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Elementos e importancia del diagndstico de
problemas fitosanitarios

Elkin Bustamante R.*
Galileo Rivas P*

RESUMEN. El manejo integrado de plagas (MIP) tiene como primer fundamento el diagnéstico ecolégico
de plagas. Este principio busca dar una respuesta acertada al productor agricola y forestal, sobre la naturale-
za de los problemas fitosanitarios que se le presentan en su sistema de producciéon. Habitualmente, los profe-
sionales del agro identifican las plagas pero no realizan un diagnéstico de problemas fitosanitarios. Con base
en un diagndstico preciso y el uso de la informacién obtenida, es posible seleccionar las estrategias y ticticas
mas apropiadas de MIP. De esta manera se evita la relacion simplista patégeno-plaguicida o patégeno-varie-
dad resistente. En este articulo se presentan los elementos basicos del diagnéstico de plagas y la importancia
de las consideraciones sobre la fisiologia de la planta, fenologia planta-plaga, predisposicion, procedimientos
generales del diagndstico y algunas técnicas para la identificacién del agente causal.

Palabras clave: Diagnéstico, Manejo Integrado de Plagas, Identificacién, Plagas, Factores abidticos, Factores
bidticos.

ABSTRACT. Elements and importance of the diagnosis of phytosanitary problems. The ecological diagnosis
forms the basis of integrated management of pests. This approach aims to give sound answers to agricultural
and forestry producers about the nature of the phytosanitary problems found in their production systems.
Usually, agriculture professionals identify pests by do not perform a diagnosis of phytosanitary problems. Ba-
sed on a precise diagnosis and the use of information obtained, it is possible to select the most appropriate IPM
strategies and tactics. In this way, the simplistic relation of pathogen-pesticide or pathogen-resistant variety is
avoided. In this article the basic elements of pest diagnosis and the importance of plant physiology, plant-pest
phenology, predisposition, general diagnostic procedures and some techniques to identify the causal agent, are

presented. g
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Introduccion

En el 4mbito de las ciencias agrondmicas y la fitopro-
teccion, el panorama que se ofrece a la profesion va
mas alla de la relacién simplista patégeno-quimico o
patégeno-variedad resistente. Los profesionales tene-
mos la obligacién de responder como conocedores del
drea, con una conceptualizacion clara y una estructura
operativa funcional y ética como las planteadas por
Grogan (1981). En la medida en que se limita la res-
ponsabilidad profesional unicamente a la deteccion
del agente causal y a su supresion por medios fisicos o
quimicos, el profesional se estara volviendo redundan-
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te, porque los avances tecnoldgicos permiten que esa
funcién la cumpla un técnico calificado en el manejo
de los instrumentos de laboratorio.

El manejo integrado de plagas (MIP) con su con-
cepcion ecoldgica enfatiza como primer fundamento,
el diagnéstico correcto del problema fitosanitario; ba-
sados en el diagnéstico, el agricultor o asistente técni-
co pueden seleccionar las estrategias y tacticas de ma-
nejo apropiadas (Bustamante 1984).

Existen por lo menos cuatro grupos de técnicos
que desempefian actividades de diagnéstico:

* Extensionistas en sanidad vegetal, asistentes técni-
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cos, funcionaries de empresas de agroquimicos. Es-
te grupo es responsable del acierto o el fracaso de
los profesionales de la fitoproteccion a nivel del
agricultor.

e Profesionales dedicados a las clinicas de identifica-
cién y diagnostico.

e Profesionales con preparacion taxonOmica, grupo
exigente en la nitidez de la identificacion y caracte-
rizacion.

e Especialistas con gran experiencia en las principa-
les plagas de un cultivo.

Las decisiones mds frecuentes a nivel del cultivo
son las siguientes:
¢ Con base en un diagnostico correcto, se toman las

medidas de manejo de la plaga.

e Para diagnosticar un problema fitosanitario cuya
naturaleza e identidad no es reconocida por el agri-
cultor o asistente técnico, se recolectan muestras e
informacion de campo y se recurre a especialistas
antes de definir las tacticas de manejo.

* Aunque no se tiene conocimiento sobre la identi-
dad de la plaga y las condiciones que le favorecen,
se decide aplicar medidas de amplio espectro con la
finalidad de acertar en su control.

En los dos primeros casos se hace uso de la expe-
riencia en diagndstico para evitar riesgos de pérdidas
en el cultivo e inversiones costosas de manejo. Sin em-
bargo, en la tercera decision se juega al azar por des-
conocimiento del agente causal y se cae en el error de
la "automedicaciéon" por propia decision o por confiar
en el consejo de otra persona con poca o0 ninguna ex-
periencia en diagnéstico.

En este articulo se presentan consideraciones ge-
nerales del diagnoéstico, sus fundamentos y procedi-
mientos con énfasis en problemas fitopatolégicos.

Qué es el diagnostico y cuales son sus niveles
El diagnéstico se puede definir como el arte cientifico
de reconocer por observaciones, estudio o experimen-
tacion, la naturaleza de la causa de un problema y los
factores que inciden en su desarrollo (Grogan 1981;
Streets 1972).

El diagndstico es una etapa fundamental en el 4am-
bito de la fitoproteccion. Para realizarlo se deben ana-
lizar las condiciones en que se presenta el problema,
en especial el manejo del cultivo y las interacciones
planta-agente causal-organismos benéficos-condicio-
nes agroclimaéticas, es decir, se requiere de un analisis
integral que conlleve a un acertado juicio sobre la etio-
logia del problema y los factores que lo favorecen.

Este enfoque tiene gran aceptacion en la actuali-
dad, donde la proteccién del ambiente y la salud hu-
mana son una exigencia de primer orden y la produc-
ciéon sostenible y el MIP son incorporados a los
programas agricolas a nivel mundial.

El diagnoéstico se puede llevar a cabo a través de
diferentes niveles, de acuerdo con su objetivo y la ex-
periencia, recursos fisicos y técnicos a disposicion del
profesional (Bustamante 1986, Streets 1972, Shurtleff
y Averre 1997).

1. Nivel de campo. Se puede realizar en condiciones
precisas que permitan identificar la plaga por sus sin-
tomas, signos, distribucién en el campo u otros facto-
res. En este caso, la experiencia con el cultivo y sus
plagas es fundamental. Muchos asistentes técnicos en
cultivos especificos no solo pueden identificar el pro-
blema principal, sino también otros de incidencia eco-
némica importante.

2. Diagnéstico de confirmacién. Cuando se presentan
condiciones de campo que no permiten establecer la
identidad de los organismos causales, es necesario reu-
nir informacién de campo y recolectar muestras para
andlisis de laboratorio. Esto permite ademds de una
clasificaciéon mas exacta y 1til, la elaboracion de las lis-
tas y mapas de distribucion de plagas de una region.

Es importante recordar que diferentes organis-

mos o factores abioticos pueden ocasionar un sintoma
similar en la planta; por lo tanto, se deben evitar los
diagnoésticos precipitados carentes de informacion.
Cuando todos los rasgos caracteristicos de la plaga no
estdn presentes para llegar a un diagndstico preciso, se
puede dar un diagnésticopresuntivo, sujeto a una con-
firmacién posterior.
3. Diagnostico de nuevas plagas. En algunos casos. en
especial con enfermedades, el agente causal del pro-
blema fitosanitario no es conocido, y se hace necesa-
rio iniciar un estudio interdisciplinario que permita
determinar la naturaleza de la plaga y establecer la
identidad exacta, con el fin de orientar su manejo.

Este nivel de diagnéstico exige en muchos casos
la disponibilidad de equipos, la participacion de dife-
rentes especialistas y el tiempo necesario para realizar
un estudio clinico minucioso y analizar las condiciones
de campo en que se presenta el problema.

4. Diagnéstico regional. En este nivel se utiliza toda
la informacién de una plaga para que un eguipo de
trabajo pueda hacer el reconocimiento. en una zona o
en un pais, de la presencia de esta plaga y las condicio-
nes en que se da. Este diagnostico indica ademads la
distribucion, importancia y prioridad de la plaga para



emprender una campana de manejo o erradicacién o
una investigacion mas amplia, y serviria de base para
establecer un servicio de informacién geogréfica de
plagas.

Ademas de la distribucién de la plaga, también se
puede conocer la presencia de algtin tipo de resisten-
cia de la planta o de enemigos naturales, asi como pro-
blemas de fertilidad o estructura del suelo.

Cuando la plaga no se conoce en un area o pais
se realiza un reconocimientos negativo, donde se ha-
ce énfasis en la biusqueda del agente causal, con el fin
de confirmar su ausencia o detectar su introduccion.
La busqueda de la escoba de bruja del cacao, la broca
del cafeto o el gorgojo Kaphra, son motivo de dicho
reconocimiento.

Para llevar a cabo estos cuatro niveles de diagnos-
tico se necesita de la participaciéon de profesionales
dedicados a diferentes actividades y de varias especia-
lidades, lo cual confirma la importancia de la mayor
integracién entre funcionarios de extension, sanidad
vegetal e investigacion, en una region o pais.

Elementos basicos del diagnostico

El profesional que realiza actividades de diagnéstico
debe disponer de los siguientes elementos basicos: ra-
cionalidad, objetividad, conocimientos técnicos, equi-
po adecuado y habilidad para trabajar en grupo. Es-
tos aspectos constituyen el punto inicial que un
técnico dedicado a esta actividad debe considerar, a lo
cual, con el tiempo se adicionan, mayores conocimien-
tos y experiencias que lo llevan a convertirse en un ex-
perto (Bustamante 1986, Streets 1972, Shurtleff y Ave-
rre 1997).

La racionalidad es el elemento del diagnéstico
que orienta a una organizacion sistematica de las la-
bores de campo y laboratorio, acordes con el conoci-
miento técnico-cientifico, con el fin de hacerlo més or-
denado y preciso.

El complemento a la racionalidad es la objetivi-
dad, factor que indica la necesidad de proceder de
acuerdo a la existencia de una realidad para cada
diagnostico. La ausencia de este elemento expone al
profesional a cometer errores por apresuramiento o
exceso de confianza en su experiencia. Por ejemplo,
el amplio conocimiento de la bacteria Pseudomonas
solanacearum como causante de la marchitez de la
planta de tomate, no puede conducir a generalizar que
este microorganismo es el causante de todo marchita-
miento en este cultivo. Diagndsticos subjetivos pue-
den darse por parte de especialistas, con costos inne-

cesarios de control, pérdidas de cultivos y perjuicios
para la comercializacién internacional, asi como pér-
dida de credibilidad.

Los conocimientos mds utilizados por los profe-
sionales en diagndstico son: anatomia y fisiologia de
las plantas, factores que predisponen el ataque de pla-
gas y problemas abidticos del cultivo, fenologia del
cultivo y la plaga, técnicas de manejo del cultivo y me-
todologias de diagndstico.

Cuando el drea se circunscribe a uno o dos culti-
vos, el nivel de conocimientos y precision se adquiere
en menor tiempo. En el caso de realizar diagndstico de
plagas en diversos cultivos es importante el apoyo de
expertos en el cultivo y especialistas en diferentes
areas de fitoproteccion.

Interferencia fisiologica de la plaga y
expresion de sintomas

Las plagas y agentes abidticos que afectan las plantas
pueden interferir uno o varios de los cinco procesos fi-
siolégicos basicos: 1) absorcion y transporte de agua y
nutrimentos; 2) fotosintesis y metabolismo; 3) trans-
porte de fotosintatos; 4) desarrollo de frutos y 5) ma-
duracién y senescencia de tejidos (Agrios 1986, Mc-
New 1960, Horsfall 1979).

Absorcién y transporte de agua y nutrimentos. El drea
de absorcion (raices y pelos absorbentes) puede ser
afectada por patégenos del suelo, tales como Fusarium
spp., Rhizoctonia spp., Pythium spp., Phytophthora
spp., Erwinia spp., Meloidogyne spp. y Pratylenchus
spp. (Agrios 1986, McNew 1960).

Los insectos también contribuyen al deterioro
de la raiz, especialmente los géneros Phyllophaga
(Coleopt.: Scarabaeidae) y Diabrotica (Coleopt.:
Chrysomelidae). La presencia de semilla recién ger-
minada y plantulas desenterradas puede deberse a ra-
tas, taltuzas, ardillas o pdjaros (Saunders et al. 1998).

Por su parte, las malezas pueden afectar el desa-
rrollo radicular del cultivo por competencia y presen-
cia de sustancias alelopdticas (De la Cruz 1987).

Los principales factores abidticos que pueden
afectar el sistema radicular son: sobrefertilizacion, se-
quia, inundacién, exceso de sales solubles y herbicidas
(Agrios 1986, Shurtleff y Averre 1997).

Los sintomas mas comunes asociados con esta in-
terferencia son la necrosis, la pudricién de las raices y
tallos de las plantas ("damping off"), las agallas, el de-
sarrollo de raices adventicias, las decoloraciones tipi-
cas de deficiencias nutricionales en el follaje y frutos y
la marchitez de la planta. Otros sintomas no facilmen-



te detectables son la disminucion del tamafio de las
hojas y su capacidad fotosintética.

Los microorganismos patégenos que actiian sobre
los haces vasculares, son en su mayoria hongos y bacte-
rias tales como: Fusarium oxysporum (diferentes for-
mas especiales de acuerdo con los cultivos), Verticillium
spp., Pseudomonas solanaceracum (diferentes razas)
Phytophthora spp. (Agrios 1986).

El taponamiento del xilema por parte de estos
organismos produce el sintoma cldsico de marchita-
miento, el cual en el caso de las bacterias puede ser
reconocido por el flujo blanquecino, que se observa a
partir del corte transversal de un trozo de tallo de la
planta afectada, que se sumerje en agua (French y
Hebert 1982).

Fotosintesis y metabolismo. Las hojas pueden ser in-
terferidas en su accion fotosintética por una capa de
crecimiento micelial, como es el caso del mildeo pol-
voso de las hojas y las fumaginas, crecimientos de co-
lor oscuro de hongos como Capnodium sp. La maleza
como plaga de competencia, puede interferir la radia-
cién solar y disminuir el nivel de actividad fotosintéti-
ca del cultivo.

Sin embargo, el punto de intercepcién mas critico,
es la disminucion del drea foliar por la accion de insec-
tos comedores de hojas y de patégenos que causan le-
siones en el follaje e interfieren el metabolismo de
protefnas y la produccioén de la clorofila. Mildeos ve-
llosos, royas, antracnosis, manchas y mosaicos, son al-
gunos de los sintomas mas comunes de las enfermeda-
des causadas por hongos, bacterias, virus y fitoplasmas
(Agrios 1986).

Se pueden presentar efectos similares, como los
causados por deficiencias de nutrimentos y fitotoxici-
dad de herbicidas hormonales y de contacto (Agrios
1986, Shurtleff y Averre 1997).

Transporte de fotosintatos. El floema es la via de mo-
vilizacién de los azicares y metabolitos a sitios de cre-
cimiento o almacenamiento, éste puede ser interferida
por virus, fitoplasmas y protozoarios tipo Phytomonas,
los cuales pueden necrosar el floema. Sintomas tales
como hojas rojizas y encrespamientos se deben al ex-
ceso de azucares en la hoja (Agrios 1986, McNew
1960, Sinclair et al. 1996).

Algunos hongos como Pyricularia oryzae, al desa-
rrollarse en la base de la panoja interrumpe el paso de
fotosintatos a los granos, Rhizoctonia solani al atacar
el cuello del tallo en papa, bloquea ¢l floema e impide

el desarrollo normal de tubérculos y causa la forma-
ci6én de tubérculos aéreos (Agrios 1986).

Desarrollo de frutos. En el desarrollo de frutos se
presentan dos interferencias, ademds del llenado in-
cluido en el acdpite anterior, que pueden generarse
por elementos bidticos y abiéticos. En primer lugar se
puede observar la caida de frutos pequefios y flores
por deficiencias nutricionales, insectos, bacterias, hon-
gos y virus. Los patégenos mas conocidos son Botrytis
cinerea 'y Erwinia amylovora. El otro efecto conocido
en frutos, es el reemplazo del tejido por crecimientos
de estructuras de hongos, tales como esporas y escle-
rocios en granos y tubérculos (Agrios 1986, Busta-
mante y Thurston 1965, Bustamante 1975, McNew
1960, Neergaard 1979).

Maduracién y senescencia de tejidos. Las hojas y los
frutos especialmente, presentan interferencias por
patégenos, insectos y factores abidticos que aceleran
la senescencia de los tejidos. En algunos casos, las
condiciones de maduracion y senescencia estimulan
el ataque de hongos como Alternaria spp. en solana-
ceas, al disminuir el contenido de carbohidratos. En
los frutos cualquier dafio a la estructura fisica ocasio-
nado por vertebrados e insectos y la accion de hon-
gos y bacterias son los causantes de la mayoria de pu-
driciones y pérdida de vigor y germinacion de
semillas (Agrios 1986, Bustamante 1986, Neergaad
1979).

Aparte de estas cinco interferencias, es importan-
te considerar el efecto sobre el meristemo apical que
ocasionan los insectos. Asimismo vertebrados, hongos
y bacterias que atacan pldntulas de monocotiledoneas
y dicotiled6neas, en algunos casos, el dano es total y en
otros la planta presentard deformaciones posterior-
mente (Saunders ef al. 1998).

El concepto de predisposicion

La mayoria de plantas son inmunes o resistentes al
ataque de las plagas con las cuales entran en contacto
(especialmente hongos y bacterias) y la penetracion y
posterior infeccién es prevenida frecuentemente por
barreras fisicas (paredes celulares gruesas, formacion
de capas de corcho y absicion, presencia de tricomas)
o bioquimicas (formacion de fitoalexinas y sustratos
resistentes a las enzimas del patégeno, reacciones de
hipersensibilidad). Sin embargo, existen factores no
genéticos que actian previo al proceso de infeccion y
afectan la susceptibilidad de las plantas, sometiéndo-



las a un estado de predisposicién (Yarwood 1976,
Mussel y Malone 1979).

Inicialmente, se pensaba que las enfermedades de
los cultivos se debian dnicamente a factores del am-
biente. Posteriormente, cuando se desecho la teoria
de la generacion espontanea se consideraba a los mi-
croorganismos como la consecuencia y no la causa de
las enfermedades. A mediados del siglo XIX fue su-
perada esta etapa y los fitopatélogos centraron su
atencion, casi exclusivamente, en los agentes causales
de las enfermedades, restandole relevancia a los facto-
res que intervienen en su establecimiento y desarrollo
(Colhoum 1973, Sudrez y Torres 1996).

La predisposicion es definida como la tendencia
de tratamientos y condiciones que actian antes de la
inoculacién o introduccion del incitante al afectar la
susceptibilidad del cultivo a agentes patogénicos bio-
ticos o abioticos. La predisposicion es, por lo tanto, un
incremento en la susceptibilidad o vulnerabilidad de-
bido a causas externas que se traduce en una reduc-
cién de la resistencia de las plantas a las enfermedades
(Bustamante er al. 1993, Yarwood 1976).

El concepto no debe confundirse. Si un factor
bidtico o abidtico incrementa la susceptibilidad de la
planta a las enfermedades, es predisposicion. Si afec-
ta positiva o negativamente al patégeno, esto puede
ser proteccion, terapia, erradicacion o activacion, pero
no predisposicion.

En este sentido, al presentarse desviaciones de las
condiciones ambientales Optimas requeridas por la
planta, los procesos fisiologicos funcionan en forma
inadecuada, lo cual ocasiona normalmente fallas gene-
rales de los mecanismos de defensa (Levitt 1980,
Schoeneweiss 1983).

El estrés tecnoldgico, la predisposicion y
las enfermedades iatrogénicas

La importancia de un patégeno que ataca una planta
en su ambiente natural, generalmente es muy poca,
pero conforme la agricultura tiende al monocultivis-
mo y a la implementacién de diversas técnicas agrono-
micas, ademads de causar un desequilibrio en el ecosis-
tema y favorecer la proliferacion de plagas, también se
coloca a las especies cultivadas en un estado de predis-
posicion.

La continua busqueda del incremento en la pro-
ductividad muchas veces promueve la adopciéon de
técnicas que pueden provocar estrés severo, tales co-
mo altas densidades de siembra, uso excesivo de pla-
guicidas, especialmente herbicidas, especies de sombra

cultivadas a plena exposicion solar, métodos y dosis
inadecuadas de fertilizacién. (Huber 1980, Levesque y
Rahe 1992, Russell er al. 1989). Esto es denominado
estrés tecnolégico y es inducido por un inapropiado
manejo de la plantacién; ademas puede tener gran im-
portancia en todo tipo de cultivos.

La planificacién del manejo del cultivo o el mane-
jo de una enfermedad por cualquiera de las técticas
conocidas no se puede visualizar como un procedi-
miento l6gico, si se ignora la relevancia que tiene la
predisposicion, ya que sin darse cuenta de ello se pue-
de colocar al cultivo bajo estas condiciones y luego
provocara extraneza los altos niveles de severidad o
incidencia de una enfermedad presente en el campo.

En el caso del cultivo de café, Lobos (1993) eva-
lué el efecto de tres porcentajes de sombra sobre la
severidad e incidencia de Fusarium spp. vy Phoma
costarricensis, respectivamente, que atacaban plantas
de café¢ y determiné que las plantas que crecieron ba-
jo plena exposicion solar alcanzaron el mayor indice
de severidad y la incidencia mas alta se produjo bajo
condiciones del 75 y 100% de luminosidad. Lo cual in-
dica que la alta intensidad de luz es un factor impor-
tante de estrés que incrementa la susceptibilidad del
cultivo al ataque de ambos patégenos. El mismo autor
también evalué el efecto de dos herbicidas en el desa-
rrollo general de plantas de café y su predisposicion al
ataque de enfermedades del follaje y la raiz, determi-
nando que los residuos de diurén afectaron negativa-
mente el crecimiento de estas e incrementaron la seve-
ridad e incidencia de los patégenos mencionados.

Horsfall (1979) consider6 que el incremento en el
uso de agroquimicos, a partir de la mitad del presente
siglo estuvo acompafada del incremento de enferme-
dades iatrogénicas, que corresponden o se generan a
partir de las prescripciones o recomendaciones dadas
por fitopat6logos, agrénomos o ingenieros forestales,
para el manejo de la enfermedad. Por lo tanto, es una
enfermedad generada por el doctor ("iatro en griego
significa doctor).

Una lista de 45 quimicos, que pueden inducir en-
fermedades iatrogénicas en 21 hospedantes, son discu-
tidas por Horsfall (1979). La mayoria son herbicidas
o reguladores del crecimiento, asi como también fun-
gicidas, insecticidas y nematicidas. El 85% de las en-
fermedades inducidas son de origen fungoso, seguidas
por las virales.

Uno de los efectos principales de los agroquimi-
cos es la reduccion de resistencia en el hospedante,
mediante cambios en los niveles de azucar, las estruc-



turas de resistencia y la nutricion mineral. También
pueden incrementar el potencial de indculo del pato-
geno (Horsfall 1979).

Por tanto, en el diagnéstico es fundamental cono-
cer los factores de predisposicion, los cuales pueden
definir la presencia de un patégeno oportunista, la
mayor incidencia y severidad de una enfermedad o el
incremento del inéculo potencial del patogeno

Fundamentos fenoldgicos para el diagnostico
El conocimiento de la fenologia del cultivo es muy im-
portante para el profesional dedicado al diagnéstico,
ya que la susceptibilidad del cultivo al dafio causado
por plagas, varia de acuerdo con su estado de desarro-
llo. A su vez, la incidencia de las plagas estd en fun-
ci6én de los factores ambientales y de la condicion del
cultivo. En la figura 1 se presentan las principales en-
fermedades del tomate, con relacién al estado fenolo-
gico del cultivo. El conocimiento de la presencia de
las plagas, de acuerdo con el estado de desarrrollo del
tomate, puede servir al técnico o al agricultor para
concentrar sus esfuerzos de deteccién, monitoreo y
control. Se podra, entonces, evaluar con mayor pro-
piedad la importancia del ataque de una plaga en par-
ticular y las posibles medidas de manejo, conociendo:
a) la variedad del cultivo, b) la poblacion de la plagas
y ¢) sus umbrales de accién en funcién de la etapa del
desarrollo del tomate (CATIE 1990).

Durante la etapa de pléntula, cualquier dano al
follaje o a las raicillas puede ser critico para su super-
vivencia. El agricultor debe estar consciente de la pre-
sencia de malezas, plagas invertebradas (cortadores,
acaros, afidos, mosca blanca) y patégenos (Pythium
sp., Rhizoctonia sp., Fusarium spp.).

Durante el desarrollo vegetativo, la mayor parte
de la energia de la planta se dirige a formar el follaje.
En este periodo el dafio causado por otras plagas al
area foliar no es tan critico, porque la planta tiene to-
lerancia a la pérdida de follaje y una gran capacidad
de recuperacion para regenerar el tejido fotosintético
perdido. Los nematodos comienzan a invadir el siste-
ma radical segun las condiciones ambientales, enfer-
medades como las virosis, marchitez y tizones, estaran
presentes, y su importancia es variada.

La etapa reproductiva trae consigo otras enfer-
medades primarias. La incidencia de virosis y los ne-
matodos en la etapa vegetativa se refleja durante la
etapa reproductiva, en la que puede causar pérdidas
significativas de produccién. Las variedades de toma-
te de habito determinado, al concentrar la maduracion

de los frutos en un periodo muy corto, favorecen el de-
sarrollo de ciertos patégenos que crecemw preferible-
mente sobre los frutos maduros en el campo.

Procedimiento general de diagndstico

Al iniciar las actividades de diagndstico el técnico de-

beria consultar la informacién disponible sobre las

plagas y problemas abi6ticos més importantes del cul-
tivo y contar con ¢l equipo adecuado para recolectar
muestras del campo, descritos detalladamente por

Shurtleff y Averre (1997).

En el diagnéstico de cultivos comerciales es ven-
tajoso conocer las caracteristicas morfolégicas del cul-
tivar, calidad de semilla y resistencia a las plagas. Tan
pronto se inicia el andlisis de campo, es pertinente ob-
tener con el cultivador o su asistente, la informacion
sobre el problema y la relacion con cultivos anteriores
o contiguos. De igual manera se deberia conocer la
historia de précticas culturales y las condiciones me-
teoroldgicas de las ultimas semanas. También es fun-
damental determinar cuales patégenos pueden multi-
plicarse en las malezas predominantes en el cultivo o
barbecho (Bustamante et al. 1970).

Los puntos de vista del agricultor sobre la posible
naturaleza del problema son importantes porque es la
persona que mejor conoce su cultivo y los cambios
presentados.

La observacion del problema deberia incluir los
siguientes pasos:

1. Observar las caracteristicas del terreno; si es posi-
ble, examinar el cultivo en diagonales y la impor-
tancia que tienen los berdes y dreas altas o bajas del
lote.

2. Analizar la distribucién de la plaga, el nimero de
especies afectadas, diferencias en el suelo, pendien-
tes y cultivos vecinos. Estas observaciones ayudan a
determinar la naturaleza de la plaga o el factor
abiético. En el cuadro 1 se presentan las caracteris-
ticas de los hospedantes atacados, tiempo de apari-
cién de la plaga, tejido afectado y distribucion de
campo. Las plagas pueden ser especificas en sus
hospedantes, mientras que factores abidticos como
toxicidad por herbicidas y fertilizantes pueden afec-
tar varias especies de cultivos (Bennett 1993, Shur-
tleff y Averre 1997).

3. Identificar la parte de la planta afectada, las interfe-
rencias fisiologicas causadas por la plaga. En algu-
nos casos, la presencia de signos permite la identifi-
cacién en el campo, de la naturaleza del problema,
lo cual puede ser confirmado en el laboratorio.
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Figura 1. Patégenos que afectan el cultivo del tomate en sus diferentes etapas fenolégicas.

4. Una vez revisadas las caracteristicas o "firma" de la
plaga (numerales 2 y 3), el técnico puede formular
una hipotesis sobre la naturaleza del problema y la
necesidad de toma de muestras (suelo, raices, hojas,
etc.) para el andlisis correspondiente de patégenos,
deficiencias de nutrimentos, exceso de sales (Howe-
ler 1983, Shurtleff y Averre 1997). :

En el cuadro 2 se sefialan los sintomas mas comu-
nes que se encuentran en plantas y las posibles causas.

En el caso de varios sintomas se pueden presentar mas

de cinco posibles agentes causales, lo que demuestra la

importancia de la objetividad y buen razonamiento re-

queridos para un diagnéstico (CATIE 1993).

La recoleccion de muestras de la planta permitira
realizar en el laboratorio un estudio para confirmar la
presencia o ausencia de patégenos. Algunas de las indi-
caciones generales mas importantes son las siguientes:
¢ Seleccione ejemplares con diferentes niveles de de-
sarrollo de sintomas, incluyendo plantas aparente-
mente sanas.

* Plantas muertas o podridas no constituyen buenos
ejemplos de anilisis.

¢ Coloque sus muestras de inmediato en bolsas plas-
ticas, no las cierre totalmente y no afiada toallas hu-
medas, las cuales aceleran los procesos degenerati-
vos del tejido recolectado.



CUADRO 1. Caracteristicas generales de las enfermedades de acuerdo con sus agentes patégenos y abiticos, en condiciones

de campo*.

Caracteristicas

Causas Hospedante Tejidos afectados Aparicion Distribucion
Patégenos de:
Semilla Uno Follaje Temprana Aleatoria
Raiz gradual
Plantulas Muchos Raiz Temprana Parches
Tallo rapida
Base del tallo Uno Raiz Tardia Aleatoria
Tallo gradual Topografica
areas bajas
Suelo Uno Raiz Temprana Topografica
Tallo gradual tipo de suelo
Follaje Uno Follaje Tardia Uniforme
Diseminacién por vectores Uno Follaje Tardia Bordes
gradual Aleatoria
Abidticos
Deriva o aspersion de plaguicidas Muchos Follaje Rapida Uniforme
Herbicidas del suelo Muchos Raiz Rapida Uniforme
Follaje tipo de suelo
Deficiencias o exceso de nutrimentos Muchos Raiz Rapida Uniforme
Follaje tipo de suelo
Sales solubles Muchos Hojas inferiores Lenta Uniforme
margen foliar Topografico
intervenal suelos
arenoso
Sequia Muchos Raices Lenta Uniforme
Hojas viejas Topografico
Heladas Muchos Raices Rapida Areas bajas
Tubérculos
Follaje

* Modificado de Shurtleff y Averre (1997).

 Envie lo mas pronto posible sus muestras acompana-
das de la informacién mds importante (Cuadro 3).

e Cuando se presente marchitez o amarillamiento se
debe enviar, en el caso de cultivos anuales, toda la
planta. Esta debe extraerse con raices y suficiente
tierra.

e En el caso de tejidos suculentos no cierre la bolsa
plastica. Coloque los materiales embolsados en una
caja de cartén que facilite el transporte.

e Los frutos con sintomas y signos pueden envolver-
se en papel periddico y transportarse en una caja de
cartén para proteccién de la muestra.

Identificacion del agente causal
La determinacién de la etiologia de una enfermedad
en un cultivo es habitualmente un proceso complejo

que requiere de la informacién més completa posible,
sobre el cultivo en estudio, las condiciones ambienta-
les donde se desarrolla, practicas culturales utilizadas
y agentes bidticos o abiéticos que pudiesen haber in-
terferido el desarrollo normal de las plantas (Grogan
1981).

El diagnéstico correcto de los problemas fitosani-
tarios es una etapa importante en el manejo integrado
de plagas; esto requiere de la identificacion del agen-
te causal. En muchos casos la informacién generada
por este proceso de investigacion es incompleta para
ser interpretada por el investigador. En la actualidad
existen diversas metodologias que permiten agilizar la
identificacién y reconocimiento de un patégeno en el
4mbito de campo o laboratorio (Putnam 1995, Shur-
tleff y Averre 1997).



CUADRO 2. Sintomas mas comunes encontrados en plantas
y las posibles causas del problema fitosanitario.

Sintoma Posibles causas
Agallas Acaros, Bacterias, Insectos y Hongos
Clorosis Deficiencias o excesos de

nutrimentos, Fitoplasmas, Herbicidas
inhibidores de clorofila, Patégenos +
toxinas, Pudriciones de la raiz,
Nematodos de la raiz, Virus

Desarrollo de Bacterias

diferentes Condiciones del suelo
pigmentaciones Dafios mecénicos o téxicos
foliares Exceso o deficiencia de nutrientes
Fitoplasmas
Hongos y bacterias
Insectos
Virus
Enanismo Virus

Condiciones del suelo
Acaros, Fitoplasmas, Hongos y Virus

Deficiencia o desbalance de
nutrimentos

Insectos

Polinizacion deficiente
Reguladores del crecimiento
Sequia

Bacterias

Hongos

Dafo mecanico

Dano por insectos

Escoba de bruja
Flores abortadas

Gomosis

Hojas con agujeros  Insectos
Hongos

Hojas con moteados Acaros, Trips
Virus

Hojas con manchas Bacterias
Hongos
Materiales téxicos

Hojas cortadas Insectos

Mal del talluelo Hongos del suelo
Insectos

Sales solubles

Bacterias vasculares
Exceso de agua
Exceso sales solubles
Hongos vasculares
Insectos

Nematodos

Pudricion de la raiz
Suelo seco

Herbicidas, Virus
Bacterias, Hongos y Surfactantes

Estrés de agua
Hongos

Nematodos
Pudriciones radicales

Heladas, Hongos

Marchitamiento

Pata de rana
Pudricion
Raices adventicias

Tizones

No todos los patégenos producen sintomas defi-
nidos en sus hospedantes, por lo cual €n muchas cir-
cunstancias, las enfermedades pasan inadvertidas o
son dificiles de evidenciar. En consecuencia, es posi-
ble que el dafio econémico o las pérdidas originadas
por el patégeno, no sean percibidas, y en muchos ca-
sos éstas sean atribuidas a factores culturales o am-
bientales, especialmente, si no se disponen de tacticas
de diagnoéstico que vayan mds alld de un simple reco-
nocimiento en el campo o en muchos casos de una ob-
servacion al microscopio (None 1991, Putnam 1995).

Los procesos de identificacion del agente causal
parten de la observacion de sintomas y la toma de
muestras para el examen de laboratorio, en el cual se
buscard pistas del posible agente causal. La calidad
de la muestra serd determinante para este proceso, la
muestra debe contener tejido afectado y sano; cuidan-
do de no llegar a los extremos de enviar muestras to-
talmente deterioradas (Putnam 1995).

En el caso de hongos foliares, el micelio, esporas
y cuerpos de fructificacion serdn relevantes para una
identificacién preliminar mediante claves taxondémi-
cas especificas. En esta etapa si la identificacién no es
concluyente se recurrird al aislamiento en medio de
cultivo; aunque este es tedioso y puede consumir mas
tiempo (FAO 1985, Shurtleff y Averre 1997).

Un flujograma operacional explica las posibles
rutas que pueden tomarse en el caso de la identifica-
cion del agente causal de manchas foliares o de una
marchitez vascular (Figuras 2 y 3).

Métodos de identificacion de patégenos
Microscopia de luz. El examen microscopico de una
muestra con sintomas inducidos por factores bidticos
o abidticos constituye una herramienta bésica para la
observacion y determinacién de la presencia o ausen-
cia de estructuras especificas de un organismo. Prepa-
raciones simples de tejidos vegetales tefiidos .con al-
glin colorante, son esenciales para la observacién
microscopica en diferentes aumentos u objetivos
(Castano 1994, Shurtleff y Averre 1997). Las técnicas
de microscopia de luz han evolucionado a lo que ac-
tualmente se conoce como histopatologia; permitien-
do, observar inclusiones especificas y alteraciones
morfoanatémicas de la célula (Christie y Edwardson
1986). En diferentes trabajos se han detallado los
efectos que producen algunos virus y fitoplasmas en
la célula hospedante (Overman et al. 1992, Rivas et al.
1999) (Fig. 4).
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Figura 2. Diagrama de flujo operacional para el examen de manchas foliares.

CUADRO 3. Informacion necesaria para el estudio de mues-
tras, en el diagnostico de plagas.

Items Especificaciones

A. Ubicacion Nombre, direccion residencia,
teleféno, fax, correo electronico
del interesado

B. Identificacién Cultivo, variedad, procedencia, fecha
de envio, No. de muestra de la muestra
C. Sintomas y Breve descripcion
signos en el

campo

D. Condiciones
de crecimiento

Naturaleza del suelo, condiciones
climaticas irrigacion (cantidades,
tiempo), fertilizacion, plaguicidas
utilizados (ingrediente activo y
formulacion,dosis y forma de aplicacién)

E. Sintomas
en detalle

Follaje, tallo, tronco o ramas, flores,
frutos, raices
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Las observaciones: microscopicas evidencian de
una manera clara al posible agente causal. Pero su in-
terpretacién requiere de un adecuado entrenamiento
para ofrecer un juicio correcto sobre lo que se mira a
través del lente. Este es un método rapido y poco cos-
toso (Christie y Edwardson 1986).

Microscopia electrénica. Los laboratorios que tienen
acceso a un microscopio electronico pueden utilizar
esta herramienta para el diagnéstico de ciertos pato-
genos, como los virus. Es suficiente una gota de savia
proveniente de tejido infectado. para colocar en la re-
jilla de transmisién, tefiir y visualizar en el microsco-
pio las particulas de interés. La habilidad para detec-
tar dichas particulas, depende en gran medida, de la
concentracion del patégeno en el tejido enfermo. Pe-
ro éste es un método muy costoso € impractico para
utilizarlo rutinariamente (Putnam 1995). La figura 5
muestra las particulas geminadas de un geminivirus.
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Figura 3. Diagrama de flujo operacional para el examen de marchitez vascular.

Medios de cultivo. Los medios de cultivo son una va-
liosa herramienta para el aislamiento de pat6genos y
son altamente sensitivos para su detecci6n en tejidos
enfermos. Su uso depende de la disposicion en el labo-
ratorio. Los medios se puede preparar o comprar en
casas comerciales. La asepsia del material y del am-
biente de trabajo es la clave para trabajar con ellos,
porque las muestras pueden ser ficilmente contamina-
das por patégenos secundarios, que conducirian a una
apreciacion errénea de la verdadera deteccién. Las
hojas, tallos y cualquier otra estructura, debe limpiarse
con hipoclorito de sodio. Posteriormente, se siembra el
material en cajas de Petri y se incuba a temperatura
ambiente o en incubadora (FAO 1985, Putnam 1995,
Shurtleff y Averre 1997). La figura 6 muestra un ais-
lamiento de Colletotrichum sp. en semillas de soya.

Inmunoserologia. Las técnicas serolégicas como ELI-
SA se basan en la especificidad de la reaccién antige-

il

no-anticuerpo, en la cual un anticuerpo reconoce al
antigeno y se combina sé6lo con la porcién que le dio
origen (Rivas 1994). Estas son empleadas para deter-
minar las relaciones entre dos virus, para identificar
un virus que causa una enfermedad y para detectar vi-
rus en muestras de plantas sintomaticas y asintomati-
cas (Castano 1994). e

Una de las técnicas seroldgicas de mas aplicacién
es el método directo de doble anticuerpo de ELISA
("Enzyme Linked Immunosorbent Assay"). Esta es
una prucba muy sensitiva y se basa en el uso de un
conjugado "anticuerpo-enzima" (Castafio 1994). EIl
método ELISA ha sido utilizado para la deteccion y
estimacion cuantitativa de un gran nimero de antige-
nos en plantas, incluyendo virus, organismos tipo fito-
plasmas, bacterias y hongos. Este método detecta sélo
antigenos virales y no la cantidad de infeccién presen-
te. ELISA ha comenzado a ser un procedimiento es-
tandar, porque es un método sensible, exacto y rapido.



Figura 4. Inclusiones granulares (lg) de un geminivirus
afectando la pared celular de células floematicas
en plantas de tomate. (Foto: V. Villalba).

Especialmente, es muy eficaz cuando gran nimero de
muestras deben ser examinadas en un corto tiempo y
donde los resultados se requieren con urgencia, asi co-
mo también, cuando no hay disponibilidad de un indi-
cador compatible para plantas o facilidades de inver-
naderos. Esta técnica posee una metodologia simple
que puede ser ejecutada por muchas personas, des-
pués de un pequefio entrenamiento y algunas practi-
cas (Garnsey y Cambra 1991).

Figura 5. Particulas virales de un geminivirus
(Foto: R. Lastra).

Las pruebas ELISA no requieren de equipo cos-
toso de trabajo y sus aplicaciones practicas en la agri-
cultura son la deteccién o diagnéstico de hospedantes
naturales de viroides, estudio de la diseminacion de
una enfermedad en una poblacién, deteccién de virus
en semillas sexuales o asexuales y distribucién y mi-
gracién del virus dentro de la planta, este a su vez es
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clasificado segiin los niveles de los reactivos y por su
aplicacién (Sanchez y Cambra 1987).

En el procedimiento ELISA, se extrae una mues-
tra mediante maceracién del tejido en un tampon de
extraccion. Si las particulas virales, se encuentran pre-
sentes en la muestra, ellas son atrapadas por los anti-
cuerpos especificos, previamente absorbidos a los orifi-
cios de las placas de microtitulacién y luego reaccionan
con los anticuerpos del conjugado. La enzima del con-
jugado hidroliza un sustrato especifico y da lugar a un
producto coloreado, cuya intensidad es proporcional a
la concentracion de virus presentes en la muestra, si el
virus no esta presente el contenido del orificio perma-
necer4 incoloro hasta el final de la prueba que normal-
mente se lleva a cabo en pocas horas (Castafio 1994).

A pesar de que es una técnica aplicada para la
identificacién de virus, presenta algunas limitaciones
tales como: necesidad de obtener previamente el anti-
suero de un animal inmunizado, utilizando soluciones
purificadas para dar el antigeno. El proceso de purifi-
cacién de virus en plantas no es siempre sencillo y fre-
cuentemente, el antisuero obtenido contiene notable
cantidad de anticuerpos al lado, lo que la planta utili-
zaba para reproducir el virus. Por lo tanto, los antisue-
ros contienen altas cantidades de extractos de plantas
que han sido la tnica via para obtener la mas alta es-
pecificidad en algunos antisueros (Sanchez y Cambra
1987). Sin embargo, esta dificultad ha sido superada
por la disponibilidad de cajas-ELISA ya sensibiliza-
dos (Garnsey y Cambra 1991).

Rivas et al. (1995) muestrearon 19 especies de
plantas silvestres, asociadas al tomate y chile dulce, con
sintomas de virosis o con adultos de Bemisia tabaci. En
14 de ellas se detectaron, mediante la técnica de DAS
ELISA, los virus del moteado leve del chile (PMMYV),
X de la papa (PVX),Y de la papa (PVY), del mosaico
del tabaco (TMV) y al menos un geminivirus por la
técnica de hibridacién. También, mostraron la presen-
cia de un geminivirus, en las tres localidades estudia-
das, en ocho especies de plantas silvestres, pero solo
Bidens pilosa, Desmodium sp., Sida rhombifolia y
Spermacoce latifolia mostraron sintomas de virosis,
ademas solamente cinco especies tuvieron dos virus si-
multdneamente. El virus més frecuente fue el PMMYV.

Hibridacién molecular. Esta prueba se basa en la ha-
bilidad de los dcidos nucleicos para formar hibridos
cuando reaccionan con bandas homélogas. En un
proceso de incubacién con extractos de plantas, estas
pruebas detectan la presencia del acido nucleico vi-



ral o viroide, por la formacién de hibridos con estos
(Salazar y Querci 1992).

El 4cido nucleico de la planta que contiene el
ADN viral se fija a un soporte sélido, (filtro o mem-
brana) sobre el cual se agrega la sonda ("probe") en
solucién, que reconoce en forma parcial o total, la par-
te homologa del genoma viral y procede a hibridarse
sobre este genoma viral ya fijado en la membrana. Ge-
neralmente, se utilizan sondas marcadas con P2, sin
embargo se pueden utilizar métodos no radiactivos ta-
les como la digoxigenina y biotina. La luz emitida por
la fuente de energia y la presencia de fluorocromos
excitados es detectado por una pelicula fotografica
para rayos "X". Pueden realizarse varias exposiciones
en diferentes dreas de la pelicula de diagnéstico, reve-
lando distintas intensidades de manchas oscuras lo
que corrobora la presencia del virus en la muestra
analizada. (Goldbach er al. 1992, Rivas 1994) (Fig. 7).

El uso de laboratorios especializados con perso-
nal capacitado en algunas técnicas de biologia mole-
cular, la disponibilidad de las sondas, asi como tecno-
logia para su multiplicacién, extraccién, marcado y el
costo de materiales (reactivos) relativamente altos,
son algunas desventajas de la técnica (Rivas 1994).
Aunque se utiliza rutinariamente en algunos progra-
mas de produccién de material vegetal bdsico libre de
virus; solamente, en situaciones en que los virus a de-
tectar no pueden diagnosticarse por serologia, debe-
rian considerarse y eventualmente implementarse las
técnicas de hibridacién molecular (Salazar 1990). En
el caso de geminivirus, Rivas y Lastra (1993) detecta-
ron en extractos de muestras de tejido foliar prove-
niente de plantas de tomate infectadas, un geminivirus
transmitido por B. tabaci, que reaccioné positivamen-
te en la prueba de hibridacion de dcidos nucleicos con
la sonda CdTV. Otras aplicaciones son descritas por
Pallas et al. (1999) para la deteccién de virus en clave-
les y por Salazar y Querci (1992) quienes usaron esta
técnica para la deteccion de virus y viroides en papa.
Reaccién de la polimerasa en cadena. Es un método
in vitro para la sintesis enzimatica de secuencias espe-
cificas de ADN. Con esta técnica se amplifica un seg-
mento de ADN en presencia de: una polimerasa (taq)
de ADN que resiste altas temperaturas, oligonucleoti-
dos iniciadores cebadores "primers" para iniciar la
reaccién y los cuatro nucle6tidos (ANTPS), para for-
mar el segmento deseado del dcido nucleico que se
desea analizar (Saiki ef al. 1985). Con estos compo-
nentes, el ADN es desnaturalizado por calentamiento
a mas de 90°C, luego por enfriamiento a menos 60°C,
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se permite la hibridacién de los cebadores y la cadena
es extendida por la polimerasa a 72°C en una solucion
tampon. Este proceso es repetido de 20 a 40 ciclos has-
ta producir el segmento de ADN deseado. Este nuevo
ADN se puede clonar y secuenciar para comparar su
similitud con el segmento correspondiente del ADN
en prueba, porque los cebadores son especificos tini-
camente para determinadas secuencias del ADN que
se analiza (Rivas 1994).

Figura 6. Aislamiento de Colletotrichum sp. de semillas de
soya. (Foto: F. Marmolejo).

Aplicaciones diversas se han realizado en la de-
teccion de fitoplasmas (Sinclair et al. 1996), geminivi-
rus (Idris y Brown 1998), nematodos (Harris et
al.1990) y bacterias (Seal 1994).

Métodos de identificacion de artrépodos. El estudio
comparativo de las estructuras que presentan los in-
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Figura 7. Deteccion de geminivirus mediante hibridacién
molecular. Los circulos negros indican la presen-
cia del virus en la muestra analizada.

(Foto: G. Rivas).



sectos en diferentes estadios, es importante para la co-
rrecta identificacién de un insecto plaga. En este caso,
las claves taxonomicas desempefian un rol importante
para el estudio completo de estos organismos. Coto
(1997, 1998), Coto et al. (1995) y Ochoa et al. (1991)
han elaborado materiales ttiles para el reconocimien-
to de plagas invertebradas en América Central.

La adecuada recoleccién de especimenes (larvas,
adultos, entre otros; en buen estado) es esencial para la
identificacién de organismos cuando se envian a un ta-
x6énomo. Estos servicios estdn disponibles en universi-
dades y centros internacionales de investigacion agrico-
la, que disponen de este tipo de personal. La principal
desventaja de este tipo de consulta es la demora en la
obtencién de la respuesta de la identificacion.

Limitaciones

La deteccién segura y rapida de un agente causal es
determinante para el establecimiento de medidas de
manejo. Este es un proceso complejo cuando se desco-
nocen las pautas y metodologias a tener en cuenta pa-
ra esta accion. Es importante tener presente que las
técnicas convencionales no son las tnicas que puede
usar el investigador. Para los pat6genos, las técnicas
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