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RESUMEN

Andino, Gladys. 2002. Estudio del modo de transmision de la Enfermedad de la Hoja
Pequena de Gliricidia sepium causada por un fitoplasma. Proyecto especial de Ingeniero
Agronomo. Zamorano, Honduras. 61 p.

Cada vez se descubren mas enfermedades causadas por fitoplasmas que antes eran
atribuidas a virus o de etiologia desconocida; estas enfermedades pueden causar
considerables pérdidas econdémicas en los cultivos y en especies forestales. La
enfermedad de la Hoja Pequefia de Gliricidia (EHPG), descubierta en Honduras en 1992,
es causada por un fitoplasma. Los fitoplasmas no pueden ser transmitidos por semilla y
las practicas de manejo no consideran este tipo de transmision. Los sintomas de la EHPG
muestran una marcada reduccion de los foliolos y una muerte regresiva y lenta del arbol.
Para la transmision por insecto se trabajo con la especie Empoasca hastosa (Homoptera:
Cicadellidae) que es la especie mas predominante en G. sepium en Zamorano. En
insectos no se logrd detectar el ADN del fitoplasma con pruebas moleculares (nested
PCR).También se estudi6 la transmision del fitoplasma por Empoasca hastosa con
bioensayos. Se trasladaron insectos, previamente expuestos al patdgeno en un arbol
enfermo, a plantulas sanas puestas en una jaula con malla anti-insectos. El 10% de las
plantulas expuestas a Empoasca hastosa resultaron positivas, lo que sugiere que esta
especie en capaz de transmitir el fitoplasma a un hospedero sano. También se estudi6 la
transmision por semilla. Se seleccionaron nueve arboles y se clasificaron en tres
diferentes niveles de infeccion de la enfermedad dentro del campus de Zamorano (sanos,
leves y moderadamente enfermos; no se incluyeron los arboles severamente enfermos ya
que no produjeron semillas). Se confirm¢ la transmision del fitoplasma detectando ADN
del patogeno por nested PCR, en 15% de las plantulas provenientes de arboles
moderadamente enfermos. Se observd que las plantulas positivas al fitoplasma tenian
menos hojas que las plantulas sin fitoplasma (P<0.03). También para comprobar la
transmision del fitoplasma por semilla se realizé un anélisis con marcadores moleculares
(RFLP’s) utilizando ocho enzimas de restriccion. Se observaron perfiles idénticos de
restriccion entre un arbol progenitor y una plantula hija con las enzimas (Eco RI, Hind II]
y Rsa I), lo que sugiere que la secuencia de ADN encontrada en ambos casos es la
misma. Estos resultados confirman la transmision del fitoplasma de la EHPG por semilla
y constituyen el primer reporte de transmision por semilla de un fitoplasma.

Palabras clave: ADN, Empoasca hastosa, madreado, PCR, RFLP’s, técnicas
moleculares, transmision por insecto, transmision por semilla.

Abelino Pitty, Ph.D.
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NOTA DE PRENSA

SE DESCUBRE QUE FITOPLASMAS PUEDE SER TRANSMITIDOS POR
SEMILLA

En el Laboratorio Molecular de Zamorano se descubrié por primera vez, que un tipo de
patogeno de plantas conocido como fitoplasma, puede ser transmitido por semilla. Este
descubrimiento, contradice lo que cita la literatura hasta la fecha.

Los fitoplasmas son organismos parecidos a las bacterias que carecen de pared celular y
no pueden ser cultivados en medios sintéticos, por lo que requieren de técnicas
moleculares para su deteccion y estudio. El fitoplasma mas conocido en Honduras es el
patogeno causante del Amarillamiento Letal del Cocotero.

El fitoplasma estudiado en esta investigacion, causa la enfermedad conocida como la
Hoja Pequena de Gliricidia (EHPG) que ataca al madreado, una especie forestal de
multiples usos y ampliamente cultivada en Centro América.

Los sintomas incluyen amarillamiento y reduccion de las hojas, muerte regresiva de las
ramas y eventualmente la muerte del arbol. Por mucho tiempo, este tipo de sintomas se
relacionaron con los producidos por virus. En la actualidad se conocen mas de 600
enfermedades causadas por fitoplasmas.

En Zamorano se han estudiado, hasta la fecha, varios aspectos de esta enfermedad, como
su distribucion y su forma de transmision utilizando técnicas moleculares basadas en el
analisis del ADN, complementadas con experimentos de campo.

En 1997 se comenzo con la evaluacion de una plantacion de madreado establecida en
Zamorano a inicios de esa década, en donde se evaluaron procedencias tolerantes a esta
enfermedad. En 1999, se establecid un laboratorio molecular en Zamorano donde se
optimiz6 el método de deteccion del patogeno desarrollado por la Universidad de la
Florida.

En el 2000, se realizaron estudios posteriores que identificaron a 5 especies de insectos
como posibles vectores de la enfermedad. Una especie de chicharrita (Empoasca
hastosa), fue capaz de transmitir el fitoplasma a un hospedero sano, confirmandola como
uno de los vectores de la enfermedad.

Aunque esta enfermedad no representa un problema serio actualmente, podria causar
pérdidas econdmicas cuantiosas si llegara a convertirse en una epidemia, como la



observada con el Amarillamiento Letal del Cocotero. El estudio de la EHPG ha servido
de modelo para estudiar varios aspectos de la epidemiologia de la enfermedad del
cocotero.

Lic. Sobeyda Alvarez
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1. INTRODUCCION

Gliricidia sepium (Jacquin) es localmente conocido como madreado. Pertenece a la
familia de las leguminosas (papilionoideae), es una especie forestal nativa de México y
América Central adaptada a una estacion seca bien definida. Por su buena adaptacion, ha
sido introducida en muchas zonas tropicales y naturalizada en varios paises (CATIE,
1991). Se han reportaron alrededor de treinta patogenos fungosos (Boa y Lenné, 1996)
relacionados con G. sepium. También se han reportado otras plagas que incluyen termitas
del suelo, escamas harinosas y afidos. En 1993, Boa y Lenné (1993) reportaron en la
Soledad, Honduras por primera vez una nueva enfermedad de etiologia desconocida y
potencialmente letal para la especie. Los sintomas caracteristicos de esta enfermedad son
amarillamiento reducciéon y distorsion de los foliolos, caida prematura, proliferacion de
brotes, entrenudos reducidos y en algunos casos los sintomas avanzan resultando en una
muerte regresiva de los brotes o de las ramas y a veces muerte de los arboles jovenes. A
esta enfermedad se le dio el nombre de la Enfermedad de la Hoja Pequefia de Gliricidia
(EHPG), (Boa y Lenné, 1993). Estudios realizados por Kenyon et al, (1997)
establecieron a un fitoplasma como el agente causal de la enfermedad. Las enfermedades
causadas por fitoplasmas son cada vez mas reconocidas y han tomado mucha importancia
econdmica en los ultimos afios. En principio se creia que la EHPG podria causar serias
pérdidas economicas como lo ha sido la enfermedad del Amarillamiento Letal del
Cocotero. Si embargo aunque la sintomatologia de la EHPG no es tan rapida representa
una fuerte amenaza, ya que en el futuro podrian verse mermados los miles de kilometros
de cercas vivas y bosques nativos de G. sepium existentes. Por esta razon la importancia
de realizar estudios que nos ayuden a entender la epidemiologia de la enfermedad con fin
de contribuir al desarrollo de estrategias apropiadas de manejo. Aun no se ha confirmado
el vector principal de la enfermedad pero estudios realizados en Zamorano sugieren cinco
posibles agentes: Empoasca hastosa, Ollarianus sp., Alconeura sp., Hydatothips
gliricidiae y Lopidea murray (Saballos, 1999). Ollarianus sp. es conocido como el vector
de la enfermedad escoba de bruja en Cajanus cajan. Segin Campaia (2000) la especie
Empoasca hastosa es capaz de transmitir el fitoplasma a un hospedero sano de G. sepium.



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo general

Estudiar el modo de transmisién de la Enfermedad de la Hoja Pequefia de Gliricidia
sepium causada por un fitoplasma a través de bioensayos y pruebas moleculares con el fin
de contribuir al desarrollo de estrategias apropiadas de manejo de dicha enfermedad.

1.1.2 Objetivos especificos

1. Confirmar si el fitoplasma causante de la EHPG se puede transmitir a partir de
semillas.

2. Realizar un analisis utilizando marcadores moleculares (RFLP’s) de los
aislamientos de ADN extraidos de los arboles progenitores y plantulas hijas para

confirmar la transmision por semilla.

3. Continuar con los estudios de transmisién de la EHPG por insectos vectores.



2. REVISION DE LITERATIURA

2.1 CARACTERISTiICAS GENERALES Y USOS DEL MADREADO

Nombres cientifico: Gliricidia sepium

Nombres comunes: A esta especie se le conoce cominmente como “madreado” en
Honduras, “"madre negro” en Costa Rica, “madrecacao” en Guatemala, "mata ratoén” en
Colombia y “cocoite” en México.

2.1.1 Descripcion

Segin Keay (1989), Gliricidia viene del Latin "veneno de ratén” ya que las semillas son
venenosas para perros, ratas y caballos. Es una especie de tamafio pequefio a mediano que
alcanza alturas de 2 a 15 metros, puede ser de tallo sencillo o tallos multiples, con troncos
de didmetros de 30cm. La corteza es entre gris-café y blanquecino y puede ser
profundamente corrugada en los arboles viejos de grandes diametros (Lavin, 1996). Las
hojas son opuestas en su composicion y alternas de 20 a 30 cm de largo. Las hojas tiernas
son generalmente opuestas de forma oblonga y puntiaguda. En algunos especimenes las
hojas pueden ser elipticas con puntas redondeadas. Hay de 7 a 25 retofios en cada hoja y
el tamafio aumenta hacia la punta. Los retofios tienen de 40 a 80 mm de ancho (Lavin,
1996).

La floracion corresponde al comienzo de la estacion seca cuando los arboles han perdido
sus hojas. En su medio natural la floracion ocurre de noviembre a marzo. En areas sin una
estacion seca pronunciada, la floracion puede ocurrir todo el afio pero se forman pocas
vainas (Lavin 1996, Simons 1996). Las flores son de color rosado a rosado palido,
desvaneciéndose a blanco con manchas café o purpura desvanecido con la edad (Lavin
1996). Las flores son polinizadas por las abejas solitarias mas grandes Xylocopa
fimbriata y las especies Centris en el medio natural del arbol (Simons 1996).

2.1.2 Usos agroforestales
e Cercas vivas. G. sepium es probablemente la especie para cerca viva mas comun en

los tropicos americanos. La modalidad del cultivo de arboles en cercas vivas les
permite a los propietarios de pequefias fincas, incorporar el componente forestal en



sus propiedades sin tener que reducir el area dedicada a los cultivos alimenticios y pastos.
Los postes para cercas se establecen con estacas grandes. Pueden plantarse de 1 a 2 m de
espaciado y unirse con alambres de ptias o bambu. Alternativamente pueden plantarse de
10 a 20 cm de distancia como una empalizada y sus ramas entretejidas (Steweart et al.,
1996).

Madera. La madera es dura y pesada, con la albura (parte externa de la corteza) y el
duramen (que es la parte interna de la corteza) bien definidos. El duramen varia de
color desde amarillo a café oscuro con marcas finas. Tiene textura moderadamente
fina y gran entrelazado en forma irregular (Gonzales, 1978). Tradicionalmente se le
utiliza como madera para construcciones rusticas como horcones, marcos de puertas,
bases de puertas y ventanas, etc. Los troncos gruesos se usan como postes de
teléfonos. Se usa como durmientes de ferrocarril y estacas o postes muertos para
corrales y cercas (Internacional Institute of Tropical Agriculture, 1979)

Sombra y abono verde. Debido a que tiene ramas largas y muchas hojas, es una
especie ideal para sombra. Se usa para proporcionar sombra a las plantas de cacao,
café, vainilla y té. Pero en sitios con estacion seca marcada G. sepium pierde su
follaje perdiendo su valor de arbol de sombra. El follaje es rico en nitrégeno, por lo
tanto, las hojas que caen enriquecen el suelo bajo los arboles. Su follaje se puede
cortar con el fin de fertilizar lo cultivos cercanos (CATIE, 1984).

Leifia. Donde quiera que crece G. sepium, su madera dura y pesada se utiliza como
combustible. Aunque no es un arbol alto, sus ramas producen mucha madera y
rebrota facilmente. Su valor calorifico es de 4900 kcal/kg (CATIE, 1984).

Forraje. Respondiendo bien a las podas frecuentes, el madreado produce cantidades
abundantes de forraje nutritivo que contiene de 18 a 30% de proteina cruda. El
ganado responde bien a la alimentacion con madreado. Algunos animales se rehusan
a comer madreado, pero ofrecerlo regularmente puede superar este problema. Una
vez que el madreado es aceptado, las crias subsiguientes se aprestan a consumirlo. Se
reportan problemas de toxicidad con animales que no son rumiantes. Podar los
arboles antes de la estacion seca permite que el rebrote crezca para ser guardado
como alimento en la estacion seca. Las plantaciones para forraje varian desde filas
para linderos con 10 a 50 cm de espacio en la filay 1 a 4 m espaciado entre las filas,
hasta plantaciones en bloques de 50 x 50 cm a 1 x 3 m. La produccion de forraje
varia de 2 a 20 t/ha/ano (Glover, 1989).



Figura 1. Caracterizacion de las hojas, flores y frutos de Gliricidia sepium.
Fuente: CATIE, 1991.
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Figura2. Inflorescencia de Gliricidia sepium  Figura 3. Hojas maduras de G.sepuim
Foto: Rinehart, 2000 Foto: Mudge,1995

igura 4. Cerca viva liricidia sepium (uno de los principales usos de esta especie).
Foto: Shelton, 2002



Figura S. Gliricidia sepium utilizada como forraje para ovejas en pastoreo.
Foto: Sheldon, 2002

Figura 6. Gliricidia sepium utilizada como forraje para bufalos de agua.
Foto: Sheldon, 2002



2.1.3 Distribucion

Es uno de los arboles méas comunes y mejor conocidos en América Central, se introdujo
en Las Antillas y las Filipinas donde se estd convirtiendo en una especie naturalizada,
también se ha introducido en Africa, Asia y Nigeria. Se ha plantado en el sur de la
Florida y en América del sur, hasta Brasil (CATIE, 1984). Las introducciones mas
recientes se han llevado acabo en los ultimos 20 afos, por el potencial de la especie como
componente de sistemas agroforestales. Este interés resultd en esfuerzos de recoleccion
de semillas del madreado en América tropical que fueron introducidas en 55 paises de
regiones tropicales, lo que ha causado una alta demanda por semillas (Stewart et al.
1996).

2.1.4 Ecologia

El rango de lluvia 6ptimo requerido para su desarrollo generalmente es de 900 a 1,500
mm/afio, pero puede ser tan bajo como de 600 mm o tan alto como de 3,500 mm
(Simons, 1996). El madreado sobrevive a estaciones secas de 9 meses en Indonesia.
Crece bien en suelos himedos o secos, incluso en suelos que tienen una gran
concertacion calcarea (CATIE, 1984). Tolera los suelos acidos, pero no la acidez severa
(pH menor a 4.5). Es un pionero agresivo, pronto coloniza los suelos infértiles y recupera
las praderas maltratadas MacDicken et al., 1997) y por eso ha sido usada ampliamente en
programas de reforestacion en suelos pobres.

2.1.5 Silvicultura

El madreado es una de las especies que tiene mayor versatilidad en Honduras a raiz de
sus diversas formas de reproduccion como por sus multiples usos. El método més comun
de reproduccion es a través de estacas, cuyas dimensiones varian dependiendo del
objetivo. (CATIE, 1997).

2.1.6 Propagacion

2.1.6.1 Propagacion sexual. La semilla es de color amarillo a café. Bajo condiciones
Optimas de almacenaje, 6 a 10 % del contenido de humedad a 4°C, la semilla permanece
buena durante mds de 10 afios (Steward ef al, 1996). A un contenido de 50% de
humedad y 17°C la semilla puede ser almacenada por un afio. La semilla se planta sin
tratamiento previo directamente en contenedores de invernadero. Se recomienda practicas
normales de manejo de invernadero. Las plantulas estan listas para transplantar después
de 2 a 3 meses en el invernadero, a una altura de 30 cm. La siembra directa es posible de
2 a 3 semillas por postura a una profundidad de la 2 cm. se requiere la preparacion del



sitio para reducir la competencia. La siembra directa y las operaciones de transplante
deben coincidir con la época lluviosa. Las plantulas son sensibles a la competencia. El
control regular de la maleza debe practicarse hasta que los arboles se hayan establecido
bien (Ramirez, 2000).

Figura 7. Plantulas de Gliricidia sepium producidas bajo invernadero.
Foto: Mudge, 1995

2.1.6.2 Recoleccion de semillas. En su ambiente de distribucion natural, la floracion y
fructificacion es relativamente uniforme. En la zona sur de Honduras este proceso se
inicia en diciembre y se extiende hasta marzo y abril. En la zona del litoral Atlantico
existe el problema de la baja produccion de semillas, debido probablemente a las
condiciones de mas alta precipitacion por un tiempo mas prolongado; lo que interrumpe
el ciclo normal de reproduccion (CATIE, 1997).

2.1.6.3 Propagacion asexual. El madreado se propaga por medio de semillas y estacas.
Cuando se va a plantar en cercas vivas se recomienda utilizar estacas de 1 a 2.5 m de
largo y los mejores resultados se obtienen con estacas de 6 a 7 cm de didmetro y una edad
entre 18 y 22 meses. Ademas, debe tener yemas visibles sin desgarramientos ni rajaduras.
El corte apical debe ser inclinado para favorecer el escurrimiento de agua y evitar
posibles ataques de plagas o enfermedades. La céscara en la porcion de abajo del corte
debe ser raspada con un cuchillo afilado para estimular el crecimiento de raices. Segin
Kenyon ef al., (1996) las estacas deben ser plantadas, espaciadas a 1-2 m entre estaca y
estaca y 10- 20 cm (en algunos casos 30cm) de profundidad a lo largo de la barrera viva.
Las estacas son siempre sembradas en la época seca; ya que existe el riesgo de que la
planta durante la época lluviosa resultara en una pudriciéon de las mismas. Una de las
principales razones por la cual es tan popular el madreado es por su facil establecimiento,
usualmente con menos del 10% de mortalidad en el primer afio (Kenyon et al., 1996).
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2.1.7 Importancia Socio- econémica de Gliricidia sepium en Honduras

Segin Kenyon et al., (1996) G. sepium es un es una especie forestal de considerable
importancia social y econdomica en Honduras la cual esta aumentando
internacionalmente. Su perdida se veria reflejada fuertemente en el sector agricola/rural.
Es una especie de fundamental importancia en la parte noreste del pais, debido a la
predominancia de la misma y al casi exclusivo uso como cerca viva, por lo que se ha
estimado que el remplazo de estas, tiene un costo de aproximadamente $358 por km de
cerca viva (Kenyon et al, 1996). Ademas la gran variedad de usos del madreado
confirma su popularidad y significancia, a pesar de que existen varios sustitutos (Bursera
simarouba, Erytrhina sp. y Cordia dentata) es muy dificil encontrar un solo arbol que
compita con G. sepium en cuanto al gran rango de usos y productos que esta especie
provee.

Cada vez se reportan mas enfermedades que son causadas por fitoplasmas que pueden
causar considerables pérdidas economicas. Boa y Lenné (1993), reportaron por primera
vez en Honduras una enfermedad de etiologia desconocida que afecta al madreado, que
fue denominada Enfermedad de la Hoja Pequena de Gliricidia (EHPG) y es causada por
un fitoplasma. En un principio se creia que dicha enfermedad presentaria una
sintomatologia tan rdpida y devastadora como lo ha sido el caso de la enfermedad del
Amarillamiento Letal del Cocotero (Castillo, 2001). Sin embargo esta enfermedad
representa una amenaza potencial para el madreado. Por estas razones es que se debe
continuar estudiando la epidemiologia de la EHPG con el fin de contribuir al desarrollo
de estrategias apropiadas de manejo de la enfermedad.

2.2 AGENTE CAUSAL DE LA EHPG: UN FITOPLASMA

2.2.1 Historia e importancia econémica

En 1967 Doi et al. (1967) demostraron la presencia de organismos tipo micoplasmas
(MLO) actualmente conocidos como fitoplasmas, en el floema de plantas infectadas con
enfermedades que hasta la fecha eran atribuidas a virus, ya que en muchos casos pueden
presentar una sintomatologia parecida.

Segin Cousin, (1995) los fitoplasmas conllevan a una alteracién de los cultivos y en
algunos casos a la destruccion total de los mismos. Son perjudiciales en paises templados
y desastrosos en paises tropicales a causa de los ciclos continuos de las plantas
adventicias y los insectos vectores. En climas templados afectan principalmente las
viieras, los arboles frutales y las especies lefiosas aromadticas utilizadas en medios
urbanos, peri urbanos y forestales (anexo 1). Las enfermedades causadas por fitoplasmas
se han diseminado en 40 especies lefiosas aromaticas.
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2.2.2 Morfologia

Los fitoplasmas son organismos pequefios capaces de replicacion auténoma (Salazar,
1996), parecidos a las bacterias que carecen de pared celular y presentan algunas
caracteristicas similares a los micoplasmas: estructura celular procaridtica, morfologia
pleomorfica, dimensiones celulares de 0,2 a 1,0 um y genoma muy pequefio (600 Kb),
por lo que han sido agrupados en la clase Mollicutes. Pero todavia se diferencian de estos
ultimos en algunas caracteristicas importantes: los fitoplasmas viven dentro de las células
floematicas de las plantas mientras que los micoplasmas patogénicos a animales y
humanos tienen la capacidad de desarrollarse dentro de los espacios intercelulares de los
tejidos que colonizan. Ademads, los fitoplasmas a diferencia de los micoplasmas no
pueden ser cultivados sobre substratos artificiales debido a que carecen de los genes
necesarios para la sintesis de algunos aminoacidos, acidos grasos y lipidos esenciales
para el desarrollo fuera del hospedero ( Freundt, 1974).

Los cuerpos de los fitoplasmas contienen un enrejado fibrilar de hebras que
posiblemente son ADN, y areas con granulos semejantes a ribosomas. Estos organismos
aparentemente se propagan por fision binaria, gemacion o fragmentacion (Salazar, 1996).
En secciones ultra delgadas las células de los fitoplasmas tienen formas ovoides,
oblongas o filamentosas en plantas e insectos hospederos (Doi ef al., 1967 y Hearon et
al., 1976).

. __:- -.'_’_ L . . sy
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Figura 8. Fotografia electronica de cuerpos de fitoplasmas en el floema de una planta.
Fuente: Universidad de Wisconsin. s.f.

2.2.3 Sensibilidad a antibioticos

Los organismos degeneran y pierden su contenido celular después de un tratamiento a
plantas infectadas con antibidticos del grupo de las tetraciclinas (Sinha y Peterson, 1972).
La sensibilidad a la tetraciclina y la falta de pared celular, por lo que no pueden ser
sensibles a los antibioticos del grupo de las penicilinas (Ishii e al., 1967) hacen que estos
organismos estén incluidos dentro del grupo de los Mollicutes.
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Tratamientos preventivos y terapéuticos para el control de enfermedades de fitoplasmas
han sido extendidos a plantas como: cocoteros para el control de amarillamiento letal y
enfermedad X en cerezas y melocotones (McCoy, 1982, Nyland, 1971; Raju y Nyland,
1988). Aplicados por inyeccion al tronco, el tratamiento de cada arbol con 1 g. (dosis
preventiva) 6 3 g. (dosis terapéutica) tres veces por afio es suficiente para el control de
amarillamiento letal en cocoteros (McCoy, 1982).

2.2.4 Caracteristicas de crecimiento

Los fitoplasmas son inicamente observados en los elementos del floema (McCoy et al.,
1989; Oshima et al., 2001b; Weeb et al., 1999) y ocasionalmente en las células del
parénquima de plantas infectadas (Sears and Klomparents, 1989). Los elementos de la
savia son células vivas especializadas que transportan fotosintatos de las hojas, no solo a
tejidos de crecimiento, sino a otros tejidos incapaces de fotosintetizar. Eso se aplica
particularmente a raices, las cuales requieren considerable energia para tomar o absorber
agua y nutrientes. La savia del floema es unica por que contiene de 12 a 30% de sucrosa
y tiene alta presion hidrostatica (Evert, 1977). Las paredes laterales tienen areas de la
savia que son perforadas, permitiendo el pasaje de fotosintatos a los miembros de los
tubos adyacentes. El tamafo de los poros los cuales tienen un didmetro promedio de
aproximadamente 0.2 um son lo suficientemente grandes para permitir el pasaje de
células del fitoplasma esféricas o filamentosas de un elemento a otro (McCoy, 1979). La
composicion quimica de la red de savia es compleja conteniendo azucares, minerales,
aminodacidos libres, proteinas y ATP (Van Helden ef al., 1994). Este medio el cual tiene
alta presion osmotica e hidrostatica sirve para soportar la multiplicacion extensiva de
fitoplasmas in planta.

Los fitoplasmas también se multiplican en los 6rganos y tejidos internos de sus insectos
vectores (Nasu et al., 1970; Kirkpatrick ef al., 1987) los cuales son principalmente
saltahojas, saltamontes y psilidos (D"Arcy y Nault, 1982). La hemolinfa del insecto es
similar al floema de la planta (Saglio and Whitcomb, 1979) por contener altos niveles de
compuestos organicos simples y complejos. El insecto vector se infecta cuando ingiere
fitoplasmas del floema de plantas infectadas. Después de un periodo de incubacion que
puede durar de una a varias semanas, el fitoplasma se multiplica en las glandulas
salivares y luego el insecto es capaz de infectar el floema de las plantas sanas de las
cuales se alimenta (Kunkel, 1926; Nasu et al., 1970; Lee et al., 1998 ).

Aunque los mecanismos que inducen la enfermedad no estdn bien entendidos, la
infeccion del fitoplasma de plantas hospederas es usualmente marcada por una disfuncién
del floema y reduccion de la capacidad fotosintética. Alteraciones en las funciones del
floema han sido correlacionadas con la degeneracion estructural de los elementos de la
savia debido posiblemente al bloqueo fisico por fitoplasmas colonizando o por la accion
de una fitotoxina. (Guthrie et al., 2001; Siddique et al., 1998) La aparicion de los
sintomas pueden estar acompafiados por un debilitamiento sustancial del rango
fotosintético de las hojas maduras y por fluctuaciones en la fuente de niveles de
carbohidratos y aminoécidos versus hojas pequeiias (Lepka et al., 1999).
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El amarillamiento de la hoja esta asociado con el decremento del contenido de clorofila,
carotenoides y proteinas solubles (Bertamini y Nedunchezhian, 2001), funcion estomatal
anormal (Martinez et al., 2000) y cambios histopatologicos como son: incrementos en la
cantidad de polifenoles totales y pérdida de la integridad celular (Musetti et al., 2000).
Estos cambios adversos son acompanados por regulacion de genes que codifican
proteinas implicadas en la fotosintesis, transporte de azucar, respuesta al estrés o pasos de
la sintesis de fitoesterol (Jagoueix-Eveillard et al., 2001).

2.2.5 Sintomatologia

Una gran cantidad de sintomas caracteristicos son asociados con la infeccion de
fitoplasmas en cientos de especies de plantas en todo el mundo. Los sintomas varian de
acuerdo con la particularidad de la especie hospedera, el grado de infeccion del
hospedero y de la virulencia del fitoplasma asociado (Davis y Lee, 1992). Algunos
sintomas son indicativos de desordenes en el balance normal de reguladores de
crecimiento en las plantas incluyendo enverdecimiento de los pétalos, filodia (conversion
de los organos florales a estructuras de hojas), proliferacion floral, esterilidad de las
flores, proliferacion de brotes axilares y adventicios, elongaciéon internudal, etiolacion,
reduccion generalizada de frutos, hojas y entrenudos, decoloracion fuera de estacion de
hojas y brotes (amarilla hasta purpura), enrollamiento de las hojas, ahuecamiento o
arrugamiento, escoba de bruja, aclaracion y elongacion de las venas, decoloracion del
floema y detrimento general de la planta como muerte regresiva de ramitas, ramas y
tronco (Harrison et al., 2002)

2.2.6 Taxonomia

Actualmente, existen 15 grupos clasificados en la taxonomia de fitoplasmas (Harrison et
al., 2000) (Figura 9) y por lo menos cuatro criterios moleculares que pueden servir de
base para verificar la hipotesis que sostiene que los MLO pertenecen a la clase
Mollicutes.

1) El contenido genémico G+C es del 25-30%.

2) La secuencia de los genes que codifican para el ARNr 16S, una porcion del genoma
vital para estos organismos y por lo tanto muy conservada es similar a la de
Acholeplasma y Anaeroplasma

3) Las dimensiones de sus genomas, los cuales varian de 450 a 1180 Kb.

4) La secuencia de numerosos genes de proteinas ribosomales que mantienen una
relacion filogenética con las de los Acholeplasma (Sears y Kirkpatrick, 1994).
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Figura 9. Arbol filogenético de 62 fitopalsmas, representando a los 15 grupos filogenéticos.
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La EHPG esta clasificada en el grupo de la Pigeon Pea Witches Broom y no esta

relacionada con el ALC.

Fuente: Nigel Harrison, editado y alineado con SeqEd y PileUp (Wisconsin Package Version 10.1, Genetics

Computer Group (GCG), Madison, WI, USA.
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2.2.7 Conocimiento actual sobre la Enfermedad de la Hoja Pequefia de Gliricidia

Los estudios de la Enfermedad de la Hoja Pequena de Gliricidia dieron inicio en 1992
con el descubrimiento de la enfermedad en La Soledad, departamento de Choluteca
Honduras (Boa y Lenné, 1993). Luego estudios posteriores reportaron la distribucion de
la enfermedad en otro sitios de Honduras, Guatemala, El Salvador, Nicaragua y México
(Kenyon et al., 1996). De 1995 a 1997 fue realizada una investigacion con la finalidad de
conocer el agente causal de enfermedad, los sintomas y el impacto socioeconémico de la
misma. La investigacion fue realizada por L. Kenyon, R. Black, P. Doyle, y E. Boa. Los
resultados obtenidos fueron la determinacion de un fitoplasma similar al causante de la
enfermedad de escoba de bruja en Cajanus cajan (Figura 9). Este fitoplasma fue
determinado por medio de tres métodos indirectos: 1) observacion de fitoplasmas en el
floema de plantas sintomdticas a través de microscopia fluorescente, 2) remision de
sintomas en arboles sintomaticos mediante inyecciones de oxitetraciclina y 3) deteccion
de ADN del fitoplasma a través de la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). El fitoplasma de la EHPG aun no ha sido reconocido como una especie propia
sino que esta bajo la denominacion de candidatus Phytoplasma gliricidiora (Harrison et
al., 2002). Luego, a partir de 1997 en Zamorano, que ha sido uno de los lideres en el
estudio de esta enfermedad, se han realizado estudios para entender la epidemiologia de
la enfermedad. Uno de ellos fue el realizado por T. Jordan y consistio en la evaluacion de
10 procedencias de madreado en una coleccion de germoplasma de G. sepium de
aproximadamente 30 procedencias establecidas por el Oxford Forestry Institute en
Zamorano en los 90’s. El estudio encontr6é que las procedencias Guayabillas (Honduras),
Vaho hondo (Guatemala) y Managua (Nicaragua) son tolerantes a la EHPG. Saballos
(1999) optimiz6 el método desarrollado por el Dr. Nigel Harrison de la Universidad de la
Florida para el diagnostico molecular de candidatus Phytoplasma gliricidiora e identifico
cinco posibles candidatos como vectores de la enfermedad. Campafia (2000) realizo
estudios que demuestran que los fitoplasmas se transmiten por medio del material
vegetativo(estacas), por medio de semilla y que Empoasca hastosa es capaz de transmitir
el patégeno a un hospedero sano. El estudio més reciente es la comprobacion de la
transmision por semilla, el cual se realiza por tercer afio consecutivo. También se
evaluaron la transmision del patdogeno a un hospedero sano, por medio de Empoasca
hastosa y analisis con marcadores moleculares (RFLP’s) para comprobar la transmision
del patogeno por medio de semillas.

2.3 DETECCION DE FITOPLASMAS POR PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa

2.3.1 Descripcion de la técnica

PCR (Por su sigla en inglés: Plymerase Chain Reaction) es una técnica molecular usada
para amplificar una region especifica de ADN con el objetivo de producir una
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concentracion suficientemente alta para ser visualizada en una gel de electroforesis
(Saballos, 1999).

2.3.2 Utilidad de la técnica

Una aplicacion importante de la técnica de PCR es en el diagndstico de enfermedades de
plantas tales como las infecciones virales causadas por geminivirus y las causadas por
fitoplasmas como la EHPG y el Amarillamiento Letal del Cocotero.

El empleo de tecnologias moleculares como las sondas gendmicas y PCR, ha permitido
dar inicio y conocer de manera profunda el ADN de algunos de los fitoplasmas
fitopatogenos mas difundidos en las plantas (Namba et al., 1993; Schneider et al.,
1993). El uso de acidos nucleicos especificos y la tecnologia del PCR han suplantado
grandemente los métodos tradicionales del microscopia electrénica, el criterio biologico
de deteccion sensitiva, identificacion y la caracterizacion genética de los fitoplasmas
(Harrison et al,. 2002)

La amplificacion in vitro de ADN de fitoplasmas por PCR ha resultado ser una técnica
sensitiva para la detecciéon de fitoplasmas de plantas infectadas. Los primers para PCR
han sido construidos de porciones del ARN ribosomal del gen operon de todos lo
fitoplasmas (Lee et al., 1993; Schneider et al., 1995; Gundersen et al., 1996) o de grupos
y subgrupos cercanamente relacionados a los fitoplasmas. El par de oligonucleotidos
mas utilizado se obtuvo desde la region del gen 16S rRNA y sus secuencias son 5'-
ACGAAAGCGTGG GGAGCAAA-3' y 5-GAAGTCGAGTTGCAGA CTTC-3', las
cuales han sido testadas con ADN obtenido a partir de tejidos infectados (Harrison et al,.
2002)

Existe una segunda técnica de deteccion de fitoplasmas conocida como nested PCR o
PCR anidado. En esta prueba el producto de la amplificacion por PCR directo, es
reamplificado con otro par de primers especificos que reconocen parte de la secuencia de
ADN del primer par de primers. Segin Lee et al., (1994) el reciente empleo de nested
PCR ha permitido aumentar la deteccion de enfermedades causadas por fitoplasmas. Ya
que en la mayoria de estas enfermedades la concentracion del patdogeno es muy baja para
ser detectada utilizando solamente PCR directo.

2.3.3 Uso de PCR en el diagnostico de la enfermedad de la hoja pequefia de
Gliricidia

La enfermedad se detectd por primera vez utilizando ADN de tejidos de hojas de
madreado infectadas y asintomaticas que fueron analizadas inicialmente por PCR
(Kenyon et al., 1998), utilizando los pares de primers P1 (Deng y Hiruki, 1991) y P7
(Smart et al., 1996). Estos primers amplifican un producto de 1.8 kb los productos de
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rARN apartir de los genes 16S rARN, 16-23S espaciador y una porcion final del gen 5’
de 23S rARN de fitoplasmas.

También en estudios realizados por Saballos (1999) en Zamorano para optimizar una
técnica de deteccion para la EHPG, se utilizo la prueba de PCR con los primers P1 y P7
mencionados anteriormente ademas, de los primers especificos PP/GLLF y PP/GLLR.
Estos tultimos son utilizados en las pruebas de nested PCR para incrementar la
sensibilidad de la prueba. Con estas pruebas se obtuvieron resultados positivos en arboles
con variaciones de sintomas, partes asintomaticas de los arboles enfermos y de plantulas
de semillas las cuales habian estado expuestas a infeccion natural pero que aun no
presentaban sintomas. Los protocolos utilizados en este estudio fueron desarrollados por
Nigel Harrison, de la Universidad de Florida (Kenyon ef al., 1996).

2.4 TRANSMISION DE LOS FITOPLASMAS POR INSECTOS VECTORES

2.4.1 Historia

En la naturaleza, la transmision de los fitoplasmas ha sido detectada en insectos vectores
pertenecientes al orden homodptera. Particularmente son notablemente conocidos como
insectos vectores miembros de la familia Cicadellidae y Psyllida (Whitcomb, 1973). Y
segun Castafio (1994), también insectos de la familia Fulgoridae y Cercopidae pueden
transmitir fitoplasmas. Ademas se puede transmitir por injertos, por propagacion de
partes enfermas de las plantas y por la cuscuta (Cuscuta spp); que es una planta
fanerogdmica y la transmision se da cuando en los vasos vasculares de la planta
infectada es adquirido el fitoplasma por medio de los haustorios de la cuscuta. Luego el
fitoplasma pasa al floema de la planta parésita y de nuevo es introducido en la planta sana
mediante los haustorios que se ponen en contacto con el sistema vascular de la planta
inoculada (Campafia, 2000). Aqui se forma un puente bioldogico que se puede utilizar
para realizar reservorios de cualquier fitoplasma en plantas susceptibles ya que los
reservorios son de gran utilidad para la investigacion y caracterizacion de enfermedades
causadas por fitoplasmas.

2.4.2 Adquisicion e incubacion del fitoplasma en el insecto vector

Seglin Castafio (1994), los insectos vectores adquieren este patogeno después de varias
horas o dias de alimentarse de plantas infectadas. Generalmente estos vectores no
transmiten el patdgeno inmediatamente si no que necesitan de un periodo de incubacion
que esta alrededor de 10 a 45 dias y dependiendo de algunos factores como la
temperatura, a 30°C el periodo de incubacion es mas corto y a 10°C es mas largo,
también factores como la genética de los insectos pueden influir. Este periodo de
incubacién es requerido para la multiplicacion y distribucion del fitoplasma dentro del
insecto. Si este es adquirido directamente de la planta se multiplica primero dentro de las
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Células internas del insecto; luego pasa a la hemolinfa e infecta al resto de los 6rganos
internos incluyendo el “"cerebro™ y las glandulas salivares (Castafo, 1994).

2.4.3 Transmision

La transmision a plantas sanas se inicia cuando el fitoplasma alcanza un nivel de
concentracion determinado en las glandulas salivares y continua haciéndolo mas o menos
eficientemente durante el resto de su vida. Generalmente los vectores no son afectados
negativamente por el patdgeno pero en algunos casos muestran efectos patoldgicos
severos. Los fitoplasmas son adquiridos mas radpidamente por las ninfas que por los
adultos y sobreviven durante las mudas del insecto pero no pasan de los adultos a los
huevecillos en la siguiente generacion, por lo que estos al eclosionar deben alimentarse
de plantas infectadas para que se vuelvan infecciosos (Agrios, 1995). Aunque Nault y
Rodriguez (1985), reportan que es rara la transmision transovarica del los fitoplasmas en
los vectores, esto va a depender mucho del vector mismo, pues la transmision en cada
caso especifico es diferente. Sin embargo se han dado casos de la transmision
transovarica de los fitoplasmas y el resultado ha sido reduccidon en el numero de la
progenie de las hembras infectadas. Mount y Lacy (1982), reportan que el periodo de
vida de un insecto sano es mayor y que el de un insecto infectado es menor y que el 30%
de las hembras infectivas seran estériles. Los fitoplasmas ademds de necesitar a los
insectos para transportarse de una planta a otra, los necesitan para poder penetrar el
hospedero y son inyectados al floema por la herida que es creada por el insecto mismo.
No todos los saltahojas que se alimentan del floema son vectores de enfermedades
causadas por fitoplasmas ya que la eficiencia de transmision del organismo varia dentro
de las distintas especies de saltahojas. Debido a que este proceso de transmision mediante
insectos vectores es una adaptacion en los organismos involucrados en el mismo y
muchas veces implica un proceso de evolucion independiente tanto del microorganismo
transmitido como del insecto vector y la tendencia evolutiva de este proceso es hacia la
reduccion de la competencia microbial dentro del hospedero.

2.4.4 Ejemplos de enfermedades causadas por fitoplasmas:

2.4.4.1 Amarillamiento Letal del Cocotero (ALC). El Amarillamiento Letal es una
enfermedad causada por un fitoplasma y posiblemente transmitida por un insecto vector
(Myndus crudus), que afecta a mas de 30 especies de palmas, dentro de las cuales se
encuentra el cocotero (Cocos nucifera). Sus sintomas en orden progresivo son: Caida
prematura de la mayoria de los frutos, necrosis de la inflorescencia que ha emergido y
esta por emerger, Amarillamiento de las hojas bajeras hasta la parte apical del cocotero y
finalmente caida de todas las frondas dejando solamente a la palma con un aspecto de
poste telefonico. Dada su capacidad de rapida expansion y alta susceptibilidad de la
mayoria de las variedades de cocotero, el ALC es considerada como una de las mayores
amenazas a la produccion de coco. Solamente en Jamaica mas de cinco millones de



19

palmas “Altas de Jamaica” fueron destruidas en los 20 afios después de la aparicion de la
enfermedad en las regiones productoras de coco. En Honduras se reporto por primera vez
en 1994 y ha causado el declinamiento de las poblaciones de Cocos nucifera var. Segin
Castillo (2001), la opcidon de manejo mas viable para esta enfermedad es la replantacion
con variedades resistentes entre las cuales se encuentran, enanos malayos, altos del
pacifico e hibridos provenientes de Jamaica y Costa Rica'.

2.4.4.2 Enfermedad de la cafia. El amarillamiento foliar de la cafia de azticar constituye
una de las enfermedades que mas dafio causa a este cultivo, al provocar pérdidas en los
rendimientos agricolas y en la industria por la presencia de carbohidratos que afectan la
cristalizacion. Esta afeccion, también llamada YLS, fue detectada en 1990 en Hawai, en
1992 en Brasil, y practicamente se ha extendido a casi todas las naciones productoras de
cana, por lo que el Ministerio del Azucar (MINAZ) de Cuba convocé a los cientificos del
pais a estudiarla, con el fin de impedir su diseminacion en la Isla ( Vazquez, 2001)

2.4.4.3 Enfermedades en papa. En la papa se han reportado varias enfermedades
producidas por fitoplasmas, tales como enrollamiento purpura del apice (PTR),
flavescencia marginal (MF), escoba de brujas (WB), filodia de la papa (PP), marchitez de
la punta morada (PTW) y "stolbur". Las varias caracteristicas comunes entre estas
enfermedades en rango de huéspedes, sintomas en papa, tipo de vectores (especies de
Fam. Cicadellidae) y eficiencia de transmision sugieren que son causadas por fitoplasmas
relacionados.

Un sintoma comtn de todas estas enfermedades es la clorosis de los foliolos, usualmente
a lo largo de los margenes en las plantas infectadas. PTR causa enrollamiento de la parte
basal de los foliolos de las hojas jovenes del brote. Los tubérculos de plantas afectadas
usualmente son pequefios y producen brotes ahilados. E1 PTW origina brotes erectos y las
hojas se enrollan hacia arriba con el progreso de la enfermedad. Se produce una
pigmentacion purpura se produce en la base de los foliolos y los tallos se marchitan
debido a necrosis del floema interno de los tallos. Las plantas jovenes afectadas producen
tubérculos aéreos y engrosamiento de los nudos del tallo.

Los tubérculos producidos por las plantas infectadas pueden ser flacidos y producen
brotes ahilados cuando se rompe la dormancia. WB produce una detencion severa del
crecimiento de las plantas debido al acortamiento de los entrenudos, y también induce
clorosis marginal de los foliolos Las plantas no producen tubérculos o so6lo algunos
pequefios con brotes ahilados. PP causa achatamiento de los tallos y el desarrollo de hojas
clorédticas con foliolos pequefios.

'Doyle, M. 2002. Enfermedad del Amarillamiento Letal del Cocotero. Zamorano, Honduras.
(Comunicacién personal).
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Flores con filodia pueden proliferar y producir brotes vegetativos. También se pueden
producir tubérculos aéreos. Las plantas afectadas por "stolbur" muestran clorosis y
enrollamiento de los foliolos tipo cuchara. Las plantas generalmente se secan y
marchitan. Los tubérculos son blandos y pueden desarrollar brotes delgados y aislados.
En algunas plantas se puede presentar una sobre ramificacion (Salazar, 2002).

Figura 10 . Exceso de ramificacion en Euphorbia pulcherrima causado por fitoplasma.
Foto: Lee, 2000



Figura 11. Escoba de bruja en zanahoria causado por fitoplasmas.
Foto: Weintraub, 2001

Figura 12. Mal formacion de raices adventicias en zanahoria causada por fitoplasmas.
Foto: Weintraub, 2001
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Figura 13. Filodia en fresa causada por fitoplasmas.
Foto: Mass, 2002



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 COMPROBACION DE LA TRANSMISION SEMILLAS.

Historicamente ha sido dificil estudiar este importante aspecto de la epidemiologia de las
enfermedades causadas por fitoplasmas, ya que en muchos casos los sintomas de la
enfermedad solo se manifiestan en plantas adultas. Tal es el caso con la sintomatologia
del Amarillamiento Letal del Cocotero, donde solo las plantas mayores de tres afios
manifiestan signos de la enfermedad®. Sin técnicas moleculares que permitan establecer si
el patdgeno estad o no presente en plantas asintomaticas, ha sido imposible, hasta hace
solo algunos afios, determinar si el desarrollo posterior de sintomas es causado por la
eventual exposicion de la planta al insecto vector o si el patogeno ha permanecido latente
por un periodo prolongado.

Se estudi6 la posibilidad de que el fitoplasma de la EHPG pueda ser transmitido por
semilla, contrario a lo que cita la literatura de que los fitoplasmas no se transmiten por
semilla. Este aspecto de la epidemiologia fue realizado por Saballos (1999) y Campana
(2000) y se repiti6 con la siguiente metodologia.

3.1.1 Extraccion de ADN

El procesamiento de las muestras se llevo a cabo utilizando el método de extraccion de
ADN con CTAB (Doyle and Doyle) modificado por el Dr. Nigel Harrison de la
Universidad de Florida. (Anexo 2). La mayoria de las reacciones de PCR se realizaron
utilizando el producto comercial "PCR Beads Ready To Go™® del la casa comercial
(Amersham Pharmacia Biotech, Inc.)’ las que se diluyeron de acuerdo al protocolo
presentado (anexo 3). Se utilizo 1 pl de ADN de cada muestra. Para la prueba de PCR
directo se utilizaron los primers universales P1 y P7 que amplifican la region del gen 16S
ARNT, la region espaciadora del gen 16S ARN y el gen 23S ARN presentes en todos los
fitoplasmas (cuadro 1).

’DOYLE, M. 2002. Enfermedad del Amarillamiento Letal del Cocotero. Zamorano, Honduras.
(Comunicacién personal).

*PCR beads: Perla que contiene Tagq polimerasa liofilizada, Cloruro de magnesio, Cloruro de potasio, Tris
HCI, pH 9 y Nucledtidos para el PC
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Para la identificacion especifica del fitoplasma de la EHPG se utiliz6 la prueba de nested
PCR ya que es una prueba mas sensible y se utilizaron los primers especificos PP/GLLF
y PP/GLLR que amplifican una region interna del gen 16S ARNTr, por lo que puede ser
usado para nested PCR de producto de la amplificaciéon con los iniciadores P1 y P7
(Saballos, 1999). Dependiendo de la intensidad de la banda obtenida con la prueba de
PCR directo, se realizaron las siguientes diluciones del producto de PCR directo en agua
estéril. Muestra sin banda, 1:40; banda débil 1:100.

El procedimiento de amplificacion del ADN se llevo a cabo con le termociclador Perkin
Elmer 480, Norwalk, CT, USA. Cada reacciéon de PCR fue sometida a un primer ciclo
para su desnaturalizacion a 94°C por dos minutos, seguido por la fase de ligamiento a
54°C por 50 segundos y por ultimo en la fase de extension la temperatura a 72°C por 2
minutos. A este primer ciclo le siguieron 28 ciclos de 94°C por un minuto, 54°C por 50
segundos y 72°C por 2 minutos. Para finalizar el Gltimo ciclo, fue de 94°C por un minuto,
54°C por 50 segundos y 72°C por 5 minutos. Para visualizar los resultados, la
electroforesis se realizd en una gel de agarosa al 1% y se corrid a 80 v por 45 minutos,
luego fue tefiida en una solucion de bromuro de etidio por 15 minutos y destefiida con
agua de la llave por 15 minutos, para luego ser expuesta a luz ultravioleta con un
transluminador.

Cuadro 1. Secuencia de primers universales y especificos utilizados en la deteccion de
genes 16S ARN y 23S ARN de fitoplasmas.

Primer Tamafio de producto de PCR Secuencia(5’-3")  Autores
(Kb)
P1 AAGAGTTTGATCCTGGCTAGGATT 1.8 Deng y
Hiruki
P7 GCTCCTTCATCGGCTCTT 1.8 Schneider
et al.,

PP/GLLf GTCGAACGGAAACCTTA 1.4 Harrison
PP/GLLr ACGGCTCCTCTTCTAAC 1.4 Harrison

Fuente: Schneider, 1995

3.1.2 Seleccion de los arboles

Se realizaron tres muestreos entre los meses de febrero y octubre del 2002 donde se
seleccionaron 39 arboles que se encontraban en los terrenos de Zamorano, bajo diferentes
niveles de infeccion de la enfermedad. Se clasificaron en arboles sanos (testigo),
levemente enfermos y moderadamente enfermos (no se incluyeron los arboles con una
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infeccion severa de la enfermedad, ya que no florean ni producen semillas) utilizando el
sistema de evaluacion descrito por Boa, 1996. Para asegurar la presencia del fitoplasma
todas en los arboles padres escogidos se les realizé la prueba de PCR directo con los
primers universales, P1 y P7 seguida de la prueba de nested PCR con los primers
especificos a fitoplasmas de la EHPG, PP/GLLF y PP/GLLR.

3.1.3 Germinacion de las semillas

De los arboles clasificados positivos a la EHPG se seleccionaron 3 arboles para cada
nivel de infeccion. La recoleccion de la semilla se llevd a cabo a finales de abril y se
almacend a 4°C. Las semillas fueron germinadas en maceteros de 3’° de diametro con
medio pasteurizado, obteniendo una germinacioén del 100%. Se sembraron 3 repeticiones
por cada nivel de severidad, con 25 maceteros por repeticion y dos semillas por postura.
A los 15 dias después de germinadas las plantulas se les realizé un raleo para trabajar con
una plantula por macetero haciendo un total de 75 plantulas por cada nivel de infeccion.
Para evitar la transmision por vectores de la EHPG, se colocaron los maceteros en jaulas
de malla fina para prevenir la entrada de insectos.

3.1.4 Analisis molecular para la deteccion de ADN del patégeno

La toma de muestras para la extraccion de ADN se realizo a los 30 dias de germinadas las
pléntulas, luego se llevo a cabo la aplicacion de la prueba de PCR directo con los primers
universales P1 Y P7, y nested PCR con los primers especificos a fitoplasmas de la EHPG,
PP/GLLF y PP/GLLR para evaluar la presencia o ausencia del patogeno. (ver flujo de
proceso en la Figura 14). Los productos de la amplificacion visualizaron por
electroforesis en una gel de agarosa al 1% a 80 voltios por 45 minutos.

Tres meses después se evaluaron los siguientes parametros: altura de las plantulas, desde
la base hasta el brote apical (cm), didmetro de la base de la planta (cm) y el # de hojas.
Con el fin de establecer si existian diferencias en el desarrollo de las plantulas
germinadas a partir de arboles enfermos. Los datos fueron evaluados usando el programa
MINITAB® y se realiz6 una ANDEVA con la prueba Tukey 95% para la separaciéon de
medias.

3.1.5 Nomenclatura utilizada para las muestras de arboles para cada nivel de
infeccion

Para rotular las muestras se uso la siguiente nomenclatura:

Lugar de muestreo: MY (Residencial Maya), CMR (Camino a monte redondo), F
(Florencia)

Enfermedad: HPG (hoja pequena de gliricidia)

Numero de muestra: 101

Nivel de severidad: Sano, Leve Moderado
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Repeticion: I, 11, I11

En resumen MYHPG — 101 (I Leve) fue la muestra 101, recolectada en la Residencia
Maya, clasificada como levemente enferma, para el andlisis de la hoja pequefia de
Gliricidia y pertenece a la primera repeticion.

Nomenclatura de los arboles padres que fueron marcados en el campo para estudios
posteriores:

CMRHPG - 126 (I Sano)
CMRHPG - 127 (II Sano)
CMRHPG - 139 (III Sano)
FHPG - 102 (I Leve)
MYHPG — 114 (II Leve)
MYHPG — 116 (III Leve)
FHPG — 102 (I Moderado)
FHPG- 103 (Il Moderado)
FHPG — 136 (III Moderado)
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Seleccion de arboles progenitores en 3 niveles
de infeccion de EHPG (de 39 arboles se
seleccionaron de 9 arboles progenitores)

Floracion y produccion de Niveles de infeccion
semilla Sano
Leve
Moderado
Siembra de semilla de los 9 3 repeticiones por nivel
arboles progenitores severidad
\ 4 25 plantulas

Pléantulas hijas

por nivel de infeccion

v
Analisis por PCR para
deteccion del fitoplasma

Figura 14. Flujo de proceso para el ensayo de transmision por semilla

3.2 ANALISIS CON ENZIMAS DE RESTRICCION PARA COMPARARA EL
ADN AISLADO DE FITOPLASMAS DE ARBOLES PROGENITORES Y
PLANTULAS HIJAS.

3.2.1 Nomenclatura de las muestras

Para nombrar las muestras se uso la siguiente nomenclatura:

Lugar de muestreo: MY (Maya), CMR (Camino a monte redondo), F (Florencia).
Enfermedad: HPG (hoja pequeiia de gliricidia)

Numero de muestra: 101

Plantula proveniente de semilla: S

Numero de plantula: 25
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En resumen esta muestra, MYHPG — 101, fue la muestra del arbol 101 progenitor
recolectada en Maya, para el andlisis de la hoja pequena de gliricidia y SMYHPG — 101.
25, fue la muestra 25 proveniente de una plantula germinada a partir de una semilla
obtenida del progenitor 101, que fue recolectado en Maya par el andlisis de la
enfermedad de la hoja pequena de gliricidia.

3.2.2 Extraccion de ADN

Para realizar la extraccion del ADN se sigui6 el método de Doyle and Doyle (1990),
modificado por Harrison (2000), para la extraccion de ADN de fitoplasma.

3.2.3 Amplificacion del ADN

Las amplificaciones de ADN por PCR usadas para la digestion de las enzimas se realizo
utilizando el protocolo de Innis y Gelfand, (1990). El agua utilizada para diluir la
reaccion, fue destilada y estéril, la cual se refrigera a 4°C, los dideoxinucleotidos
trifosfato (ANTP’s) de la casa comercial Promega® se usaron diluidos en agua destilada
estéril a una concentracion de 100 mM y un pH de 7.0. Los primers utilizados para la
amplificacion fueron P1 y P7, que se encontraban a una concentracion de 25ng/ul.
Posteriormente se agreg6 el buffer B de PCR a una concentracion de 10X, luego se
agreg6 el cloruro de magnesio y la Tag polimerasa de la casa comercial Promega® se
afiadid a una concentracion de 5 U/ul y finalmente se completo la reaccion con el ADN
muestra (anexo 4). Una vez preparadas las reacciones se le agrega una gota de aceite
estéril, para evitar la evaporacion durante el tiempo de amplificacion. Se centrifugan por

5 segundos a 10,000 rpm y luego se amplificaron colocaron en el termociclador Perkin
Elmer 480, Norwalk, CT, USA.

Debido a que no se observo ninguna banda con la amplificacion directa, se decidid
realizar una reamplificaciéon con PCR nested haciendo us6 de los primeros especificos
PP/GLLF y PP/GLLR diluidos a 1:40.

3.2.4 Electroforesis horizontal de ADN
Del producto de amplificacion del ADN se utilizaron 5 ul, mas 2ul de buffer de corrida,
los que fueron sometidos a electroforesis a 80 v en una gel de agarosa al 1.0% preparada

con TBE 0.5 X, el buffer de corrida fue TE 0.5X. Y como escalera molecular se utilizd
1Kb DNA Ladder (Gibco BRL ®).

La gel se tifid a una solucion 1mg/ml de bromuro de etidio durante 15 minutos y se
destiid en agua de la llave durante 15 minutos. Finalamente, se observd en el
transiluminador de luz ultravioleta y posteriormente se fotografio con una cémara
polaroid.
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Esto se realizo para observar los productos de amplificacion y definir el volumen de este
producto que se utilizaria en la reaccion de digestion, el cual se determina de acuerdo con
la intensidad de la banda observada en la gel. Este volumen varia de 4 a 10 pl.

3.2.5 Analisis de RFLP

Los marcadores moleculares son una herramienta para el andlisis gendmico, con los
cuales se busca identificar y medir la variabilidad genética de un organismo (Aranda,
2000)

RFLP (Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion (Restriction
Fragment Length Polymorphism). Las variaciones en el arreglo de los fragmentos,
generados por la digestion de un producto de amplificacion, por una enzima especifica se
llaman Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP); estas
variaciones pueden ser causadas por cambios en la secuencia, inserciones o
desapariciones de segmentos de ADN o sustituciones de bases en el sitio de restriccion de
la enzima (Razin y Yogev, 1995; Moctezuma y Kahl, 2000).

El analisis por RFLP, es una herramienta muy importante en la clasificacion e
identificacion de aislamientos de fitoplasmas, ademas de evaluar la diversidad genética
de las razas dentro de los grupos establecidos (Razin y Yogev, 1995). A pesar de que con
RFLP, solo se evalia un tipo de polimorfismo por ensayo, los resultados son muy
precisos (Moctezuma y Kahl, 2000).

Enzimas de restriccion

Las enzimas o Endonucleasas de Restriccion (ER) son miembros de una clase de
endonucleasas, que tienen la propiedad de romper los enlaces que unen nucleétidos
consecutivos en una cadena de ADN o ARN (Kreuzer y Massey, 1996).

Existen tres tipos de ER, los tipos I y tipo III presentan actividad de restriccion (corte) y
modificacién del ADN muestra, mientras que las de tipo II solamente tienen actividad de
restriccion y ademas cortan en sitios especificos los acidos nucleicos, por lo tanto son las
usadas en estudios de restriccion de ADN (Micklos y Freyer, 1990).

Para evitar confusiones, existe una nomenclatura para las ER. La primera letra
(mayuscula) es la inicial del género del microorganismo del cual se extrajo la ER, la
segunda y tercera letras provienen de la especie del microorganismo; por ser parte de un
nombre cientifico se escriben en letras de tipo italicas (Stryer, 1995). De existir una
cuarta letra, esta indica una raza del microorganismo y finalmente un nimero romano
indica el orden de descubrimiento y sintesis de la ER del mismo microorganismo (Stryer,
1995). Por ejemplo, Eco Rl (Escherichia coli RY 13, primera ER sintetizada).

Las enzimas utilizadas para este estudio fueron Alu I, Msp, Hinf I, Hind 111, Rsa I, Pst I,
Eco RI, Dde. (cuadro 2). Estas se usaron para digerir el producto reamplificado de nested
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PCR con los primers PP/GLLF y PP/GLLR especificos para el grupo de los fitoplasmas
que causan la enfermedad de la hoja pequena de Gliricidia

Cuadro 2. Enzimas de restriccion utilizadas en los analisis de RFPL del fitoplasma
causante de la Enfermedad de la Hoja Pequeiia de Gliricidia.

Enzima de Fabricante Secuencia de Concentracion Temperatura
Restriccion reconocimiento (U/w) de
incubacion
O
Alul New Englands 5° AG/CT 3’ 10 37
Biolabs 3’TC/GA S’
Dde I New Englands 5’ C/TNAG 3’ 10 37
Biolabs 3’ GANT/C S’
Eco RI Promega 5" G/AATTC 3’ 8—-10 37
3" CTTAA/G 3’
Hif 1 New Englands 5" G/ANT C 3’ 10 37
Biolabs 3’CTNA/G S’
Hind 111 Promega 5'A/JAGCTT 3’ 10 37
3" TTCGA/A 3’
Msp I Promega 5°C/ICGG ¥ 10 37
3’ GGC/C 5’
Pst 1 Promega 5" CTGCA/G 3’
3" G/ACGTC 5’
Rsa 1 Promega 5" GT/AC 3’ 10 37
3" CTTAA/G S’

N: cualquier base, A,G,C,o T. Micklos y Freyer, 1990; Sigma, 2001

3.2.6 Digestion de las muestras

Se usaron 10 ul del producto de nested PCR, para la digestion con las enzimas. Las
digestiones se prepararon segun el (anexo 5) Una vez preparadas, se mezclaron en el
vortex y se centrifugaron por 5 s. Todas las digestiones se incubaron a 37 °C, por
aproximadamente 24 h.

Después de la primera incubacion se les agregd 5 pl de mezcla de las digestiones luego se
mezclaron y se centrifugaron y fueron nuevamente incubadas a 37 °C por 24h
aproximadamente. Finalmente las muestras se colocaron en un bafio maria a 65 °C,
durante 5 minutos con el objetivo de inactivar la enzima y parar la reaccion y luego
fueron almacenadas a 4 °C.
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3.2.7 Comparacion de los perfiles de restriccion en geles de poliacrilamida al 8%

Las muestras que fueron digeridas con la enzimas de restriccion, fueron corridas en geles
de poliacrilamida al 8% preparadas segun el (anexo 6). Y se utilizd la escalera molecular
1Kb DNA Ladder (Gibco BRL®).

Se compararon los perfiles de restriccion de las muestras obtenidos del producto de
digestion y son las siguientes:

MYHPG - 115

FHPG —-101, SFHPG — 101.25 Leve
FHPG - 103, FHPG - 103.4 Moderado
FHPG — 136, FHPG — 136.17 Moderado

Para resumir el procedimiento realizado se elabor6 el flujo de proceso presentado en la
Figura 15.

Extraccion de ADN

v

Amplificacion de ADN
por PCR y nPCR

'

Electroforesis horizontal
agarosa al 1%

v

Digestion con enzimas

v

Electroforesis vertical en
poliacrilamida al 8%

Figura 15. Diagrama del flujo de proceso seguida para realizar la técnica de RFLP
(Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion) obtenidos por medio de la
digestion del ADN aislado de fitoplasmas de arboles progenitores y plantulas hijas.

3.3 IDENTIFICACION DEL INSECTO VECTOR

Debido a que los fitoplasmas no pueden cultivarse en un medio artificial, ya que carecen
de los genes necesarios para la sintesis de algunos aminodcidos, acidos grasos y lipidos
esenciales para su desarrollo fuera de su hospedero, hacen dificil los estudios de



32

transmision, por lo que es necesario realizar los estudios por medio de bioensayos y
complementarlos con pruebas moleculares.

3.3.1 Recoleccion de insectos

Este ensayo se realizO entre los meses de junio y septiembre. Se realizaron tres
muestreos, donde se recolectaron individuos de la especie Empoasca hastosa homopteros
que pertenecen a la familia de los Cicadellidos. A pasar de muchos esfuerzos no se logro
capturar especimenes de otros grupos como Ollarianus sp, Alconeura sp, Lopidea murray
v Hydatothrips gliricidiae; los cuales dieron resultados positivos a las pruebas de PCR
que indicaron la presencia del fitoplasma en estas especies (Saballos, 1999). El lugar de
recoleccion fue un ensayo de procedencias de Gliricidia, ubicado en la seccidon de cerdos
de Zamorano, donde se presentaban plantas con los sintomas severos de la enfermedad.
La recoleccion de los insectos se llevd acabo utilizando bolsas plasticas transparentes,
con las cuales se cubrieron las ramas y se golpearon para desprender los insectos. Luego
con un aspirador de insectos (pajillas) se seleccionaron los especimenes de Empoasca
hastosa y se trasladaron a nuevas bolsas.

3.3.2 Analisis molecular por PCR a insectos

La prueba de PCR es una técnica que nos facilita los estudios de transmision de
patogenos como son los fitoplasmas, ya que nos permite determinar la presencia o
ausencia del patogeno en los insectos vectores. El ensayo se dividido en dos fases. La
primera consistio en un periodo de exposicion y adquisicion del fitoplasma por el posible
insecto vector Empoasca hastosa se colocaron 4 jaulas con un tiempo de exposicion y
adquisicion del fitoplasma de 15 dias y dentro de cada jaula se colocaran 30 insectos.
Luego se removieron las jaulas y se tomaron cinco insectos al azar para realizar pruebas
de PCR y electroforesis. Para la extraccion de ADN de los insectos se utilizé el método
Doyle and Doyle, (1990) y para el PCR directo se usaron los primers universales, P1 y
P7. También se utiliz6 la prueba de nested PCR con los primers especificos PP/GLLF y
PP/GLLR para evaluar la presencia o ausencia del patdgeno dentro del insecto.
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Identificacion de los

Recoleccion de insectos en el campo .
> insectos

Transferencia de insectos a jaulas en|

arbol enfermo (120) > Analisis de PCR

Etapa de exposicion y
adquisicion del
fitoplasmas (15 dias)

Transferencia de insectos (60) a
plantulas sana en jaulas en casa

malla (30)
Etapa de transmision e
incubacion del
v fitoplasma (15 dias)

Andlisis de plantulas por PCR

Figura 16. Flujo de proceso para el ensayo de transmision de Empoasca hastosa.

Figura 17. Jaula de malla fina en ramas de arbol enfermo (a) y jaula de malla fina para
plantulas germinadas a partir d semilla de arboles sano, leve y moderadamente enfermos

(b).

La segunda fase fue el periodo de transmision e incubacion del fitoplasma por medio del
posible insecto vector a un hospedero sano. Se colocaron 60 insectos en dos jaulas de
malla fina, cada una con 15 plantulas sanas a las cuales se les realizé la prueba de PCR
directo con los primers universales, P1 y P7 y la prueba de nested PCR con los primers
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especificos PP/GLLF y PP/GLLR para verificar que las plantulas se encontraban libres
del patogeno. El tiempo de transmision e incubacion del patogeno fue de 15 dias. Luego
se realizo6 la toma de muestras (hojas jovenes) de cada plantula para realizar la extraccion
de ADN con el método Dyole and Doyle, (1990) y luego la prueba de PCR directo con
los primers universales, P1 y P7 y la prueba de nested PCR con los primers especificos
PP/GLLF y PP/GLLR para evaluar la presencia o ausencia del patogeno. (ver flujo de
proceso en la Figura 16).

Figura 18. Ensayo de evaluacion de transmision por semilla de la EHPG (las plantulas
fueron obtenidas de arboles progenitores enfermos y seran mantenidas para su evaluacion
en un ambiente protegido contra insectos).



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CONFIRMACION DE LA TRANSMISION POR SEMILLA DE LA EHPG

4.1.1 Analisis de los arboles progenitores para deteccion del fitoplasma

De los 39 arboles progenitores muestreados, se pudo detectar el fitoplasma en 24 de ellos,
de los cuales 4 resultaron positivos con PCR directo (Figura 19) y el resto solo con una
segunda amplificacion a través de nested PCR (Figura 20).
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Escalera Molecular

FHPG - 100
FHPG - 103
FHPG - 107
MYHPG - 115

Control +
Control -

Figura 19. Gel de agarosa al 1% mostrando la deteccion de ADN del fitoplasma causante
de la EHPG en arboles progenitores enfermos que resultaron (+) por PCR directo
utilizando los primers P1 y P7.

De los arboles progenitores que resultaron positivos se escogieron seis: tres para el nivel
de infeccion leve y 3 para los moderadamente enfermos. De los 15 que resultaron
negativos a fitoplasmas se escogieron tres como progenitores sano. Durante la
recoleccion de las semillas se observd que los arboles severamente enfermos no
producian semillas ya que no presentaron floracion y por lo tanto no se incluyeron en la
evaluacion.
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Escalera Molecular
FHPG - VH39- 87A.109
FHPG - VH39- 87A1.1 -110

FHPG - 101
PIFHPG - 118

FHPG - 100
FHPG - M45-87CJ- 113.1

FHPG - Gua41-87 B1.112
FHPG - M45-87Cv 113.
Escalera Molecular
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MYHPG - 116
FHPG - 120

+
- '
: 3
Q S
© o]

Figura 20. Gel de agarosa al 1% mostrando la deteccion del fitoplasma causante de la
EHPG en arboles progenitores enfermos que resultaron (+) por nested PCR utilizando los
primers PP/GLLF y PP/GLLR.

FHPG — 101 (Progenitor)
SFHPG — 101 (Progenitor)
FHPG - 103 (Progenitor)
SFHPG - 103.4 (Plan. Hija)
MYHPG - 116 (Progenitor)
FHPG - 136 (Progenitor)
SFHPG - 136 (Plan. Hija)
Escalera Molecular

Escalera Molecular
SMYHPG - 116 (Plan.

Control +
Control -

Figura 21. Gel de agarosa al 1% mostrando la deteccion del fitoplasma causante de la
EHPG en arboles progenitores enfermos y plantulas hijas confirmando la transmision por
semilla de la EHPG utilizando los primers PP/GLLF y PP/GLLR.
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4.1.2 Analisis molecular de pliantulas de semillas obtenidas de arboles enfermos

En la primera etapa de este ensayo, de las 75 plantulas levemente enfermas que se
evaluaron con la prueba de nested PCR, se pudo detectar el fitoplasma en 9 de ellas
(cuadro 3 y figura 21), lo que significa un 12% de transmision por semilla. Y de las 75
plantulas moderadamente enfermas que se muestrearon y se les hizo la prueba PCR
nested, se presentaron 11 casos positivos, lo que significa un 15% de transmision por
semilla ( ver cuadro 4). En ninguna de las 75 plantulas de semillas de arboles sanos
(control negativo) se detectd ADN del fitoplasma, por lo que se descarta una
contaminacion por insectos vectores en las jaulas. Se encontr6 diferencia significativa en
el porcentaje de transmision de plantulas sanas versus las plantulas leve y
moderadamente enfermas (P<0.03). El obtener un 0% de transmision del fitoplasma en
las plantulas sanas nos indica que el ensayo fue bien llevado ya que no hubo
contaminacion por insectos vectores.

Cuadro 3. Nested PCR y % de transmision realizada a las plantulas germinadas de
semillas recolectadas de arboles con distinto nivel de infeccion.

Presencia del fitoplasma
Niveles de severidad Total de plantulas  Positivos con nested % de
PCR transmision
Sano 75 0 0.00 a
Leve 75 9 12.00 b*
Moderado 75 11 14.66 b

*Medias con la misma letra son estadisticamente iguales segtin prueba Tukey 95.0 %.

No se detectdé ADN del patdégeno en las plantulas, utilizando Unicamente la prueba de
PCR directo, lo que indica que las concentraciones de ADN del fitoplasma son muy
bajas.

Los resultados confirman que el fitoplasma de la EHPG puede ser transmitido por
semilla. Esto tiene un significado bioldgico muy importante, ya que aunque la cantidad
de semillas que transmiten efectivamente la enfermedad no fue muy alta, el solo hecho de
tener plantulas infectadas por el fitoplasma dentro de una poblacion de plantulas
susceptibles representa una fuente de indculo que puede ser luego trasmitido a través de
insectos vectores.

La literatura cita que la semilla se desarrolla a partir de tejido meristematico sin conexion
directa con los conductos vasculares (donde se hospeda el patdégeno) y que existe una
barrera fisioldgica que impide el paso del fitoplasma hacia los tejidos de la semilla. Es
por esa razon que hasta la fecha no se ha encontrado en la literatura ningtin estudio que
reporte que los fitoplasmas son transmitidos por semillas, méas que los reportes de los
estudios realizados en Zamorano por Saballos (1999) y Campaina(2000).
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Sin embargo se tiene evidencia de la presencia de ADN del fitoplasma en el embrion de
cocos afectados por el Amarillamiento Letal del Cocotero, pero las semillas no
germinan’,

En este estudio realizado con semillas de Gliricidia sepium recolectadas de arboles sanos
y enfermos, se obtuvo una germinacion del 100% y se observd en general un buen
desarrollo y crecimiento de las plantulas, incluyendo las que dieron resultados positivos a
la presencia del fitoplasma, lo que nos permite inferir que el patégeno no interfiere en el
desarrollo y germinacion de la semilla.

4.1.3 Analisis fenotipico

A pesar de que se ha logrado encontrar el fitoplasma en las plantulas germinadas, no se
puede saber si éste se encuentra viable o en estado de latencia y que eventualmente las
pléntulas presentaran los sintomas de la EHPG. La tunica diferencia en desarrollo que se
observo entre las plantulas positivas y las negativas fue en el nimero de hojas (P< 0.02)
(cuadro 4). Por lo que se ha decido continuar con la evaluacion de las plantulas que
resultaron positivas para observar el desarrollo de los sintomas en el tiempo. Esto se
realizara colocandolas en el campo, protegidas con una jaula de malla fina contra insectos
por un tiempo indefinido.

Cuadro 4. Numero de hojas de plantulas germinadas a partir de semillas provenientes de
arboles leve y moderadamente enfermos.

Variable Hojas (#)
Nivel de infeccion Leve 72.92 a*
Moderado 71.20 a
Nested PCR - 73.69 a
+ 60.78 b

* Medias con la misma letra son estadisticamente iguales segtin prueba Tukey 95.0%

Se encontré diferencia significativa para la altura y el didmetro entre los niveles de
severidad leve y moderado de las plantulas (P<0.005) y (P<0.001) respectivamente sin
importar si las plantulas son PCR positivas o PCR negativas. (cuadro 5 y 6). Las
plantulas levemente enfermas fueron las que presentaron mayor didmetro comparado con
las plantulas moderadamente enfermas.

‘DOYLE, M. 2002. Enfermedad del Amarillamiento Letal del Cocotero. Zamorano, Honduras.
(Comunicacién personal).



39

Cuadro 5. Altura en (cm) de las plantulas germinadas a partir de semillas provenientes
de arboles leve y moderadamente enfermos.

Nivel de infeccion de plantulas Altura en (cm)
Moderado 41.67a*
Leve 36.88 b

“*Medias con la misma letra son estadisticamente iguales segun prueba Tukey 95.0%.

Cuadro 6. Diametro en (mm) de las plantulas germinadas a partir de semillas
provenientes de arboles leve y moderadamente enfermos.

Nivel de infeccion de plantulas Diametro en (mm)
Leve 5.76a*
Moderado 5.18 b

* Medias con la misma letra son estadisticamente iguales segun prueba Tukey 95.0%.

42 COMPARACION DE LOS PERFILES DE RESTRICCION OBTENIDOS
POR RFLP DEL ADN AISLADO DE FITOPLASMAS DE ARBOLES
PROGENITORES Y PLANTULAS HIJAS

Debido a que con los primer P1 y P7 universales a fitoplasma, no se pudieron observar
bandas en la geles de agarosa al 1% lo suficientemente intensas como para ser sometidas
a una digestion, se hizo una reamplificacion de nested PCR con primers especificos.

Utilizando las enzimas de restriccion y geles de poliacrilamida al 8%, fue posible
comprar los perfiles de restriccion de arboles progenitores y plantulas hijas, obtenidos de
la digestion de los productos de reamplificacion de nested PCR con los primers
(PP/GLLF y PP/GLLR) especificos para la EHPG.

Los productos de la amplificacion con nested PCR dieron bandas con concentraciones
adecuadas para realizar el andlisis de restriccion por RFLP a las muestras provenientes de
plantulas germinadas a partir de arboles moderadamente enfermos (Figura 21).

La muestras provenientes del arbol progenitor FHPG—103 y la plantula hija SHPG-103.4
presentaron perfiles idénticos al ser cortados con las enzimas Hind I, Eco Rl y Rsa I.
(Figura 22).

Los perfiles de restriccion idénticos encontrados en arboles progenitores enfermos y
plantulas hijas, sugieren que la secuencia del ADN encontrada en ambos casos es idéntica
y por lo tanto confirma la transmision por semilla. Las enzimas Hinf [ y Pst I no
generaron bandas que puede atribuirse a dos razones: a que estas enzimas han
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permanecido mucho tiempo almacenadas y han perdido su actividad de restriccién o
debido a la baja concentracion del producto de nested PCR utilizado al momento del
corte.

Con las enzimas Msp, Alu Iy Dde no se observaron perfiles de restriccion bien definidos
debido a la baja concentracion de ADN del producto de nested PCR utilizado al momento
del corte.

FHPG — 103 (Progenitor)
SFHPG — 103 .4 (Plan. Hiia)
Escalera Molecular

FHPG — 103 (Progenitor)
SFHPG — 103 4 (Planta Hiia)
Escalera Molecular

FHPG — 103 (Progenitor)
SFHPG — 103 .4 (Plan. Hiia)
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Figura 22. Geles de poliacrilamida al 8% mostrando los perfiles de restriccion obtenidos
de la digestion de los productos de reamplificacion con los primers (PP/GLLF y
PP/GLLR) especificos para la EHPG con las enzimas Hind I, Eco Rl y Rsa I

4.3 IDENTIFICACION DEL EL INSECTO VECTOR

El insecto vector con el que se trabajo en los bioensayos fue Empoasca hastosa el cual
fue identificado utilizando un estereoscopio. Los resultados obtenidos de la prueba de
PCR nested realizados a las muestras de tejidos de insectos y los tejidos de hojas del
arbol que se utilizo para el periodo de exposicion y adquisicion del fitoplasma se pueden
observar en la Figura 23.

La muestra extraida del arbol utilizado en la fase de exposicion y adquisicion del
fitoplasma, presentd una alta concentraciéon de ADN (3026 ng/ul) y se pudo visualizar
una banda muy clara, lo que sugiere la presencia del fitoplasma en el tejido vegetal. La
muestras de los insectos de Empoasca hastosa resultaron negativas a la prueba de nested



41

PCR. No se logro detectar ADN del fitoplasma en los insectos. Estos resultados se
pueden deber al tamafio tan pequefio de los insectos de Empoasca hastosa y a la cantidad
de impurezas que degradan el ADN dificultan la extraccion del mismo, por lo que es muy
comun que se obtengan cantidades muy bajas de ADN impidiendo asi la visualizacion de
las bandas en la gel de agarosa 1%, después de realizada la prueba de PCR directo. En
algunos casos esto se puede solucionar realizando una segunda amplificacion con la
prueba de nested PCR. También se puede deber a la presencia de ADNasas en el
momento de la extraccion que causan la degradacion del ADN. Agrios (1995), menciona
que los insectos vectores necesitan de un periodo de incubacion del fitoplasma dentro de
sus organismos de por lo menos 10 a 45 dias, desde el momento que es adquirido por el
insecto hasta que invade el organismo del mismo y es capaz de transmitirlo y este
proceso algunas veces se ve limitado por factores genéticos y condiciones climaticas.

Brote de arbol BDPVHPG - 121

Empoasca hastosa 15 dias
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Figura 23. Gel de agarosa al 1% mostrando resultados al finalizar los 15 dias de la fase
de exposicion y adquisicion del fitoplasma en tejidos del follaje y tejidos de Empoasca
hastosa .

Empoasca hastosa tuvo una etapa de cria previa a los ensayos de transmision y se
observd una baja mortalidad al momento de ser expuestos a ramas enfermas y al
manipuleo en las jaulas. También se pudo observar que los insectos necesitan sombra
para permanecer en los maceteros enjaulados para disminuir el estrés y que a medida que
se van reproduciendo en el macetero van matando la plantula, por lo que se necesita estar
sustituyendo con plantulas nuevas en las jaulas por lo menos cada 10 dias. Los insectos
requieren que las plantulas tengan una irrigacion adecuada, que no estén expuestas al sol
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directo ni a la lluvia para evitar la mortalidad. No se observo presencia de depredadores
que dafiaran de alguna manera la cria.

Treinta plantulas fueron analizadas por nested PCR, al finalizar la etapa de transmision e
incubacion del fitoplasma, se pudo observar la presencia del fitoplasma y 3 de ellas
resultaron positivas. (Figura 24)
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Figura 24. Gel de agarosa al 1% mostrando los resultados de la fase de transmision e
incubacion del fitoplasma por Empoasca hastosa a plantulas sanas.

El ADN encontrado en estas plantulas es proveniente del vector “infectado™ y esto
significa un 10 % de transmision del fitoplasma a plantulas sanas. Los resultados sugieren
que Empoasca hastosa es capaz de transmitir el fitoplasma a un hospedero sano, pero
que no es un vector eficiente en la transmision de la EHPG ya que a esta especie se le
encuentra en altas poblaciones en los bancos de proteina de Gliricidia sepium
severamente enfermos en Zamorano. También se la encuentra en altas poblaciones en
plantaciones y colecciones sanas de G. sepium .



5. CONCLUSIONES

Se comprobd que el fitoplasma causante de la enfermedad de la Hoja Pequerfia de
Gliricidia (EHPG) puede ser transmitido por semilla.

Se encontr6é que las plantulas germinadas a partir de semilla provenientes de arboles leve
y moderadamente enfermos presentaron diferencias en el desarrollo por lo que se infiere
que a mayor concentracion del patdogeno, hay mayores disturbios en el metabolismos del
hospedero.

Se observaron perfiles idénticos de restriccion entre un arbol progenitor y una plantula
hija con las enzimas (Eco RI, Hind Il y Rsa I), lo que sugiere que la secuencia de ADN
encontrada en ambos casos es la misma, confirmando asi también la transmision por
semilla.

Este estudio constituye el primer reporte de un fitoplasma transmitido por semilla en la
literatura.

El 10% de las plantulas expuestas a Empoasca hastosa resultaron positivas, lo que
sugiere que esta especie es capaz de transmitir el fitoplasma a un hospedero sano.

No se pudo detectar ADN del fitoplasma en los insectos de Empoasca hastosa, pero se
sospecha que se trata de un falso negativo.



6. RECOMENDACIONES

Continuar con la evaluacion del ensayo de transmision por semilla con pléntulas
germinadas de arboles enfermos donde se detectdé ADN del fitoplasma. Las plantulas
deben permanecer aisladas de insectos para determinar si el fitoplasma puede causar
dafios. Esto podra evaluarse por la sintomatologia o midiendo si las concentraciones del
fitoplasma aumentan y pueden ser detectado por PCR directo.

Se recomienda que para futuros anélisis de RFLP’s se utilicen enzimas nuevas, ya que se
presentaron problemas con las enzimas Hinf [y Pst 1.

Optimizar los protocolos de extraccion de ADN de los insectos.
Realizar estudios de otros vectores en otras zonas del pais.

Hacer una evaluacion actual de la dispersion de la enfermedad de la Hoja pequefia de
Gliricidia a nivel nacional.

Disenar y validar un plan de manejo adecuado de la EHPG. Dentro del plan de manejo se
debe hacer énfasis en:

Eliminacion de arboles enfermos para disminuir las fuentes de indculo de la enfermedad.
Propagacion de las procedencias resistentes como Vado hondo, Managua y Guayabillas

Certificacion de la semilla de Gliricidia, libre del patégeno por medio de las pruebas
moleculares como PCR.
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Anexo 1. Lista de plantas hospederas de fitoplasmas en Venezuela.

Nombre comin Nombre cientifico Sintomas
Ajonjoli Sesamun indicum L. Filodia

Al Indigofera suffnuticosa Mill. Filodia y Escobillas
Canutillo Milleria quinqueflora Filodia

Caraota Phaseolus vulgaris Filodia

Cordoén de Fraile |Leonotis repetaefolia (L.) R. Br. |Filodia

Crotalaria Crotalaria agatiflora Filodia y Escobillas
Dolichos Dolichos lablab Filodia

Escoba dulce Scoparia dulcis -

Frijol de Monte | Phaseolus lathyroides Filodia

Frijolillo Phaseolus aureus Filodia

Maiz Zea mais Enanismo
Quinchoncho Cajanus cajan Filodia y Escobillas
Soya Glicine max Filodia y Escobillas
Desmodium Desmodium barbatum Benth Filodia

Buenas Tardes

Catharanithus roseus G. Don.

(«Periwinkley)

Lochnera rosea (L.) Rchb.

Filodia, Ecobilla y Escoba de
brujas.

Vinca rosea L.

Fuente: Castillo, 1987. Adaptado por el autor.
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Anexo 2. PROTOCOLOS DE EXTRACCION DE ADN UTILIZADOS EN EL
ESTUDIO

Método CTAB modificado por Harrison.
Reactivos

Buffer CTAB 1

2% CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio)

1.4M NacCl

20mM EDTA pHS

100 mM Tris — HCI pH8 (4cido etilenodiaminotetraacetico)
1% PVP-40

0.2% B-mercaptoetanol

Disolver los reactivos excepto el B-mercaptoetanol, en aproximadamente 500ml de agua
destilada aplicando calor. Enfriar y ajustar a pH 8.0 con HCI concentrado. Aforara 1 L.
Esterilizar en el autoclave durante 20 min. a 120 °C 15 psi. Dejar enfriar y adicionar el 3-
mercaptoetanol antes de usar, mezclar y almacenar a 65 °C.

Buffer CTAB 2

10% CTAB
0.7 M NaCl

Cloroformo: Alcohol isoamilico 24: 1

96 ml de cloroformo
4 ml de alcohol isoamilico

Buffer TE alto en sal

ImM EDTA
IM NaCl
10mM Tris-HCI pH 8

Esterilizar en el autoclave durante 20 min. a 120 °C 15 psi
Isopropanol
Etanol al 95 %

70 ml etanol
30 ml agua destilada



55

Protocolo para la extraccion de ADN (Doyle & Doyle modificado por Harrison)

1. Colocar en un mortero aproximadamente 1 g del tejido a extraer y agregar 600 ul de
CTAB 1.

2. Agregar 0.1 g de arena de cuarzo ultrapura y macerar el tejido con un pistilo.

3. Transferir a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml.

4. Incubar a 65 C por 30 min.

5. Anadir (igual volumen )600 pl de cloroformo: alcohol isoamilico 24:1, mezclar bien.

6. Centrifugar por 5 min. a 12,000 rpm.

7. Transferir el sobrenadante a otro tubo de microcentrifuga, evitando la interface.

8. Anadir 1/10 del volumen de CTAB 2

9. Repetir pasos 5,6y 7.

10. Anadir 2/3 del volumen de isopropanol frio, mezclar bien.

11. Centrifugar por 10 min. a 12,000 rpm.

12. Decantar el liquido cuidando de no botar el precipitado de ADN.

13. Secar al aire o en una incubadora.

14. Resuspender el precipitado en 100 ul de buffer TE alto en sal.

15. Anadir 250 pl de etanol frio al 95% para precipitar el AD

16. Centrifugar 10 min. a 12,000 rpm.

17. Repetir paso 12.

18. Agregar 500 pl de etanol al 70% ftio.

19. Centrifugar 10 minutos a 12,000 rpm.

20. Decantar el liquido cuidando de no botar el precipitado de ADN.

21. Secar al aire o en una incubadora

22. Resuspender el precipitado en 50 pl de agua destilada estéril.

23. Almacenar a 4 °C.
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Método de extraccion de ADN de insectos (Doyle & Doyle modificado por Harrison)

LrxNoOaRWN =

—
AW —=O

Colocar 200pul de buffer CTAB 1 de extraccion a 60°C en un tubo microcentrifuga

Anada 1 insectos por tubo

Macerar bien el insecto

Incube por 30 min a 60°C

Agregue 200ul de cloroformo isoamil alcohol 24:1
Invierta el tubo y coléquelo 30 seg en el vortex
Centrifugue a por 5 min a 5000rpm

Transfiera la fase sobrenadante en un tubo nuevo
Anada igual volumen de isopropanol

. Incube por 30 min a temperatura ambiente

. Centrifugue por 5 min

. Descarte el liquido dejando el sedimento en el fondo

. Deje secar a temperatura ambiente por 30 min

. Resuspender el sedimento en 25ul de agua biodestilada
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Anexo 3. Rehidratacion de las PCR beads

24.0 pl de agua destilada estéril
0.5 pl de P1 (25 ng/pl)
0.5 pl de P7 (25 ng/ul)

25.0 pl total

Anexo 4. Protocolos para Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Buffer 10X para PCR

385 ul de agua desionizada, destilada y estéril
200 pl Tris (1M)
250 ul KCI (1 M)
50 ul gelatina (2%)
100 pl Tween 20 (5%)
15 ul MgCl, (1IM)
1000 ul total

Preparar y usar durante el dia de preparacion, posteriormente descartar.

Dideoxinucleotidos 10 X (dANTP’s)

760 ul de agua desionizada, destilada y estéril
10 pl de dATP (100 mM)
10 pl de dCTP (100 mM)
10 pl de dGTP (100 mM)
10 pul de dTTP (100 mM)
800 pl total

Ajustar a pH 7 con 0.5 pl de IN NaOH

Iniciadores

1 ul de solucién madre de 1 pg/pl
39 pl de agua desionizada, destilada y estéril
40 pl de solucion 25 ng/ul

Reaccion de PCR
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33.8 ul de agua desionizada, destilada y estéril
5.0 ul de dNTP’s 10X
2.0 ul de iniciador 1
2.0 ul de iniciador 2
5.0 ul de buffer de PCR 10X
0.2 ul Taq polimerasa (5u/pl)
2.0 ul de ADN muestra
50.0 pl total

Programas para el termociclador
Iniciadores universales P1 y P7

Primer ciclo 94 °C 2:00 min.
55 °C 1:20 seg.
72 °C 1:00 min.

28 ciclos 94 °C 0:30 seg.
55 °C 1:20 seg.
72 °C 2:00 min.

Ultimo ciclo 94 °C 0:30 seg.
55 °C 1:20 seg.
72 °C 8:00 min.

Reaccion en cadena de la polimerasa: primers: PP/ Glif y PP/Gllr (Saballos, 1999)
Mezcla para la reaccion

2ul de templete de ADN

0.5 uM de cada iniciador (PP/GlIf y PP/GlIr)

100pum de cada ANTP

2.5 nM MgCl,

[ unidad de tap polomerasa
1 x buffer de PCR

Aceite mineral

Equipo

Micropipetas y puntas estériles
Tubos de PCR

Termiciclador

Selle cada reaccidon con una gota de aceite mineral



Primer ciclo
Desnaturalizacion
Ligamento
Extension

28 ciclos
Desnaturalizacion
Ligamento
Extension

Ultimo ciclo
Desnaturalizacion
Ligamento
Extension

4 °C 2:00 min.
55 °C 1:20 seg.
72 °C 1:00 min.

94 °C 0:30 seg.
55 °C 1:20 seg.

72 °C 2:00 min.

94 °C 0:30 seg.
55 °C 1:20 seg.

72 °C 8:00 min.
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Anexo 5. Preparacion de reacciones de digestion con enzimas de restriccion
Dia 1

5.0 ul de producto de amplificacion (varia de acuerdo a la intensidad de la banda)
0.5 pl de enzima (10 U/ul)
1.5 ul de buffer de la enzima

8.0 ul de agua destilada estéril (debe modificarse, para completar 15 pl de volumen
final)

15.0 ul Total (incubar a la temperatura indicada, hasta el dia siguiente)

Dia 2
A la mezcla del dia uno, agregar:

0.5 ul de enzima
0.5 ul de buffer
4.0 ul de agua destilada estéril
20.0 pl total (incubar a la temperatura indicada, hasta el dia siguiente)

Detener la reaccion, colocandola a 65 °C durante 5 min.
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Anexo 6. Protocolos para la preparacion de geles de poliacrilamida al 8%

Solucion de acrilamida-bisacrilamida al 30%

29.0 g acrilamida
1.0 g bisacrilamida

Pesar y aforar a 100 ml con agua destilada estéril. Si la solucidon se ve turbia filtrar y
almacenar en un frasco oscuro a 4 °C. La solucion es util hasta que se vuelve de un color
amarillento, en ese momento agregue TEMED para que se polimerize y posteriormente
descarte.

TBE 5X

54.0 g de Tris
27.5 g de acido boérico
20.0 ml de EDTA 0.5M pH 8

Solucion de persulfato de amonio al 1%

0.1 g de persulfato de amonio
1.0 ml de agua destilada estéril

Mezcle en un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml. Descarte la solucion no utilizada.

Gel de acrilamida al 8%

6.65 ml de solucién acrilamida-bisacrilamida al 30%
13.17 ml de agua destilada estéril
5.0 mlde TBE 5X

175.0 pl de persulfato de amonio al 1% (preparado en ese momento)
8.7 ul de TEMED

Mezclar y verter en el molde para la gel. Tiempo aproximado de polimerizacion: 1:30
h.

Escalera molecular (1 Kb DNA ladder Gibco)

10 pl de 1 Kb DNA ladder
20 pl de buffer de carga

70 ul de agua destilada
100 pl
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