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r. TNTRODI CCIÓN

E|diagnH¡coaoertadoytempranode|asenfemedadesdep|€ntasesunGomponentecruc¡al
*á sl ran"¡o. l-as en-ferme¿a¿es pueden s€r cor mladas efeclivamerfe, $ las medidas d'e

ffi;J;ñú;ñntadas en eslados tempranos de desafro o de te enfermedad.

Confiar en 16 síntomas no es adecuado, ya que la enfermedad pude deserollarse, sin que exiSa

una'mánile$adón de eslos y su expresión puede ser altamente variable'

Denfo de los métod6 convenc¡onates de diagnostico de las€ntsmedades, se pueden relacionar

ñ"4ñÉ- ;-b""rac6n de síntomas, prueOal col plar as ¡nd¡cadoras (virus), examen

,¡"roúrp¡- de tas paft6 afec,tadas, cáraaerizac¡ón moffológica del ageflte etiológico,

lá"-iná.¡¿n U" propEbades tÉoquímicas de tos aislamientos bcterianos, eÍtre otr6.

Redenlemente los evances de la biología molecular y la b¡otecnología, son- eplicados pera el

ññ]¡g A pruebas Épidc especifica! y, sens¡bles en la detección de patog€n6 de qlantas'
esGialmefie virus v bacteriasl ¿esanoli¿n¿ose pruebas pare ¡nmunodiagnóstico y técnic€s

ilñ;ü;d";¡""áút d ¿c¡oos nucleicos. Didias tecnologías son aplicedas en los úftimos

;il p", tlof{os, micoplasmas y nemáodos; se cof¡sktera entonces que la comp¡ementac¡ón d€

üJ fd*¡ot ónvenc¡r¡ñates *ñ lo" nu*os avanoes tecnolfuicos generan más precis¡on y

permiten eÍ mafiejo acert¿do de 16 Plagas.

El otietivo del pfesef e escrito rad¡c€ en dar a conocef algunos métodos. incluidos en las nuevas

iecnóosias, y genersf expectativas pafa su uso de acuefdo con el objeto de estudio y las

cordbiones de trabajo.

DenÍodelosinmunoensayossetendránencuenta|osmáodosqueimp| icandetecciones
-ii¡fa¡n"", c(xno en el caso Oe la aglutinac¡ón por látex y-la inmunod¡fusión; y cuarÍitativas'

ñü ;+"]" sobfe inmunoábsorbenie con enzime un¡do (EUSA) cüya denominación.proviene

;;i 
'¡"SÉ 'Firrymelinked inmunoaborbert essaf; ensayos- con inmunofluorescencia y una

tterrarñ¡e*a ¿e d¡agnostico noredosa, tal como la tecnología de los antiqrerpos monodonales'

Def¡tfo de| h detecc¡ofl de b ffios nuc|eicos, se pfes€nlan - los métodos de hibidac¡én ta|es

áiió, oa-eki" rarcájes no radiedivos, fragmeritos dá resricción de longitud polirntórfica (RFLPS)

y reacción en cadena de la potimerasa (PCR).

2. REACCIOÍI ANTIGENO . ANTICUERP1O

El süiema inmunitario func¡ona de dos formas difefef¡tes, med¡anle la inmunidad HUMoRAL y la

inmunitd CELUI-AR.
ta inmunllad Humoral, hace referÉnc¡a a la pfoporc¡onada por moléculas en disoluc¡ón en el

"ró¡"¡¡|:-l-* 
moi¿*tas responsables de e51a inmunidad son las proteínas llamadas en su

á'Ounto i¡luu¡¡oGLoBULtMb 0g) cada. moléq¡la ¡ndivjdual es un arficuerpo, lérmino que

t#bid ; puede referir a las inirlnoglobulines, qu€ reaccionan con determinado material. [á

inmunidad Cs$¡lar, eda dada por células.



l.

[a inyección de c.Élquief slFtancia extraía al organ¡smo de un animal, promueve la fqrnación de

affidérpc y élr,üs inmunes capaces de unirse a dicha sustancia. La 5¡ganc¡a que prgduce la

ior",""¡én ¿é 
"nt¡"¡erpos 

o éluhs inmune6 se le corioce con d nombre de ANTIGENO.-l-" 
n t*¡¿n ¿r un" moiécula de dtt¡cuefpo es la de un¡rse con dta afinidd a una región limitada de

- ;ib"-. E" td unión in¡grvier¡en fuezre de van der Wads, fuer¿as itnices e hidrofóbicG, s¡n
que seioíne ningtn er ace cüraleflte entre el anticuerpo y el antigeno
Éigt¡o ¿e un anl-fgeno al que se une un anticuefpo dado es d determinrylte. La superficie de una

Ídé.¡lla prdeha presenta írtEho6 d€deminant€s pos¡bles, a los que se pu€den unir lG

"rl¡o*rpo!. 
¡fgrd flÍígenos üerpn estructuras repetitiv6, de forma qtE el misrm ddgrm{anle

q;d.-lfu¡¡üdr6 veés Ede tipo de antígeno se derpmina multivdente.Un hren eiemplo de

éo to cons¡tuye una partíorta viral (Figura 1).

La rnlécula del afficuerpo está d¡vida en dos fegiones análogas: dominios de un¡ón,. que

int"ádonan con el drtlgeno, y domin¡os efec{ores, que consituyen h señal para d inicio de

;¡""*, talcs cüno ¡¿ íagocitosis. Tambien cada molécula del anlicrerpo ecá constituida por

á* t¡p.i ¿. cad€fras polipeptld¡c* de distirfo tamaño: cadenas ligera (9 y cadenas p€sad*

G); ei anr¡cue¡po es tivalenté y posee dc siths de rcconrcimiento (Fig¡fa 2)'

3. REACCIONES DE PRECIP]TACION

t6 reGiofies de prec¡pite¡ón ó pfecip¡tind, son 16 f€a€iones qtE mas ha1 contlibuido al

¿"=-fn de h imiunoóuim¡ca. Ei nomOre de la reacción es derivado de la fomaión (b un
pret¡p¡ta¿o ve¡¡le, el o¡ai es formado cuarido cantiúdes dealadas de arÍlgeno y anti4erpo son

fu.¡n"¿." par o comblnación tales reacc¡ones se pueden r@liz¿¡ q\ rpd66 lfquidos o en geles

de4Br.

La precipitación 6 un témino üilizdo pa¡-¿ describir la insolubilizacíatn de m*rornolécdas y

panicul* viraleq mientr* que la aglui¡nación se ref¡ere al agruptn¡ento de cáulas o de
particulas de tarndo dmilar

El hnaño del antígeno reaccionante influencia la inEracc¡ón del núrnero de moléculas requeridas

de arficuerpo, para producir una agregación visible'

En la curva de prcci¡iüna puede notarse que en la medida.en que se agrega más tfgeno' se

dcaza un eela<io óptimo, tras el cual se forma menos prec¡p¡tado'

En edas reacciones se pr€x€ntan dos esiadG el primero es el reconocimiento inmune especifico'
q"e n-""á a ra t"nm"¡¿n'o.l -.pt"¡o 

"ntlgeno-ant¡cuerpoi-el 
segundg at el cual se da la re66n

e pr"Ap¡t*¡0", que cons¡ste ü ia torma¿t¿n de una fÉe hidrofótica e insoluble en cierlas

condiciones ión¡c6 y de PH.

Lc agregdG que se forman mediante esta reacción, pueden ser cuanlificados por nefetornetrfa,

¿aA 
-por-r" 

t nUü¡" presentada en cada tubo, la cud es medida a trar63 de la disp€rsión de una

fuente lum¡nGa.

.L INTUNODIFUSÓN SIMPLE: DIFUSIÓN SENCILLA O SIMPLE

ESa técnica tamsn conoc¡da como el máodo de Oudin, requiere que un f€actante extejno'

u"ol*"nt" en una f.rge lfquida, m¡gfe denlro de un gel que contierÉ el otro readante. Esto

ágnif¡ca que el r€actante due se difunde debe edar presente en un ex@so cons¡derable en

cornperación con d feadante intEmo.

i'



La difusión de una mezcla comdeja de antígenos en un gel, dara kgar a múltiples líneas de
precipitacón, que trAslapsn parc¡almente unas con oÚas. S¡ se usA un 8úicuerpo monoespecífico,
d antígeno corrcspondiente sé s|rele itentificar fác¡lmente en diferentes mueÉtras, por la presencia
o ausenc¡a del inmunoprecip¡tado en el gE. Con anl¡c{¡erpo espedñco, es también posiue revelar
grupos especít¡cos antigénicos en proteínas similares de diferenle origen biolog¡co'

Ele tecnica puede ser utitizada para evaluac¡ón cualitat¡ve de mezdas de anlígenos, pero su
a¡rlicación p¡nc¡pat na sido en el campo de la determ¡nación de ar ígEnos prote¡cos en liquidos
tiolog¡cc.

5. ttoB¡-E tÍ{MulrloDlFuslÓil o lNMUNoDlFUslÓN DOBLE

Tecnica descfita por Ouchtefony en 1958, es et método más empleado para la identificación y
esudio de v¡rus, bac{erias y hongos fitopeiógenos.

En esile técnice el anlígeno y el anthuerpo sé difunden en el gel y d unirse, forman líneas de
trec¡pitina que permanecen estac¡onerias, si las GonceÍtfac¡ones de antígeno y anticuefpo
empleadas con€sponden a su punto de equivalencie.

Esle es un método muy aceÉado pues puede diferenciaf mezclas de antígenos y deteminaf,
mediante los patrones de las líneas de precipitac¡ón def¡nidas, las reacc¡ones de identidad parc¡al
o no idenüded eñtre antígenos.

En virología vegctel, eca técnicá fue introducida por van Regenmofbl y Engelbfecñt en 1962,
pera la detem¡nación Éftrfa de virus isométricos. Tamtién se ha emÉado con la gran mayoría
üe vinrs y ha dado ápoyo a los pfogramas de control fiosanitario, e\raluación y control de la
cal¡dad & sem¡llas de papa, tabaco y leguminosas en algunc países d€l mundo.

En la pafte de badefiotogía se ha empleado en el diagnósico de espec¡es fitopatogenas y ha
permitklo eslaHecer te pfes€ncia Cle seroüpos en esp€c¡es como: Pserrdomo¡ts pñaseoritora,
É'vvinia cadovúa, E. c' ry*dani y Xanttnnnnas campstig er¡tre otrs'

6- INMUIIODIFTNiIÓN RADIAL

Este máodo esiá basado en el princ¡pio de la difusión en dos dimensiof¡es. Usualmenle se real¡za
en cajas peri, con una @ncenlración de anticuerpos que estát contenitos en el agar. El entígeno
es colocdo en pegueños pozos que difunden rad¡almer e en el medio. Se foma eritonces un halo
de precipitac¡ón ahededor del pozo, hasta que todo el antígmo es consumido, incrementándose
es¡ el hmaño de esle. Cuando el halo no se ¡ncrementa más en diámÚo, se puede enconlrar una
m€d¡da dJant¡tetive de la concentración del antígeno; cuanto mayor see la concentrac¡ón de este,
mayor sofá el diámetro del helo. Si se ¡ncorporan por ejemplo tres patmnes de concentrac¡ón
conocida del antígeno, puede oüeners€ una cu a de cdibrac¡ón que pueda uülizars€ para
determ¡nar la cantktad de anlígeno que se encuentra en muedras @noc¡das'

La pfincipal área de aplicación de ede método ha sido el ed¡¡dio de Yirus de plantas, lo cual he
llecedo a un diagnóstico ráptolo, mediarfe la disociación química de las prsteínas de las c.ipsides
de estos.
Eda prueba ¿5 más sensible que la de procedim¡entos de doble ditusién. Ha sido ut¡lizada para el
diagnódho masivo en cultivos de importancia como la pape, para h titulación de anücuerpos
contra virus y bacterias ñtopatogenas y en la evsluac¡ón de s|t especificilad.
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7. ]NMUNOELECTROFORESIS

Esila técn¡ca es una heframienta analít¡c¿ ¡mportaf e para sepaEr mezclas complejas de
antígenc. Esta difercnciación se establece partiendo de dos criterios: la movilidad electroforé{icá
y la especif¡cHad antigénica.

La mezcla de afi¡genos es pfimem separada en sus componentes en los geles de agar. El
anticuefpo es colocado en un cenal paralelo a la ruta de la migración electroforét¡ca y así las
líneas d€ prec¡Étación 0nÍh¡nodfus6n), son desanolladas.

OenED de sus aplicac¡ones se incluye la cerecterizeción de los virus de plantas, diferenciación
eritfe cepas de v¡rus y viriones y las disocieciones de sus unidades ploteicas; se ha empleado_ pera
caraderizar detafladámente patwarir:d adÉ de Xdúluflr,nas catnpesÍris, y én la deteminación de
fas relec¡ones entre diferentes aislamientos de üdocfia na,densis, pfocedentes de d¡stirfos
hosped€ros.

E. AGLUTIITIAGIóN POR LÁTEX

Este fenómeno de aglutinación, conoc¡do desde princip¡os ¿e s¡glo, es una de las reacciones
antígeno artiq¡erpo más empleada en la práctica s€rologica'

En esta técnice, el antioierpo es ebsortido o pegado a partículas comercíales de poliestireno,
luego de la ddem¡nac¡ón de ta cor¡cent¡ac¡on a utilizarse, sea de antisuero ó inmunoglobulina
pulincaCa. Al entrent€r las pafticulas de láex sensitilizadas al antígeno espec¡fico, se prcduce la'reacc¡ón 

oe las esferas megnincando de esta foma la reacción inmune.

El mecanismo de agMinaciín no sob está influenc¡ado por la unión afitígencar¡ticuerpoj tamt ién
influyen fadores como la treterogeneilad de las clases de ¡nmunoglobulinas_ pres€ntes, diferencias
intrírisecas en la afinidad de los ántklerpos involucrados y la conslante dieléctrica del medio.

Los ensayos de sglutinaciór¡ son sencittos y sens¡bles y requ¡eren poca cantided de feactivos.

En fitopetología esta tfuiica, se ha utilizado pera el d¡agnólico de rulina de virus alefgados e
ísométiicos; ásí como, pera el e€(udio de relaciones er¡tigénices. En bacferiología se ha usado
para detedar bacterias tal6 como: chibúer michigarrensis y P*uúmorcs sohtAcearum

9. TECilICAS DE ANTICUERPiOS TARCADOS

Le sefn¡bil¡dad de las reecc¡ones antígenGariticuerpo, pueden ser incrementades mediante la
unión (ts mafcadores, defflfo de las Cuales se encuentfan: enz¡mas, Coloranles fluorescentes y
mater¡ales rediadivos.

El uso de enz¡mas para marcar arÍicuerpos fue primero reportada en 1966 y originalmente
desenolla pafa tocalizar aÍtígenos en pfeperaciones hislotógices. A nivel ódico y de microscopía
eleclrÚnica se encontró que cuando los fg8ctantes eCaban unktos a una fese sol¡da, los ens€yos
inmunoenzimáücos eran apfopiados pera med¡ciones cuar itetivasde anlígeflos y de anlicuerpos.
Como rEultado s€ ottwo al método conocido como ELISA.

Es{e método ha sido empleado sd¡sfactoriamente para deteclaf difererites tipos de €nlígenos
como: y¡n¡s, bederias, hongos, micoplasmas, ácidos nucleicos y pequeñas proteína o los
snticuerpos inducldos por ellas.
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La pres€nc¡e de la reacción antigencar icuerpo *. Y9111 m€d¡arüe la adición del suslrato

"i*.m* 
de lá enzims y la cons{uiente formaciri,n de hidrol¡zados coloreedos' que pemiten la

*áirjá¿" i¡*"i'Oe'f-oi rcsuna¿ós. Dado que ¡a retención de erEima es proporcional a la

üni¡¿"¿ ó ántbefir o ant¡cuerpo inmoviti¡add, es posible realizar ta evalueción cuenlitativa por

c¡lo¡imelría.

Para la utilizeción de eSe método se debefl tenef en cuer a algunos asped6 ¡mportar es:

L¿ fas¿ sótirla que gBnerdm€t|te son micmplacas d€ polieslif€no, donde se real¡za la absorción
p*"" O"i im¡fir*l CA amorerpo en preéencia de una solución alcalina o buffer de cobertura.

ñ-;il ;,¡6¿;" juesen pepd irirportarfe las llre2as electrodátic6. Otrc imunoabofbente

utilizdo, son las membfenas de nilrocelulosa'

Le c¿lHad del ant¡$em es una variable muy importánte' F46 se producen en animales'

*n","f,n"rn" án"rc ióvenes, Se debe adoSai un esquerne de ¡nmunización, que depende de

i"" ááá"tU¡""" áa álrtígeno y ¿e ta utitización que se dará a los ar ¡sieros'

Debe tenefse si€mpfe en cl|€ffia la dinámice de la rcspuesta inmdne humofal, para tomar el suefo

én li m*t"nro o" inayor p¡oducdón de las ¡nmunoglobu¡¡nas G'

Lasinmunog|obr¡tinGdebensefsomel¡dasepfl'Gesosdeseleraciónypufifcac¡ónñediafit€
fiad¡;t;;ürdienes de derritd, uttrafilbació o cromdogrefía de iritercambio iónico'Luego de

erfos pro""O¡mi"tn* se deüen almacenar a tempenaturas b4as'

9.1. TGcnologh de bs áGidos nucle¡cos para él d¡agnoslico

Las lécnicas de hib.ilizafii{'l de los ácirtos nuclebos son henam¡er as bien estaHecijas en la

tiolmía molecülar. Dependen en alto gfado, de h especiñcirfad inherente a la seq¡enc¡a de los

;,ü;';;;;;;iil*6¡¡ bs nuiterSritos. como f6ulrado de di11a especmc¡d€d, se están

5üi*nd; ñ t dpódros de d¡4nód¡co' induvendo la deteccíón de pattígenos'

Las pruebas de los áckros nudeícos offecen una Yer¡taje sobre los nÉtodos sefolfoicos, ya que,

pueden hacerce para un s€t coflpleto de genes con un patógeno dado'

un s¡dema de derección de patógenos de plantas a gran escela, puede sef rcaliz¡do rnilEando

CO¡¡¡ Oona¿o o 9¡q pnreúa, dn un ensayo denom¡nado Dot-Blot. ESas pruebes tien€n un

""ti"*r 
oaiá O"rca¡r difercndas inrlivirrualé de nucleótitos. Es1e grado de especiñcidád puede

;;;áriü; d¡f"¿nciar efffe virus sevefos o atenuadc; y con et fin de deteminar nazas de

hongos, nemátodc, bacterias y mycodssmas-

9.2. Ens.yo dotóbt

Un reder e desaroüo en hibridación es el ensayo dot-bto{ y represeñta un potenc¡al c¡nE¡derable
para el estudio y dkwósli:o de patogenos de dantas.

En términc gentrstcs, el ác5o nucleico üardo, procecer¡te._de una dafüa, hof€o o insedo

vedor, es col-oca¿o sotxt une matrz sólila, cornúnmente nitfocelulosa, y enlazado mediante

celor. 
' 
Los sn¡os t¡H€s l[radc sobre esla malrl¿ son bloqueádos con un D¡lA no homólogo,

praóOeme ¿e esp.*a de-salmón ó DM de ümo de temeta y una fueíte d€ ptot€ína, usualmente

i¡ctre Oescremaó en polvo o BSA. Despr¡és de e61o, la hibfidización 69n u¡ ¡¡¿q pruetra'

marcado con fósforo 3:¡'(P), es Sevada a Ga'bo. El c,NA mafcdo es detedtr|o por autofEdiograf¡a:

ü-ói-" 
":"*0" 

.o6ifóanca, si una enzima mrcada es úilizada. Los pasos si¡uieítes son
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dmilíes a lG del ELISA, sin eÍtbflgo, la base del enlace es difef€flte, ya que m¡entras el ELISA

e5¡á basado en u rección antfgenoánticuerpo, la hibridizac¡ón edá b€sada sobre la dineaclh de

band6 complementariG de ácidc nudeicos.

Se <lebe recorda que hibidizaf significa complemenlariedad de sÉorericias de nudet$idos (bGÉs

nitfúenadas). pa¡-¿ ¡iusta¡ estc condic¡on6 se deüe tener en ctFnta: temperatura, cÚceítración
oe áes. corrcentsactirl de fofinami& y la cantidad de pares de bas€s'

9.3. Fragment6 de r€stricción de long¡ü¡d polimóÉice

Esta técn¡ca úil¡za enEimas de redricción pare fEgmentar el DÑA, el cual ea ento|,lces sÉperado

en gEles & agaosa med¡ante la técnica de el€drofores¡s'

Cda enzima de rcsficc¡ón reconoce una sedrenc¡a espetÍfica de nucle¿ttidG y oorta el Dl''lA en

un sitio dderminado, siernpre que la secuencia apsfezca. El fr4rnento Di'lA € sepa¡-ado

*¿i"ttt" g.lo d. etec.trofor;Cs y'lc paÍones de bandeamiento son visibles mediante ünción con

¡'omurc d; €*¡cfio o pr artonadío$af¡a. Cuando el D¡¿\ m¡tocordrial (rnt Dl'lA), el ¡¡¡al tiene un

renoo de 10 a z(xi per€s @ kilobaÉes en lorgitu4 proced€nte (b diferentes 69€cies' es

"ná-nr¡"do, 
Ot"r.nUá 

"n 
el tarnaño y núme@ de fr4mentos de rcslricción puederi ser

oge"t*. Esic difefefici6 pueden resultaf, de insertos o delecc¡mes entre lo€ siti6 de

r"rfi""lO.t. tás diferenciG onierva¿as en lc fr4mentos de Estricción son @nocidos como

RFLPS.

Estas pruebG ayuddt a identificar feg¡ones del genoffE o del DNA mit@rdrial' que pueden ser

r¡sadai en e¡ rkndto de pn¡ebas de rzas especificas'

9.4. tÉToDos DE HlBRlDlzAclÓN DE Los ÁclDos NUcLElcos

ta hibridización de 106 ác¡dc nuctefcoe depende en alto grado de la especificidad inheref e a las

*"iffi"" o" l* pates oe nuaeot¡ac. Es una heramierita edadecida en la biología molecular.

Como resultado de esta especificidd la técnica eda s¡endo aplicada para propósitoe de

diagnóstico, induyendo la ddección de patÓgenos.
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