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TEMAS A DISCUTIR
• Nuevas tecnologías y conceptos

• Narices y lenguas electrónicas
• Nanotecnología
• Fitobiomas
• Leaf doctor - Aplicación interactiva para 

cuantificar intensidad de la enfermedad
• Biosensores

• Otros ensayos inmunológicos o serológicos
• “Dip Stick”
• Inmunofluorescencia
• Marcado con oro

• Ensayos que utilizan ácidos núcleicos (DNA o RNA)
• Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y sus 

variaciones
• RLFP‘s
• Reverse Transcriptase – PCR
• Multiplex PCR
• Real–Time PCR
• Microarreglos
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NUEVAS TECNOLOGÍAS Y CONCEPTOS

• Narices y lenguas
electrónicas

• Son multisensores electrónicos
diseñados para examinar ciertos
compuestos que sirven de   
marcadores de calidad, detectan
impurezas o infección de plantas y
alimentos (i.e.micotoxinas).

• Tecnología de sensores que 
detectan:

• Mezclas complejas en el aire
(aromas) o en un alimento

• Compuestos volátiles producidos
por maderas en descomposición
o plantas enfermas.

• Levaduras que descomponen el 
vino (lenguas electrónicas).

ScenTrak, Cogniscent®

Dr. N. Myung de la  Universidad 
de  California en Riverside

NANOTECNOLOGÍA
• Se refiere a escalas

supramoleculares,
• un nanometro (nm) es10−9 de 

un metro.

• En fitopatología se han
utilizado:

• nanopartículas de plata
sintetizadas con extractos de 
plantas para inhibir bacterias, 
hongos y oomicetos (i.e. 
Phytophthora) fitopatógenos.

• nanoemulsiones enlazadas a 
ampicilina resultando exitosas
en el control del HLB o "citrus 
greening”. 

en.wikipedia.org/wiki/Nanotechnology
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“LEAF DOCTOR”
• Aplicación para teléfonos

inteligentes y iPads.
• Distingue entre hojas

enfermas y sanas.
• CaIcula el % de severidad

de la enfermedad.
• Ventajas

• Rápido en el 
procesamiento de 
imágenes

• Preciso
• Fácil de usar
• Gratis

Pethybridge and Nelson, 2015. Plant Disease

FITOBIOMAS
• Se promueve con el estudio de los 

fitobiomas decifrar las interacciones
de las plantas con microorganismos.

• Estas interacciones podrían
explotarse en beneficio de las
plantas. 

• Las comunidades microbianas
juegan un rol crucial e importante
en el funcionamiento de las plantas
ya que influyen en su fisiología y 
desarrollo.

• Los microbiomas pueden promover, 
la germinación de semillas, vigor, 
nutrición, productividad, 
crecimiento y reacción a 
enfermedades. 

From: Mendes et al., 2013. FEMS
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BIOSENSORES

• Las cianobacterias bioluminiscentes son 
utilizadas en la detección de yerbicidas y otros
contaminantes de aire.

• Responden a estos reduciendo su
crecimiento por ende su bioluminiscencia.

• Hongos (líquenes) son indicadores de salud en
el bosque.

• Insectos acuáticos indicadores de pureza en
cuerpos de agua. 

ENSAYOS INMUNOLÓGICOS
• ELISA = Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

• Factores que afectan la técnica de ELISA

• Su aplicación, si es a nivel de campo o laboratorio (> control).

• Muestra: suelo, agua, tejido vegetal.

• Aunque no distingue entre células viables y muertas, es una
ventaja cuando la condición de las muestras es pobre para
aislar el patógeno. 

•Nivel de sensitividad que se requiere

• La necesidad de resultados rápidos y de cuantificar

• El técnico

• “Immunostrips”
• Limitante: Detectan un limitado número de especies

de virus, bacterias y oomicetos.  
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DIPSTICK ASSAY

Armillaria mellea en 
tejido de un árbol

INMUNOFLUORESCENCIA
• Se utilizan fluorocromos de 

color verde amarillo
(fluorescein) o rojos
(rhodamine). 

• Díficil de estandarizar e 
interpretar.

• Requiere equipo
sofisticado y experiencia
para ver y cuantificar la 
reacción.

• Más sensitiva que la ELISA.
• De uso en investigación.

A. Espiroplasma (verde fluorescente) en 
sistema digestivo del vector 
(saltamontes)

B. Control
Tomado de: Ammar y Hogenhout, 2005.  Ann. 
Entomol. Soc. Am. 98(6): 820-826.
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MARCADO CON ORO
(IMMUNOGOLD LABELING)

• Se utilizó por primera vez
con el microscopio
electrónico, actualmente
se utiliza con otros
sistemas.

• Se requiere de equipo y 
conocimiento técnico.

Inmunolocalización de lacasas en 
árbol de Betula infectada con un 
basidiomiceto (Rigidoporus lignosus)

ENSAYOS QUE UTILIZAN 
ÁCIDOS NUCLEÍCOS

• Dependen de: 
• la extracción del ácido nucleíco (i.e. 

DNA o RNA). 
• Reacción en cadena de la polimerasa o 

PCR 
• Utiliza iniciadores (primers) 

dependiendo de la región o gen a 
amplificar.

• En la identificación de hongos la 
región genética más utilizada es ITS 
del rDNA (ej. ITS1 y ITS4).
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Diagnóstico de Phytophthora en 
raíces de frambuesas

Stammler y Seemüller, 1994. Modern Assays for Plant 
Pathogenic Fungi. CAB International, UK

Baayen et al,. 2002. Phytopathology 92:464-477.

Guignardia mangiferae: hongo endófito
en tejidos de rambután

Serrato Díaz, 2010

Serrato Díaz, 2010
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DIAGNÓSTICO DE AISLADOS VIRULENTOS (A) Y NO 
VIRULENTOS (NA) DEL HONGO, LEPTOSPHAERIA

MACULANS, UTILIZANDO RAPD-PCR*

* Los primers se escogen al azar

Pata negra del col de bruselas (Brassica)

Schäfer y Wöstemeyer, 1994. Modern Assays for 
Plant Pathogenic Fungi. CAB International, UK

• Utiliza enzimas de 
restricción (RE)

• AluI y Hae III (4 cutter) 
producen terminales
obtusos

• BamHI, HindIII y EcoRI
(6 cutter) terminales
pegajosos (desiguales)

RFLP – Restriction Fragment Length Polymorphism 
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Phoma putaminum y 
Phoma macrostoma

RFLP para 
diferenciar especies

de Phoma spp. 
aisladas del suelo

Badillo et al. 2008. J. Agric. UPR

MM

RFLP: Polymorphic patterns of the ITS region from the rDNA obtained with 
five restriction enzymes (left to right: AluI, EcoRI, ClaI, HindIII and ScaI). Legend: 
Molecular markers (M1) ; arrows show Phoma macrostoma (→) isolates, the other 
isolates belongs to Phoma putaminum (Badillo et al. 2008. J. Agric. UPR)

MMAluI EcoRI ClaI HindIII ScaI
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RFLP: Polymorphic patterns of the ITS region from the rDNA obtained with the restriction 
enzyme HindIII.  Legend: Molecular markers (MM); arrow shows Phoma macrsotoma (→)  
isolate, the other isolates belongs to Phoma putaminum (Badillo et al. 2008. J. Agric. UPR).

MM1 MM2 HindIII

REVERSE TRANSCRIPTION - PCR
• Para detección de virus 

a base de RNA.
• Extracción de RNA viral.
• El RNA se trata con 

DNAsas para eliminar
toda posible
contaminación con DNA.

• Se genera una copia
DNA del RNA con la 
enzima transcriptasa en 
reverso.

• Se corre el PCR con 
primers específicos.

RNA Virus
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Gambino, G., and Gribaudo, I. 2006. Phytopathology 96:1223-1229.

MULTIPLEX RT-PCR

* Se detectaron 9 virus diferentes que ocurren en la uva.

REAL TIME - PCR
• Específica, sensitiva y 

reproducible. 

• Monitorea la fluorescencia emitida
durante la reacción, es un 
indicador de la  producción del 
fragmento de DNA de interés
durante cada ciclo de PCR.  

• Detecta y cuantifica una
molécula reportera fluorescente
(Taqman®). 

• La señal aumenta en proporción
directa a la cantidad del 
producto de PCR en la reacción.
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REAL TIME - PCR

• No requiere correr
una electroforesis
para detectar el 
producto de PCR. 

Schaad et al., 2003. Annu. 
Rev. Phytopathol. 41:305–24.

DETECCIÓN DE FITOPLASMAS EN CULTIVOS DE 
PR UTILIZANDO REAL TIME-PCR 

Caicedo, 2015.
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MICROARREGLOS
(MICROARRAY ASSAYS)

• Se puede estudiar la expresión
de muchos genes a la vez.  

• Se utiliza robótica para colocar
el DNA en las laminillas
modificadas.

• Las sonda utilizadas son 
fluorescentes y el cambio en 
color indica el nivel de 
expresión del gen.  

• Es una técnica muy costosa, 
es utilizada en medicina.

MICROARREGLOS PARA 
DETECCIÓN DE VIROIDES

Zhang et al., 2013. PLOS 


