacién con una sonda conocida,
producen patrones de fragmentos que
pueden ser caracteristicos para especies,
subespecies o individuos. Estas diferencias
se conocen como polimorfismos de
longitud de fragmentos de restriccién o

RFLPs (Engels, 1981).

Técnicas
basadas en la PCR

El desarrollo de la técnica de PCR,
reacci6n en cadena de la polimerasa (Saiki
et al., 1985), revoluciond el trabajo de
laboratorio concerniente al ADN. La
técnica combina la capacidad de hibridacién
del ADN, con la habilidad de la enzima
Taq Polimerasa para copiar fragmentos
cortos de ADN a altas temperaturas. Para
determinar la region del ADN que se quiere
copiar se sintetizan dos iniciadores
“primers”, que son cadenas sencillas de
ADN de 20 a 30 nucleétidos. A una tem-
peratura entre 50°C y 65°C, los iniciadores
hibridan con sus regiones complementarias
en el ADN a analizar, y a partir de alli la
enzima Taq Polimerasa inicia la sintesis de
una nueva molécula de ADN. Si el proceso
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se repite unas 30 veces, el resultado es una
amplificacién factorial de un fragmento de
ADN que puede comenzar con una
cantidad inicial del orden de picogramos
(102 g) y llevarlo a una final del orden de
microgramos (10 g). Estas cantidades ya
permiten facilmente observar, manipular y
hacer estudios adicionales en la muestra

amplificada.

Cuando se amplifican varios fragmentos de
un individuo o especie se obtiene un patrén
de bandas que puede ser tinico, como los
c6digos de barras usados para identificar
productos. Por ser tan particulares, a estos
patrones se les ha denominado huellas
digitales, o “fingerprints”, y son la base del
diagnéstico molecular. Los fragmentos que
conforman éstas pueden obtenerse de
diferentes maneras: amplificados de manera
aleatoria como los RAPDs (Williams ez /.,
1990); combinados con cortes con enzimas
de restriccién en el caso de los AFLPs
(Zabeau y Vos, 1993); examinando la
extension de secuencias microsatélites
(Weber y May, 1989), o las diferencias en
las regiones ITS que separan genes que
codifican para el ARN ribosomal (Hillis y
Dixon, 1991); y finalmente, al comparar
organismos muy similares detectando las
variaciones en un solo residuo nucleotidico,
como en los SNPs (Paran y Michelmore,
1993).

El estado
del arte y el futuro

I.a determinacién de marcadores
basados en el ADN,
correspondientes a fragmentos amplificados

moleculares
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de manera unica por PCR con parejas
especificas de iniciadores, permite avanzar
un paso mas en los métodos de deteccién a
un nivel de sensibilidad tnico. En los mas
recientes se elimina la necesidad de hacer
separaciones de los fragmentos mediante
electroforesis en geles de agarosa. Como
primera medida se tiene el TagMan (Lee,
1993), donde una sonda se marca en uno
de sus extremos con una molécula
fluorescente o es posible llevar a cabo varias
reacciones de PCR en un mismo tubo con
parejas especificas de primers para detectar
organismos diferentes, en una prueba
conocida como multiplex PCR
(Chamberlein er al., 1988). La
combinacién de marcacién con fluorescencia
que se hibrida con multiples genotipos
distribuidos sobre una placa de vidrio se
conoce como microarray (Shalon e al.,
1996), y puede permitir el procesamiento
de miles de muestras de una manera rdpida
y automatizada.

Conclusion

A pesar del avanzado conocimiento de las

enfermedades de las plantas, las condiciones
climéticas cambiantes, la capacidad de
mutacién en los patégenos y las presiones
econémicas en la diversificacién de cultivos
generan nuevos problemas o la
intensificacién de algunos ya existentes.
Para proponer alternativas viables de manejo
de enfermedades que permitan un control
de costos de produccién que favorezcan al
productor agricola y resguardar la sanidad
vegetal en una economia globalizada, el
campo del diagnéstico fitosanitario debe
permanecer actualizado con las mejores
herramientas disponibles por la ciencia. A
comienzos del siglo XXI, el diagnéstico por
medio de marcadores moleculares basados
en los 4cidos nucleicos aparece como la ruta
a seguir para permanecer competitivos en

el estudio de las enfermedades infecciosas.
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