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GUIA PARA EL CALCULO DE LA CONCENTRACION DE INOCULO

INTRODUCCION

Cuando se frata de evaluar la resistencia de las plantas a enfermedades o efectuar
estudios especificos (epidemioldgicos) del patdégeno, muchas veces es necesario
recurrir a la inoculacion artificial, ya sea en invernadero o en campo. Para esto se
utiliza inéculo a una concentraciéon especifica (es decir, un nUmero determinado de
esporas por mililitro), segun el patdgeno y hospedero en estudio, con la finalidad de
obtener una buena infeccidon que permita observar las diferencias entre los materiales
evaluados.

Para determinar la concentracion se usa un hemacitbmetro, con el cual se hacen
conteos de esporas en campos de dimensiones conocidas, que dardn el nUmero de
esporas por ml de la suspension inicial. De esta forma, por medio de diluciones se
obtiene el inéculo en la concentracion deseada.

A continuaciéon se explica la forma de uso de la cdmara de conteo que pueden
utilizarse para calcular la concentracion de esporas: la cdmara Neubauer (American
Optical Co.) de 0.1 mm de profundidad.

Procedimiento para el uso de la cdmara Neubauer

Un paso fundamental es colocar las esporas del hongo en agua, se debe raspar los
cultivos del hongo en las cajas y mezclar este raspado con un volumen conocido de
agua destilada. Una vez homogeneizada, la suspension se filtra a través de una malla
o gasa para eliminar el agar o restos de micelio que podrian obstruir el paso de la
suspensidon a través del aspersor durante la inoculaciéon, y se lleva a un volumen
conocido.

Paso a seguir, tomar una gota con una pipeta Pasteur y colocarla en el centro de la
cdmara de Neubauer; enseguida colocar el cubreobjetos cuidando que no queden
burbujas y que la gota no se derrame ni se salga de los campos de conteo. Esto daria
un dato errdéneo, ya que el excedente arrastraria las esporas.

La cdmara consta de dos campos de conteo, cada uno con nueve cuadros que, d su
vez, estdn divididos en cuadros mds pequenos. Tanto los cuadros grandes como los
pequenos tienen dimensiones conocidas, de tal modo que por medio de féormulas se
puede obtener el nUmero de esporas por ml (Gilchrist et al, 2005).
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Conformacién interna cdmara Neubauer.

En caso de hongos de esporas grandes, hacer el conteo del contenido de A, B, C, Dy
E.

En caso de hongos de esporas chicas, hacer el conteo del contenidode 1,2,3,4y 5.

Cuadro de conteo.

N°® Conteo A B C D E Suma

1 10* 15 12 13 11 61

2 18 15 10 20 13 76

3 25 15 18 16 14 88

4 12 14 15 18 13 72

5 15 13 17 14 11 70

6 15 13 12 18 20 78

e Numero de esporas o propagulos. Total 445
Promedio 74

El campo de conteo que se debe utilizar depende del tamano de los conidios del
hongo con el que se esté frabajando. Si éstos son grandes, lo mdas conveniente es
contar en los cuatro cuadros de las esquinas (A, B, C, D) mds el cuadro del centro (E).
El conteo se repite por lo menos seis veces y se saca un promedio (Gilchrist, et al. 2005).
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Con los datos obtenidos, se calcula un valor de la media; éste se multiplica por una
constante que depende de la cdmara que se utilice. De ese producto se obtendrd la
concentracién en conidios/ml.

Entonces:
74 x constante = concentracion en conidios/ml

Esta concentracion corresponde a la de la suspensidon inicial. Cuando se desea
calcular una dilucién determinada, se aplica la férmula siguiente:

C1V1i=C2V2
Donde:
C1 = Concentracion inicial (conocida en el conteo)
V1 = Volumen inicial (establecido arbitrariamente al preparar el inéculo)
C2 = Concentracién final deseada (segun el estudio a realizar)

V2 = Volumen final (desconocido)

Despejando:
—— cixvi
- C2

Si el volumen inicial era de 100 ml y se desea una concentracion de 30,000 conidios/ml,
entonces

Concentracion calculada x 100ml .
2= 20,000 = Volumen final (ml)

Con los datos que se obtengan:

a) Calcular la concentraciéon del inoculo inicial.
b) Calcular la cantidad de liquido que se debe agregar a la suspension de esporas
preparada, para obtener una concentracion de 30,000 esporas por mil.
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