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INTRODUCCION

Esta guía contiene 16 prácticas fundamentales que indican al estudiante los

métodos y técnicas de laboratorio más importantes de laFitopatología. Inicialmente
se trata de familiarizar al estudiante con la utilización correcta del microscopio

compuesto y elmicrómetro ocular, instrumentos que son importantes paraobservar
y medir estructuras de diversos microorganismos. Luego se describe el uso apro¬
piado del hemacitómetro, que permite determinar la concentración de esporas en
trabajos rutinarios de inoculaciones. Seguidamente se indica la forma de preparar
y esterilizar medios de cultivo, como también las normas básicas de asepsia que

se deben seguir en el laboratorio. También se hace énfasis en las pautas recomen¬
dables para diagnosticar enfermedades de plantas. Con estas bases, el estudiante
puede aprender algunos métodos prácticos contenidos en esta guía, aislar e ino¬
cular hongos y bacterias fitopatógenas, demostrar el efecto de las condiciones
ambientales sobre el crecimiento y esporulación de hongos, y presenciar bacterias
en diferentes ambientes. Dada la gran importancia que tiene la transmisión me¬
cánica de virus, se describe un método simple de inoculación mecánica de virus
fitopatógenos. Asimismo, se explican varios métodos de extracción y fijación de
nemátodos. Debidoa la importanciaeconómica que revistelapatologíade semillas,
se ha incluido una práctica que describe los métodos más comunes para detectar
microorganismos en semillas y el efecto del tratamiento químico de las mismas.
Finalmente, teniendo en cuenta que los fungicidas difieren entre sí en su acción
para controlar enfermedades de plantas, se desarrolla una práctica para demostrar
el poder residual de fungicidas en el follaje.

El autor ha creído de gran utilidad añadir dos apéndices acerca de la composición
de medios de cultivo y soluciones, para el aislamiento y montaje de hongos y
bacterias. La guía se complementa con una lista de referencias selectas, en las
cuales el autor se basó. Se espera que el contenido de esta obra constituya una
verdadera fuente de información y consulta.

Jairo Castaño Z.
Fitopatólogo

Ph.D.



5

PRACTICA No. 1
Microscopio Compuesto

Objetivo

Mostrar los componentes básicos del microsco¬
pio compuesto y enseñar su uso apropiado, cuida¬
dosy manerademedir estmcturas microscópicas.

Materiales

Microscopio compuesto binocular; micrómetros
ocular y objetivo; agua; esporas de Helminthos-
porium turcicum; portaobjetos y cubreobjetos.

Procedimiento

Antes de hacer uso del microscopio compuesto

se debe reconocer sus componentes y sus funcio¬

nes. El microscopio es un instrumento científico
delicadamente ajustado, que se debe manejar con
mucho cuidado.

Los componentes de unmicroscopio compuesto

son de dos tipos: mecánicos y ópticos. Los com¬

ponentes mecánicos se presentan en unprototipo
moderno de microscopio de investigaciónbinocu¬
lar con iluminador incorporado en la base (Figura
1).

IComponentes

1) Partes mecánicas

Comprende un pie pesado que sostiene el
miembro o brazo inclinado del cual pende a su
vez el cuerpo del tubo. El tubo puede elevarse o
bajarse mediante el tornillo micrométrico (enfoque
fino) para precisar más el enfoque. Ambos están
gobernados por cabezas de tornillo macrométrico
(enfoque grosero) que funciona gracias a undispo¬
sitivo con piñóny cremallera y mediante el tornillo
micrométrico (enfoque fino) para precisar más el
enfoque. Ambos están gobernados por cabezas
de tornillo estriadas. Los microscopios modernos
se fabrican en tubos de 160 mm de longitud, lo
cualpuede aumentarse elevando eltubo deslizable
que generalmente está graduado para lograr ma¬

yor aumento. En el extremo inferior del tubo hay
un portaobjetivos (revólver) que lleva los lentes de
aumento u objetivos. Elbrazo sostiene también la
platina, sobre la que se colocan los portaobjetos
para examinar; éstos se mantienen en posición
fija mediante unos sujetadores. Hay también pla¬
tinas mecánicas que permiten el movimiento de
los objetos y constituyen un lujo para usos ordina¬
rios, pero una necesidad para trabajos de impor¬
tancia; no faltan en aparatos de precio elevado.
La parte inferior del brazo o apéndice sostiene el
espejo.

2) Partes ópticas

Consta de los objetivos, los oculares, el espejo
y el condensador. Los objetivos son tubos peque¬
ños que contienen una combinación de lentes.
Los de uso corriente tienen una distancia focal de
16 mm (pequeño aumento). Enbacteriología, cito¬
logía y otras investigaciones que requieren au¬
mentos altos, se emplea una lente de inmersión
en aceite, de 2 mm. Para los objetivos de 16 y 4
mm (de inmersión) se coloca en el cubreobjetos
una gota de aceite de cedro (prácticamente del
mismo índice de refracción que el vidrio) y se
enfoca elobjetivo dentro de ella. Con ésto se incre¬
menta la iluminación.

La distancia entre el objetivo y el portaobjetos
se llama distancia de enfoque. Enlos microscopios
modernos, una vez que se ha enfocado el objeto
de poco aumento, queda casi enfocado cuando se

cambia (girando el revólver), por el objetivo de
granaumento, no haciendo falta mas de unavuelta
al tornillo micrométrico para enfocar exactamente

el objeto.

Elpoder de resoluciónde unlente, o supotencia
para perfilar detalles, depende de lo que se deno¬
mina apertura numérica (AN). Esta es constante
para cualquier lente y, cuanto más grande sea,
mayor es su poder de resolución, aunque ladistan¬
cia de enfoque disminuya. Se obtiene buena reso¬
lución con un objetivo de 16 mm y AN de 0.28,
con unobjetivo de 4 mmy AN de 0.7 y unobjetivo



6

Tornillo micrométrico
Tornillos coaxiales —
para desplazar la
platina

-Anillo de corrección visual

Distanciador interpupilar

Revólver

Objetivos

•Sujetador de portaobjetos
Platina con movimiento en cruz
Tornillo del condensador
ÿCondensador

Botón del diafragma iris
Tornillo macrométrico
•Iluminador incorporado
Control de intensidad de luz

FIGURA 1: Componentes básicos del microscopio compuesto.
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de inmersión de 2 mm con AN de 1.25 a 1.28. Los
fabricantes siempre señalan laANde los objetivos.
Debe tener en cuenta que los lentes tienen una
superficie curva y, cuando al observar con lentes
de gran potencia se enfoca el objeto en el centro

del campo, es únicamente ésta parte la que queda
exactamente enfocada. La igualdad de enfoque
en todo el campo solo es posible con objetivos de
poco aumento.

El aumento de las imágenes producido por los
objetivos se incrementa todavía más con los ocu¬
lares, que encajan en la parte superior del tubo.
El aumento que producen estos lentes está mar¬
cado sobre ellas. Encada instrumento los fabrican¬
tes colocan usualmente una tabla de los aumentos

que se consiguen con las diversas combinaciones
entre objetivos y oculares. El espejo es cóncavo
por un lado, para usarlo cuando no se coloca con¬
densador. El condensador está situado debajo de
la platina o en una subplatina, y se enfoca me¬
diante un dispositivo de enfoque espiral o me¬

diante una cremallera y piñón. La iluminación au¬
menta cuando se emplea objetivos de gran poder
de resolución. Es esencial el centrado perfecto. La
cantidad de luz que pasa a través de un objetivo
puede modificarse mediante el diafragma iris, co¬
locado en la base del condensador.

Aumento. Elaumento aproximado se deduce de
la fórmula:

1
m --x e en donde,

f

m : aumento
1 = Longitud del cuerpo del tubo (generalmente,

160 mm).
e = aumento del ocular.
f = distancia focal del objetivo.

Como guía aproximada puede suponerse que:

El objetivo de 16 mm aumenta 10 veces

El objetivo de 4 mm aumenta 40 veces

Elobjetivo de 2 mmaumenta 80veces (inmersión)

Estos aumentos deben multiplicarse por el au¬

mento del ocular. Se tiene aún mayor aumento

elevando el tubo deslizable, que puede calcularse
mediante la siguiente fórmula:

m 1x 1
M2--

160

En donde:

M2= aumento final
mi= aumento coneltubo de 160mm

1= longitudtotaldeltubo enmm
160- longituddeltubo enmm,que sirvió

para calcular mi, es decir,longituddel
tubo sinextender eltubo deslizable.

II.Uso y cuidado.

1. Levantesiempre elinstrumentopor elbrazo.

2. No permita que algún líquido se ponga
en contacto con los lentes o platina y
guárdelos siempre libres de polvo; no to¬

que el instrumento con los dedos húme¬
dos.

3. Cuide que los portaobjetos y cubreobjetos es-
ten limpios y secos.

4. Examine siempre el objeto de la siguiente for¬
ma:

a. A simple vista si es posible; en otro caso,
con una lente de mano.

b. Con el objetivo de 16 mm.

c. Con el objetivo de 4 mm.

5. Nuncauseobjetivos de granaumento sin
que elobjeto esté recubierto por el cubre
objetos.

6. Ilumine con el espejo plano sí está colocado
el condensador, y el cóncavo si no emplea
este último.

7. Enfoque: con pequeño aumento, traiga el ob¬
jeto claramente a la vista mediante el tornillo
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macrométrico (enfoque grosero), y luego enfo¬
que con precisión mediante el tornillo micro-
métrico (enfoque fino).

Para usar grandes aumentos, observe primero
con el objetivo de pequeño aumento si el ob¬
jeto está en el centro del campo; luego, si -el
microscopio carece de revólver, con la cabeza
al lado del microscopio, baje lentamente el
tubo (provisto ya con el objetivo de gran au¬
mento) mediante el tornillo macrométrico
hasta que el objetivo esté próximo al portaob¬
jetos; después, suba cuidadosamente el tubo
empleando el tornillo micrométrico. Mediante
este método es más difícil que se rompa el
portaobjetos o que se dañe el objetivo.

Si se dispone de revólver, coloque en la posi¬
ción adecuada el objetivo de gran aumento

sin tocar el tornillo macromético. Con una
vuelta, poco más o menos, del tornillo micro-
mético, se trae elobjeto a su enfoquepreciso.

8. Siemplea el condensador, debe enfocar cuida¬
dosamente. Este es el caso corriente con el
condensador Abbe y tipos similares, en los
que ellentesuperior del condensador está casi
en contacto con la superficie inferior del por¬
taobjetos.

9. Use el microscopio con los dos ojos abiertos
y adquiera la costumbre de emplear indistin¬
tamente los dos ojos para mirar.

10. Tenga la libreta de notas a la derecha del ins¬
trumento.

11. Estudie el objeto cuidadosamente antes de
comenzar a dibujarlo.

12 Después de usar el objetivo de inmer¬
sión, limpie cuidadosamente el aceite de
cedro del objetivo y del portaobjetos, con
xilol aplicado a un paño suave y limpio
o apapelsecante conunagamuza suave.

13. Limpie la superficie externa de los lentes, si
están empolvadas, con una gamuza limpia y
suave. Nunca desarme un objetivo El

polvo que no se quita con un paño puede
desaparecer limpiando los lentes con un paño

suave mojado en alcohol. Paralocalizar las mo-
titas de polvo visibles por el microscopio, gire
el ocular. Si las motitas girantambién, es obvio

que están allí. Mueva la preparación y si las
motas se mueven, también están en el cu¬

breobjetos. Enotro caso están en el condensa¬
dor, en el espejo o en el objetivo.

14 Guarde siempre el microscopio cubierto,
cuando no lo use; deje los oculares en el
microscopio para evitar que el polvo en¬
tre por los tubos y de alllí a la parte in¬
terna de los objetivos. Elpolvo es el peor
enemigo de los instrumentos ópticos.

III.Medición de Estructuras
al Microscopio

La unidad de medida en microscopía es 0.001
mm (= 1 miera) y se conoce con el nombre de
miera ( ju ). Para medir objetos que se observan
en el campo visual de un microscopio, se emplea
el micrómetro ocular, el cual consiste enunaplaca
de cristal con una escala grabada, que se incrusta
sobre el diafragma del campo del ocular, de tal
manera que la escala queda enfocada por hallarse
en el plano de la imagen real intermedia.

Debido a que los aumentos varían de unmicros¬
copio a otro, las escalas de los micrómetros ocula¬
res no representan medidas convencionales, sino
simples unidades. Para determinar la distancia li¬
neal que representa cada unidad o sea el valor
micrométrico, debe efectuar calibraciones para
cada aumento de un microscopio. Emplee para
tal fin un micrómetro objetivo, que es similar a un
portaobjetos y tiene grabada una escala que repre¬
senta medidas exactas y convencionales. General¬
mente se emplea un micrómetro objetivo cuya es¬
cala comprende 100 o 200 divisiones de 0.01 mm.
Colocando el micrómetro objetivo sobre la platina
del microscopio, y enfocando con el objetivo con
el cual tratamos de medir, se busca determinar,
superponiendo las imágenes de ambas graduacio¬
nes, cuántas divisiones del micrómetro objetivo
son cubiertas por una o varias del micrómetro ocu¬
lar. Establecido este dato, se determina la fórmula
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o coeficiente micrométrico. Por ejemplo, si la divi¬
sión 10 del ocular cubre cuatro unidades del obje¬
tivo, unaunidad o división del ocular representará:

4 x 0.01 mm 10 = 0.004 mm = 4 mieras ( u).
Cada división 10 del micrómetro ocular vale por
lo tanto 4 xx para la combinación óptica con que
se trabaja. Por consiguiente, el valor micrométrico
(VM) en mieras se obtiene así:

VM
medida micrómetro objetivo en mieras

unidades micrómetro ocular

Es necesario repetir el cálculo para cada objeti¬
vo, empleando aceite para el objetivo de inmer¬
sión. Finalmente para cada microscopio debe pre¬

parar una etiqueta con la información obtenida,
la cual se pegará al microscopio.

Ejemplo, X
o

jn
3
o
O

Objetivo

4
10
45

VM (mieras)

24.68
9.87
2.19

Medición

Para medir objetos en el campo del microscopio,
es necesario hacer coincidir un extremo o división
mayor de la escala del micrómetro ocular con un
extremo del objeto a medir. Cuente el número de
unidades que representa y multiplíquelas por el
valor micrométrico que corresponda al objetivo
empleado. Elvalor resultante corresponde a la lon¬
gitud de la estructura en mieras.

APUNTES
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Práctica No. 2

Empleo del Hemacitómetro

Objetivo

Familiarizar al estudiante con los componentes

del hemacitómetro y la determinación de concen¬
traciones de esporas grandes y pequeñas entraba¬
jos rutinarios de inoculaciones.

Materiales

de esporas en los 4 grupos de las esquinas y el
central. Sume el total de esporas en los 5 grupos
y calcule en número de esporas/ml de la siguiente

manera:
0.2 mm x 0.2 mm x 0.1 mm - 0.004 mm

E 1
X = - x -

0.004

Hemacitómetro; pipetas de 1 mi de capacidad;
suspensión de esporas de Helminthosporium
turcicum y Colletotrichumlindemuthianum.

Procedimiento

El hemacitómetro es una pieza de vidrio en
forma de H en el centro con dos cámaras de con-
teo. Elfondo de cada una de las cámaras tiene un
rayado de 9 mm dividido en 9 cuadrados principa-

2
les de 1mm por cada lado. El mm del centro está
dividido en 25 grupos de 16 cuadrados pequeños;
cada grupo está separado por líneas triples (figura
2). Las superficie reticular se encuentra a 0.1 m
debajo del cubreobjetos, por lo tanto, el volúmen

2 3

del líquido sobre 1mm es 0.1 mm .

Coloque el entreobjetos limpio sobre la cámara
de conteo de tal manera que llegue a estar en
contacto con los altorelieves de la cámara. Con la
ayuda de una pipeta deposite una gota de la sus¬
pensión de esporas en elmargendel cubreobjetos.
La gota se deslizará rápidamente entre el cubreob¬
jetos y el área reticular del portaobjetos. Permita
que se asienten las esporas durante 1o 2 minutos
y observe la distribución de las esporas. Estas
deben estar uniformemente distribuidas por todos
los cuadrados de la cámara. Se puede emplear
Tween 80 (0.02%) o cualquiera otro dispersante
para mejorar la distribución de las esporas.

Generalmente las esporas pequeñas se cuentan
2

en el mm central, el cual está compuesto de 25
grupos de 16 cuadrados pequeños. Cada uno de
estos grupos mide 0.04 mm2. Cuente el número

x= E x 50 en donde, X = No. de esporas/mm
v fTtro >C9 ' E = Esporas en los 5 cua-

2"
cdrados de 0.04 mm

1ml (cc) — 1000 mm
X = E x 50 x 1000
X=Ex 50000 endonde, X=No. de esporas/ml

E = Esporas en los 5
2

cuadrados de 0.04:mm

Las esporas grandes se cuentan en 5 cuadrados
principales de 1 mm de lado: los cuatro de las

2
esquinas y el central. Cada cuadrado mide 1mm .

Cuente el número de esporas en los 4 cuadrados
de las esquinas y el central. Sume el total de espo¬
ras en los 5 cuadrados y calcule el número de
esporas/ml de la siguiente forma:

1mm x lmm x 0.1 mm = 0.1 mm3
E 1

X =-x-
0.1

3
X =Ex2endonde, X=No. de esporas/mm

E = Esporas en los 5
cuadrados de 1mm

lml (cc) - 1000 mm

X = E x 2 x 1000

X=E x 2000 en donde, X =No. de esporas/ml
E = Esporas en los 5

cuadrados de
2

lmm
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1mm 1mm 1mm
<--ÿ <->

1mm

1mm

1mm

«-ÿ

0.2 mm

FIGURA 2: Rayado "Neubauer" del hemacitómetro, American Optical Co., de 0.1 mm

de profundidad, mostrando las dimensiones de cada division: Cuadrados

principales de 1mm por lado y cuadrados secundarios de 0.2 mm por

lado.
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Práctica No. 3

Preparación de Medios de Cultivo
y Esterilización

Objetivo

Permitir al estudiante tener un conocimiento
adecuado acerca de lapreparacióny esterilización
de diversos medios de cultivo para hongos y bac¬
terias.

Materiales

De acuerdo al medio de cultivo a preparar, con¬
sulte los apéndices 1o 2; autoclave; agua.

Procedimiento

Cuando los hongos y bacterias están creciendo
bajo condiciones de laboratorio, es una práctica
común obtenerlos en cultivo puro en sustancias
nutritivas o mezclas, llamadas normalmente, me¬
dios de cultivo (Apéndices 1y 2). Los medios de
cultivo se clasifican en tres grupos:

sición desconocida, por ejemplo, los que con¬
tienen agar y dextrosa. Muchos medios inclu¬
yen derivados de fuentes naturales como pep-
tona, caseina hidrolizada, extracto de levadu¬
ra, etc. Estos medios son muy empleados
como cultivos sólidos y líquidos en una gran
variedad de estudios morfológicos.

3. Medios Sintéticos

Los medios puramente sintéticos son desea¬
bles cuando se realizan estudios fisiológicos.
Todos sus constituyentes son de una compo¬
sición conocida.

Todos los medios empleados en el cultivo de
hongos se deben esterilizar antes de emplear¬
los y normalmente se les agrega unasustancia
solidificante como el agar, el cual es derivado
de una alga.

1. Medios Naturales
2. Medios Semisintéticos
3. Medios Sintéticos

1. Medios Naturales

Compuestos en parte por materiales de com¬
posición desconocida como partes estiriliza-
das de plantas y animales, vainas de frijol,
papas, semillas, frutas, etc. Los medios natu¬
rales son especialmente útiles para cultivar
hongos cuyos requerimientos nutricionales
son desconocidos o no son importantes. Estos
medios son fáciles de preparar pero tienen la
desventaja de que su composición es desco¬
nocida en su mayor parte.

2. Medios Semisintéticos

Compuestos en parte por materiales de com¬
posición conocida y por materiales de compo-

Cuando se está preparando un medio es
útil tener presente lo siguiente:

1. Los hongos generalmente crecen mejor en
un medio rico en carbohidratos, pero el
mantenimiento en éstos durante largo
tiempo, puede reducir la esporulación.

2. Los hongos generalmente prefieren una
reacción ligeramente ácida, pH 6.0-6.5.
Las bacteriasprefierena menudopH7.0.

3. Los carbohidratos y proteínas en solucio¬
nes ácidas y alcalinas son descompuestos
por el calor; por lo tanto, no deben ser
esterilizados demasiado, o alternativa¬
mente, adicionarlos por separado.

4. El agar es lento para disolverse completa¬
mente ( 1-2horas ). Es útildisolver el agar
en la mitad del volúmen de agua, los nu-
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trientes en la otra mitady por último mez¬
clarlos. En algunos laboratorios, el agar es
conservado en forma de solución estándar
para adicionarlo al medio.

5. El agar no solidifica satisfactoriamente en
soluciones muy ácidas o soluciones alcali¬
nas.

6. La peptona puede ser omitida general¬
mente de medios para el cultivo de hon¬
gos.

7. El agua corriente es a menudo preferible
al agua destilada, puesto que contiene tra¬

zas de elementos útiles. Sin embargo, en
algunas áreas éste tipo de agua puede ser
ligeramente tóxica. Especies de Phy-
tophthora son particularmente sensibles
a éstas aguas y es preferible emplear el
agua destilada.

Esterilización mediante vapor en el autoclave
es el método convencional para esterilizar la ma¬
yoría de los medios de cultivo, pero no puede ser
empleado con compuestos sensibles al calor. La
esterilización en el autoclave puede producir cam¬
bios químicos indeseables en sustratos naturales,
tornándolos inefectivos como medio de cultivo.
Sin embargo, generalmente puede ser empleada
para esterilizar todos los medios y sustratos utili¬
zados para el crecimiento de hongos. Tales mate¬

riales se deben esterilizar durante 15-20minutos
a 6.8 kg de presión. No es necesario disolver los
ingredientes antes deja esterilización, a menos
que se desee preparar por medio de tubos de en¬
sayo, ya que se disolverán durante el autoclavado.
Para reducir la condensación de agua en las cajas
de Petri es recomendable enfriar el medio (aproxi¬

madamente 45°C) antes de verterlo en las cajas.

Cuando se autoclave los medios no se deben
llenar demasiado los frascos porque el medio her¬
virá y se regará. Un método conveniente para evi¬

tar ésto es echar medio hasta la mitad de la capa¬

cidad del frasco. Medio litro de medio servirá para

preparar unas 20 cajas Petri.

Operación del Estilizador marca Market
Forge modelo STM—E Tipo E

1. Esté seguro de que la válvula de drenaje esté
cerrada. Vierta unos 5 litros de agua corriente
dentro de la cámara del esterilizador.

2. Cierre la puerta de la cámara.

3. Determine el seleccionador de escape apro¬
piadamente. Todos los instrumentos y paque¬
tes, a excepción de soluciones, deben ser es¬
terilizados en el seleccionador de instrumen¬
tos (Fast Exhaust). Las soluciones requieren
un escape lento. Coloque el seleccionador en
líquidos (Slow Exhaust).

4. Ponga el reloj a funcionar por un período de
15 minutos. La esterilización no se llevará a
efecto a períodos inferiores de 15 minutos de
exposición. El ciclo de esterilización se ini¬
ciará automáticamente cuando se obtiene la

2

presión ( 15 lbs/pulgada = 6.8 Kg/6.5 cm ) y
temperatura ( 121°C ) apropiada. Cuando el
ciclo de exposición se completa, el esteriliza¬
dor se apagará automáticamente y la válvula
de escape se abrirá automáticamente.

5. Abra la cámara solamente cuando la presión
de lamismabaje a "0". Cuando abra lacámara,
permita por unos segundos que el vapor es¬
cape de la cámara antes de proceder a abrirla
completamente.

6. Remueva los materiales. Si se trata de líqui¬
dos, páselos directamente a la cámara de ais¬
lamientos.

7. Drene el agua de lacámara, lávela ligeramente
y limpíela.

8. Seque bien el interior de la cámara.

9. Deje abierta la puerta de la cámara durante la
noche.



14

Práctica No. 4

Asepsia en

Objetivo

Demostrar la importancia de la asepsia para eli¬
minar o reducir contaminaciones de medios de
cultivo por microorganismos.

Materiales

Cámara de aislamiento; lámpara de alcohol, cul¬
tivo de Alternaría porri, 12 cajas de Petri este¬
rilizadas; 12 cajas de Petri lavadas pero no esteri¬
lizadas; 500 mi de PDA.

Procedimiento

Transfiera A. porri en medio de cultivo de
acuerdo a los siguientes tratamientos: 1) Siembre

?°K
4 cajas esterilizadas con PDA sobre una mesa en
el laboratorio, 2) Siembre 4 cajas esterilizadas so¬
bre unamesa del laboratorio y cerca de la llama de
una lámpara de alcohol; 3) Siembre cuatro cajas
esterilizadas conPDA enlacámara de aislamiento,
4) Siembre 4 cajas sin esterilizar con PDA sobre
una mesa del laboratorio; 5) Siembre 4 cajas sin
esterilizar sobre una mesa del laboratorio y cerca
de la llama de unalámpara de alcohol, y 6) Siembre
4 cajas sin esterilizar con PDA en la cámara de
aislamientos.

Incube las cajas a 28°C. Después de 48 horas
empiece a observar el desarrollo de las colonias
de A. porri y la presencia de contaminantes de
acuerdo al tratamiento. Discuta los resultados.

APUNTES



15

Práctica No. 5

Diagnóstico de Enfermedades

Objetivo

Demostrar las pautas a seguir en el diagnóstico
de enfermedades de origen biótico o abiótico.

Materiales

Plantas o muestras de tejidos mostrando sínto¬
mas de enfermedades.

Procedimiento

Para el diagnóstico de una enfermedad debe
determinar si ésta es causada por un microorga¬

nismo o por factores ambientales. En casos en
que los síntomas de la enfermedad son causados
por un agente biótico o por un factor ambiental,
es necesario realizar un examen detallado de tales

síntomas y un estudio de las características de
éstos.

Una secuencia útil para iniciar el diagnóstico
de la gran mayoría de las enfermedades de las

plantas que no se pueden diagnosticar solo por

sintomalogía, consiste en seguir la siguiente cla¬
ve:

Ai Manchas y Chancros

B2 Ausencia de señas de patógenos.

Ci Incube la muestra en cámara hú¬
meda y luego regrese a Ai . . . III

C2 Mosaicos, moteados u otros sínto¬
mas virales posibles.

C3 Descoloraciones y otros síntomas de
malnutrición.

A2 Marchitez

Bi Sistema radical afectado.
Ci Presencia de nemátodos o sus sínto¬

mas.
C2 Pudrición radical, tratar como Ai

B2 Sistema vascular descolorado.

Ci Prueba de flujo bacterial en agua,
luego efectúe tinción de Gram . II

C2 Ausencia de flujo; hacer cortes para
observar hongos I

A3 Pudriciones

Bi Tallo o raíz, tratar como Ai

B2 Organos de reserva (tubérculos, raíces)

B1 Señas de patógenos visibles al microsco¬
pio estereoscópico.
Ci Señas de hongos: Realice prepara¬

ciones microscópicas de las es¬
tructuras, con tinción cuando sea
apropiado I

C2 Señas de bacterias (exudado o man¬
chas húmedas): Realice preparacio¬
nes microscópicas para observar flu¬
jo bacterial en campo oscuro, luego
efectúe tinción de Gram .... II

Ci Realice preparaciones microscópi-
picasy observe para hongos, contin¬
ción cuando sea indicado . . . . I

C2 Observe preparaciones en campo
oscuro para observar bacterias;
luego realice la tinción de Gram

II

Cs Inocule tejidos sanos con los afecta¬
dos cuando la pudrición es avanza¬
da; luego observe como en Ci y C2

IV
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La determinación de si el microorganismo bajo
observación es un hongo, se inicia mediante la
observación al microscopio de la morfología del
micelio y estructuras fructificantes. El hongo se
puede identificar mediante comparación consul¬
tando libros especializados de taxonomía de hon¬
gos. Si las características del hongo corresponden
a las que se encuentranenla literatura, enmuchos
casos el diagnóstico se puede considerar comple¬
to. Si el hongo es desconocido, se debe continuar
el estudio de la etiología de la enfermedad. En
muchas ocasiones no hay micelio ni esporas pre¬
sentes enlaplantaenferma, dificultándose la iden¬
tificación del agente causal. Con muchos hongos,
la esporulación se puede inducir sobre el tejido
enfermo si se coloca éste en cámara húmeda. Si
de esta manera no se logra inducir esporulación,
se debe proceder al aislamiento del hongo en me¬
dios de cultivo apropiados (Apéndice 1) y bajo
diversos rangos de temperatura.

El diagnóstico de una enfermedad de origen
bacterial y su identificación está basado en los
síntomas de la enfermedad, en la presencia cons¬
tante de grandes cantidades de células bacteriales
en el tejido infectado y en la ausencia de otros

microorganismos.

Las bacterias son microorganismos muy peque¬
ños ( en promedio 0.6 -3.5 x 0.5-1.0 mu) y pueden
ser observados bajo el microscopio compuesto.
Debe tener mucho cuidado para excluir la posibi¬
lidad de que la bacteria bajo estudio sea saprofíti¬
ca. Para descartar esta posibilidadse debe realizar
la tinción de Gram. Sin embargo, la forma más
fácil y segura para saber si labacteriabajo estudio
es patogénica consiste en aislarla y multiplicarla
en medios especiales de cultivo (Apéndice 2) y
luego hacer pmebas de patogenicidad. Si la bac¬
teria es patogénica deberá reproducir los síntomas
de la enfermedad.

La determinación de una especie parasítica de
nemátodo se realiza en base a la presencia del
estilete. La presencia de nemátodos con estilete
es un indicio de que pueden ser los causantes de
la enfermedad o al menos pueden estar involucra¬
dos en el desarrollo de ella. Si el nemátodo puede
ser identificado como perteneciente a un género

o especie conocida, entonces el diagnóstico de la
enfermedad se puede hacer con un alto grado de
seguridad.

El diagnóstico de enfermedades causadas por
virus o mycoplasmas es más difícil debido fun¬
damentalmente a que muchos de estos organis¬
mos no se puedenobservar enelmicroscopio com¬
puesto y, en numerosas ocasiones, aún en el mi¬
croscopio electrónico; muchos de los síntomas
que tales organismos causan no son específicos
y pueden confundirse con síntomas causados por

factores ambientales. Sin embargo, algunas enfer¬
medades desarrollan síntomas característicos que
permiten un diagnóstico seguro. El diagnóstico
de enfermedades causadas por microorganismos
que no producen síntomas característicos se rea¬
liza investigando si la enfermedad es causada por

un agente biótico o por un factor ambiental. Esto
se hace tratando de transmitir el patógeno de una
planta enferma a una planta sana y reproduciendo
los síntomas de la enfermedad. Los métodos más
comunes de transmisión son: Injertando tejido de
la planta enferma sobre una planta sana, frotando
la savia de una planta enferma sobre una planta
sana o, permitiendo a algunos insectos, nemáto¬
dos uotros vectores potenciales del patógeno, ali¬
mentarse de la planta enferma y luego transmitirlo
a una planta sana.

Un diagnóstico más profundo de una enferme¬
dad causada bien sea por un virus o por un myco¬
plasma se puede realizar mediante cualesquiera
de los siguientes procedimientos:

1. Inoculandoungrupo devariedades diferencia¬
les y comparando los síntomas desarrollados
sobre éstos con los síntomas producidos en el
hospedante original por patógenos ya conoci¬
dos.

2. Mediante observaciones en el microscopio
electrónico del tejido enfermo y comparando
la morfología del patógeno bajo estudio con la
de otros patógenos ya conocidos.

3. Aplicando ciertos antibióticos a la planta en¬
ferma para determinar si el patógeno es sus¬
ceptible a alguno de ellos y la planta se recu-
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pera de la enfermedad. Por ejemplo, una recu¬
peración al tratamiento con tetraciclinas indi¬
caría una posible asociación con mycoplas¬
mas y, si no hay efecto, puede indicar que se
trata de una enfermedad de origen viral.

4. Exponiendo la planta enferma o partes de ella
a agua caliente ( 50 - 55 C durante 5-30
minutos ). Unarespuesta al tratamiento puede
indicar la presencia de un mycoplasma; lo
opuesto conllevaría a una etiología de origen
viral.

5. Mediante pruebas serológicas, que constitu¬
yen una forma rápida para identificar unpató¬
geno desconocido, ya que permitenrelacionar
virus desconocidos con el virus al cual perte¬

nece el antisuero.

Con frecuencia, una planta puede estar atacada
por dos o más patógenos, desarrollando diferentes
tipos de síntomas. Elaspecto más importanteante
esta situación es que la presencia del (os) patóge-
no(s) adicional(es) tiene que ser reconocida; por
lo tanto, el diagnóstico de las enfermedades y la
identificación de los patógenos debe hacerse en
la misma forma descrita previamente.

Si no se puede hallar algún organismo asociado
con la planta enferma se tendrá que asumir que

la enfermedad es causada por unfactor ambiental.
El número de factores ambientales que pueden
causar enfermedades en las plantas es casi ilimi¬
tado. Muchos de los factores ambientales afectan
a las plantas, interfiriendo con el proceso fisioló¬
gico normal y produciendo en el suelo o en el aire
un exceso de compuestos tóxicos, o interfiriendo
con la producción normal de elementos o nutrien¬
tes esenciales para las mismasplantas.Eldiagnós¬
tico de un factor ambiental específico que está
causando una enfermedad es a veces difícil de
determinar. Algunos factores ambientales causan
síntomas específicos en las plantas, que ayudan
al diagnóstico de la causa del desorden, pero mu¬
chos de ellos causan síntomas no específicos que
dificulta su diagnóstico.

Con el propósito de ayudar al estudiante en el
análisis de cada muestra se ha preparado un for¬
mato especial, el cual no solo permite seguir una
secuencia ordenada eneldiagnóstico de cualquier
enfermedad, sino también registrar las observa¬
ciones con un mínimo de detalles. Tan pronto
como el agente causal es identificado, el estu¬
diante tiene la oportunidad de familiarizarse más
con las medidas de control, dando las recomenda¬
ciones del caso. Esto, más las prácticas de campo,
permitirá al estudiante adquirir mayor destreza en
el diagnóstico y control de enfermedades de plan¬
tas.

APUNTES
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Diagnóstico de Enfermedades de Plantas

Fitopatología

Nombre:--Curso-

Muestra No_ Procedencia_Fecha-

1. Hospedante: Nombre Común-Nombre Científico -

2. Síntomas en el Campo:

3. Condiciones bajo las cuales la planta estuvo creciendo:

Profundidad y naturaleza del suelo-
Práctica de irrigación: qué cantidad y por cuánto tiempo?

Fertilizantes empleados: cuáles, dosis y forma de aplicación

Fungicidas o insecticidas utilizados: cuáles, dosis y forma de aplicación

Herbicidas o esterilizantes del suelo usados: cuáles, dosis y forma de aplicación

4. Síntomas en detalle: a) follaje y brotes; b) tronco, tallo, ramas; c) flores y/o frutos; d) raíces
secundarias, raíces adventicias.
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5. Observaciones de la muestra en aumento bajo: lupa y/o microscopio estereoscópico.

Detalle de lesión_

Evidencia de esporas o cuerpos fructíferos_

Exudado (color, consistencia)_

Evidencia de insectos o ácaros_
Evidencia de daños mecánicos o químicos-

6. Observaciones de la muestra en aumento alto: Montaje del organismo en placas temporales
y observación en el microscopio compuesto.

Diagramas: A. Cuerpo Fructífero, B. Conidioforos y esporas

7. Aislamiento: cultivos preparados para aislar el organismo causal.

Método y Medio de Cultivo-

Tejidos empleados-
Condiciones ambientales durante el período de incubación_

Apariencia de la colonia: tamaño, forma, color, consistencia

Cuerpos fructíferos y esporas-

8 Patogenicidad:

Método de Inoculación-
Período de Incubación y descripción de síntomas.
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9. Diagnóstico:

Nombre común de la enfermedad_
Nombre del organismo o agente causal

10. Recomendaciones: Después de cada recomendación explicar las razones por las cuales se selec¬

cionó como el método más práctico y efectivo para controlar el problema--11. Referencias consultadas:
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Práctica No. 6

Aislamiento de Hongos
Fitopatógenos de Material

Vegetal Enfermo

Objetivo

Demostrar un método para aislar hongos pató¬
genos de plantas en cultivo puro.

Materiales

Hojas de arroz atacadas por Pyricularia ory-
zae; hojas de maíz atacadas por Helminthospo-
rium turcicum; hojas de cebolla atacadas por
Alternaría porryo, hojas y vainas de frijol ataca¬

das por Colletotrichum lindemuthianum; cu¬
chillas; pinzas; hipoclorito de sodio al 0.5%; lám¬
para de alcohol; cajas Petriy tubos de ensayo con
PDA acidificado; cámara de aislamiento.

Procedimiento

Haga cortes de los tejidos enfermos de aproxi¬
madamente 5 mm de largo, de tal manera que
abarquen tanto tejido enfermo como tejido sano.
Sumérjalos durante 2 minutos en la solución de
hipoclorito de sodio al 0.5%. Mediante las pinzas
esterilizadas a la llama, transfiera 5 trozos en cada
caja de Petri formando un cuadrado con un trozo
de tejido en el centro. Coloque las cajas en una
incubadora graduada entre 25-28°C. Una vez que
aparezcan las colonias transfiera asépticamente
trozos pequeños del margen de ellos a tubos de
ensayo conteniendo PDA acidificado. Incubenue¬
vamente. T) '
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Práctica No. 7

Inoculación de Hongos
Fitopatógenos

Objetivo

Demostrar el efecto de la concentración del ino¬
culo y lahumedadrelativa sobre elestablecimiento
de hongos fitopatógenos.

Materiales

Plántulas de maíz, cultivos de Helminthospo-
rium turcicum, agua destilada estéril; hemacitó-
metro; aspersor De Vilbiss No. 15; compresor de
aire; adherente ADSEE775; vasos de precipita¬
ción; cámara húmeda con humedificador; bolsas
de plástico; agujas curvas; alambre grueso.

Procedimiento

Disuelva 5 gotas de ADSEE775 en 500 mi de
agua destilada. Coloque unos 10mide ADSEE775-
agua sobre la superficie de cada caja Petri con H.
turcicum. Con la ayuda de una aguja curva frote
suavemente el cultivo delhongo sobre lasuperficie

del medio. Filtre la suspensión de esporas a través
de una capa doble de gasa sobre un vaso de pre¬
cipitación. Lave la superficie de la caja con otros
10 - 20 mi de solución ADSEE775- agua; filtre y
adicione el filtrado a la primera suspensión de
esporas. Mediante la ayuda del hemacitómetro
prepare dos concentraciones de esporas: 2000 y
10000 esporas/ml de agua. Esté seguro de que las
macetas con las plántulas de maíz sean bien hu¬
medecidas antes de la inoculación. Inocule dos
macetas con una suspensión de 2000 conidias/ml.
Coloque una en la cámara húmeda. Cubra la otra
con una bolsa de plástico y colóquela sobre una
mesa del invernadero. Inocule otras dos macetas
con una suspensión de 10000 esporas/ml e incube
como hizo antes. Al inocular cubra las hojas con
la suspensión hasta que estén completamente re¬
cubiertas. Después de 24 horas, remueva las ma¬
cetas de las cámaras y colóquelas sobre una mesa
del invernadero. Después de 7 días determine la
severidad de la enfermedad de acuerdo a la con¬
centraciónde esporas y a lacámara de incubación.
Discuta los resultados.

APUNTES

I 'a i_ i .
•_
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Práctica No. 8

Efecto de las Condiciones
Ambientales Sobre elCrecimiento

y Esporulación de Hongos

Objetivo Procedimiento

Demostrar el efecto que tiene el medio de culti¬
vo, la temperatura y la luz, sobre el crecimiento y
esporulación de hongos.

Materiales

Aislamientos de Pyricularia oryzae, Hel
minthosporium turcicum, Aspergillus ssp
PÍeóspófáHsp y ~Ofíaetómlun ssp; 30 cajas de
PDA; 30 cajas con V—8 agar; 30 cajas con malta
- sal agar ( MSA ); 30 cajas con agar agua (AA);
incubadoras graduadas a 15, 28 y 32° C; cámara
con luz ultravioleta; cámara de aislamiento; lám¬
para de alcohol; papel parafilm; sacabocado, mar¬
cador.

En la cámara de aislamiento siembre aséptica¬
mente por cada medio de cultivo 5 cajas de cada
hongo, es decir, 20 cajas por hongo. Una vez sem¬
bradas las 120 cajas, incubepor cada combinación
hongo-medio una caja a 15 C, es decir, 4 cajas
por cada combinación hongo-medio. Coloque
otras 4 cajas a temperatura ambiental, otras cuatro
cajas a 28°C y, 4 cajas a 32°C. Las 4 cajas que
quedan por cada combinación hongo-medio, co-
lóquelas en la cámara provista con luz ultravioleta.
Repita lo mismo para cada uno de los 5 hongos
restantes. Tome registros de crecimiento cada 2
días, y dé esporulación a los 8 días, para todos los
hongos. Discuta los resultados.
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Práctica No. 9

Aislamiento de Bacterias
Fitopatógenas de Material

Vegetal Enfermo

Objetivo

?
Demostrar dos métodos para aislar bacterias fi¬

topatógenas en cultivo puro.

Materiales

Tallos de tomate o de chile afectados por Pseu-
domonas solanacesrum; hojas de frijol ataca-''
das por Xanthomonas campestrispv.phaseo- „
ii;NGA;KB; cuchillas; pinzas; hipoclorito de sodio
al 0.5 %; asa; pipetas de 1 mi; agua destilada
estéril (ADE); tubos de ensayo; cámara de aisla¬
miento. /ve.-- •< W.- oí,

Procedimiento
/

1. Corte trozos pequeños de tejido enfermo de
aproximadamente 5 mm de largo, sumérgalos
durante dos minutos en clórox o hipoclorito
de sodio al 0.5%, enjuague en agua destilada
estéril por un minuto y deposite 10 trocitos
en un tubo de ensayo que contenga 5 mi de
agua estéril; tape el tubo y manténgalo en
reposo durante 15 minutos. Prepare 3 tubos
de ensayo conteniendo cada uno 9 mide agua
destilada estéril (ADE). Enumérelos. Mediante
una pipeta estéril de 1mi transfiera 1mi de
la suspensión de bacterias al primer tubo,
agite y de acá, transfiera 1mial segundo tubo,
agite nuevamente, y de acá, pase 1mialtercer
tubo para obtener finalmente diluciones de
1:10, 1:100 y 1:1000, respectivamente. Agre¬
gue por separado 0.5 mi de cada dilución por
cada caja Petri esterilizada. Agregue apro-

X:G . -r? MÿuaOavu-fi • —O Goÿojacub

TETXft

ximadamente 20 mi de NGA a cada caja y
agite suavemente para distribuir las bacterias
a través del medio. Coloque las cajas sobre
una mesa limpia del laboratorio. Las colonias
aparecerán 48-72 horas más tarde, siendo la
concentración de éstas proporcional a la dilu¬
ción empleada. Se considera que cada colonia
proviene de una célula bacterial. Xanthomo¬
nas produce en NGA colonias de color ama-

-V

rillo. Las colonias provenientes de tejidos de
tomate o chile atacados por Pseudomonas
solanacearum se deben transferir a cajas Pe¬
tri con medio KB. Sobre éste medio Pseudo¬
monas produce un pigmento fluorecente de
color verdoso-amarillento, el cual es fácil de
observar bajo la luz ultravioleta.

£

2. Como el método anterior, corte trozos pe¬
queños de aproximadamente 5 mm de tejidos
afectados por Xanthomonas campestris
pv phaseoli, colóquelos durante 2 minutos en
en hipoclorito de sodio al 0.-5%-,- enjuáguelos
en ADE durante un minuto y deposite 10 tro¬
citos en un tubo de ensayo conteniendo 5 mi
de ADE. Deje reposar por unos 10-15 minutos
(observe el flujo de bacterias de color lechoso)
y conunaasa estéril transfiera unasuspensión
de bacterias a cajas Petri con nutriente-glu-
cosa-agar (N G A). Se transfiere haciendo ra¬
yados paralelos de lado a lado de la caja sobre
la superficie del medio. Coloque las cajas a
temperatura ambiente. Las colonias aparece¬
rán 48-72 horas más tarde. Xanthomonas
produce colonias de color amarillo.
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Practica No. 10

Inoculación de Bacterias
Fitopatógenas

Objetivo

Demostrar la importancia de las heridas en la
penetración y establecimiento de las bacterias fi¬
topatógenas e ilustrar los postulados de KOCH.

Materiales

Plantas de frijol con trifolios; plantas de tomate

con 5 a 6 hojas; goteros estériles; tubos de ensayo
con 5 mide agua destilada estéril; etiquetas; asas;
agujas de disección; cajas Petri; cámara húmeda;
humedificador; aspesorDeVilbissNo. 15; compre¬
sor de aire; cuchillas; cultivos de Xanthomonas
campestris pv. phaseoli de Pseudomonas
solanacearum de 24 a 48 horas de edad.

Procedimiento

Deposite 10 mide agua destilada estéril en cada
una de las cajas Petri con cultivos de X. campes-
tris pv. phaseoli y P. solanacearum. Con la
ayuda de una asa esterilizada en la llama remueva
las células bacteriales y mézclelas con el agua de
tal manera que el agua se enturbie. Tome una

planta de frijol e inocule los trifolios con X. cam¬
pestris pv. phaseoli haciendo cortes con una
cuchilla previamente sumergida en la suspensión

bacterial. Inocule otra planta de frijol asperjando
lasuspensión bacterialsobre el follaje conelasper¬
sor De Vilbiss. Finalmente, inocule 2 plantas con
agua destilada estéril haciendo cortes con la cu¬
chilla y por aspersión, respectivamente. Estas dos
plantas servirán como controles.

Tome una planta de tomate y con la ayuda de
un gotero deposite una gota de la suspensión de
P. solanacearum en la axila de la tercera hoja.
Introduzca la aguja de disección varias veces den¬
tro del tallo a través de la gota de suspensión
bacterial. Inoculeunasegunda plantadepositando
una gota de suspensión de P. solanacearum en
la axila de la tercera hoja. Finalmente, inocule dos
plantas con agua destilada estéril introduciendo
la aguja dentro del tallo a través de la gota de agua
y depositando una gota de agua destilada estéril,
respectivamente.

Unavez inoculadas las plantas, se deben colocar
dentro de la cámara húmeda durante 24 horas.
Siete días después de la inoculación se empiezan
a observar los primeros síntomas. Observe con
cuidado los síntomas desarrollados por cada bac¬
teria. Aisle de nuevo las bacterias siguiendo cual¬
quiera de los procedimientos descritos en la prác¬
tica No. 9 y compare las colonias aisladas con las
originales. Discuta los resultados obtenidos.

APUNTES
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Práctica No. 11

Tinción y Reacción de Gram
de Bacterias Fitopatógenas

Objetivo

Demostrar cómo teñir y determinar la reacción
Gram negativa o positiva de bacterias fitopatóge¬
nas.

Materiales

Rojo congo al 2%; azul de metileno; soluciones
de cristal violeta y oxalato de amonio; solución de
Lugol; solución de contraste; alcohol acidificado;
colonias de Bacillus subtilis, Xanthomonas
campestrispv. phaseoliy Pseudomonassola-
nacearum; portaobjetos; lámpara de alcohol;
asas; agua destiladaestéril; alcoholestílico al95%. ÿ

Procedimiento

1. Tinción de bacterias:

A) Rojo Congo. Deposite sobre un portaob¬
jetos limpio, una gota de solución rojo
congo y con una asa estéril agregue una
cantidad pequeña de Xanthomonas
campestrispv phaseoli.Mezcle labac¬
teria con el colorante y distribúyala por
todo un extremo de la cara superior del
portaobjetos. Deje que se seque al medio
ambiente. Una vez seca la preparación,
agregue varias gotas de alcohol acidifi-<ÿ- / p
cado (3 gotas de ácido clorhídrico concen¬
trado en 30 mi de alcohol etílico al 95%).
La preparación cambiará de color rojo a
azul. Permita que el alcohol se evapore y
observe lapreparaciónalmicroscopio con
el lente de inmersión.

B) Azul de Metileno. Sobre un portaob¬
jeto limpio y con la ayuda de una asa,
deposite una suspensión diluida de X.
campestris pv. phaseoli. Distribuya
la bacteriapor todo unextremo de la cara
superior del portaobjetos y permita que
se seque al medio ambiente. Fije las ce-

lulas bacteriales al portaobjetos, pasando
la preparación rápidamente unas 5-6
veces sobre la llama de una lámpara de
alcohol. Cerciórce de no exponer la
bacteria directamente a lallama.Aplique

ÿ 2 gotas de azul de metileno a la prepara¬
ción bacterial y déjela reposar durante
unos 5 minutos; lave el exceso de colo¬
rante con agua destilada. Permita que
se seque al medio ambiente y observe la
preparación al microscopio con el lente
Me inmersión.

Reacción de Gram.

Coloque una gota de agua destilada estéril
sobre un cubreobjetos limpio y seco, previa¬
mente tratado con alcohol al 70%. Por cada
cubreobjetos adicione una cantidad pequeña
de B. subtilis, X. campestris pv phaseoli
y P. solanacearum. Mezcle la bacteria con
la gota de agua.

Con la ayuda de un cubreobjetos previamente
tratado conalcohol al 70%, disperse labacteria
sobre una porción del portaobjetos. Permita
que elagua se evaporey luegopase elportaob¬
jetos unas 5-6 veces sobre la llama de una
lámpara de alcohol con el fin de fijar la bacte¬
ria. Permita que se enfríe y luego cubra la
preparación con una suspensión acuosa de
cristal violeta durante 30 segundos. Elimine
el colorante y lave con solución de Lugol y
deje reposar por 30 segundos. Laveelportaob¬
jetos con alcohol etílico hasta que el colorante
deje de salir del portaobjetos, quizás unos po¬
cos segundos. Lave inmediatamente con un
chorro suave de agua y agregue unas 2—3 go¬
tas de solución de contraste. Deje reposar por
unos 3 minutos. Finalmente lave con agua y
permita que la preparación se seque al medio
ambiente. Observe las preparaciones al mi¬
croscopio compuesto.



27

Practica No. 12

Presencia de Bacterias
en Diferentes Ambientes

Objetivo

Investigar la presencia de bacterias en diversos
habitats y examinar los hallazgos microscópica¬
mente.

Materiales

Cultivos de Bacillus subtilis;cajas Petri con
NGA y SDA; marcadores; asas; portaobjetos; cu¬
breobjetos; colorante de cristalvioleta; incubadora
entre 35-37 C; lámpara de alcohol; microscopios
estereoscópico y compuesto; aceite de inmersión;
cámara de aislamiento.

Procedimiento

Para obtener buenos resultados, las cajas de
Petrise deben preparar unas dos o tres horas antes
de que la práctica de laboratorio se inicie. Tanto
el medio como las cajas de Petri deben ser mane¬
jadas asépticamente. Identifique apropiadamente
cada medio y una vez que esté solidificado, in¬

vierta las cajas para evitar la condensación de
agua.

Para evitar contaminaciones con microorganis¬
mos se requiere de mucha limpieza. Evite todos
los movimientos innecesarios (puertas, ventanas,

ventiladores, etc.) durante la preparación del me¬
dio y transferencia de cultivos puros. Limpie todas
las superficies de trabajo con un desinfectante
(alcohol, hipoclorito de sodio al 5%, o jabón y agua).
Lávese bien las manos. Antes de verter medio
estéril de un frasco a una caja Petri, debe pasar
la boca del frasco por la llama. Levante la tapa de
la caja lo necesario para permitir la vertida del
medio; coloque suficiente medio para cubrir bien
el fondo de la caja e inmediatamente póngale de
nuevo la tapa. Similarmente antes de transferir un
cultivo puro a cajas, pase la boca del tubo que

contiene el cultivo por la llama e inserte una asa,
también pasada por la llama, y obtenga una por¬
ción del cultivo. Como se hizo antes, levante la
tapa de la caja lo necesarioparapermitir laentrada
del asa y raye suavemente la superficie del medio
haciendo líneas paralelas de un lado a otro de la
caja; retire el asa y coloque de nuevo la tapa.

Inocule dos cajas de Petri conteniendo NGA y
dos cajas conteniendo SDA conBacillussubtilis
Deje dos cajas de cada medio sin inocular, las cua¬
les servirán como controles. Identifique las cajas.
Por cada medio incube entre 35-37 C una caja
inoculada y otra sin inocular, dejando las otras
cuatro cajas a temperatura ambiente.

Divídanse en cuatro grupos. Cada grupo tendrá
que preparar dos cajas con NGA y dos cajas con
SDA. El_primer grupo hará muestreo de bacterias
en el aire (corrientes de aire en el laboratorio,
fuera del laboratorio, debajo de un árbol, etc.). El
segundo grupo hará muestreo de bacterias de
polvo (polvo de encima de una lampara de techp,
de un armario, del piso, etc.). El tercer grupo hará
muestreo de bacterias del suelo (suelo de una
maceta coñ plañías, de ÿ un"prado, de forestales,
del campo, de un lago o una quebrada, etc.). El
cuarto grupo hará muestreo de bacterias de agua
(de un lago, de un tanque, de una quebrada, de
un acuario, etc.).

Para muestrear bacterias del aire basta con re¬
mover una tapa de las cajas en el lugar seleccio¬
nado para tal fin. Permita que la caja permanezca
abierta por varios minutos o muévala alrededor
varias veces y luego tápela. Incube dos cajas entre
35-37 C y las otras dos cajas déjelas al medio am¬
biente. El muestreo de bacterias de polvo se rea¬
liza mediante un aplicador de algodón estéril, el
cual se impregna de polvo en la superficie que se
va a muestrear, se levanta la tapa de la caja lo
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suficiente para permitir la entrada del aplicador y
seguidamente se frota a través de la superficie del
medio y se tapa la caja. Incube dos cajas entre
35-37°C y las otras dos colóquelas al medio am¬
biente. Elmuestreo de bacterias del suelo se rea¬
liza en forma similar al muestreo de polvo y para
tal fin, se esparce sobre el medio con la ayuda del
aplicador, varias partículas de suelo. Incube como
en el caso anterior. ' Finalmente, el muestreo de
bacterias del agua se hace mediante la ayuda de
una asa. P.ara tal propósito basta con sumergir el
asa dentro de la muestra de agua y rayar suave¬
mente sobre la superficie del medio, haciendo lí¬
neas paralelas de un lado a otro de la caja, retire
elasay tape lacaja. Incubedos cajas entre 35-37 C
y las otras dos, póngalas al medio ambiente.

Todás las cajas deben ser invertidas durante la
incubación con el fin de evitar la condensación
de agua.

Observe las cajas (las propias y de los otros
grupos) después de 24 — 48 horas. Observe el ta¬
maño, forma, color y textura de las diferentes co¬
lonias que aparecen. Además de bacterias, apare¬
cerán levaduras y hongos particularmente en uno
de los medios.

Cada grupo dibuje el tamaño aproximado y apa¬
riencia de las colonias sobre sus cajas Petri. Iden¬
tifique cada colonia con respecto a su color, textu¬
ra y cualquiera otra característica distintiva. Pre¬

pare placas microscópicas de Bacillussubtilisy

de aquellos organismos que aparecen en sus res¬
pectivos mediosy tratamientos. Medianteunapli¬
cador de algodón estéril transfiera unaporciónpe¬
queña de una colonia y deposítela cerca del borde
del portaobjetos (utilice un portaobjetos para dos
preparaciones). Adicione una gota de agua desti¬
ladaestérily mézclelabienconlabacteria.Permita
que se seque y adicione una o dos gotas de cristal
violeta. Después de 30 segundos, elimine suave¬
mente el exceso del colorante, coloque un cu¬
breobjetos sobre lapreparación, y observe laplaca
al microscopio compuesto. Observe también las
preparaciones hechas por los otros grupos y dis¬
cuta sus observaciones: 1) ¿Cuántas colonias hay
en sus cajas?, ¿Cuántas clases de colonias hay?,
2) ¿Son las colonias de sus cajas similares a aque¬
llas sobre las cajas de los otros grupos?, ¿Cuáles
son las razones por las cuales son diferentes?, 3)
¿Cómo difieren las colonias sobre las cajas de su
grupo con respecto a aquellas sobre las cajas de
los otros tres grupos?, 4) De razones posibles a
sus respuestas dél numeralanterior, 5) ¿Hay algu¬
nas colonias que están afectando a otras (inhibi¬
ción o estímulo)?. Si la respuesta es afirmativa,
¿quéexplicacióndaríay qué experimentosplanea¬
ría para investigar más profundamente tal(es) fe-
nómeno(s)?, 6) ¿Qué experimentos diseñaría para
investigar en más detalle el habitat de sus mues¬
tras y los organismos que encontró? y, 7) ¿Qué
posible aplicaciónle encontraría a sus resultados?,
¿Qué pruebas serían necesario realizar antes de
que estas aplicaciones fueran practicadas?.

APUNTES
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Práctica No. 13

Inoculación de Virus
Fitopatógenos

Objetivo

Demostrar la naturaleza infecciosay latransmi¬
sión mecánica del virus del mosaico del tabaco
(TMV) y/o del virus del mosaico común del frijol
(BCMV).

Materiales

Hojas de tabaco atacadas por el virus del mo¬
saico del tabaco o cigarros elaborados; hojas de
frijol afectadas por el virus del mosaico común del
frijol; plántulas sanas de tabaco; chile, tomate y
frijol, a las cuales se les ha eliminado la yema
terminal; pipetas; vasos de precipitación; fosfato
de potasio (K2HP04) 0.01M,pH7.5; aguadestilada
estéril; gasa.

Procedimiento

TMV. Triture 10 gr de material afectado con
mosaico del tabaco en 25 mide fosfato de potasio.

Filtre la suspension a través de gasa y almacene
el filtrado en el refrigerador.

BCMV.Macere 10gr de hojas de frijolafectadas
con elvirus delmosaico común en 100mide agua
destilada estéril o en la solución- amortiguadora
de fosfato de potasio. Filtre la suspensión a través
de gasa y guarde el filtrado en el refrigerador.

Con la ayuda de un trozo de- gasa estéril frote
suavemente el inoculo de cada virus sobre las ho¬
jas de plántulas de tabaco, chile, tomate y frijol.
Después de inocular elprimer virus lávese las ma¬
nos oon agua y jabón para eliminar el virus. Colo¬
que las plántulas inoculadas en el invernadero y
observe el desarrollo de síntomas a los 7-14 días
después de lainoculación.Discútalosresultados.

APUNTES
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Práctica No. 14

Extracción y Fijación de
Nemátodos del Suelo y de

Tejidos Vejetales

Objetivo

Familiarizar al estudiante con los métodos más
comúnes de aislamiento de nemátodos del suelo
y de tejidos vejetales.

1. Método de embudo de Baermannmodifi¬
cado para extraer nemátodos del suelo.

Materiales

Suelo infestado de nemátodos; embudos de vi¬
drio o de plástico de paredes lisas; mangueras de
caucho de unos 10 cm de largo; soporte para los
embudos; mallas con abertura superior a 2 mm;
papel facial; pinzas para las mangueras; vidrios
de "Syracuse"; microscopio estereoscópico; al¬
cohol 95%; formaldehido 40%; ácido acético gla¬
cial.

Procedimiento

Homogenizar bien el suelo. Coloque las pinzas
a las mangueras y conecte éstas a los embudos.
Haga una casuela con unpedazo de malla e insér¬
tela en el embudo. Sobre la malla coloque una
toalla facial o papel clenex doblado, sobre el cual
se depositan 50 gr de suelo. Disperse bienel suelo
de tal manera que forme una capa delgada. Doble
las esquinas del papel y agregue agua al embudo
hasta que haga contacto con la parte inferior de
la malla. Con el propósito de eliminar tierra y resi¬
duos se descarta una pequeña cantidad de agua
5 minutos después de haber colocado el material
en el embudo. Los nemátodos pasarán a través
del papel y se reúnen en el fondo de la manguera.
Después de 24 horas se toma unos 5 mi de cada
uno de los embudos, apretando la pinza y reco¬

giendo el líquido en el vidrio de "Syracuse". Ob¬
serve la muestrabajo el microscopio estereoscópi¬
co.

En un tubo de ensayo, caliente ( 60-85 C ) 5 mi
de fijador AFA (alcohol 95%: 20 mi; formaldehido
40%: 6ml; ácido acético glacial: 1 mi; agua: 40
mi),el cual se echa al recipiente conteniendo los
nemátodos concentrados. De esta manera los ne¬
mátodos quedan muertos y fijados.

De cada frasco conteniendo nemátodos fijados
se dejan los últimos 2-3 mi, eliminando el resto.

Este pequeño volúmen de nemátodos concentra¬

dos se agita, y con la ayuda de una jeringa, se
extrae 0.1 ml, que se deposita en el centro de un
círculo hecho de esmalte de uñas de 2 cm de
diámetro. La gota se deja reposar durante 10 mi¬

nutos y luego se coloca un cubreobjetos sobre ella,
fijándolo con esmalte. Al cabo de 30 minutos apro¬
ximadamente, cuando el exceso de agua se haya
evaporado de los bordes del cubreobjetos, se sella
con esmalte. De cada muestra se preparan 3 pla¬
cas. Finalmente se realiza el conteo e identifica¬
ción directa en el microscopio de nemátodos fito-
parásitos y no fitoparásitos.

2. Aislamiento de nemátodosdel suelo me¬
diante el método combinado del tami¬
zado y embudo de Baermann.

Materiales

Suelo infestado con nemátodos; embudos de
vidrio o de plástico de paredes lisas; mangueras
de caucho de unos 10 cm de largo; soportes; ma¬
llas; papel facial; pinzas; vidrios de "Syracuse";
microscopio; alcohol 95%; formaldehido 40%;
ácido acético glacial; serie de 4 tamices: No. 20
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(850m), No. 60 (250aa), No. 200 (74 u ) y No. 325
(45 aa ); 2 baldes; frasco lavador; vasos de precipi¬

tación.

Procedimiento

Deposite 500 gr de suelo infestado con nemáto-
dos en un balde y adicione 5 litros de agua; agite
la suspensión durante 2 minutos, déjela reposar
por 30 minutos y luego vierta lentamente el líquido
sobrenadante a través dejos cuatro tamices colo¬
cados en serie, así: número 20, 60, 200 y 325.
Descarte el material retenido en los dos primeros
tamices y transfiera a vasos de precipitación el
material retenido en los tamices No. 200 y 325.
Esto se hace con la ayuda del frasco lavador y
dirigiendo el chorro de agua por debajo de los
tamices. Transfiera el material a cada uno de los
embudos preparados, tal como se hizo en el mé¬
todo anterior. Los nemátodos activos pasarán a
través del papel y se depositarán en el fondo de
la manguera. Al cabo de 12 a 24 horas se recogen

muestras de 5 mi de cada uno de los embudos,
apretando la pinza y recibiendo el líquido en el
vidrio de "syracuse" Observe la muestra en el
microscopio estereoscópico.

Los nemátodos grandes son retenidos en el ta¬

miz número 200 ( 74 ude abertura ), mientras que
los pequeños se retienen en el tamiz número 325
(45 u de abertura). Trate de identificar los nemá¬
todos que encontró siguiendo el procedimiento
usado en el método anterior.

3. Extracción de nemátodos del suelo, raí¬
ces, tallos—hojas y/o granos mediante la
técnica de la centrífuga.

Materiales

Muestras; licuadora; centrífuga de 5000 rpm
con tubos (preferiblemente de plástico) con capa¬
cidad mínima de 50 mi; solución de azúcar (673
gr de azúcar/litro de agua); agua destilada; tami¬
ces número 20 y 325; 2 baldes; 2 frascos beaker
de 500 mi de capacidad; frascos lavadores;"syra-
cuses"; espátulas.

Procedimiento

Si la muestra es suelo, mezcle 100 gr de suelo
con 5 litros de agua dentro de un balde. Si se trata

de tejido vegetal, basta con echar unos 10 gr de
tejido y 1litro de agua en una licuadora y póngala
a funcionar durante unos 30 segundos. Cualquiera
que sea la muestra, agite la mezcla y déjela en
reposo durante 10 segundos. Sin remover el resi¬
duo precipitado en el fondo del recipiente, pase
la suspensión a través de los dos tamices coloca¬
dos juntos, en orden ( número 20 sobre número
325) y en posición inclinada. Recoja la suspensión
en un balde y desheche ésta. Separe los tamices
eliminando los residuos retenidos en el tamiz nú¬
mero 20. En caso de que el tamiz número 325
quede lleno de agua, basta con golpear los lados
del mismo varias veces hasta que salga toda el
agua. Lave el .tamiz número 325 por debajo me¬
diante la ayuda de unfrasco lavador que contenga
agua destilada. Es conveniente empezar a lavar
desde la parte superior del tamiz y luego hacia la
parte inferior, haciéndolo rápido. El residuo resul¬
tante se recoge en un beaker y se transfiere a
tubos de centrifugación de 50 mi. Procure que
todos queden llenos hasta el mismonivel. Coloque
los tubos dentro de la centrífuga y póngala a fun¬
cionar a 3000 rpm durante 3 minutos. Los nemá¬
todos y partículas pesadas se precipitarán en el
fondo de los tubos. Elimine la suspensión acuosa
dejando solamente los residuos en el fondo de los
tubos. Agregue la solución de azúcar a los tubos
con residuos, de tal manera que todos queden con
el mismo volúmen, pero no demasiado llenos para
evitar que se derramen cuando la centrífuga este
funcionando. Agite con una espátula los residuos
para que formen una suspensión con la solución
de azúcar. Centrifugue nuevamente a 3000 rpm
durante 3 minutos. Al retirar los tubos de la centrí¬
fuga, los nemátodos quedarán suspendidos y las
partículas pesadas se precipitarán en el fondo de
los tubos. Pase la suspensión a través del tamiz

número 325, procurando concentrar los nemátodos
en la parte inferior del tamiz y facilitar así la lavada
y recuperación de los nemátodos en un mínimo
de agua. Lave con agua destilada como se explicó
antes. El residuo obtenido así tiene los nemátodos
concentrados. Saque unos 5 mi de suspensión y
colóquela en el vidrio de "syracuse". Observe la
muestra en el microscopio estereoscópico. Trate
de identificar los nemátodos que separó siguiendo
el procedimiento descrito en el primer método de
extracción.
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Práctica No. 15

Detección de Microorganismos en
Semillas y Tratamiento Químico

de Semillas

Objetivo

Demostrar la presencia de microorganismos en
las semillas y determinar la concentración óptima
de ciertos productos químicos utilizados para la
protección de las mismas.

Materiales

(J \xy \
' Cajas de Petri con agar-agua (AA) al 2%/ jugo

de verduras (V-8) agar y nutriente-glucosa-agar
(NGA); hipoclorito de sodio al 1%; 2,4-D al 0.2%;
papel filtro; cajas Petri esterilizadas; luz ultravio¬
leta ( LU );(tubos de ensayo con V-8 agar y NGA;A
benomyl (50%); jthiram (75%); Asemillas de frijol,
maíz, arroz, soya o sorgo.

Procedimiento

1. Prueba en agar.

ÿUtilice 5 cajas Petri con agar-agua al 2% por
tratamiento. Tome 50 semillas por cultivo, trá¬
telas con hipoclorito de sodio durante 2 minu¬
tos y siembre 10 semillas por caja de tal ma¬
nera que queden bien distribuidas e incube
a 20-25°C durante 4-8 días. Haga observacio¬
nes frecuentes tomando registro de germina¬
ción y número de semillas que presentan hon¬
gos, bacterias o ambosjLas bacterias se trans¬
fieren a los tubos de ensayo con NGA - Ca
C03 y los hongos a tubos de ensayo con V-8
agar - ácido láctico para identificación poste¬
rior y pruebas de patogenicidad.

2. Prueba en papel filtro más 2,4 — D.

Esta prueba es una modificación de la prueba
de germinación ya que la semilla se coloca
sobre la superficie de discos de papel filtro

> tft-ro/ P!aacd r?/crfcibxL//orÿi!x

humedecido. Los discos de papel se saturan

con agua estéril y el exceso se elimina. Como
en el método anterior tome 50 semillas por
cultivo; trátelas con hipoclorito de sodio du¬
rante 2 minutos y luego coloque 10 semillas
por caja Petri. Ya que con éste método el cre¬
cimiento de plántulas con frecuencia dificulta
la observación de hongos, y la determinación
del porcentaje de infección es imposible, adi¬
cione unas 5 gotas de 2,4-D al 0.2% por cada
caja con el fin de prevenir la germinación de
la semilla. Las cajas así tratadas se sellan con
tiras de papel parafilm y se ponen a incubar
a 20-25 C con un ciclo de luz ultravioleta (LU)
de 12 horas diarias durante 4-8 días. Como
en el método anterior, tome registros del nú¬
mero de semillas que presentan hongos o bac¬
terias, o ambos. Identífiquelos.

Tratamiento Químico

Trate grupos de 50 semillas con Benomyl y
Thiram a concentraciones de 0, 500TlOOÜ7"y
4000 ppm. Coloque las semillas dentro de una
bolsa de plástico, agregue la dosis correspon¬
diente de acuerdo al tratamiento y agite la
bolsa durante un minuto; extienda luego la
semilla sobre un papel y con la ayuda de unas
pinzas siembre 10 semillas por cada caja con¬
teniendo AA al 2%. Siembre 5 cajas por cada
concentración, o sea, 25 cajas por fungicida.
Incube a 20—25° C durante 4-8 días. Para cada
concentración realice observaciones frecuen¬
tes de germinación y número de semillas que
presentan hongos o bacterias, o ambos. Pre¬
sente unresumen de los resultados enuncua¬
dro, indicando cuál fue el mejor fungicida y
las concentraciones óptimas que se deben
emplear en el tratamiento de semillas. Si uno
de los fungicidas es mejor que el otro ¿a qué
se debe esa característica?.
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Practica No. 16

Estimación del Poder Residual
de

Fungicidas en el Follaje

Objetivo

Demostrar el uso de fungicidas y determinar la
influencia del tipo de fungicida, la naturaleza de
la superficie foliar y el efecto del agua de lluvia
sobre la retención de los fungicidas.

Materiales

PDA; 6 plántulas de frijol; 6 plántulas de café;
cajas Petri; cultivo de Colletotrichum linde-
muthianum; benomyl; mancozeb; atomizado¬
res; probetas de 10, 100 y 1000 mi; sacabocados;
pipetas de 5 mi; ventilador; compresor de aire;
humedificador; cámara.

Procedimiento

Preparar un litro de PDA. Prepare una suspen¬
sión de esporas de C. lindemuthianumque con¬
tenga más o menos 15000 esporas/ml. Adicione
dentro de la cámara de aislamiento 20 mi de la
suspensión de esporas, a cada caja de PDA aún
líquido (45 C) y agite hasta que las esporas se
hayan difundido a través del medio. Prepare 48
cajas vertiendo 20 mi de medio/caja Petri. Permita
que el medio se solidifique.

Prepare soluciones de benomyl (2.5 gr/litro de
agua =0.5 kg/200 litros de agua/ha ) y de manco¬
zeb ( 15 gr/ litro de agua = 3kg/200 litros de agua/
ha).

Conformen 4 grupos y procedan de la siguiente
manera: Elgrupo 1realizará el tratamiento café—
benomyl.Mediante unatomizador De Vilbiss nú¬
mero 15, accionado por un compresor de aire, as¬

perje dos plantas de café con la solución de beno¬

myl. El fungicida debe aplicarse hasta que co¬
mience a gotear de la superficie foliar. Una vez
asperjadas las plantas, colóquelas cerca de unven¬
tilador hasta que el follaje se seque. Coloque una
de las plantas dentro de una cámara de plástico
provista con un humedificador. Accione éste du¬
rante 30 minutos. Deje una tercera planta como
testigo, es decir, sin ser tratada con el fungicida
niexpuesta al humedificador. Desprendalas hojas
de las tres plantas por separado y colóquelas una
vez secas, con el envés hacia abajo sobre papel
absorbente. Con la ayuda de un sacabocado des¬
prenda 16 discos de las hojas que no fueron trata¬

das con benomyl, 16 discos de las hojas tratadas
con el fungicida pero no expuestas a la lluvia arti¬
ficial y, 16discos de laplanta tratada confungicida
y expuesta a lluvia artificial. El sacabocado debe
lavarse y secarse al cortar discos de diferentes
tratamientos. Por cada tratamiento disponga de 4
cajas con PDA. Con unas pinzas tome los discos,
y bajo condiciones asépticas en la cámara de ais¬
lamientos, colóquelos sobre elmedio de la suspen¬
sión de esporas con el haz, haciendo contacto

directo conelmedio. Encada caja coloque 4 discos
correspondientes al mismo tratamiento. Los dis¬
cos deben quedar equidistantes uno de otro. No
mueva el disco una vez depositado sobre el agar.
Después de 48 horas mida el diámetro de la zona
de inhibición y presente los resultados en un cua¬
dro. Compare y discuta los resultados con los otros

3 grupos.

El grupo dos realizará el tratamiento café—
mancozeb, el grupo tres hará el tratamiento fri¬
jol—benomyly; el grupo cuatro efectuará el tra¬

tamiento frijol—mancozeb. El procedimiento es
el mismo que se siguió para el tratamiento café—
benomyl.
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