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Saballos, Ana 1999. Diagn6stico molecular y estudio de la epidemiologia del fitoplasma 
de la hoja pequefia de la Gliricidia. Proyecto Especial del Programa de Ingeniero 
Agr6nom0, El Zamorano, Honduras. 71 p. 

En el madreado se ha detectado una enfermedad asociada con un fitoplasma, llamada 
Enfermedad de la Hoja Pequefia de la Gliricidia (EHPG). Se caracterizaron 10s sintomas 
que consisten en: reducci6n del tamafio de 10s foliolos, distorsion foliar, proliferaci6n de 
brotes y brotes debiles. El sintoma amarillamiento no result6 confrable para la 
identification de la enfermedad en el campo. Una enfermedad de esta naturaleza puede 
causar graves pkrdidas econ6micas ya que debido a1 declinamiento gradual de 10s &boles 
es facil que pase desapercibida hasta encontrarse en un nivel de severidad y expansi6n 
grandes, Como primer paso para estudiar la epidemiologia de la enfermedad h e  
necesario optimizar una tecnica apropiada para la detecci6n del patogeno. Se utiliz6 la 
tecnica molecular para amplificar acidos nucleicos, conocida como Reacci6n en Cadena 
de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglks, Polymerase Chain Reaction). Se realiz6 
la optimizacidn de 10s factores crfticos del proceso. Entre 10s principales se incluyen: el 
metodo de extracci6n y maximo tiempo de almacenaje de las muestras frescas, la 
concentraci6n de 10s componentes esenciales para la reacci6n y las temperaturas 6ptimas 
de las tres fases de cada ciclo. Con la tecnica optimizada se llevaron a cab0 estudios de 
transmisidn de la enfermedad. Se encontr6 transmisi6n a travds de estacas. Aunque el 
nivel de severidad de la enfermedad afecta negativamente el enraizamiento, estacas de 
plantas asintomaticas infectadas y de plantas con sintomas moderados enraizan y 
presentan infecci6n del pat6geno en las nuevas plantas. Se detect6 ADN del fitoplasma 
en plbtulas germinadas de semillas de plantas edemas. Esto sugiere una posible 
transmision a traves de semillas. Los insectos Empoasca hastosa, Lopidea nnrway, 
Alconeura sp. , Ollariamcs sp. , Hydatothrips sp se identificaron como posibles vectores 
de EHPG, ya que se le detect6 ADN del fitoplasma en sus tejidos. 

Palabras claves: PCR, Glir-icidia sepizrm, fitoplasma, ADN, biologia molecular, 
epidemiologia. 



Nota de Prensa 

PCR: Una nueva herramienta para el diagnbstico de enfermedades de plantas 

En el Departamento de protecci6n Vegetal, Zamorano, se cuenta ahora con una nueva 
tknica que amplia las capacidades de diagn6stico e identificacibn de enfermedades de 
las plantas. La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglks) es 
una tkcnica que permite la detecci6n de un pat6geno a partir de la base de la identidad de 
cualquier organismo: el hido desoxjrribonucleico o ADN. Utilizando esta tgcnica se 
obtuvieron interesantes resultados sobre la caracterizaci6n de sintomas y formas de 
transmision de la enfermedad de la hoja pequefia de la Gliricidia. 

Todas las caracteristicas de un ser vivo esGn codificadas en este compuesto, en un 
alfabeto de cuatro letras o base: adenina, guanina, timina y citosina. Cada base se acopla 
6nicamente a su base complementaria. De esta manera, tenemos que la adenina se unira 
siempre a la timina y la guanina a la citosina. La secuencia en que estas bases estan 
ordenadas es h i c a  para cada organismo, de mod0 que sirven para identificarlo, como una 
especie de huella digital genktica. El PCR amplifica o incrementa la cantidad de ADN 
presente en una muestra, por lo que se puede detectar la presencia de un organismo aun 
cuando se encuentre en cantidades tan bajas que no es posible detectarlo por otros 
medios. 

Esta tkcnica es actualmente usada en todo el mundo no solo en el &rea de fitopatologia, 
sino en todas las ramas de las ciencias biol6gicas. En el laboratorio molecular he1 DPV, 
se realizaron durante 1998 y1999 pruebas para lograr la optimizaci6n de este mktodo, con 
el fin de usarlo para realizar diagnbsticos fitopatol6gicos. El mktodo se valid6 en una 
enfermedad de un hbol de uso agoforestal: El madreado o matarraton (Gliricidin 
sepiunz). La enfermedad es conocida como Hoja Pequefia de la Gliricidia por su 
caracteristica mas notoria que es la reducci6n del tamafio de las hojas de la planta 
enferma y causa el declinamiento. El agente causal es un fitoplasma, organismo 
procariota sin pared celular. Por ser un pat6geno de dificil diagn6stico con pruebas 
convencionales, como cultivo en platos petri y la observaci6n en rnicroscopio optico, esta 
enfermedad resulta un excelente modelo para desarrollar un sistema de diagn6stico por 
PCR. 

En el proceso de realizacidn de una prueba PCR existen varios puntos claves que influyen 
en el kxito de la reacci6n. Estos son: La calidad y cantidad de la extracci6n de ADN de la 
muestra, la concentraci6n de reactivos como magnesio y nucl&tidos, y las temperaturas a 
las que se realice el proceso. Despuks de mhltiples pruebas variando estos factores, se 
consigui6 tener una prueba segura y confiable para diagnosticar a1 fitoplasma causante de 



la enfermedad de la hoja pequefia. Con la tknica fue posible amplificar ADN del gen 
16s rARN del fitoplasma y de esta manera identificar a las plantas infectadas con el 
pat6geno. 

Con esta prueba se realizaron ensayos caracterizaci6n de sintomas y formas de 
transmisi611, 10s cuales arrojaron resultados importantes para la comprensi6n de la 
epidemiologia de la enfermedad y el desarrollo de estrategias de manejo. 

En la caracterizacion de sintomas se encontr6 que 10s sintomas mas confiables para el 
diagnbstico de campo de la enfermedad son la reduccibn del tamaiio de las hojas, la 
proliferaci6n de brotes axilares de follaje dkbiles, y la deformaci6n de las hojas, las 
cuales toman forma de cuchara. La presencia de estos sintomas es una guia bastante 
segura para identificar a la enfermedad de la hoja pequeiia, sin embargo, la ausencia de 
estos no es una prueba de que la planta este saludable, ya que se ha detectado ADN del 
fitoplasma en concentraciones muy bajas en plantas sin sintomas aparentes. 

Se identificaron algunos insectos posibles vectores de la enfermedad. Estos insectos son: 
Empoasca hastosa, Lopidea mzmay, Alconeura sp., Ollminm~s sp. e Hydatoth~ips sp. Es 
necesario realizar pruebas de transmisi6n de la enfermedad de plantas sanas a enfermas 
por medio de estos insectos para comprobar su capacidad vectoraje. 

Un resultado de gran relevancia para fhturos planes de manejo del madreado es la 
comprobaci6n de que la enfermedad es transmisible a travks de la propagaci6n asexual 
(estacas). A pesar de que la enfermedad afecta negativamente el porcentaje de 
enraizamiento de las estacas, cuando se toma estacas de plantas asintomaticas o con 
sintomas moderados de la enfermedad se obtiene un buen porcentaje de estacas 
enraizadas muchas de las cuales presentan infeccibn del pat6geno. Esto resulta alarmante 
considerando que el mktodo de propagacibn mas usado en Centro Arnkrica es el de 
estacas, y existe el riesgo de estar diseminando la enfermedad aun si se toma la 
precauci6n de cortar las estacas de plantas a1 parecer sanas. 

Tambikn se detect6 ADN del fitoplasma en un bajo porcentaje de plhntulas. Hasta el 
momento se consideraba que no existia una transmisi6n de enfermedad causadas por 
fitoplasmas a traves de semilla, En caso de confirmarse este resultado, seria uno de 10s 
primeros reportes de esta forma de transmisi6n. 

Los estudios realizados para la enfermedad de la hoja pequefia de la Gliricidia pueden ser 
usados como modelo para otras investigaciones de enfermedades causadas por pat6genos 
similares, como el amarillamiento letal del cocotero; y para realizar estudios m&s 
profundos de identificaci6n de biotipos, como por ejemplo en el caso de enfermedades 
virales. 



Portadilla ..................................................................................................................... i . . 
Autoria ......................................................................................................................... 11 ... 

............................................................................................................. Pans de firmas m 
................................................................................................................... Dedicatoria iv 

Agradecimientos ............................................................................................................ v 
.................................................................................. Agradecimiento a patrocinadores vi 

Resumen ....................................................................................................................... vii 
Nota de prensa ............................................................................................................... viii 
Contenido ...................................................................................................................... x ... 
Indice de Cuadros .......................................................................................................... xlii 

............................................................................................................ Indice de Figuras xiv 
Indice de Anexos ............................................................................................................ xvi 

................................................................................. 1 . INTRODUCCION 
................................................. 1.1 PROBLEMATICA DEL MADREADO 

1.2 JUSTFICACION DEL ESTUDIO ......................................................... 
............................................................................................ 1.3 OB JETIVO S 

..................................................................................... 1.3.1 Obj etivo General 
................................................................................. 1.3.2 Obj etivo Especifico 

REVISION DE LITERATURA ........................................................... 
..................................................................................... EL MADREADO 

Clasificacibn botbica .................. ...... ..... ....... .... 
................................................................................ Origen y distribucibn 
................................................................................. Descripcibn bothica 

............................................................. Usos agroforestales del madreado 
w Produccibn de lena .......................................... 

Cercas vivas ................................ .. .......................................................... 
.............................................................................................. Abono verde 

................................ ................................................................. Forraj e ... 
Sombra y soporte para otros cultivos ............................. .. ..................... 

......................................................................... ..................... Otros usos .. 
Propagacibn ............................................................................................... . . ......................................................... Propagaclon asexual ................... .. 

., .......................................................... ...................... Propagacion sexual .., 

Plagas insectiles y enfermedades .............................................................. 



............................................................................................ FITOPLASMAS 
........................................................................................................... Historia 

..................................................................................................... Taxonomia 
.............................................................................................. Caracteristicas 

................... .................................. Sintomas causados por fitoplasmas .... 
Mecanismos de resistencia ............................................................................ 

. . r .................................................................................................... Transmision 
Una enfermedad causada por un fitoplasma: El Arnarillamiento letal del 

.......................................................................................................... cocotero 
Enfermedad de la Hoja Pequeiia de la Gliricidia .......................................... 

.................................................................................................. Antecedentes 
............................................................................................... Sintomatologfa 

PCR: Reaccibn en Cadena de la Polimerasa .................................................. 
Descripcibn de la t6cnica ............................................................................... 

.................................................... Uso de PCR en el diagn6stico de la EHPG 

MATERIALES Y METODOS ................................................................... 
....................................................... OPTJMIZACION DEL METODO PCR 

Factores criticos del proceso .......................................................................... 
Fase de extracci6n de ADN ........................................................................... . ,- .................................................................................... Fase de amplificaclon 
Fase de electroforesis .................................................................................... 

....................................... DETERMINACION DE POSlBLES VECTORES . . Recolecc~on de la fauna insectil .................................................................... 
Prueba PCR a insectos ................................................................................... 
CARACTERIZACION DE LOS SINTOMAS DE LA ENFERMEDAD .... 

................................ Disefio del ensayo .. ...................................................... 
Variables medidas ....................................,.................................................... 
ESTUDIO DE TRANSMISION POR ESTACAS ........................................ 
Diseiio del ensayo .......................................................................................... 
Variables medidas .......................................................................................... 

...................................... ESTUDIO DE TRANSMISION POR SEMILLAS 
Diseiio del ensayo .......................................................................................... 
Variables medidas .......................................................................................... 

RESULTADOS Y DISCUSION ........................... ............. ................. 
....................................................... OPTJMIZACION DEL METODO PCR .. .......................................................................................... Fase de extraccion 

Determinacibn del metodo de extracci6n mas adecuado ............................... 
Determinaci6n del tiempo m&mo de almacenamiento de la muestra .. previo a la extraccion ..................................................................................... .. ............................................................ Fase de amplificacion .................... .. 

..................................................................................... Fase de electroforesis 
.............................................................................. Concentracibn de agarosa 

Eleccibn del buffer de corrida ........................................................................ 
.......................................................................................... Voltaje de conida 



...... ........................... DETERMINACION DE POSIBLES VECTORES .. 37 
.......... CARACTERIZACION DE SINTOMAS DE LA ENFERMEDAD ... 3 8 

TRANSMISION POR ESTACAS ..................................... ... ...................... 41 
TRANSMISION POR SEMILLAS ............................................................ 42 

CONCLUSIONES ...................................................................................... 44 

....................................... RECOMENDACIONES ................................... ..,. 46 
RECOMENDACIONES POR OBJETIVOS ..................................... 46 
RECOMENDACIONES GENERALES .......................................... 47 

........................................................ ............................ BIBLIOGRAF'IA .. 48 

ANEXOS ...................................... .. 5 0 



INDICE DE CUADROS 

Cuadro 

1 . Rendimiento de materia seca (MS) y su contribution en NJ?. K en un cultivo 
en callejones de madreado con dos cosechas de maiz en Nigeria (dos aEios de 
plantado) .............................................................................................. -6 

............ ......................................................... 2 . Valor nutritivo de Gliricidia sepium .. 6 

.................... ............................... 3 . Plagas insectiles y enfermedades del madreado .. 11 

4 . Taxonomia de 10s fitoplasmas ................................................................................... 12 

5 . Tiempo y condiciones de almacenamiento dados a la muestras desde su . r . r recoleccion a extraction ............................................................................................ 24 

6 . Iniciadores ............................................................................................................... 25 

.................... .............................. 7 . Procedencias incluidas en el estudio de sintomas .., 28 

.............................................................................. 8 . Niveles de severidad de la EHPG 29 

........................................ 9 . Arboles usados en el estudio de transmision por estacas 30 

..................................... 10 . Concentration de ADN por 10s dos metodos de extraction 33 

11 . Comparacion de la intensidad de banda. m6todo Harrison y Doyle y 
Doyle ........................................................................................................................ 33 

12 . Resultadosdelostiposdemanejo ........................................................................... 34 

............................................................... 13 . Mezcla para reacciones de PCR de 25 p1 35 

14 . Temperaturas de ligamiento. .................................................................................... -35 

.............................................................. 15 . Tiempo de conida para diferentes voltajes -36 

...................... 16 . Resultados de las pruebas de PCR a la fauna insectil del madreado 37 



INDICE DE FXGURAS 

Figura 

r . 1 . Distribuci6n del madreado en Amenca ............................... ... ................................... 1 

2 . Arbol de madreado ................ :. .................................................................................... 8 

.............................................................................................................. 3 . Hoja madura 8 

.................................................................................... 4 . Inflorescencia del madreado. 8 

5 . Vainas y semillas del madreado .................................................................................. 9 

6 . Plantulas de madreado ................................................................................................. -9 

........................................................................................ 7 . Cerca viva de madreado. 1 0  

........................................ 8 . Abono verde de madreado. follaje usado como cobertura 10 

9 . Microfotografia electr6nica de cuerpos de fitoplasmas del floema de 
.......................................................................................................................... soya 1 3  

.......................... 10 . Fotografla electr6nica del fitoplasma del amarillamiento del aster 13 

11 . Sintomas de la enfermedad de la hoja pequeiia de la Gliricidia ............................... 17 

. . .  ................................................................................... 12 . Secuencia meta e mciadores -19 

. r ......................................................... ......... 13 . Reacclon en cadena de la polimerasa ... 21 

14 . Proceso de extraceion y amplification de ADN de insectos .................................... 27 

15 . Sistema de evaluaci6n de la intensidad de la banda . A= Banda fuerte 
.............................................................. B= Banda moderada C= Banda dkbil 30 

16 . Muestra 7 = Arb01 con sintomas severos .................................................................. 31 

17 . A- Muestra 1: Arb01 asintomatico (Pantanal 22) PCR direct0 PI y P7 B- Muestra 
1: arb01 asintomatico (Pantanal 22) PCR anidado PP/GLl f y PP/GLl r ............... 31 

.. . ..................................................................... 1 8 . Gel de agarosa a1 I % de concentrac~on 3 6 



......... 19 . Distribu~i6n de las intensidades de bandas para cada nivel de la enfennedad 38 

20 . Frecuencia de aparicion de diferentes sintomas en arboles positives para 
el ADN del fitoplasma .............................................................................................. 40 

21 . Gel de plantulas provenientes de semillas de &-boles enferrnos ............ .... ........ 43 

............................. 22 . Gel de plbtulas provenientes de semillas de &-boles enferrnos 43 



INDICE DE ANEXOS 

h e x 0  

.......................................... 1 . Protocolos de PCR utilizados en el estudio 51 

........................................................ 2 . Mktodo de extraccibn de AND 59 

................................................... 3 . lniciadores utilizados en el estudio 62 

............................................. 4 . Sistema de evaluaci6n de la enfermedad 65 

........................................................... 5 . Datos de todas las pruebas.. 66 

.............................................................. 6 . Glosario de biotecnologia 70 



1. INTRODUCCION 

1.1 PROBLEMATICA DEL MADREADO 

El madreado (GZiricidia sepiunz) es un arb01 originario de las zonas aridas y subhfimedas 
de Mesoamkrica. Tiene un amplio rango de usos, como cercas vivas, sombra para otros 
cultivos, produccih de combustible, medicina bothica, rodenticida, abono orgimico y 
forraje proteico para rumiantes en kpocas secas. El madreado tiene un alto impact0 
ecolbgico, pues por sus caracteristicas de rapid0 establecimiento y crecimiento, su 
resistencia a condiciones de suelo pobre, y a su capacidad de rebrote despuks de un corte 
o querna; es una planta colonizadora de sitios cuya vegetaci6n original ha sido destruida 
por causas naturales (G6mez et al, 1997; Stewart et al. 1996; CATIE, 1991). Todas estas 
cualidades han hecho que el madreado sea un itrbol importante para 10s agricultores de 
Mesoamkrica que lo han utilizado desde tiempos precolombinos. Por su utilidad, este 
itrbol ha sido introducido a numerosas regiones fbera de su zona de origen, encontriindose 
actualmente en todas las heas tropicales y subtropicales de Amkrica, Asia y Africa 
(CATIE, 1991). En 1992, se reporta en La Soledad, Honduras sintomas de una 
enfermedad desconocida en el madreado. Posterionnente sintomas similares fberon 
observados en otros lugares de Honduras, Guatemala, El Salvador, Nicaragua y Mkxico 
(Kenyon et al., 1996). Estos sintomas incluyen amarillamiento, ramilletes de hojas 
reducidas, distorsi6n foliar, proliferaci6n de brotes y muerte regresiva de ramas. A1 
sindrome se le dio el nombre de "nfermedad de la hoja pequeiia de la GZi7-icidia" 
(EHPG), debido a su caracteristica mSs notoria, la cud es una reducci6n del tamaiio de 10s 
foliolos. Por el tip0 de sintomas, se le asoci6 con una infection por fitoplasmas, lo cual 
fue posteriormente confirmado a trav6s de tecnicas moleculares para la detecci6n de 
ADN, La distribution actual de la enfermedad, unida a1 hecho que 10s agricultores no 
reportan su presencia en aiios anteriores, sugieren que se esta expandiendo (Kenyon et 
~1.~1996). La muerte de arboles j6venes y el gradual marchitamiento de &boles adultos, 
representan una amenaza agravada por la escasa informaci6n sobre la enfermedad y sus 
formas de transmisi6n, y por la actitud de la poblacion, ya que no la asocian a una 
enfermedad infecciosa debido a la lentitud del declinamiento del itrbol. En la actualidad 
existen miles de kil6metros de cercas vivas y numerosas plantaciones de madreado tanto 
dentro como fhera de America, con fines de obtenci6n de leiia, madera, forraje y 
mejoramiento del suelo, entre otros. Por falta de conocimiento de la enfermedad y su 
manejo se podria correr el riesgo de perder la inversion realizada en estas itreas. 



1.2 JUSII~FICACI~N DEL ESTUDIO 
\ 

Solo conociendo la biologia y ecologia de un pat6geno se pueden desarrollar estrategias 
apropiadas para su manejo. Por esta razdn se necesita una pmeba conf3able de diagnbstico 
que permita la realizaci6n de estudios en estas zireas. Debido a la naturaleza del patbgeno, 
no puede ser detectado por 10s medios de diagnbsticos convencionales. Por esta raz6n se 
requiere el uso de tecnicas moleculares para su deteccibn. La manera mas especifica de 
diagnosticar un patogeno es detectando directamente su acid0 nucleico (ADN). Los 
niveles de ADN in vivo son demasiado bajos para ser detectados. Por esto se utiliza el 
mktodo PCR (reacci6n en cadena de la polimerasa), tecnica que se usa para amplificar el 
ADN del pat6geno y permitir su identificacibn. Adicionalmente, cada aiio se descubren 
nuevas enfermedades causadas por fitoplasmas, muchas de ellas anteriormente atribuidas 
a virus (Castaiios, 1992) por lo que la detecci6n y estudio de 10s fitoplasmas se ha 
conviertido en una rarna importante de la fitopatologia. El desarrollo de un modelo de 
detecci6n para el fitoplasma de la hoja pequefia y 10s estudios de su epidemiologia, 
serviran de experiencia y modelo para futures estudios sobre cualquier enfermedad 
causada por este grupo de patogenos. 

13.1 Objetivo General 

Establecer un sistema de diagnostic0 por PCR para la detecci6n del ADN del fitoplasma 
agente causal de la enfermedad de la Hoja Pequefia de la GZiricidia, que permita fortalecer 
la capacidad de diagn6stico molecular en Zamorano. Con el sistema establecido estudiar 
la epidemiologia de la enfermedad y especificamente las formas de transmisi6n. 

1.3.2 Objetivos Especificos 

1 .- Optimizar un sistema de PCR para lograr una detecci6n confiable del pat6geno de la 
EHPG. 
2.- Determinacibn de posibles vectores de la EHPG a trav6s de pruebas por PCR a la 
fauna insectil del madreado. 

_ 3.- Realizar estudios de transmisi6n de la EHPG a txaves de propagation vegetativa y 
sernillas. 
3 .- Caracterizar 10s sintomas de la enfermedad, a traves de establecer una relacion entre la 
concentraci6n del pat6geno y la manifestacibn de 10s sintomas. 



2. REVISION DE LITERATURA 

Reino. ..................... .Vegetal 
Subreino .................. .Embryophyta 
Phyllum. .................. .Tracheophyta 
Subphyllum.. ............. Pteropsida 
Clase ........................ Angiospermae 
Subclase. .................. .Dicotyledoneae 
Orden. ..................... .Legurninales . . 
Famha. .................... Leguminosae 
Subfarnilia. ................ .Papilionoideae 
Ghero.. ................... Gliricidia 
Especie.. ................... sepium (Jacquin) Kunth 

Existen dos especies mas del genero GZiricidia, las cuales son menos utilizadas. GZirzcidia 
maculata, de flores blancas y hojas pequefias y redondeadas, nativa de la peninsula de 
Yucathn, Mexico, y Gliricidia guatemalensis, la cual crece a altitudes mayores (1 500-200 
msnm) de flores de color rojo purpura (mmez, 1997). 

2.1.2 Origen y distribucidn 

El madreado (madero negro, rraton, madrecacao) es probablemente originario de la region 
de Mesoamerica, desde el sur de Mexico hasta Panama. Por sus variados usos esta planta 
fbe semidomesticada desde tiempos precolombinos, introduciendose y nativishdose en 
muchas regiones tropicales de America, como se puede obsewar en la Figura 1. 

Figura 1. Distribution del madreado en AmQica. 
F-te: Universidad de Cornell, (1998). 



Su rango de distribuci6n natural se encuentra entre 10s 7" 30' y 25" 30' latitud norte 
(CATIE, 1991). Actualmente tiene una distribution pantropical, resultado de diferentes 
introducciones que se han dado desde la 6poca de la colonia. La primera introduccion del 
madreado fuera de America se dio a principios de 10s 1600's, cuando 10s espafioles la 
llevaron a las Filipinas y a1 Caribe para servir de sombra a1 cacao y mas tarde al cd6. En 
10s aEios 1800's fue llevada a Sri Lanka como sombra para el cultivo del t6. La base 
genktica de las poblaciones de Sri Lanka resulta muy estrecha ya que se Cree que las 
semillas con las que se establecio procedian de un solo hbol de la isla Trinidad, De Sri 
Lanka se extendio hacia Indonesia, Malasia y Tailandia. En 10s inicios de 10s 1900's h e  
introducida a1 oeste de Africa y Uganda, para sombra de otros cultivos. Las 
introducciones mas recientes se han llevado a cab0 en 10s liltimos 20 aiios, por el 
potencial de la especie como componente de sistemas agroforestales. Este inter& result6 
en esfuerzos de recolecci6n de semillas del madreado en Amkrica tropical que f%eron 
introducidas en 55 paises de regiones tropicales, 10 que ha causado una alta demanda por 
sus semillas (Stewart et al. 1996) 

El madreado crece bien en temperaturas de 22-30" C, con precipitation de 800-2,300 mm 
al afio con period0 seco y altitudes de 0 a 1600 msnm (Gbmez, 1997; Boster, 1998). Un 
reporte del CATIE (1991) cita que el madreado ha sido probado con 6xito fuera de su 
rango natural, sin embargo en areas carentes de una estaci6n seca bien definida no es 
capaz de reproducirse sexualmente y por tanto debe ser propagada por estacas (Stewart et 
a1,1996). 

Se desarrolla en una amplia variedad de suelos, incluidos suelos icidos y erosionados 
(Gbmez, 1997). En su irea de distribucibn natural se encuentra predorninantemente en 
suelos de origen volc~nico, usualmente superficiales y compactados por la agricultura de 
quema. Aunque la ecologia el madreado no requiere fuego, es muy tolerante a quemas y 
10s irboles rebrotan rapidamente, mientras que otras especies son severamente daiiadas, 
por lo que el madreado constituye la especie recolonizadora por excelencia en las zonas 
del tr6pico seco de Mesoam6rica (Stewart et aI. 1996). Tambikn presenta un buen 
desarrollo en dunas de arena costera, bancos riberefios, vertisoles negros y planicies 
inundadas (CATIE, 1991). El madreado no tolera suelos muy Bcidos con alta saturacion 
de aluminio y presenta un pobre desarrollo en ireas altamente compactadas por 
actividades ganaderas (Stewart eta]. 1996). 

El madreado es una leguminosa arbbrea, perenne, caducifolia, de raices profundas. Crece 
hasta 10s 15 m de altura y 40 cm de diametro. Presenta una copa irregular y extendida 
(figura 2). Las hojas son compuestas, imparapinadas, alternas, con un largo de 15 a 25 cm. 
Los foliolos son opuestos con un foliolo terminal (Gbmez, 1997). Tienen forma oblonga 
terminada en punta y su tamaiio se incrementa hacia el extremo distal de la hoja (figura 
3).Las flores se encuentran en inflorescencias racimosas. Son de color rosado a ptirpura 
pidido (Steward et aL! 1996) de una longitud aproximada de 2 cm (figura 4). Las vainas 
son dehicentes, aplanadas, verde amarillentas inmaduras y cafk amarillento al madurar 
con 3 a 8 semillas lenticulares de color amarillo ocre (CATJE, 1991; mmez, 1997) 
(figura 5). La germinaci6n de las semillas es alta, sobre el 90% (figura 6). La semilla 



semilla puede conservar su viabilidad hasta por 4 aEos a 5 "C en un fiasco herm6tico de 
vidrio (CATIE, 199 1). Segiin Steward et al. (1 996) a una temperatura de 4 "C y contenido 
de humedad de 6-lo%, la semilla retiene hasta el 90% de germinacidn por mas de 10 
aEos. La madera es dura, pesada y fuerte. El duramen es de color amarillo a cafe, con 
marcas finas y pgidas lo que la hace muy decorativa cuando aserrada. Es altamente 
resistente a las termitas. Por su dureza es dificil de aserrar, per0 esta misma dureza 
proporciona gran resistencia a 10s muebles elaborados con ella (CATIE, 1991). 

2.1.4 Usos agroforestales del madreado. 

2.1.4.1 Produccibn de leiia. El madreado es una especie con gran potential para 
producci6n de lefia por su habilidad de resistir cortes repetidos, rapid0 crecimiento y 
buenas caracteristicas para quemar. La madera es pesada, arde lentamente, sin chispas y 
con poco humo. Produce buena brasa. Los hboles manejados en un sistema de cortes 
periodicos producen lefia de pequefio dihetro, la cual es m6s ficil de secar y manejar 
(Stewart et aZ. 1996). Aunque cerca del 90% del consumo energetic0 de 10s hogares en 
10s paises en desarrollo proviene de la leiia, son raras las plantaciones de arboles para el 
prop6sito de producci6n de leiia. Usualmente, el cultivo de hboles por 10s agricultores es 
para la obtencion de otro producto de mayor valor, y la lefia es un producto secundario 
del manejo de la plantaci6n (FAO, 1986). 

2.1.4.2 Cercas vivas. Es el uso mas comiin del madreado en Arnkrica Central. 
Usualmente se planta alrededor de terrenos de pastura y para delimitar las propiedades 
(figura 7). Generalmente 10s &boles son establecidos de estacas y son podados 
peri6dicamente dependiendo del uso secundario que se le d6: para forraje cada 2 a 3 
meses, o cada uno a tres 6 0 s  para leiia o estacas. Una cerca podada cada 6 meses da un 
rendimiento de casi 3 t en 1 km de cerca (Stewart et aZ., 1996). 

2.1.4.3 Abono verde. El uso de abono verde reporta numerosos beneficios para el suelo 
tales como: increment0 de la materia orgiinica y nitrbgeno, mejoramiento de las 
caracteristicas fisicas del suelo como aireaci6n y drenaje. Cuando es usado como 
cobertura (figura 8), proporciona control de malezas, reduction de la erosibn, reduccion 
de la temperatura del suelo y conservacicin de la humedad (Stewart et aZ., 1996). El 
madreado ha demostrado ser un sistema facil y barato para la producci6n de follaje para el 
abono verde cuando se utiliza en setos en 10s contornos de laderas, y cultivo en callejones 
o hileras en combinaci6n con cultivos alimenticios como fkijol y maiz (CATIE, 1991). La 
contribution del abono verde de madreado al mejoramiento del suelo en un sistema de 
siembra en callejones en un cultivo de maiz puede observarse en el cuadro 1. 



Cuadro 1. Rendimientos en materia seca (MS) y su contribucion en N,P,K, en un cultivo 
en callejones de madreado con dos cosechas de mdz en Nigeria (dos afios de plantado). 

MS = Materia seca 
N = Nitrbgeno 
P = Fbsforo 
K = Potasio 

Fuente: Yamoa et aL (1 98 6; citado por CATIE, 1 99 1) 

2.1.4.4 Forraje. El madreado es una planta de alto potencia1 productivo de follaje para su 
utilizaci6n como forraje. Mediante la fijaci6n de nitrbgeno, la hojarasca y 10s residuos de 
cosecha que regresan a1 suelo, es un sistema de reciclaje de nutrientes, por 10 que la 
fertilidad y la produccibn no decaen aun con m8s de 6 a5os de cosecha como forraje 
(Gbmez, 1997). Aunque el madreado es una planta decidua, puede obtenerse forraje 
fi-esco por rebrote en la estaci6n seca si la planta es manejada con un sistema de cortes 
peri6dicos. El forraje de madreado por su alto valor nutritivo (ver cuadro 2) resulta un 
valioso suplemento para rumiantes. Sin embargo, se han encontrado algunos problemas de 
aceptaci6n por el ganado. Se Cree que este rechazo se debe a1 olor mas que a1 sabor de 
las hojas. Este problema desaparece si las hojas se dejan marchitar por 24 horas antes de 
suministr6rselas a1 ganado. En 10s no rumiantes el suministro de madreado como parte 
de la dieta presenta problemas de toxicidad (Stewart et aZ. 1996; Gbmez, 1997) 

Cuadro 2. Valor nutritivo de Gli~.icidia sepiunz 

11 Componente II 

Fuente: Glover (1989; citado por Stewart et aZ., 1996) 



2.1.4.5 Sombra y soporte para otros cultivos. El madreado es utilizado como sombra en 
cultivos como t6, caf6 y cacao. Las caracten'sticas de su follaje permiten una sombra 
ligera, ideal para estos cultivos, ademis de que su resistencia a podas repetidas permiten 
una manipulacibn de esta para adaptarla a las diferentes 6pocas y etapas del cultivo. Los 
rastrojos resultantes de la poda pueden ser usados como cobertura, ademis de su 
capacidad de fijacibn de nitrbgeno representa una ventaja adicional para el cultivo. Por su 
facilidad de establecimiento, y resistencia a podas de formacicin, es utilizada tambien 
como soporte para cultivos trepadores, como pimienta negra, vainilla y pitahaya (Stewart 
et aZ., 1996). 

2.1.4.6 Otros usos. Por su dureza y resistencia 10s troncos y ramas del madreado son 
ampliamente utilizados para la construccibn de viviendas y la elaboracibn de mangos de 
herramientas (Boster, 1998). Tambien es usada como medicina tradicional como 
tratamiento contra enfermedades fungosas en la piel. Una de sus nombres comunes, 
matarratbn, deriva de su uso como rodenticida, elaboriindose cebos con las hojas molidas 
del madreado mezcladas con arroz cocido. Schroth et aZ. (1995; citado por Stewart, 1996) 
encontrb que en cultivos de mani intercalado con madreado la incidencia de Puccinz'n 
machidis era significativamente menor que en parcelas de mad solo. En las regiones 
rurales de MesoamCrica puede encontrarse el uso de la$ flores en alimentacicin humana, 
este uso sin embargo, esta ya casi extinto (Whellock, 1998). 

2.1.5.1 Propagaci6n asexual. Es el sistema mas usado en CentroanGrica, especialmente 
para el establecimiento de cercas vivas, sombra y soporte. Se recomienda cortar las 
estacas al final del verano cuando el hbol no tiene hojas. Las mejores estacas para la 
propagacibn son las provenientes de ramas maduras, de dihmetro de 4 a 12 cm y de 30 o 
mis cm de largo. La edad de la rama de la cual se obtienen las estacas debe estar entre 10s 
18 a 24 meses. Las estacas deben de ser plantadas lo mas pronto posible despu6s de ser 
cortadas. Debe evitarse el desgarro o golpes de la corteza (CATE, 1991). Durante el 
periodo de enraizamiento las estacas son muy susceptibles a patbgenos fhngosos del 
suelo, por lo que debe evitarse la humedad excesiva en el suelo y en las heridas. 

2.1.5.1 Propagaci6n sexual. En 10s sistemas de produccibn de forraje es preferible 
establecer las plantaciones con semilla, ya que estas desarrollaran un sistema radicar mas 
profundo que le permitirk resistir mejor la cosecha de forraje y rebrote aun en periodos 
secos. La semilla se obtiene de las vainas de color amarillo pardo, justo antes de que 
ocurra la dehicencia. Pueden almacenarse por un periodo de alrededor de 4 aiios a una 
temperatura de 4 "C y con un contenido de humedad de 12 -14 % sin perder la viabilidad. 
La profundidad de siembra debe no ser mayor de 2 cm. Si se utiliza un sistema de 
siembra en vivero el transplante puede realizarse a 10s 2-3 meses de edad. Usualmente el 
porcentaje de germinacibn es mayor a1 90% (Gbmez, 1997). 



2.1.6 Plagas insectiles y enfermedades 
\ 

Las plagas reportadas por la literatura se encuentran detalladas en el cuadro 3- 

Cuadro 3: Plagas insectiles y enfermedades del madreado. 



2.2.1 Historia 

Los fitoplasmas son organismos que carecen de pared celular verdadera y la habilidad 
para sintetizar las sustancias requeridas para formarla. Fueron observados por primera vez 
por un grupo de cientificos japoneses integrado por Doi, Teranaka, Yora y Asuyama en el 
floema de plantas con sintomas de virosis. Desde entonces se ha comprobado que muchas 
enfmedades anteriormente atribuidas a virus y m8s de 200 enfermedades nuevas son 
causadas por estos organismos (Castaiio, 1994). 

2.2.2 Taxonomia 

Dada la dificultad que presenta el estudio de estos organismos, su taxonomia aun es 
incompleta. Debido a su parecido con 10s micoplasmas presentes en animales, 
originalmente se les clasific6 como ccOrganismos similares a micoplasmas"~0) .  
Actualmente se considera que 10s MLO's son organismos que poseen caracteristicas 
propias diferentes a 10s verdaderos micoplasmas, por lo que se les ha dado la 
denominaci6n de fitoplasmas. 

Cuadro 4: Taxonomia de 10s fitoplasmas 

Orden 
Mycoplasmatales 

I I 1 Acholeplasmataceae 1 Acholeplma 11 
I 

Fuente: Castaiio, 1994. 

Familia 
Mycoplasmataceae 

2.2.3 Caracteristicas 

Spiroplasmataceae 

Los fitoplasmas son microorganismos procariotas restringidos a 10s tubos cribosos del 
floema de las plantas (figura 9), esthn rodeados por una membrana simple formada por 
tres l6minas. Su contenido celular est6 compuesto de citoplasma, ribosomas y filamentos 
de material nuclear de ADN. Tienen genomas que van de 600 a 1300 kpb, lo cual les 
conGere capacidades metabblicas muy limitadas (Raychaudhuri, 1998). Son altarnente 
paleomdrficos variando desde una forma cocoide a ovoide e incluso irregularmente 
filamentosa (ver figura 10). Su tam60 varia de 50 nrn hasta diez pm. Son organismos 
gram negativos y presentan sensibilidad a la tetraciclina (Castafio, 1994). 

G6nero 
Mycoplama I 
UreapZmza 
Spiroplama I 



Figura 9. Microfotogra£ia electrbnica de Figura 10. F o t o d a  electrbnica del 
cuerpos de fitoplasmas en el floema de i30plasma del arnarillamiento del aster 
soya. Fuente: Universidad de Fuente: Universidad de Wisconsin- 1 999. 
Wisconsin, 1999. 

l e d e n  reproducirse mediante gemaci6n y fision binaria, no producen esporas. Los 
fitoplasmas no han podido ser cultivados en medio nutritive artificial por periodos largos, 
ni se ha podido purificar el organism0 en estado infectivo. Debido a este hecho, no han 
podido usarse pruebas rigurosas para demostrar su patogenicidad a travCs de 10s 
postulados de Koch. Sin embargo se han usado pruebas indirectas para comprobar que 10s 
fitoplasmas son capaces de causar enfermedades en las plantas, como la presencia del 
patdgeno en plantas enfermas per0 no en m a s ,  10s efectos adversos en las cblulas 
invadidas por fitoplasmas y sus c6lulas vecinas, el desarrollo de la enfermedad despuCs de 
efectuar transmisi6n por insectos vectores de fitoplasmas o injerto de tejido infectado y la 
remisi6n de sintomas a1 aplicarse tetraciclina y tratarniento tdrmico (Mount y Lacy, 1982). 

2.2.4 Sintomas causados por fitoplasmas 

Los sintomas comhmente asociados con enfermedades causadas por fitoplasmas son: 
reduction del crecimiento, production de hojas pequeiias y distorsionadas, acortamiento 
entre nudos, proliferaci6n de retoiios, amarillamiento y muerte regresiva. Segiin Maxwell 
y Maxwell, (1998) la fasciculaci6n es otro sintoma caracteristico. Sin embargo, todos 
estos sintomas pueden ser causados tambikn por otros patogenos como virus o 
condiciones abibticas, o puede darse el caso de que una planta infectada no presente 
sintomas, por lo que la sintomatologia se considera una caracteristica de diagnostic0 no 
confiable (Castafio, 1994). Los sintomas anteriormente mencionados pueden tener su 
origen en tres diferentes mecanismos (Mount y Lacy, 1982): 

1) Bloqueo fisico de 10s poros del floema por deposici6n de tejido calloso u oclusion 
directa por 10s fitoplasmas. 

2) Alteration del balance de reguladores del crecimiento ya sea por la dificultad del 
transporte de 10s mismos por 10s conductos bloqueados, inhibici6n de la sintesis de la 
acido indolacetico oxidadasa debido a polifenoles producidos por 10s fitoplasmas 
(Guozhong y Xijin 1996) o a la sintesis de fitohormonas por parte del pat6geno 
(Mount y Lacy, 1982). 



3) Produccion de toxinas por 10s fitoplasmas o por la planta en respuesta a la presencia 
de 10s mismos. 

2.2.5 Mecanismos de resistencia 

Se ha observado gran variation de la severidad y frecuencia de la infection, la cud se 
puede dar entre diferentes variedades de una misma especie e incluso entre plantas de 
igual variedad. Las causas de esta diferencia pueden deberse a dos mecanismos: 

1. Klenducidad: se define como la falta de enfermedad en una planta genkticamente 
susceptible debido al efecto que tiene la planta sobre el vector (Castafio, 1994). 
Debido a que 10s fitoplasmas no son transmisibles mechicamente y por tanto 
requieren un vector para su diseminacidn una planta no apetecible como aliment0 a 10s 
vectores no adquiririi la enfermedad. 

Resistencia: el movimiento de 10s fitoplasmas dentro de la planta esta restringido a 10s 
conductos del floema de la planta, pasando de una celula de floema a otra a travb de 
10s poros del floema Por lo tanto el tamaiio de estos puede afectar la velocidad en que 
10s fitoplasmas pasan de celula a cklula. Tkricamente en una planta con poros del 
floema 10 suficientemente pequefios para impedir o retrasar el paso del patbgeno, este 
seria incapaz de invadir sistemicamente la planta y daria tiempo para permitir la 
senecencia y caida del tejido en el cual se dio el punto de inoculaci6n, por lo tanto esta 
planta presentaria a l a n  grado de resistencia de campo (Mount'y Lacy, 1982). Puede 
existir tambien resistencia fisiologica de la planta a 10s fitoplasmas. Se ha propuesto 
que la oclusion vascular es un mecanismo de defensa com6n en las plantas contra 10s 
patogenos vasculares (Mount y Lacy, 1982). En el caso de 10s fitoplasmas, el deposit0 
de tejido calloso en 10s poros del floema podria ser un mecanismo de defensa para 
reducir la movilidad de 10s fitoplasmas. 

2.2.6 Transmisidn 

Debido a su incapacidad de transmitirse mecbicamente y a1 hecho de que no forman 
esporas u otras estructuras infectivas capaces de propagarse de una planta a otra, 10s 
fitoplasmas s61o pueden ser transmitidos por insectos vectores, injertos, o un puente 
biologico con una planta parasita como cuscuta (Cuscuta sp.). Dado que las dos iiltimas 
son vias artificiales, en infecciones naturales 10s fitoplasmas dependen casi enteramente 
de vectores homopteros para su diseminacion. Los insectos que se ha comprobado que 
actiian como vectores en enfermedades causadas por fitoplasrnas son principalmente 
chupadores del floema que incluyen saltahojas de la subfamilia Deltocephalinae, psyllidos 
y cercopidos. Tambien se han reportado fblgoridos, piesmidos y ididos (Harris, 1979; 
citado por Mount y Lazy, 1982). En las enfermedades por fitoplasmas estudiadas hasta el 
momento, se ha detectado la presencia del patdgeno en 10s embriones de las semillas per0 
no se ha comprobado la transmisibn a plantulas, ya que las semillas infectadas no han 
resultado viables o las plantas enfermas no presentan floracion y cuando lo hacen, las 
Bores son a menudo esteriles (Harrison N, 1998, comunicacidn personal)l.~os fitoplasmas 

1 Dr. Mgel Harrison, Universidad de FIorida 



son circulativos dentro de sus insectos vectores. Una vez que el insecto ingiere el 
pat6geno este invade sus c6lulas hasta alcanzar la hemolinfa, circulando en el cuerpo del 
vector y multiplicbndose en tejidos adiposos, neurales y salivarios, hasta que es inyectado 
en plantas sanas a traves de la secrecibn de las glandulas salivares infectadas. El periodo 
de incubaci6n requerido para que el insecto sea capaz de transmitir el fitoplasma varia de 
ocho a mas de treinta dias dependiendo de la especie del pat6geno y del vector (Mount y 
Lazy, 1983). Mount y Lacy, (1982) reportan que el fitoplasma causa lesiones en el vector, 
que el periodo de vida de un vector infectado es menor que el de uno sano y que el 30% 
de las hembras infectivas eran estkdes. 

2.2.7 Ejemplo de una enfermedad causada por un fitoplasma : El Amarillamiento 
letal del cocotero. 

El amarillamiento letal (AL) es una enfermedad altamente destructiva del cocotero y otras 
palmas en las islas caribefias del norte, Estados Unidos, Mexico, Belize, Africa, Asia y las 
islas Polinesias. Dada su capacidad de rapida expansi6n y la alta susceptibilidad de la 
mayoria de las variedades de cocotero, el AL es considerado una de las mayores amenazas 
a la produccibn de coco. Solamente en Jamaica mas de cinco millones de palmas "alta de 
Jamaica" fberon destruidas en 10s 20 aEos despu6s de la aparici6n de la enfermedad en las 
regiones productoras de coco. En territorio continental, la enfermedad se ha extendido 
m&s de 400 K.m en ambas direcciones desde que se report6 por primera vez en Mexico, y 
contin6a su avance a trav6s de Belize. El AL se report6 por primera vez en Honduras en 
1994. Ha causado el declinamiento de las poblaciones de Coccos mcifera var. "Alto 
Atlhtico". Lleg6 a la Costa Atlantica de Honduras pocos aEos despuks, donde esta 
provocando gran cantidad de daiios. Se Cree que el AL y otras enfermedades relacionadas 
son causadas por fitoplasmas, ya que estos han sido encontrados consistentemente en el 
floema de las plantas enfermas per0 no de las sanas, y el tratamiento de tetraciclina causa 
la remisi6n de 10s sintomas. Debido a la dificultad de cultivar estos patbgenos in vitro, 10s 
diagnbstiws se han realizado tradicionalmente a traves de observation de sintomas y el 
microscopio electr6nico. Con el uso de 10s mktodos de biologia molecular como 
hibridaci6n de ADN y PCR se ha logrado la identificacihn de las razas del pat6geno y su 
detecci6n aun en tejidos con muy baja concentraci6n del ADN del fitoplasma, como tejido 
de plantas lefiosas perennes que sirven de hospederos alternos. El insecto que hasta el 
momento se considera el principal sospechoso de ser el vector del AL es Myndzzrs crzcdzls, 
sin embargo aun existen dudas sobre si este insecto es realmente el vector (Ohler, 1986). 
Existen varios paralelos entre el AL y la EHl3G. Ambas son causadas por fitoplasmas y 
posiblemente transmitidas por un insecto vector; ambas atacan cultivos perennes con 
consecuencias severas. En ambos casos existe un desconocimiento sobre la enfermedad 
por parte de agricultores o personas relacionadas con el cultivo. Hasta el momento, la 
6nica forma viable de manejo es el uso de resistencia genetics, la cual ya ha sido 
establecida en el caso del AL e identificadas algunas procedencias de madreado 
resistentes ha EHPG para las condiciones de Zamorano. 



2.3 EWERMEDAD DE LA HOJA PEQUERA DE LA GLIRICIDIA 

2.3.1 Antecedentes 

En 1992 se descubri6 en La Soledad, Honduras, una enfermedad que causaba sintomas 
caracteristicos de un fitoplasma y Boa, 1993). Estudios posteriores en 1995 
confirmaron la amplia distribuci6n de esta enfermedad, siendo observada en otras 
regiones de Honduras, Guatemala, El Salvador, I$caragua y Mexico. Estas observaciones 
fberon cortas y no se realizb una descripcion sistematica de 10s sintomas ni del impact0 de 
la enfermedad. De 1995 a 1997 una investigaci6n realizada por L. Kenyon, R. Black, P. 
Doyle y E. Boa determin6 a trav6s de tres metodos indirectos a un fitoplasma como el 
posible agente causal de dicha enfermedad. Los metodos utilizados fberon 10s siguientes: 
(1) Observacibn de fitoplasmas en el floema de plantas sintomaticas a travds de 
microscopia fluorescente, (2) Remisi6n de sintomas en arboles sintomaticos mediante 
inyecciones de oxitetraciclina y (3) Detecci6n de ADN del genoma de fitoplasma a travks 
de la t6cnica de reaccibn en cadena de la polimerasa (PCR). Actualmente se considera que 
el patbgeno es un fitoplasma muy similar a1 fitoplasma causante de la escoba de bruja del 
fjijol gandul (Cajanzcs cajm ). El fitoplasma del madreado aun no ha sido reconocido 
como una especie propia, por lo que hasta la realizaci6n de las pruebas necesarias se le 
denomina c d i d n t u s  Phytoplasnza gliricidiora (Harrison N, 1998 Comunicaci6n 
personal). Como parte de este mismo estudio se realizaron pruebas de transmisi6n del 
patbgeno a travts de semilla y estacas. En estas pruebas las semillas recolectadas de 
Arboles enfermos tuvieron un bajo porcentaje de germinaci6n y heron atacadas por 
enfermedades hngosas, muriendo poco despues. Los brotes de las estacas que enraizaron 
eran debiles y murieron poco despu6s de forrnarse. Tambien se realizo recolecci6n de 
malezas asociadas a las plantaciones de madreado con el objetivo de identificar 
hospederos alternos del fitoplasma. Debido a la cantidad insuficiente de material no se 
pudo realizar la identificacibn de las especies recolectadas. En 1997, Jordhn realiz6 un 
estudio en el cud se compararon algunas procedencias de madreado para detectar 
resistencia genktica a la EHPG. De este estudio se determin6 que la resistencia a la 
enfermedad variaba entre las diferentes procedencias. Se encontr6 que las procedencias 
Guayabillas(Honduras), Vaho hondo (Guatemala) y Belen (Nicaragua) tenian menor 
mortalidad e incidencia de sintomas de la EHPG. Tambien se hizo un intento de 
identificar a1 insect0 vector, per0 10s resultados heron inconclusos. 

2.3.2. Sintornatologia 

La sintomatologia de la enfennedad varia en severidad y clase de sintomas dependiendo 
del sitio, estado fisiol6gico y la etapa de crecimiento en que se encuentra la planta. Los 
sintomas que se presentan en las plantas son: amarillamiento, distorsi6n de la hoja, 
reducci6n del tamafio de 10s foliolos, proliferacibn excesiva de brotes de yemas 
secundarias y muerte regresiva de las ramas severamente infectadas (figura 11). De estos 
el sintoma mas caractenstico es el tama5o anormalmente pequeiio de la hoja, de donde la 
enfermedad toma el nombre de "hoja pequefia de la Gliricidia". 



Los sintomas son mas evidentes a1 inicio de la estaci6n de crecimiento, per0 la eqresi6n 
completa de la enferrnedad se da hasta 10s meses de octubre y noviembre. Los sintomas 
son enmascarados durante la estaci6n seca por la caida natural de las hojas. La amplia 
variabilidad de la eqresi6n de 10s sintomas hace conksa su caracterizacibn y la 
evaluaci6n de la severidad de la enfermedad. En 10s estudios previos se ha encontrado que 
si bien algunos arboles clasificados como severamente afectados mueren o disminuyen 
grandemente su tamafio debido a la muerte de ramas, otros rebrotan y muestran remisi6n 
de sintomas (Kenyon et a]., 1996). 

2.4 PCR: REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA 

PCR @or sus siglas en inglCs: Polymerase Chain Reaction) es una ttcnica molecular 
usada para amplificar una regi6n especifica de ADN con el objetivo de producir una 
concentraci6n suficientemente alta para ser visualizada en una gel de electroforesis. Esta 
tCcnica es ampliamente usada en campos como la medicina, agricultura, medicina forense, 
biotecnologia, etc. para determinar la presencia de ADN de un determinado organismo en 
una muestra que se sospeche que contenga este ADN. Para utilizar PCR se debe conocer 
la secuencia exacta de bases que se encuentran a ambos extremos de una regi6n de ADN 
del organismo de inter&, Esta secuencia debe ser exclusiva de la especie o de un grupo de 
especies relacionadas dependiendo del grado de especificidad que se necesite en el 
estudio. Por tanto, esta regi6n puede usarse para identificar un organismo y es llamada la 
secuencia meta para PCR. Para realizar el PCR se utilizan fiagmentos de ADN de 
aproximadamente 20 bases de largo, las cuales son exactamente complementarias a la 
serie de bases de 10s extremos de la secuencia meta (Figura 12). Estos fiagmentos son 
llamados iniciadores. 

Fragmento del genoma de un organismo (ejemplo) 

CG(TrCCATTGTAACCGGGATACCGGTTGl1ACGATTACGkPLGGCATTAACCGGTTG 
I S ecuencia meta 

Iniciadores: 

TTGTAACCGGAT 
TCCGTAATTGGC 

Figura 12. Secuencia meta e iniciadores 
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Figura 13. Reaccion en cadena de la polimerasa 

El proceso de PCR presenta varios puntos claves cuya variation afecta significativamente 
el exito en la obtencion de producto. Estos factores determinan si se obtiene o no el 
producto, y en caso de obtenerse, si este corresponde realmente a la secuencia espedfica 
de 10s iniciadores usados o si es un producto no especifico, producto de la amplificacion 
de una sucuencia de ADN no enteramente complementaria a 10s iniciadores. Los factores 
mas importantes a tomarse a consideration son: 

1) La calidad y concentracion del ADN de la muestra (templete). La concentracion 
recomendada de ADN en el templete es de minimo de 50 hasta alrededor de 500 ng 
por pl de ADN total. En caso de existir una concentracion mas baja de ADN, es 
posible que la cantidad de producto no se lo suficiente para ser visualizado. A1 
contrario, una concentracion muy alta provoca que al realizarse la electroforesis no se 
obtenga una banda definida de un tamafio especifico, sino una mancha dispersa que 
dificulta el diagnostico. 

2) La presencia de compuestos inhibidores: Algunos compuestos presentes en la muestra 
son capaces de inhibir la reaccion de PCR, si no son eliminados durante el proceso de 
extraceion. 

3) Concentration de magnesio en la mezcla de PCR El magnesio es indispensable para 
que una reaccion de ampliicacion se lleve a cabo, ya que la enzirna taq polimerasa es 
dependiente del magnesio para activarse. Ademas, el magnesio interada con 10s 
fosfatos libres presentes en la reaccion. Un exceso de magnesio provoca la formacion 
de producto no especifico, muy poco resulta en la falta de formacion de producto. La 



El proceso de PCR se compone de tres pasos esenciales: 

DesnaturalizaciBn: 
el ADN extraido de la muestra analizada es calentado a una temperatura de 
aproximadamente 94" C, lo que provoca que las dos cadenas complementarias se separen. 

Ligamiento: 
La temperatura disminuye a 56" C, con lo que 10s iniciadores, por ser complementaries de 
un fiagmento de la secuencia meta, se men a este fiagmento. 

ExtensiBn: 
Se aumenta la temperatura a 72" C, permitiendo que una enzima llamada ADN 
polimerasa (Taq polymerase 8) acople bases libres, que se encuentran en el medio, a sus 
bases complementarias de las cadenas de la secuencia meta. Es decir, la enzima sintetiza 
nuevo ADN per0 solo de la secuencia meta (figura 14). 

A1 conjunto de estos tres pasos se le llama un ciclo de amplificaci6n. DespuBs de cada 
ciclo, la cantidad de ADN es el doble de la cantidad inicial, es decir, se amplifica de 
manera exponential. Usualmente se requieren de 28-30 ciclos para obtener suficiente 
ADN para ser visualizado por medio de electroforesis (figura 13). A1 ADN amplificado 
se le conoce como producto de PCR . 

Para aumentar la sensibilidad o la especificidad de la prueba se puede realizar una 
reamplificacibn de este producto, utilizando iniciadores de menor tamaiio que 10s 
utilizados en el primer PCR. En este caso, se refiere al primer proceso como PCR direct0 
y a la reamplificacion como PCR anidado (nested PCR). Para visualizar 10s resultados 
del proceso se utiliza la tkcnica de electroforesis horizontal que opera bajo el principio 
de la atracci6n entre dos cargas opuestas de energia. Se coloca la muestra amplificada en 
una gel de agarosa y se le aplica una corriente el&trica. Dado que el ADN posee una 
carga negativa, emigra hacia el polo positivo de la corriente. La velocidad de este 
movimiento depende del tamaiio y la forma de la cadena de ADN. 

Usualmente se refiere a este proceso de migracibn como "comer una muestra". Como el 
largo del producto de PCR es uniforme en tamaiio, forma una bandas de tamaiio 
detenninado que pueden ser visualizadas en el gel luego de tratarla con bromuro de etidio, 
una sustancia que se intercala en las cadenas de ADN y fluorece con luz ultravioleta, 
permitiendo asi visualizar el ADN (Brown, 1998; Ausbel, 1995). El tamaiio de la banda, 
medido en kbp (mil pares de bases), puede ser estimado comparhdola con las bandas de 
un marcador molecular, que puede obtenerse comercialmente, el cual contiene fiagmentos 
de ADN de tamaos conocidos y que se come a1 rnismo tiempo que la muestra. 



concentraci6n usualmente utilizada es de 1.5 mM, per0 esta debe ser adaptada a cada 
situaci6n dentro de un rango de 0.5 a 2 a. 

4) Concentraci6n de dNTP (deoxinucleosidos trifosfatos): Los dNTPYs son las bases de 
las cuales esta compuesto el ADN. Son por lo tanto, un factor limitante para la 
cantidad de producto que se obtenga de una reacci6n de PCR. La concentracih 
estandar es de 200 p M  de cada una de las cuatro bases (adenina, guanina, timina y 
citosina). Esta concentraci6n puede variarse para lograr la optimizaci6n del PCR 

5) Temperatura de ligamiento: La temperatura de ligamiento detennina la especificidad 
del producto obtenido. Una temperatura demasiado baja provoca que 10s iniciadores 
se unan a secuencias de bases no enteramente complementarias a ellos, La 
temperatura esthdar es de 55" C, si se obtienen productos no especificos se eleva uno 
o dos grados hasta obtener el producto adecuado. La temperatura de ligamiento 
depende del iniciador utilizado (Schall, 1997). 

2.3.2 Uso de PCR en el diagn6stico de la enfermedad de la hoja pequefia del 
madreado 

Durante la investigacibn realizada en el period0 1995-97 se utilizaron tres t6cnicas para 
detectar a1 agente causal de la hoja pequefia. Las t6cnicas usadas fueron la microscopia 
fluorescente, inyecci6n con oxitetraciclina y PCR. De estas tknicas, PCR demo st^-6 ser la 
mas confiable ya que la variabilidad de la expresi6n de 10s sintomas y la distribuci6n 
desinformes del pat6geno en 10s tejidos infectados hacian confuse en diagn6stico seguro 
de la enfermedad. Con el m6todo de PCR utilizando iniciadores especificos de 10s genes 
rRNA 16s y 23s de fitoplasmas (disefiados por el Dr. Nigel Harrison en la universidad de 
Florida) fue posible detectar la presencia de ADN del fitoplasma en tejido de hojas y 
brotes de madreado. Tambi6n se realiz6 PCR anidado usando iniciadores PPWB-WX 
para incrementar la sensibilidad de la prueba. Con estos procedimientos se obtuvieron 
resultados positives en arboles con variacibn de sintomas, partes asintomaticas de arboles 
enfermos y de plkntulas de semillas las cuales habian estado expuestas a infecci6n natural. 
pero que aun no presentaban sintomas. Los protocolos utilizados para estos andisis fueron 
desarrollados por el Dr. Nigel Harrison, Universidad de Florida (Kenyon et aZ., 1996). 
Estos protocolos pueden observarse en el anexo 1. 
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3. MATERIALES Y METODOS 

3-1 OPTIMIZACION DE EL METODO PCR 

3.1.1 Pactores criticos del proceso 
No existe un conjunto de condiciones que se apliquen a todas las reacciones de PCR, por 
lo que es necesario optimizar 10s factores criticos del proceso para las diferentes 
condiciones experimentales en que se realice la reacci6n de PCR En este estudio, para 
lograr la optimizaci6n del metodo se realizaron mGltiples reacciones variando diferentes 
factores criticos en cada una sus etapas. Se vari6 solo un factor a la vez. Los protocolos 
base para la reacci6n e s h  incluidos en el Anexo 1. 

3.1.1.1 Fase de extraccibn de ADN. Esta fase es una de las mas importantes dentro del 
proceso ya que de ella depende la cantidad y calidad del ADN que se usara en la reacci6n. 
El metodo de extraccibn consiste basicamente en una serie de pasos de disoluci6n en 
clorofonno y precipitation con alcohol del ADN de la muestra, siendo esta tejido de 
brotes j6venes de la planta que se quiere analizar. Estos pasos de disolucidn y 
precipitaci6n buscan separar el ADN del resto de compuestos contenidos en el tejido 
(clarificaci6n), 10s cuales pueden intervenir en la reacci6n de PCR degradando y bajando 
la cantidad de ADN que se pone en ella o actuando como inhibidores de la misma. Los 
metodos que se probaron en este estudio fieron: 

a) El metodo de extracci6n de ADN del tejido de la muestra. 
b) El tiempo miiximo que puede ser almacenada la muestra antes de la extraction de 

ADN. 

Los m6todos de extracci6n que se probaron heron el metodo con CTAB con doble 
proceso de clarificaci6n y el metodo CTAB modificado por Doyle y Doyle. El metodo de 
doble clarificaci6n fue el recomendado para el trabajo con tejido de madreado; sin 
embargo el m6todo Doyle y Doyle present6 las ventajas de ser m9s sencillo de realizar y 
requerir menos tiempo. Para definir el mejor metodo se recolectaron 6 muestras de tejido 
de madreado de arboles sintomaticos y se extrajeron con ambos metodos. El primer paso 
del proceso (ruptura del tejido para la IiberaciCIn del ADN del nGcleo de las c6lulas) se 
realiz6 macerando las muestras en un mortero utilizando arena y buffer de extracci6n. En 
10s m6todos se recomienda la maceraci6n con nitrbgeno liquido, per0 debido a la 
dificultad de conseguirlo, Cste no fue utilizado. Se prob6 tambi6n macerar las muestras 
dentro de tubos de microcentrihga de 1.5 ml con un pistilo de pliistico, per0 el tejido de 
madreado result6 demasiado lignificado y no se lograba obtener una maceraci6n 
uniforme. La concentration del ADN total obtenido en las extracciones se midi6 a traves 
del fluorometro, instrumento que determina la concentraci6n de ADN presente en una 



del fluorometro, instrumento que determina la concentracidn de ADN presente en una 
muestra a trav6s de la intensidad de la fluorescencia que esta despide cuando de le agrega 
un tinte que se une al ADN. 

Posteriormente se realizb la reaccion de PCR y electroforesis a todas las muestras. Se 
evalu6 visualmente la intensidad de las bandas obtenidas. 

Para definir el tiempo que se puede conservar la muestra antes de ser extraida, y las 
condiciones apropiadas de almacenamiento, se recolecto una muestra de una planta 
infectada de madreado, la cual se dividi6 en 12 submuestras. Se probaron seis tipos de 
manejo, 10s cuales pueden observarse en el Cuadro 5. 

Cuadro 5: Tiempos y condiciones de almacenamiento dados a la muestra desde 
su recoleccibn a extraccibn 

La liofilizacibn de las muestras se realiz6 secando las muestras a temperatura ambiente en 
en fi-asco hermetic0 con silica gel u otro desecante para extraer la mayor cantidad posible 
de humedad. 

Se hiz6 dos repeticiones de cada tratamiento. Las muestras heron extraidas por el metodo 
CTAB de doble clarificacibn. Se realizb la reaccibn PCR y electroforesis. El resultado h e  
evaluado visualmente por la intensidad de las bandas obtenidas- 

Condiciones de almacenamiento 

4" C en bolsas de plkstico 
4" C en bolsas de plastic0 
40 C en bolsas de plastico 
40 C en bolsas de pl6stico 
Liofilizada con HR de 5% 

! 

3.1.1.2 Fase de amplificaci6n. Se variaron factores claves tanto en la composicibn de la 
mezcla en la cud se lleva a cab0 la reaccibn como en las temperaturas requeridas durante 
10s pasos del ciclo de PCR. La base de la cual se parti6 para empezar a realizar cambios 
fue el protocolo Harrison y Kenyon de PCR para madreado. Se utilizaron cinco pares de 
iniciadores, que se describen en el Cuadro 6. Los detalles de 10s iniciadores se encuentra 
en el Anexo 3. Se utilizaron como controles positivos ADN de 10s fitoplasmas del 
amarillamiento letal del cocotero, amarillamiento del aster, y hoj a pequefia del madreado. 
Se evalu6 el uso de la mezcla comercial para reacciones de PCR, ''PCR beads Ready to 
Go", de la casa comercial Pharmacy Biotech. 

Tiempo de 
almacenamiento 

0 
1 
2 
3 
4 
10 

Concentracibn de Mg Clz: La concentraci6n recomendada en el protocolo es de 1.5 mM. 
A partir de esta concentraci6n se realizaron reacciones aumentando o disminuyendo 0.5 
mR/S dentro de un rango de 0.5 a 2 s e e  lo recomendado en la literatura. Con esto se 



esperaba obtener la concentracibn de magnesio con la cual se logma la obtenei6n de un 
product0 especifico para todos 10s iniciadores utilizados. 

concentracion de (INTP's: Se vari6 la concentracion de dNTP's aumentando o 
disminuyendo 50 pM a partir de 10s 800 pM en un rango de 600 a 1200 pM. 

Temperatura de ligamiento: Se realizaron pruebas aumentando un grado la temperatura a 
partir de la recomendada para cada iniciador (Anexo 3). 

Se evalGo si se logr6 amplificaci6n del ADN (presencia de bandas), y en caso &rmativo, 
la especificidad de las bandas (presencia de mas de una banda en tamaiios no 
correspondientes a la secuencia o bandas difisas) y la intensidad de las bandas. Para 
evaluar la consistencia del metodo se recolectaron muestras de 23 plantas de madreado 
con diferentes sintomas. Estas muestras heron extraidas con el metodo CTAB de doble 
clarificaci6n. A cada muestra se le realizaron cuatro pruebas de PCR y se comeron 10s 
productos en un gel a1 1% de agarosa en buffer TBA a 80 voltios por 40 min. Se 
compararon 10s resultados de las cuatro repeticiones de PCR para cada muestra con el fin 
de comprobar la consistencia del metodo. 

Cuadro 6. Iniciadores 

3.1.1.3 Fase de electroforesis. En esta fase se optimizaron tres variables del proceso de 
electroforesis: 

a) Concentraci6n de agarosa: La concentraci6n de agarosa determina el tamafio de 10s 
poros en la estructura del gel. Esto a su vez influye en la capacidad del gel de separar 
10s diferentes tamaiios de las cadenas de ADN. Se vari6 la concentraci6n desde 0.5 a 1 
% de agarosa. La capacidad de separacidn de 10s genes se probd corriendo en ellos 
tres diferentes marcadores moleculares, 10s cuales contienen tamaos de bandas desde 
75 a 12216 kpb. El voltaje utilizado h e  de 60 v. Se evalu6 la resolucion de las 
bandas obtenidas. 



b) Buffer utilizado: El buffer de corrida es una soluci6n de sales en agua destilada que 
sirve de conductor de la coniente elktrica sin aumentar de temperatura. Se probaron 
dos buffers comerciales, el TAE y el TBA, ambos de marca sigma. Se evalud la 
capacidad de mantener la temperatura baja a voltajes de 55 a 120v. Como parametro 
para decidir si existia aumento importante de la temperatura del buffer se observ6 la 
formation de condensaci6n en las paredes del tanque de electroforesis. Tambien se 
evalu6 la definici6n de las bandas obtenidas de ADN amplificado. 

c) Voltaje de corrida: Se probaron voltajes de 55, 60, 80, 100, 120v. Se midi6 el tiempo 
de corrida, el aumento de temperatura y la definici6n de las bandas obtenidas. 

3.2 D E T E m A C I O N  DE POSIBLES VECTORES 

Este estudio estuvo dirigido a determinar 10s insectos que dentro de la fauna insectil del 
madreado mostraran presencia del patbgeno, lo que 10s sefialaria como posibles vectores. 
Esto se logra haciendo pruebas de PCR al ADN extrafdo de 10s insectos para comprobar si 
dentro de su organism0 se encuentra ADN del fitoplasma que es detectado por la prueba. 
Se realizaron dos etapas. En la primera se realizaron pruebas a todos 10s insectos 
recolectados pertenecientes a 10s ordenes Hemiptera y Thysanbptera, por contener 
numerosas especies que se alimentan de la savia de la planta. En la segunda etapa se 
enfocaron las pruebas a 10s insectos que resultaron positivos en la primera y a las familias 
de insectos que la literatura reporta como vectores wmunes de fitoplasmas. 

3.2.1 Recolecci6n de fauna insectil 

Esta fase se llev6 a cab0 desde julio de 1998 a marzo de 1999. El sitio de recolecci6n fhe 
un ensayo de procedencias de madreado ubicado en la secci6n de cerdos, departamento de 
zootecnia de la Escuela Agricola Panamericana; donde se presentaban plantas con 
sintomas severos de la enfermedad. El m6todo de recolecci6n fire encerrar ramas 
completas con una bolsa de plitstico transparente y golpear las ramas para desprender 10s 
insectos. 

3.2.2 Prueba PCR a insectos 

Para la extraccibn del ADN de 10s insectos se utiliz6 el mhtodo CTAB para insectos 
(Harrison. 1998; comunicaci6n personal). El proceso en detalle puede verse en el Anexo 
1. Con este m6todo se obtiene tanto el ADN genomico del insect0 como (en caso de estar 
presente) ADN del fitoplasma. La concentraci6n de ADN de fitoplasma suele ser muy 
baja en 10s insectos, por lo que la cantidad de product0 que se obtiene de un solo ciclo de 
amplificaci6n es por lo regular insuficiente para ser visualizada por un solo ciclo de 
electroforesis. Ademis se sabe que algunos insectos contienen dentro de su tracto 
digestivo otras especies de fitoplasmas diferentes del patdgeno en estudio Parrison, 
1998; comunicaci6n personal). Debido a esto, para incrementar la sensibilidad de la 
prueba y su especificidad, se realizaron dos rondas de PCR para cada muestra. Se realiz6 
PCR direct0 utilizando la pareja de iniciadores PI- P7, universal para ADN de cualquier 
fitoplasma. La pareja de iniciadores PPWB/GLLr - PPWB/GLLf, especifica para el 



fitoplasma de EHPM fUe usada para realizar PCR anidado del producto de la reaccibn 
con el P1- P7, para descartar cualquier amplificaci6n debida a otra especie de fitoplasma e 
incrementar la cantidad de producto obtenido en el PCR directo. Se realizaron tambikn 
pruebas utilizando el iniciador B32f- B32r, el cual es altamente especifico para el 
patbgeno, lo que permite incrementar el numero de ciclos de PCR sin amplificar producto 
inespecifico, lo que resulta en un mayor grado de sensibilidad en la prueba sin necesidad 
de realizar PCR anidado. Por estas caracteristicas es usado especialmente para hacer 
pruebas en insectos. El flujo del proceso de PCR en insectos se detalla en la figura 14. 

Figura 14. Proceso de extraccibn y amplificacibn de PCR en insectos. 
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Se utilizaron 10s mktodos PCR que fberon optimizados en la primera parte del estudio. En 
cada grupo de reacciones se incluyeron un control positivo de ADN de fitoplasma y un 
control negativo de agua para detectar cualquier contaminaci6n o falla de la reacci6n. Se 
corrieron las muestras y un marcador molecular en gel de agarosa a1 1% a 80 voltios por 
40 min. Los insectos que presentaron banda (positivos a1 fitoplasma) fberon identificados 
por el Dr. Ronald Cave, del departamento de Protecci6n Vegetal, Zamorano. 

El estudio se llev6 a cab0 en 10s terrenos de la secci6n de cerdos, Departamento de 
Zootecnia de la Escuela Agricola Panarnericana, en el period0 comprendido entre enero y 
marzo de 1999. 

3.3.1 Disefio del ensayo 

El ensayo consisti6 en parcelas sembradas con semillas procedentes de 10 procedencias. 
Se sembr6 en 1988 en 10s terrenos de la secci6n de cerdos de la Escuela Agricola 
Panamericana para un estudio conjunto con la universidad de Oxford. Est6 ubicado a 800 
msnm, 14O 00' de latitud norte y 87O 02' longitud oeste. La zona presenta una 
temperatura minima de 16.3"C y m6xima de 28°C. Se registra una precipitaci6n promedio 
de 1132 mm/afio con distribuci6n bimodal. El diseiio del ensayo h e  de bloques completos 
al azar, con tres replicas de cada procedencia. Cada parcela consisti6 de en 80 plantas en 
20 m2. 

En este estudio se incluyeron cuatro de las procedencias del ensayo (Cuadro 7). El criterio 
para la eleccion fbe el grado de expresi6n de sintomas e incidencia de la enfermedad, 
segiin el estudio realizado por Jordan en 1997. 

Cuadro 7. Procedencias incluidas en el estudio de sintomas. 

Dentro de cada parcela se seleccionaron tres plantas, cada una con un nivel de severidad 
de la enfermedad: Sana, Moderada, y Severa (Cuadro 8). Se utilizo el sistema de 
evaluaci6n de la enfermedad creado por Boa, 1996 (Anexo 4). En cada caso se anotaron 
10s sintomas mostrados, aspect0 general y otras enfermedades presentes. 

Procedencia 

Vaho hondo 
Guayabillas 
Rothaluleo 
San Mate0 

Pais 

Guatemala 
Honduras 
Guatemala 
M&x.ico 

Incidencia de la enfermedad y 
expresibn de sintomas 

Baja 
Baja 
Alta 
Alta 



29 

Cuadro 8. Niveles de severidad de la EHPG. 

De cada planta seleccionada se tom6 una muestra de hojas, tomando el brote mSs joven de 
todas las ramas. Se realiz6 la extracci6n de ADN por el mktodo Harrison. La 
concentracibn de ADN en las muestras se midi6 con un fluorometro. 

Calificaci6n 

0 
2 
3 

Una vez deterrninada la concentraci6n de cada muestra, se llevo a todas a una base 
uniforme a travQ de diluciones en agua destilada. La concentraci6n final de las muestras 
fbe de 150 ng por ml. Se realizaron cuatro reacciones de PCR directo a cada muestra 
utilizando 10s iniciadores P1 y P7. Se realiz6 la electroforesis de 10s productos en geles 
de agarosa al 1% a 80 voltios por 40 min. Posteriormente se realiz6 PCR anidado a todas 
las muestras que presentaron resultados negativos en el PCR directo. Se utiliz6 una 
dilucion de 1 en 40 del product0 del PCR directo en agua destilada como templete para la 
reacci6n de PCR anidado para evitar una sobresaturaci6n de ADN en la mezcla de PCR, 
ya que esto impide que se realice la reacci6n. El iniciador usado f ie  el PPWBIGLL f y r. 

3.3.2 Variables medidas 

Severidad 

Saludable 
Moderado 

S ever0 

Se midi6 la intensidad de la banda obtenida en el gel, como indicativo de la 
concentracibn de ADN del fitoplasma en la muestra. Las bandas fieron clasificadas 
como: 

Proporcihn de hrbol 
afectada 

0 
25 - 50% 

Miis del50% 

a) Ausente: No es posible distinguir la banda 
b) Dkbil: Se distingue levemente una banda 
c) Moderada: Se distingue de manera clara una banda, per0 no resalta 

fbertemente del fondo 
d) Fuerte : Se distingue la banda de manera clara y destaca fbertemente del 

fondo. 
Con este sistema no se pretende obtener una medici6n exacta de la concentraci6n de ADN 
en el templete. S61o se intenta buscar una escala sobre la cual comparar las muestras. Este 
sistema tiene las limitantes de que sobre una determinada concentraci6n ya no se logra 
distinguir entre las intensidades de las bandas, ya que todas dan uniformemente fiertes; 
ademas que en caso de presentarse compuestos inhibidores en la extracci6n se obtienen 
bandas ausentes o d6biles que no corresponden a una baja concentraci6n de ADN. 

Se puede ver un ejemplo de clasificacibn la intensidad de bandas en la figura 15. 



Figura 15. Sistema de evaluacion de la intensidad de la banda 
A= Banda fberte B= Banda moderada C= Banda debil 

Se realizaron d i s i s  de tablas de contingencia ( ~ * ) ~ a r a  probar la hipbtesis nulas de que 
no existian diferencias significativas entre las concentraciones del ADN del fitoplasma 
entre 10s diferentes niveles de severidad de 10s sintomas y entre las procedencias de las 
plantas. 

3.3 ESTUDIO DE TRANSMISION POR ESTACAS 

Este estudio se real* en el period0 comprendido entre diciembre de 1998 y marzo de 
1999 en terrenos de ubicados en el Departamento de Protecci6n Vegetal (Zarnorano, 
Honduras). 

3.4.1 Diseiis del ensayo 

El ensayo consisti6 en la siembra de manera alterna de estacas provenientes una planta 
enferma y una planta asintomatica (Cuadro 9). De cada planta se obtuvieron 15 estacas de 
dihetro entre 5 a 10 cm en su extremo mits angosto y de aproximadamente 1 m de largo. 
Se sembro las estacas a 60 cm de distancia en surcos previamente preparados con azadon 
para lograr t i m  suelta apropiada para el enraizamiento. La siembra se realizo el dia 10 
de diciembre de 1998, Inicialmente se aplici, riego en horas de la masiana, per0 se 
presentaron problemas de hongos en 10s cortes, por lo que se suspendio el riego 
reiniciandolo hasta que se presentaron 10s primeros rebrotes en las estacas. 

Cuadro 9. Arboles usados en el estudio de transmision por estacas. 



Los geles de electroforesis mostrando 10s resultados para 10s &boles utilizados en el 
estudio se muestran en las figuras 16 y 17. 

Figura 16. Muestra 7= Arbol con sintomas 
severos. Trial Flomcia, EAP. PCR directo, P1 
YW 

Figura 17. A- Muestra 1: h%ol ashtomitic0 
(pantanal 22) PCR clirecto P1 yP7 
B- Muestra 1: h%ol asintodtico (Pantanal 
22) PCR ani&cb PPIGLI f y PPIGLI r 

El 1 de marzo de 1999 se realizo la toma de datos y recoleccion de muestras de hojas 
jbvenes de las estacas. Se realizo la extraccion con en mktodo CTAB de doble 
clarification y la reaccion de PCR directo con el m&odo optimizado en la primera parte 
del estudio, utilizando el iniciador P1 y P7. En la reaccion se incluyeron controles 
positivos y negativos (ADN del fitoplasma del amarillamiento del cocotero y agua 
destilada respectivamente). La electroforesis se corrio en una gel al 1% de agarosa a 80 v 
por 40 min. Posteriormente se realizo PCR anidado a las muestras que resultaron 
negativas en la primera prueba. Para esto se realizo una dilucion del product0 de la 
reaccion inicial de 1: 40. Se utiliz6 esta diiucion como templete en la reaccion anidada. 
El iniciador usado en esta &e el PPWB/GLL. El control positivo usado en esta segunda 
reaccion fbe el ADN extraido de una planta de madreado positiva en pruebas anteriores. 
La electroforesis se realizo de igual manera que la anterior. 

3.4.2 Variables medidas 

a) Porcentaje de enraizamiento de las estacas de planta asintomtitica vs. planta 
severa 



b) Presencia del fitoplasma en 10s brotes de las estacas. 

Se realizd un antilisis de tabla de contingencia de x2 para probar la hipdtesis nula de que 
el porcentaje de enraizamiento es igual para las estacas provenientes de plantas severas y 
asintomtiticas. 

3.4 ESTUDIO DE TRANSMISION POR SEMILLAS 

3.4.1 Diseiio deI ensayo 

El estudio se realizb del 4 de enero al 25 de febrero de 1999. Se sembraron semillas 
recolectadas de cuatro &boles, tres infectados con el patbgeno y uno sano. El diagnbstico 
visual de 10s arboles fbe confirmado mediante prueba PCR. Los tres &boles enfermos 
heron clasificados como moderados se&n el sistema de clasificacibn de la enfermedad 
de Boa, 1996. 

La recoleccibn de las semillas se 11evb a cab0 a finales de abril de 1998. Hasta enero de 
1999, se almacenaron a 4" C con humedad relativa de 20%. La siembra se realizb en 
maceteros de 3" de digmetro con medio pasteurizado. Se sembraron 10 maceteros con 
las semillas de cada hbol, con dos semillas por macetero. Para evitar la transmisibn por 
vectores de la EHPG, se colocaron 10s maceteros en jaulas de malla fina para prevenir la 
entrada de cualquier insecto. 

A 10s 42 dias despuks de emergencia las plbtulas habian desarrollado suficiente follaje 
para realizar la toma de muestras. Se extrajo el ADN por el mbtodo Harrison. Se realizb 
una reaccibn de PCR direct0 con 10s iniciadores P1 y P7, y PCR anidado con 
PPWB/GLL, cada juego de reacciones con sus respectivos controles positives y 
negativos. Se visualizaron 10s resultados en una gel de agarosa a1 1%, a 80 v por 40 rnin. 

3.4.2 Variables medidas 

La variable medida h e  la presencia o ausencia del fitoplasma en las muestras tomadas de 
las plhntulas. Por la naturaleza no parambtrica de la variable, no fbe posible realizar un 
antilisis de ANDEVA, por lo que se realizb como m a  prueba de tabla de contingencia (X2) 



4. RESULTADOS Y DISCUSION 

4,l OPTlMTZACION DEL METODO PCR 

4.1.1 Fase de extracci6n 

4.1-1.1 Determinaci6n del mktodo de extracci6n mas adecuado. Se observ6 una 
diferencia en la concentraci6n del ADN en las extracciones realizadas por 10s mktodos 
Harrison y Doyle y Doyle (Cuadro 10). 

Cuadro 10. Concentraci6n de ADN por 10s dos mktodos de extracci6n 

La media de la concentraci6n de ADN obtenida en la extracci6n con el mktodo Harrison 
fue cerca del doble que la obtenida por el mktodo Doyle y Doyle. Tambikn se observ6 
diferencias en la intensidad de las bandas en cuatro de las seis muestras extraidas por 
ambos mktodos (Cuadro 11). El metodo de extracci6n que present6 mayor intensidad de 
banda en esas cuatro muestras fue el Harrison. 

Niimero de muestra 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

Media 

Cuadro 11. Comparaci6n de la intensidad de bandas, m6todos Harrison y Doyle y Doyle. 

Concentraci6n de ADN ng/pl 
Harrison 

1829 
3059 
1823 
273 9 
3592 
2105 

2524.50 

Nhmero de muestra 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

Doyle y Doyle 
320 
171 
1203 
1886 
1335 
1715 

1 105.00 

Intensidad de la banda 
Harrison 

Fuerte 
Fuerte 
Fuerte 
Fuerte 
Fuerte 
Fuerte 

Doyle y Doyle 
Dkbil 
Dkbil 
Moderada 
Fuerte 
Moderada 
Fuerte 



Los resultados de la prueba concuerdan con lo que se esperaria por el proceso de 
extracci6n empleado. El m6todo Harrison remueve mas compuestos ajenos a1 ADN de la 
muestra, como polisachridos, proteinas y celulosa, por 10 que resulta en una mayor 
concentracibn de ADN en la extracci6n final. Lo mismo se puede decir sobre la intensidad 
de las bandas, ya que a1 tener mayor concentraci6n, se coloca una mayor cantidad de 
ADN por unidad volum6trica de la extracci6n que se le agregue a la mezcla de PCR, por 
lo tanto en una muestra con baja concentraci6n de ADN del fitoplasma se aumenta la 
capacidad de detecci6n de la pmeba. 

4.1.1.2 Determinaci6n del tiempo mriximo de almacenamiento de la muestra previo a 
la extracci6n . Se encontr6 diferencias de las intensidades de banda presentadas por las 
muestras con 10s diferentes tipos de almacenamientos (Cuadro 12). 

Cuadro 12. Resultados de 10s tipos de manejo 

Condiciones de almacenamiento Intensidad de banda 

Muestra 1 
Fuerte 

Muestra 2 
Fuerte 

4" C en bolsas de plktico 
4" C en bolsas de v1ixstico 

Liofilizadas con HR de 5% 1 Ausente I Ausente 

4 " C en bolsas de plastic0 
4"  C en bolsas de ~lhstico 

Despu6s del segundo dia de almacenarniento se observ6 una reducci6n en la intensidad de 
la banda obtenida. Se sabe que en las c6lulas existen enzimas y otros compuestos 
quimicos capaces de degradar el ADN. Estas sustancias son liberadas cuando la c6lula 
muere al destruirse las estmcturas celulares que 10s contienen (lisosomas). Es de esperar 
que a mayor tiempo transcurra entre la recoleccibn de la muestra y su extraccibn, existirk 
una mayor cantidad de c6lulas m u e ~ s  dentro del tejido, por lo que la cantidad de ADN 
que se obtiene va a ser menor y con mayor degradaci6n. Se sabe que es posible extraer 
ADN de muestras liofilizadas, siendo esta la manera en que usualmente se conservan las 
muestras que deben ser enviadas distancias largas para su extracci6n. Sin embargo, en 
este ensayo no se obtuvieron resultados positivos con ninguna de las dos muestras 
liofilizadas. Probablemente este resultado se deba a que el proceso para desecar las 
muestras fbe demasiado largo y permiti6 la degradaci6n del ADN. 

Fuerte 
Fuerte 

4.1.2 Fase de ampIificaci6n 

Fuerte 
Fuerte 

Moderada 
D6bil 

a) Nezcla para reacciones de PCR La mezcla final que se obtuvo a travks de mfiltiples 
pruebas de PCR es la siguiente: 

Moderada 
D6bil 
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Cuadro 13. Mezcla para una reacci6n de PCR de 25 pl. 

No se encontr6 diferencia en 10s resultados de las repeticiones del PCR a una misma 
prueba, por lo que se considera que el mktodo es consistente. 

Reactivos 
Agua didestilada 
1 Ox PCR buffer 
MgCb (25 rr;M) 
dNTPrs (25 mhl) 
Iniciador 1 (50 ng/pl) 
Tniciador 2 (50 ngfpl) 
Enzima taq. ADN polirnerasa 
Muestra de ADN de 150 a 
1000 ng/p1 

Las reacciones realizadas con la mezcla comercial PCR beads Ready to Go demostraron 
tener capacidad de detecci6n del ADN de fitoplasmas. En todos 10s casos, se observ6 
amplificaci6n del control positivo y las muestras de plantas infectadas con el pat6geno. 

b) Temperaturas de ligamiento. Las temperaturas optimizadas de ligamiento para 10s 
diferentes iniciadores heron: 

Concentracibn final 

1 
1.5 mM 
1 rnM 

2 ng/p1 
2 ng/pl 
1 unidad 

3 a 200 ng/pl 

Cuadro 14. Temperaturas de ligamiento 

Cantidad en microlitros (pl) 
18.35 
2.5 
1.5 
1 

0.5 
0.5 
0.15 
0.5 

Total 25 pl 

Con el aumento en un grado de todas las temperaturas de ligamiento se log6 obtener en 
todas las pruebas realizadas bandas definidas, no se presentaron bandas no especificas o 
difisas. 

Par de iniciadores 

Pl  yP7  
PPWB/GLL f y PPWB/GLL r 
R16M 1 y2 
B32 f y r 

Temperatura 
PCR 

direct0 
56 "C 
56 "C 
56 "C 
56 "C 

Tiempo 

8 0 
80 
80 
5 0 

PCR anidado 

57 "C 
57 "C 

Tiempo 
- 
- 

8 0 
80 



4.1.3 Fase de electroforesis 

4.1-3.1 Concentmci6n de agarosa. La concentracibn de agarosa que present6 una mejor 
separaci6n de todas las bandas de 10s marcadores moleculares h e  de 1% (Figura 18). 

Figura 18. Gel de agarosa a 1% de 
concentraci6a 
Se observa una alta resoluci6n de las 
bandas del marcador molecular. 

4.1-3.2 Elecci6n del buffer de corrida. No se observ6 diferencia en el uso de cualquiera 
de 10s buffers TAE o TBE ni en definici6n de bandas ni en capacidad de conservar la 
temperatura estable. 

4.1.3.3 Voltaje de corrida. Se observ6 diferencia en el tiempo en que se realizaba la 
electroforesis, per0 no en el aumento de temperatura en el rango de voltaje de 55 a 120 
voltios (Cuadro 15). 

Cuadro 15. Tiempo de corrida para diferentes voltajes. 

Probablemente no se dio un aumento significative de la temperatura del buffer debido a 
que todos 10s voltajes probados se hallaran dentro del rango de la capacidad de 10s buffers 
de mantener la temperatura constante. Otra posibilidad es que debido a que el tiempo de 
corrida disminuia, el aumento de temperatura no lleg6 a alcanzar un grado tal que fbera 
notable. Si se hubiera dado un aumento notable en la temperatura del buffer a1 aumentarse 
el voltaje, el resultado seria que el gel se derretxa, perdiendose las muestras. Ya que esta 

Voltaje 
5 5 
60 
80 
100 
120 

Tiempo en minutos 
90 
60 
40 
3 0 
25 



situation no se present6 con 10s voltajes probados, se permite flexibilidad respecto al 
voltaje que se use para correr 10s geles de agarosa. Como la Gnica variaci6n que se dio 
entre 10s diferentes voltajes (en un rango de 55 a 120 v) es el tiempo en que se corre el 
gel, el investigador puede elegir el voltaje mas adecuado a sus actividades. 

4.2 DETERMINACI~N DE POSIBLES VECTORES 

En la primera etapa, se descartaron como posibles vectores a insectos de las familias 
Pentatomidae y Membracidae, ya que resultaron negativos a1 PCR directo y no se 
encontr6 referencia de insectos de estas familias como vectores de fitoplasmas. En la 
segunda etapa se realizaron pruebas solamente a insectos de las familias Cicadellidae, 
Thripidae, Aleyrodidae y Mirydae, por resultar positivos en la primera etapa, Los 
resultados de las pruebas PCR a insectos se encuentran en el Cuadro 16. 

El PCR directo se realizo utilizando la pareja de iniciadores P1 y P7. El PCR anidado se 
realiz6 con 10s iniciadores PPBWIGLL f y r. Las pruebas con el iniciador B32 f y r. 
dieron resultados negativos en la mayoria de 10s casos. Esto puede deberse a que se 
trabaj6 Wcamente con 30 ciclos de amplificacidn, con lo que niveles bajos de ADN 
podrian haber pasado inadvertidos. Debido a que el B32 no tiene un iniciador interno con 
el cual realizar PCR anidado, no fbe posible comprobar si se 1og1-6 amplificaci6n con este 
iniciador en las reacciones en las que no se observ6 banda. Los resultados de la 
electroforesis de todas las muestras se encuentran en el Anexo 5. 

Se consideran especies con mayores probabilidades de ser vectores las especies del genero 
Empoasca, ya que pertenece a la familia Cicadellidae, en la cual se encuentran varias 
especies reportadas como vectores de otros fitoplasmas. Tambikn se considera el 
Hydatothrips gliricidiae, por la constancia con que present6 resultados positivos en las 
pruebas. Las otras especies presentaron positivos de manera esporadica. 

Estos positivos se pueden deber al ADN del fitoplasma contenido en el est6mago del 
insecto despues de alimentarse, mhs que a1 hecho de que el fitoplasma se estuviera 
reproduciendo sistemicamente en el interior del insecto. Al contrario, 10s negativos 
observados pueden deberse tanto a que el insecto no habia estado expuesto a1 fitoplasma, 
o que este aun no hubiera pasado por suficiente tiempo de incubacibn. 
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Cuadro 16. Resultado de las pruebas de PCR a la fauna insectil del madreado 

4.3 CARACTERIZACION DE SINTOMAS DE LA ENFERMEDAD. 

Inseeto 

Al- sp.(Hcnnop&a: 
CitxleBdae) 
Apkisspp. 
Empasca hhclstosa 
_w-a-: c-) 
khpasca sp.(Homoptera: 
Cicadellidae) 
Hj&tothnps g&rfd&ae 
(Hamoptera: Thripidae) 
Lopidea murray 
(Heteroptera: Mj.dae) 
-dos 
Mosca blanca (especie no 
idmtificada) 
OZZizrimttls s p . ( H o m ~ :  
Ckaddlidae) 

F%mtatomido 

Se encontro una diferencia significativa de la concentraci6n del ADN del fitoplasma 
(medida en intensidad de banda) para 10s diferentes niveles de la enfermedad (X2= 17.38; 
gl= 6; ~€0.03). 

Distribncibn de intensidades de bandas para cada 
nivel de la enfemedad 

30 

25 

20 
t 
P 

4 15 

j 10 
Z 

5 

0 
SIlnas Modaadas Severas 

N i i e s  de Is enfermedad 

#de 
pmebas 

2 

1 
6 

3 

5 

7 

10 
1 

2 

1 

Figura 19. Distribution de intensidades de banda para cada nivel de la enfermedad 

Pruebaspositivas 
pamPCRdirecto 

0 

0 
0 

0 

4 

1 

0 
0 

1 

0 

#de 
pruebas 

1 

3 

2 

2 

1 

7 
1 

1 

1 

Pmebas 
positivas 

Para - 
anidado 

1 

1 

0 

2 

1 

0 
1 

0 

0 



Se puede observar en la Figura 19, que para 10s niveles sanas y severas existe una 
predominancia de las intensidades de bandas ausente y fberte, respectivamente. Esto 
concuerda con la hip6tesis de que existe una relaci6n entre la concentraci6n del pat6geno 
y la clasificaci6n de 10s sintomas observados. Sin embargo, en el nivel de severidad 
moderada, las intensidades de bandas se distribuyen entre todas las intensidades, con una 
ligera predominancia de bandas fuertes. 

Esto se puede deber a la limitante de la prueba de distinguir las diferencias entre las 
muestras cuando estas sobrepasan una detenninada concentracidn de ADN, ya que a paicir 
de &a, todas las bandas son uniformemente fbertes. De igual manera, la aparici6n de 
bandas moderadas y ausentes en las plantas clasificadas como severas se puede deber a la 
presencia de compuestos inhibidores en las muestras, 10s cuales pueden causar resultados 
confuses. Por esto se puede decir que la prueba solo va a detectar diferencias entre 
muestras que presenten gran diferencia en el nivel de severidad de la enfermedad. 

Esto nos da cierto grado de confianza de que a una mayor severidad en la expresi6n de 
sintomas se encuentra una mayor concentracibn del patbgeno en 10s tejidos. Con esto se 
confirma que 10s sintomas utilizados para medir la severidad de la enfermedad 
corresponden a 10s causados por el fitoplasma. 

En la distribuci6n de fkecuencias (Figura 20) se puede observar que el sintoma mas 
fiecuente en las muestras positivas a1 fitoplasma f ie  la hoja pequefia. Este sintoma se 
present0 usualmente junto con distorsi6n severa de las hojas. El sintoma de proliferaci6n 
de brotes fbe acompaiiado en 10s crecimientos j6venes con brotes debiles, 10s cuales se 
desprendian facilmente dejando el raquis de la hoja con la apariencia de cola de serpiente. 
En las ramas con proliferaci6n de brotes de follaje maduro, este presentaba hoja pequeiias, 
clor6ticas y distorsionadas. Debido al sistema de manejo de corta peri6dica no se observ6 
con fiecuencia el sintoma de la muerte regresiva, por lo cud solo se pudo tomar muestras 
de una planta la cual result6 positiva. El sintoma amarillamiento (clorosis) usualmente se 
di6 en las mismas plantas que exhibian otros sintomas. Sin embargo, la iinica planta que 
solo present6 este sintoma result6 negativa para el fitoplasma. Ya que una clorosis o 
amarillamiento en una planta puede ser causado por miiltiples factores tanto abibticos 
(deficiencias de nutrientes, fitotoxicidad) como bi6ticos (infecciones virales), este sintoma 
solo no es de confiable para la caracterizaci6n de la enfermedad. 



Frecuencia de Sntomas 

Pb Am Bd Cs 

Sntomas 

1 PCR directo I1 

* PQdida de follaje Hp= Hoja pequefia W Distorsi6n fuerte Dl= Distorsi6n ligera Pb= Proliferaci6n de brotes 
Am= Amarillamiento Bd= Brotes &biles Cs= Cola de serpiente 

Figura 21. Frecuencia de aparicion de diferentes sintomas en 10s irboles positivos para 
ADN del fitoplasma. 

Sintomas como distorsion ligera de hojas y pQdida de follaje no fberon positivas para el 
PCR directo, per0 si a1 PCR anidado. Esto parece ser debido a que el patogeno se 
encontraba en concentraciones bajas. No hay datos suficientes en el estudio para llegar a 
una conclusion definitiva, per0 podria especularse que estos sintomas Sean caracteristicos 
de el inicio de la infection en plantas maduras. Se observaron en el mismo lote sintomas 
de otro patogenos en las hojas. El hongo Oidium sp se encontraba fiecuentemente en las 
ramas con proliferation de brotes, probablemente debido a que la densidad de follaje 
creaba un ambiente de humedad propicio para el patogeno. Se presentaba como una 
I h i n a  polvorienta blanca sobre hojas distorsionadas. Se presentb tambien una mancha 
chocolate en las hojas maduras y tallos jovenes. Por sus caracteristicas se le identifico 
como el hongo CoZZetotrichum sp., pero no fbe posible realizar una identificacion segura 
ya que el estado de las muestras no lo permiti6. Estas enfermedades fbngosas se 
presentaron a partir de octubre de 1998, despues del period0 hiimedo causado por el 
hwa& Mitch. 

Se observo que las plantas manejadas con el sistema de podas periodicas presentaban 
mayor severidad de sintomas y mayor cantidad de plantas muertas. Esto se puede deber a 
que la perturbacibn provocada por la remocion de ramas debilite a1 sistema de defensa de 



la planta, o a que a1 realizarse la poda se disminuye el tamaiio de la corona por 10 que 
mayor porcentaje de esta se encuentra expuesta a 10s vectores. 

No se encontro diferencia significativa entre las concentraciones de ADN del patbgeno 
entre las cuatro procedencias (x2= 7.76; gl=9; p<0.80). Esto se debe probablemente al 
hecho de que las plantas de donde se obtuvieron las muestras heron seleccionadas para 
mostrar todos 10s niveles de la enfennedad. 

Sin embargo en el ensayo se pudo observar que en las procedencias Vaho Hondo y 
Guayabillas un menor numero de plantas clasificadas como moderada y severa, e incluso 
en la procedencia Guayabillas no se encontr6 ninguna planta con la clasificaci6n de 
severa. Esto concuerda con el estudio de Jordan (1997), confirmando que las plantas de 
las procedencias Vaho Hondo y Guayabillas presentan al&n tipo de tolerancia a la 
multiplicaci6n del pat6geno dentro de 10s tejidos de la planta. 

En las pruebas de PCR anidado se encontr6 que todas las plantas asintomaticas en todas 
las procedencias resultaron positivas, Esto sugiere que el patogeno esta presente en 10s 
tejidos de estas plantas pero en concentraciones muy bajas. Los mecanismos de 
resistencia a fitoplasmas sugeridos por la literatura no parecen ser 10s que se encuentran 
en el caso de la EHPG. Durante la recoleccion de las muestras se pudo observar que las 
plantas asintomaticas presentaban un follaje uniforme sin que se notara diferencias en 
vigor, coloracibn o tamafio de la hoja. Esto no concuerda con las hip6tesis de resistencia 
por 10s siguientes motivos: a) klenducidad a f m a  que la planta no resultaba infectada por 
el pat6geno por no ser preferida por el vector. Esto no es lo que se observo en este 
estudio, ya que las plantas si presentaban infection. b) deposicion de tejido calloso en 10s 
poros del floema: Esta hipotesis afirma que la resistencia se debe a la dificultad de 
traslocaci6n del pat6geno dentro de la planta, quedando confinado cerca del punto de 
inoculaci6n. El tejido infectado muere por la obstrucci6n del floema. En las plantas no se 
observaron partes que presentaran caracteristicas de la enfermedad o marchitez por lo que 
no parece estar actuando este mecanismo. 

4.4 TRANSMISION POR ESTACAS 

De las 15 estacas provenientes de una planta asintomaticas se obtuvieron 7 estacas 
enraizadas. De las 15 estacas provenientes de una planta con sintomas severos, solo 
enraizo una estaca. 

Se observb diferencia significativa en el porcentaje de germinacibn entre las estacas 
provenientes de plantas asintomiitticas y con sintomas severos (x2= 6.37; gl= 1; p< 0.03). 
A1 realizarse la prueba de PCR la estaca enraizada de planta con sintomas severos result6 
positiva, en cambio las 7 estacas enraizadas de plantas asintomhticas dieron negativos. 
Sin embargo, al realizarse PCR anidado a estas estacas se obtuvieron resultados positives 
en seis de ellas por 10 que se puede deck que en estas estacas la concentracibn del 
fitoplasma era baja comparada con la estaca de planta severamente sintomatica. 



En ambos casos se observa un porcentaje inferior a la reportada por la literatura. Es 
posible que la epoca de siembra halla influido en el enraizamiento, ya que se realiz6 en el 
mes de diciembre, cuando las temperaturas a m  eran bajas (Gladstone S. 1998, 
comunicaci6n personal)2. Tambibn puede que la presencia del fitoplasma aim en las 
estacas, a m  cuando la planta madre no presenta sintomas influya en la reducci6n del 
porcentaje de enraizamiento. Las estacas de plantas enfermas mostraron un nivel de 
enraizamiento muy bajo significativamente inferior a las de plantas asintomiiticas. ~ s t o  
sugiere que 10s conductos del floema de estas estacas pudieran estar fisicamente 
obstruidos por las cklulas de 10s fitoplasmas, por lo que se podria haber dificultado el 
transporte de fitohomonas y nutrientes necesarios para el proceso de enraizamiento. 

Durante la recolecci6n de semillas se observ6 que las plantas severamente enfermas no 
producian semillas ya que no presentaban floraci6n. Con la prueba de PCR anidado se 
presentaron tres casos positivos entre las plantulas de semillas de arboles moderadamente 
enfermos (Figuras 21 y 22). En ninguna de las plantulas de semillas de kbol sano (control 
negativo) se detect6 ADN de fitoplasma, por lo que se descarta una contaminaci6n por 
vectores en las jaulas. No hub0 diferencia significativa entre las plantulas de semillas 
sanas y enfermas (x2= 3-96; gl= 3; p< 0.77), esto se debe al bajo numero de positivos en 
la poblaci6n de plhtulas. Sin embargo, el significado biol6gico de estos resultados 
positivos es muy importante, ya que aunque la cantidad de semillas que transmitan 
efectivamente la enfermedad sea bajo, el solo hecho de tener plantas infectadas dentro de 
una poblaci6n de plantas susceptibles representa una fbente de inoculo que puede ser 
luego transmitido a traves de vectores. 

En la literatura no se ha encontrado ningirn caso de transmisi6n de fitoplasmas por 
semillas. Se ha encontrado la presencia de ADN de fitoplasma en el embri6n de cocos 
afectados por el amarillamiento letal del cocotero, per0 las semillas de plantas enfermas 
no germinan (Harrison N. 1998, comunicaci6n personal). En un estudio realizado con 
semillas de madreado recolectadas de plantas con sintomas de la enfermedad, se observ6 
que las pliintulas obtenidas morian poco despues de la germinaci6n. ( Kenyon et aZ, 1996). 
Estos estudios se han visto limitados por la dificultad de obtener cantidades suficientes de 
semilla, por lo que no cierran la posibilidad de que exista un porcentaje de transmisibn no 
reportado. 

Dra. Sally Gladstone, Departamento de Recursos Naturales, Zamorano. 



Figura 2 1. Gel de plhtulas provenientes de 
semillas de hboles enfermos. A= control 
positivo B= p l M a  posiblemente infectada 

Figura 22. Gel de plhbdas provenientes de 
semillas de &boles enfermos. A= control 
positivo B= plhtub posiilemente inf" 
C= plhtda posiiemente infktada 

Debido al proceso de desarrollo de la semilla se cree que existe una barrera fisiologica 
para el paso del patogeno, ya que la semilla se desarrolla a partir de tejido meristedtico, 
sin una conexion directa con 10s conductos vasculares. Los conductos del floema, en 
donde se localiza el patogeno, tienen conexion unicamente hasta la nucela, no al embrion. 
Sin embargo, 10s reportes de presencia de ADN del patogeno en el embrion demuestran 
que esta bmera no siempre evita el paso del fitoplasma a la semilla, pero si pudiese 
explicar porque existe un porcentaje tan bajo de plantulas infectadas. La seguridad en 10s 
resultados de las pruebas se comprobo por la falta de contarninacion del control negativo 
y por la distribucibn de 10s positivos en la reaccion, ya que las pruebas positivas se 
encontraban alternas con otras negativas. El resultado esperado en una contaminacion es 
la es la aparicion de positivos de manera continua. La concentracion del ADN del 
patogeno en las plhtulas era baja, por lo que solo se logro detectaf. a traves de PCR 
anidado. A 10s dos meses despues de germination las plhtulas infectadas no presentaron 
diferencias fenotipicas con las sanas. Esto se puede deber a la baja concentracion del 
patogeno. En estudios realizados en arnarillamiento letal del cocotero, se ha detectado 
infection por el fitoplasma en plantas jovenes, per0 estas no manifiestan sintomas hasta 
alcanzar la madurez (Brown J. 1999, comunicacion Es probable que en el 
madreado el desan:oIlo de la expresion de 10s sintomas ocurra de manera parecida. En tal 
caso, las plimtulas infectadas desmollarim 10s sintomas de la enfermedad cuando 
alcancen un mayor grado de madurez. 

Dra. Judith Brown, Universidad de Arizona. 



5. CONCLUSIONES 

El metodo optimizado de diagnbstico molecular por la tecnica de PCR resulta un mktodo 
seapro y altamente sensible para detectar el fitoplasma de la EHPG. Con las 
especificaciones resultantes de este estudio es posible obtener resultados de manera rapida 
y confiable para detectar si una muestra esta o no infectada con el fitoplasma Las bandas 
obtenidas por electroforesis resultan claras y definidas, lo que facilita su interpretacidn. 

Las muestras deben ser extraidas el mismo dia de la recoleccion o almacenadas como 
maxim0 dos dias a 4 "C de temperatura. El mejor metodo de extraccidn es el CTAB con 
doble clarificacidn. La concentracibn de 10s dNTP's (nuclebtidos) en la mezcla de PCR 
debe ser de 1 mM. Las temperaturas de ligamiento son de 56" y 57 "C para PCR direct0 y 
anidado respectivamente. La mejor concentracibn para la gel de electroforesis es de 1 % 
de agarosa. Los buffers de corrida TAE y TBE no muestran diferencias en su uso, por lo 
que ambos pueden usarse indistintamente bajo las condiciones de este estudio. El gel 
puede se comdo en un rango de 55 a 120 voltios, afectando esto el tiempo de wrrida, 
per0 no el calentamiento del buffer ni la definicibn del gel. 

El uso del product0 comercial 'TCR beads Ready to Go" facilita la realizacibn del 
diagnostico, ya que reduce el tiempo de preparacihn de la prueba y las oportunidades de 
fallas en el proceso. Ademas no requiere condiciones de almacenamiento a bajas 
temperaturas por lo que son mas seguros y faciles de conservar. 

Existe una relacidn directa entre la concentracibn del ADN del fitoplasma y la severidad 
de 10s sintomas en la planta. Los sintomas tipicos en las plantas con follaje maduro son: 
hoja pequefia y hoja distorsionada en ramilletes, a menudo acompaiiados de 
amarillamiento. En las plantas con follaje en desarrollo (rebrotes) 10s sintomas tipicos 
son: proliferacibn de brotes y brotes dkbiles, 10s cuales a1 caer dejan 10s raquis de las 
hojas con el aspect0 de "cola de serpienteyy. El sintoma de amarillamiento o clorosis, 
cuando se encuentra como h i c o  sintoma en la planta no resulta codable para la 
identificaci6n de la enfermedad. 

La ausencia de sintomas no es una prueba confiable para considerar a una planta libre del 
patbgeno. Se puede detectar ADN del fitoplasma en plantas asintomaticas a una 
concentracidn baja. 

Las procedencias Vaho hondo y Guayabillas mostraron en observaciones generales mayor 
desarrollo de follaje y altura de la planta. Ademas en 10s lotes de estas procedencias se 
observaron menor numero de &boles muertos. 



Los posibles vectores de la hoja pequefia son 10s insectos Emponscn hnstosa, Lopidea 
murray] Alconezrra qx, OZZmianus sp., e Hydatothrips gglicidiae. Se consideran como 
principales candidatos Empoasca h to sa ,  Alconezrra spp, y OZZariiamrs sp. por pertenecer 
a la familia Cicadellidae, la cual cuenta ya con varios vectores comprobados de 
fitoplasmas. Ademas Hydutothrips gZiricidiae7 por resultar positivo en la mayoria de las 
pruebas realizadas. 

Se detect6 ADN del fitoplasma en rebrotes de estacas provenientes de plantas infectadas, 
lo que sugiere que la EHPG puede ser transmitida por propagaci6n asexual. Las estacas 
de plantas con sintomas severos tienen un bajo porcentaje de enraizamiento. En este 
sentido la diseminaci6n de la enfermedad es autolimitada. Sin embargo, estacas de plantas 
asintomaticas infectadas con el pat6geno enraizan y desarrollan sin m0stm.r sintomas de la 
enfermedad por lo menos hasta 10s 60 dias despuks de rebrotar. Ya que las estacas son el 
medio mas fiecuente de propagaci6n del madreado, estas podrian ser una de las formas 
m6s importantes de diseminaci6n de la enfermedad. 

Se encontro un bajo porcentaje de transmisi6n de la enfermedad a travks de semilla En 
caso de confirmarse estos datos esto afectaria a las poblaciones naturales de madreado, las 
cuales dependen de la reproducci6n sexual para propagarse. Aunque el porcentaje de 
transmisibn sea bajo, una planta infectada constituye una kente de in6culo a1 resto de la 
poblacion de madreado que se encuentre en el hea. Esto tambikn afecta a las empresas 
que actualmente se dedican a la recoleccibn y venta de semillas de arboles agroforestales. 
La recolecci6n y venta de semillas de arboles asintomaticos o con sintomas moderados de 
la enfermedad puede acelerar la dispersion de la enfermedad hacia las regiones en la que 
se introduzca la semilla. 



6. RECOMENDACIONES 

6.1 RECOMENDACIONES POR OBJETIVOS 

Optimizaci6n del m6todo PCR 

Continuar con pruebas de conservaci6n de tejidos de madreado por el m6todo de 
liofilizacibn. Las actividades que podrian realizarse para la optimizaci6n de esta forma de 
conservaci6n pueden ser : a) Tipo de secado: Secado de la muestra al ambiente, 
desecacibn con silica gel u otro agente secante, aplicaci6n de calor moderado. b) 
Contenido de humedad en la muestra. c) Temperatura de almacenamiento. Optimizando 
el mdtodo de conservaci6n se lograria una valiosa herramienta para estudios posteriores, 
ya que seria posible conservar las muestras por un periodo de tiempo mucho mayor. 

Determinaci6n de posibles vectores 

Continuar con 10s estudios de transmisi6n in vivo con 10s insectos Empoasca hastosa, 
Lopidea muvay, AZconezwa sp., Ollariianus sp., Hydatothvips gliricidiae, que presentaron 
resultados positivos a1 ADN del fitoplasma con la prueba PCR. Para realizar estos estudios 
es necesario recolectar individuos de estas especies en arboles de madreado, exponerlos a1 
fitoplasma encerrkndolos en jaulas en arboles positivos para en ADN del pat6geno. 
Despuds de un periodo prudencial de tiempo, para permitir la incubaci6n del pat6geno 
dentro del insecto, estos se transfieren a plkntulas sanas de madreado, dejitndolos 
alimentas de ellas. Posteriormente se realizaria la prueba PCR a las plhntulas pasa 
comprobar si se dio transmisidn del fitoplasma. 

Transmisi6n a travCs de propagaci6n vegetativa 

Realizar un ensayo de mayores dimensiones con estacas de plantas sanas y con diferentes 
niveles de severidad de la enfermedad. Realizar mediciones de el porcentaje de 
enraizamiento de las estacas con 10s diferentes niveles de enferrnedad y de la presencia del 
fitoplasma en 10s rebrotes obtenidos. 

Realizar un seguimiento del desarrollo de 10s sintomas en las estacas enraizadas positivas 
para el fitoplasma que se obtuvieron en el presente estudio. 



Transmisi6n por propagaci6n sexual (semillas) 

Confirmar 10s datos obtenidos en este estudio repitiendo el ensayo de transmisi6n por 
semillas per0 con mayor n6mero de repeticiones. Realizar recoleccibn de semillas de el 
mayor nfimero posible de &-boles sanos y positivos para el fitoplasma. 

Estudios de resistencia a la infecci6n con la EaPG 

Realizar un estudio de las procedencias de madreado mas resistentes a la transmisibn por 
vectores de la EHPG. Esto se puede realizar germinando semillas de distintas 
procedencias de madreado y exponikndolas a el o 10s vectores cuando estos Sean 
identificados. Posteriormente se reaJizaran las pruebas de PCR para detectar el porcentaje 
de las plantulas que resulten infectadas dentro de cada procedencia. Con esto se podria 
determinar que procedencia de madreado resulta mas adecuada para utilizar como control 
fitogen6tico de la enfermedad. Este resultado seria especialmente interesante para las casa 
comerciales que se dedican a la venta de semillas agroforestales. 

Se recomienda probar a las procedencias Vaho Hondo y Guayabillas en condiciones 
ambientales diferentes de las de Zamorano, y evaluar si continfian presentando 
caracteristicas de tolerancia a la EHPG. En condiciones similares a las del estudio, se 
recomienda la utilizaci6n de estas procedencias como medida de control genktico de la 
EHPG. 

Caracterizaci6n de 10s sintomas y dispersi6n de la enfermedad 

Se recomienda realizar un seguimiento del desarrollo de 10s sintomas en 10s &boles 
utilizados en este estudio. Comparar 10s sintomas presentes en plantas jovenes y maduras, 
plantas sometidas a corta peribdica y plantas no podadas. Monitorear la aparicion y avance 
de la enfermedad en nuevas beas. 

6.2 RECOMENDACIONES GENERALES 

Continuar utilizando el m6todo de diagnbstico por PCR para la deteccibn del fitoplasma 
de la EHPG, ya que presenta las ventajas de ser un sistema altamente confiable y sensible. 
Utilizar la mezcla comercial PCR beads ready to go, ya que facilitan la realizaci6n de la 
prueba y reduce 10s riesgos de dafio en 10s reactivos porque no requiere condiciones de 
congelacibn para su conservacibn. 

Utilizar el mktodo de diagn6stico para el fitoplasma de la EHPG como modelo para 
realizar investigaciones en otras enfermedades causadas por fitoplasma, especificamente 
en la enfermedad del amarillamiento letal del cocotero. 
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Anexo 1- PROTOCOLOS DE PCR U T I L m O S  EN EL ESTiJDPO 

Protocolo para amplificaci6n de ADN de fitoplasma de teiidos de G f i c i d .  sepium 
(Harrison y Kenyon) 

Extracci6n de ADN. Mktodo Harrison. 

Buffer CTAB de extracci6n 1 
Calentar a 60 OC antes de usar 
2 % CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio) 
100 rnM Tris-HC1 pH 8 (trisma base) 
20 mM EDTA pH 8 (hcido etilenodiaminotetraacetico) 
1.4 M Mac1 
1 % Polyvinilpyrrolidona 
0.2 % P-mercaptoetanol (afiadir justo antes de usar) 

Buffer CTAB 2 
10% CTAB 
0.7 M NaCl 

Mezcla cloroformo/isoamil alcohol (24: 1) 
Cloroformo 240 ml 
Alcohol isoamilico 10 ml 

TE alto en sal 
10 mM Tris-HCl pH 8 
1 mM EDTA 
1 M NaCl 

Morteros y pistilos est6riles 
Nits6geno liquid0 
Arena ultrapura de cuarzo 
Wcropipetas 
Puntas de micropipetas 
Tanque de baiio Maria 
Tubos de microcentrifbga 
Wcrocentrifuga 



1. Macere el material en un mortero, use nitrcigeno liquido si esta disponible 
2. AFiada igual volumen de buffer de extraccicin CTAB 1 a 60 "C (e.g. 200 mg de tejido - 

200pl de buffer) 
3. Incubea60 "Cpor30min 
4. Aiiada igual volumen de clorofonnolisoamil alcohol 24: 1 (e.g. 400pl+ 400pl) 
5. Mezcle bien 
6. Centrifigue por 5 min (5000rpm) 
7. Remueva el sobrenadante y colciquelo en otro tubo 
8. Aiiada 1/10 del volumen del buffer CTAB 2 a1 sobrenadante (e.g. 30pl+ 300fl) 
9. Repita 10s pasos 4,5,6,7 
10. Aiiada 213 del volumen de isopropanol f3o para precipitar 10s 6cidos nucleicos 
1 1, Centrifugue 5 min 
12. Descarte el liquido dejando el sedimento de ADN en el fondo del tubo 
13. Seque a1 aire el sedimento por 30 min 
14. Resuspenda el sediment0 en 100 jd de TE alto en sal 
15, Mada 2.5 voliimenes de Etanol frio para precipitar el ADN 
16. CentrifUgue por 5 min 
17. Descarte el liquido, dejando el sedimento en el fondo del tubo 
18. Seque el sedimento 
19. Lave el sediment0 con etanol a1 70% H o  
20. Resuspenda el sedimento en buffer TI3 



Reacci6n en cadena de la pof merasa iniciadores P1 y P7 

Mezcla para la reacci6n 

2 pl del templete de ADN 
0.5 pM de cada iniciador (P 1 y P7) 
100 pM de cada dNTP 
2.5 mM MgCh 
1 unidad de Taq polimerasa 
lx buffer de PCR 

Aceite mineral 

Equiuo 
Micropipetas y puntas estkriles 
Tubos de PCR 
Termociclador 

Selle cada reaccidn con una gota de aceite mineral. 
Primer ciclo 
Denaturalizacidn 94 "C 2 min 
Ligamiento 54°C 50 seg 
Extensi6n 72 "C 2 min 

28 ciclos 
Denaturalizaci6n 94 OC 1 min 
Ligamiento 54 "C 50 seg 
Extensidn 72 OC 2 min 

Ciclo final 
Denaturalizaci6n 94 OC 1 min 
Ligamiento 54 "C 50 seg 
Extensi6n 72 "C 5 min 

Nhmero total de ciclos = 3 0 



Reaccibn en cadena de  la polirnerasa iniciadores PP/Gllf y PPfGllr 

Mezcla para la reacci6n 

2 pl del templete de ADN 
0.5 p M  de cada iniciador (PPfGllf y PPIGllr) 
100 ph4 de cada dNTP 
2.5 mM MgCh 
1 unidad de Taq polimerasa 
lx buffer de PCR 

Aceite mineral 

Equivo 
Micropipetas y puntas esteriles 
Tubos de PCR 
Termociclador 

Selle cada reacci6n con m a  gota de aceite mineral. 
Primer ciclo 
Denaturalizaci6n 94 "C 2 min 
Ligamient o 55 "C 50 seg 
Extensi6n 72°C 2 min 

28 ciclos 
Denaturalizaci6n 94 "C 1 rnin 
Ligamiento 55 "C 50 seg 
Ext ensi6n 72°C 2 min 

Ciclo final 
Denaturalizaci6n 94 "C 1 rnin 
Ligamiento 55 "C 50 seg 
Extensibn 72 "C 5 rnin 



Reacci6n en cadena de la polimerasa iniciadores R16M1 y R16W 

Mezcla para la reacci6n 

2 p1 del templete de ADN 
0.5 pM de cada iniciador (R16Ml y R16M2) 
100 pM de cada CZNTP 
2.5 mM MgC12 
1 unidad de Taq polimerasa 
l x  buffer de PCR 

Aceite mineral 

Equip0 
Micropipetas y puntas estkriles 
Tubos de PCR 
Termociclador 

Selle cada reacci6n con una gota de aceite mineral. 
Primer ciclo 
Denaturalizaci6n 94 "C 2 rnin 
Ligamient o 55 "C 50 seg 
Extensi6n 72°C 2 min 

28 ciclos 
Denaturalizacibn 94 "C 1 min 
Ligami ento 55 "C 50 seg 
Extensi6n 72°C 2 min 

Ciclo final 
Denaturalizaci6n 94 "C 1 min 
Ligamient o 55 "C 50 seg 
Extensi6n 72°C 5 min 



Reacci6n en cadena de la polimerasa iniciadores PPWB16sf y PPWB16sr 

Mezcla para la reacci6n 

2 pl del templete de ADN 
0.5 pM de cada iniciador (PPWB 1 6sf y PPWB 1 6sr) 
100 p M  de cada dNTP 
2.5 mM MgClz 
1 unidad de Taq polimerasa 
l x  buffer de PCR 

Aceite mineral 

E~uipo  
Micropipetas y puntas estkriles 
Tubos de PCR 
Termociclador 

Selle cada reacci6n con una gota de aceite mineral. 
Primer ciclo 
Denaturalizaci61.1 94 "C 2 min 
Ligamient o 55 "C 50 seg 
Extensi6n 72°C 2 min 

28 ciclos 
Denaturalizacihn 94 "C 1 min 
Ligamiento 55 "C 5Oseg 
Ext ensihn 72 "C 2 min 

Ciclo final 
Denaturalizaci6n 94 "C 1 min 
Ligamiento 55 "C 50 seg 
Extensi6n 72°C 5 min 



Mktodo de extracci6n de ADN de insectos 

Colocar 200 fi de buffer CTAB de extraction en un tubo de microcentdfuga 
Afiada un insecto por tubo 
Macere el insecto en pequefios pedacitos 
Incube por 3 0 min a temperatura ambiente 
Afiada 200 pl de cloroformo isoamil alcohol 24: 1 
Mezcle bien 
Centrifbgue por cinco min a 5000rpm 
Transfiera la fase acuosa a un tubo nuevo 
Afiada igual volumen de isopropanol 
Incube por 20 a 30 min 
Centrifigue por 5 min a 5000 rpm 
Bote el liquid0 dejando el sedimento en el fondo del tubo 
Deje secar a temperatura ambiente por 30 min 
Resuspenda el sedimento en 50 p1 de agua bidestilada 

Se puede amplificar el ADN con cualquiera de 10s iniciadores para el fitoplasma de la 
EHPG, especialmente con el B32. 

Reaccidn en cadena de la polimerasa iniciadores B32f y B32r 

Mezcla para la reacci6n 

2 pl del templete de ADN 
0.5 w de cada iniciador @32f y B32r) 
100 p M  de cada dNTP 
2.5 mM MgCh 
1 unidad de Taq polirnerasa 
l x  buffer de PCR 

Aceite mineral 

Equipo 
Micropipetas y puntas estgriles 
Tubos de PCR 
Termociclador 

Selle cada reacci6n con una gota de aceite mineral. 
Primer ciclo 
Denaturalizaci6n 94 "C 90 seg 
Ligamiento 60 "C 50 seg 
Extensi6n 72°C 80 seg 



3 8 ciclos 
Denaturalizaci6n 94 OC 30 seg 
Ligamiento 60 "C 50 seg 
Extensi6n 72OC 8Oseg 

Ciclo final 
Denaturalizaci6n 94 OC 30 seg 
Ligamiento 60 OC 50 seg 
Extensi6n 72°C 8min 

Nfirnero total de ciclos = 40 



Anexo 2. M~TODOS DE EXTRACCION DE ADN 

Mitodo CTAB modificado por Harrison. 

Buffer CTAB de extraccidn 1 
Calentar a 60 OC antes de usar 
2 % CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio) 
100 mM Tris-HC1 pH 8 (trisma base) 
20 mM EDTA pH 8 (iicido etilenodiaminotetraacetico) 
1.4 M Mac1 
1% Polyvinilpyrrolidona 
0.2 % P-mercaptoetanol (aiiadir justo antes de usar) 

Buffer CTAB 2 
10% CTAB 
0.7 M NaCl 

Mezcla cloroformo/isoamil alcohol (24: 1) 
Cloroformo 240 ml 
Alcohol isoamilico 10 ml 

TE alto en sal 
10 mM Tris-HCI pH 8 
1 mM EDTA 
1 M NaCl 

Isovropanol 

Etanol 

Morteros y pistilos estkriles 
Nitrdgeno liquido 
Arena ultrapura de cuarzo 
Micropipetas 
Puntas de micropipetas 
Tanque de bail0 Maria 
Tubos de microcentr&ga 
Microcentrifuga 



Procedimiento 

1. Macere el material en un mortero, use nitr6geno liquido si esta disponible 
2. Mads igual volumen de buffer de extracci6n CTAB 1 a 60 OC (e-g. 200 mg de tejido - 

200pl de buffer) 
3. Incube a 60 "C por 30 min 
4. Mada igual volumen de clorofomo/isoamil alcohol 24: 1 (e.g. 400pl+ 400pl) 
5,  Mezcle bien 
6. Centrifbgue por 5 min (5000rpm) 
7. Remueva el sobrenadante y col6quelo en otro tub0 
8. Aiiada 1/10 del volumen del buffer CTAB 2 a1 sobrenadante (e.g. 30pl+ 300~1) 
9. Repita 10s pasos 4,5,6,7 
10. Aiiada 2/3 del volumen de isopropanol E o  para precipitar 10s Bcidos nucleicos 
1 1. Centrifugue 5 min 
12. Descarte el liquido dejando el sedimento de ADN en el fondo del tubo 
13. Seque a1 aire el sedimento por 30 min 
14. Resuspenda el sedimento en 100 pl de TE alto en sal 
15, Mada 2.5 volhmenes de Etanol H o  para precipitar el ADN 
16. Centrifbgue por 5 min 
17. Descarte el liquido, dejando el sedimento en el fondo del tubo 
18. Seque el sedimento 
19. Lave el sedimento con etanol a1 70% H o  
20. Resuspenda el sedimento en agua bidestilada 



Mktodo CTAB Doyle y Doyle 

Buffer de extraccibn CTAB 
NaCI (1-4 M) 
EDTA (20 niM) 
Trizma base (1 00 mM) 
0.2 % 2- mercaptoetanol ( a W i  justo antes de usar) 

Buffer de lavado 
Etanol al 95% (76%) 
NH40Ac a 8 M (10 mM) 

Buffer TE 
Trizma base (I Omrn) 
EDTA (ImM) 
Ph 8 (agregar HC1 para ajustar pH) 

Procedimiento 

1. Pese 0.2 g de tejido de la planta 
2. Macere el tejido en un mortero usando arena y nitrbgeno liquido. No pemita que el 

tejido se derrita 
3. Agregue 800 p.1 de buffer CTAB en el mortero. Mezcle con el tejido y traspaselo a 

tubos de microcentrifiga de 1.5 ml 
4. Deje incubar a 60 "C por 30 min 
5. EnMe 10s tubos a temperatura ambiente 
6. Aiiada igual volumen de clorofonno isoamil /alcohol 24: 1 
7. Centrifigue a 9000rpm por 10 min 
8. Transfiera el sobrenadante a un tubo nuevo 
9. Mada 213 volhmenes de isopropanol Mo 
1 0. Incube toda la noche a temperatura ambiente 
11. Centrifugue a 9000 rpm por 10 min 
12. Descarte el sobrenadante, dejando el sedimento en el fondo del tubo 
13. Aiiada 100p.l de buffer de lavado Bo, resuspenda el sedimento 
14. Centrifigue a 9000 r p m  por 5 min 
15. Deje secar el sedimento por 30 rnin 
16. Resuspenda en agua bidestilada 



Anexo 3. INICLtiDORES UTlLIZADOS EN EL ESTUDIO 

Secuencia 
PI= 5' - AAGAGTTTGATCCTGGCTAGGATT- 3' 
P7= 5' - CGTCCTTCATCGGCTCTT- 3' 

Temperatura de ligamiento 
55°C 

EspecFficidad 
Universal, amplifica la region del gen para 16s rARN, la region espaciadora del gen 16s 
ARN y el gen 23 S ARN y 30 bases del extremo 5' del gen 23s r m ,  presente en todos 
10s fitoplasmas. 

Tamaiio de banda 
1.8 kpb. 

Secuencia 
F= 5'- GTCGAACGGUCCTTAG- 3' 
R= 5'- ACGGCTCCTCTTCTAAC- 3' 

Temperatura de ligamiento 
56 "C 

Especificidad 
Especifico para el grupo de fitoplasmas causantes de la escoba de bruja en Cajumls eqjm 
y la enfermedad de hoja pequeiia en GZiricidia sepiunz. Arnplifica una region interna del 
gen 16s rARN; por lo que puede ser usado para PCR anidado de productos de 
amplification con 10s iniciadores P1 yP7. 

Tamaiio de banda 
1.4 kpb. 

Temperatura de ligamiento 
56°C 

Especificidad 
Especifico para el grupo de fitoplasmas causantes de la escoba de bruja en Cqams cajan 
y la enfermedad de hoja pequeiia en GZiricidia sepiz~m. Amplifica una region interna del 



gen 16s rARN, por lo que puede ser usado para PCR anidado de productos de 
amplificacion con 10s iniciadores P 1 yP7. 

Tamaiio de banda 
1.5 kpb 

Temperatura de ligamiento 
56°C 

Especificidad 
Universal para fitoplasmas. Amplifica una regi6n del gen 16s rARN presente en todos 10s 
fitoplasmas. Puede ser empleado para PCR anidado de productos de 10s iniciadores P1 y 
P7. 

Secuencia 
F= 5 "- GACTCAAGGAGAAAGCAGAAC- 3' 
R= 5'- GGTAAATTAATAGGCGGCAG- 3 ' 

Temperatura de ligamiento 
56°C 

Especificidad 
Altamente especifico para el grupo de fitoplasmas causantes de la escoba de bruja en 
Cajanzcs cajan y el fitoplasma de la hoja pequeiia de Gliricidia sepiz~m. Por su alta 
especificidad se puede someter a un mayor numero de ciclos de amplificacion sin obtener 
productos no especificos, aurnentando la sensibilidad de la prueba. 

Secuencia del gen 16s rARN y la region espaciadora 16/23S rARN del fitoplasma de la 
hoja pequeEia de la Gli~icidia. 

1 AGTTTGATCC TGGCTCAGGA TTAACGCTGG CGGCGCGCCT AATACATGCA 
5 1 AGTCGAACGG AAACCTTAGG GTITTAGTGG CGAACGGGTG AGTAACACGT 
101 AAGCAACCTG CCTITAAGAC GTGGATAACA T'ITITAAAAG GTTGCTAAGA 
151 CAGGATAGGA AATTAAGAGG CATCTITTAA TTTTAAAAG A ACC?TTTTCG 
201 AAAGGTATAC TTAAAGAGGG GCTTGCGCCA CATTAGTTAG TTGGTAAGGT 
251 AAAAGCTTAC CAAGACGATG ATGTGTAGCT GGTCTGAGAG GTCGAACAGC 
30 1 CACATTGGGA CTGAGACACG GCCCAAACTC CTACGGGAGG CAGCAGTAAG 
401 TGAAGTACTT CGGTATGTAA AGTTCTITTA TTGAAAAAGA AAAAATAGTG 
451 GAAAAACTAT CTTGACATTA TTCAATGAAT AAGCCCCGGC TAATTATGTG 



501 CCAGCAGCCG CGGTAATACA TAAGGGGCGA GCGTTATCCG GAATTATTGG 
55 1 GCGTAAAGGG TGCGTAGGTG GTITGATAAG TCTATAGTIT AAATGCAGTG 
601 CTTAACGCTG TAGCGCTATA GAAACTGTCT GACTAGAGTT AGATAGAGGC 
651 AAGCGGAATT CCATGTGTAG CGGTAAAATG CGTAAATATA TGGAGGAACA 
701 CCAGAGGCGT AGGCGGCTTG CTGGGTCETA ACTGACGCTG AGGCACGAAA 
751 GCGTGGGGAG CAAACAGGAT TAGATACCCT GGTAGTCCAC GCCGTAAACG 
801 ATGAGTACTA AGTGTCGGGT TITGACTCGG TACTGAAGTT AACACATTAA 
85 1 GTACTCCGCC TGAGTAGTAC GTACGCAAGT ATGAAACTTA AAGGAATTGA 
90 1 CGGGACCCCG CACAAGCGGT GGATCATGTT GTITAATTCG AAGATACACG 
95 1 AAAAACCTTA CCAGGTCTTG ACATAATITT GCGACATTAT AGAAATATAA 
1001 TGAAGGTTAT CAGAATTACA GGTGGTGCAT GGTTGTCGTC AGCTCGTGTC 
105 1 GTGAGATGTT AGGTTAAGTC CTAAAACGAG CGCAACCCTT GTCGTTAGTT 
1101 GCGACCACGT AATGGTGAGC ACTTTAGCGA GACTGCCAAT GAAAAATTGG 
115 1 AGGAAGGTGA GGATTACGTC AAATCATCAT GCCCCTTATG ATCTGGGCTA 
1201 CAAACGTGAT ACAATGACTG TTACAAAGAG TAGCTGTAAC GTGAGTTTAT 
125 1 GGCCAATCTC AAAAAAACAG TCTCAGTTCG GATTGAAGTC TGCAACTCGA 
1301 CTTACTGAAG TTGGAATCGC TAGTAATCGC GAATCAGCAT GTCGCGGTAA 
1351 ATACGTTCTC GGGGTITGTA CACACCGCCC GTCAAACCAC GAAAGTTGAT 
1401 AATACCCGAA AGCGGTCGCC TAACTTCGTT AGAAGAGGGA GCCGTCTAAG 
145 1 GTAGGATCGA TGATTGGGGT TAAGTCGTAA CAAGGTATCC CTACCGGAAG 
1501 GTGGGGATGG ATCACCTCCT TTCT 



Anexo 4. SISTEMA DE EVALUACION DE LA ENFERRlEDAD 

(Creado por el Dr. Erick Boa, NRI) 

1- Distribuci6n 
General: Phrese enfrente del hrbol y divida la copa en cuartos. Marque 10s cuartos que 
presenten amarillamiento, muerte de ramas y hojas pequefias. 

2- Intensidad 
General: La intensidad reporta la cantidad de desarrollo del daiio o de un sintoma 

clave. Si existe confbsi6n sobre que puntaje darle, se debe utilizar el mas bajo. 
0 = No presenta daiio I= Menor (menos de 25%) 2= Moderado (25 a 50%) 3= Severo 
(mas del50%) 

3- Caracteristicas de la enfermedad 
General: Se necesita comparar 10s distintos tipos de sintomas presentes en las 
diferentes procedencias y poblaciones de &boles y distintas kpocas del aiio. 

Amarillamento: O= No presente 1= distintas areas de la copa 2- general a lo largo de 
la copa 3= solo en la punta de las ramas 

Reducci6n de hojas: 0= no hay 1= Follaje reducido en un 50% 2= reducci6n mayor a 
un 50% 

Proliferation de brotes: 0= no presenta 1= ninguna 2= presente s61o en pocas ramas 
enfermas 3= pesente en muchas ramas enfermas 

Distorsion: O= no presente 1= ninguna 2= presente en pequefios ramillestes 

Largo del entrenudo: 0= no presente 1= reduccibn es menor del50% del largo normal 
2= reducci6n es mas del50% del largo normal 

Caida de hojas: 0= no presente 1= ninguna 2= poca, usualmente de brotes j6venes en 
ramas con hoja pequeiia 3= mucha, en toda la copa 



Anexo 5. Datos de todas la pruebas 

Csracterizaci6n de sintomas - --- 
1 1610111999 P I  y 7 I I810111999 P I  y 7 1 20/0111999 P I  y 7 I 21/01/1999 832 

Muestra 1 Sintornas I ~ ~ ~ d i r e c t o 1 1  lntensidadl I PCRdirecto2 I lntensidad2 IPC~d i rec t  I Intensidad3 I PCRdlrecto4 I Intensidad4 

Retalhuleu SE3 HP, BD, PB positivo debil positivo positlvo debli positlvo moderado 
Guayablllas S1 mw, at negativo negatlvo negativo negativo 
Guayabillas M I  HP, HD (50%), at, mw, positivo moderado posltlvo fuerte positlvo fuerte positlvo fuerte 

HD= Hoja dlstorslonada PF = pBrdida de follaje mw= mildew 
PB = prollferaci6n de brotes AM = amariliamiento at= antracnosls 
CS= cola de serplente DL = hoJa ligeramehte distorsionada mn= minador 
HP= hoja pequeAa 
BD = brotes dBbiles 

I 
Vaho hondo S l  negatlvo 

positlvo 
positivo 

Vaho hondo MI  
Vaho hondo 
R F I  

HD, BD (50%) 
HD, PB, CS, HP 

deb11 
fuerte 

negatlvo 
positlvo 
positivo 

dBbll 
fuerte 

03 
negativo 
positivo 
positivo 

deb11 
fuerte 

negativo 
posltivo 
positlvo 

dBbil 
fuerte 



Pruebas de 
Fecha 

30/7/98 

30/7/98 

33/7/98 

33/7/98 

33/7/98 

3/9/98 

319198 

X)/1/99 

20/1/93 

20/1 I93 

X)/t/99 
20/1/99 

28/1/99 

2811 I99 

28/1/99 

28/1/99 

28/1/99 

28/1/99 

2811 /99 

28/1/93 

36405 

9099 

9/2/99 

9/2/99 

9/2/99 

9/2/99 

9/2/99 

9/2/99 

9/2/99 

9/2/99 

9/2/99 

9/2/99 

9f2199 

9/2/99 

9/2/99 

9/2/99 

9/2/99 

9/2/99 

9/2/99 

9/2/99 

9LZB 

9/2/99 

PCR a insedas 
Descripci6n 

Hydafothrips gliricidiae 

Lopidea murray 
(Lepidoptera: Mirydae) 
Empoasca hasfosa 

Mernbracido 

Afido 
Hydatothrips glirciidiae 

Lopidea murray 
(Le pidoptera: Mirida e) 
Lopidea murray 
(Lepidoptera: Miridae) 
Hydatothrips gliricidiae 

Alconeum sp. 

Empoasca hasfosa 

Ollarianus sp. 

Empoasca hasfosa 

Lopidea murray 
(Lepidoptera: Miridae) 
Mernbracido 

Empoasca sp  

Fulghido 

Fulg6rido 
Empoasca sp 

Mernbracido 

Hydafofhrips gliricidiae 

Membracido 
Mosca blanca 

Lopidea murray 
(Lepidoptera: Mirida e) 
Empoasca hasfosa 

Mernbracido 

Pentatornide 

Mernbmcido 
Empoasca hasfosa 

Lopidea morray 
(Lepidopfera: Mirida e) 
Mernbmcido 
Membracido 
Empoasca sp 

Mernbracido 
Saitahojas verde metilico 

Mernbracido 

Lopidea murray 
(Lepidoptem: Miridae) 
Alconeura sp. 
Hydafothrips gliricidiae 

Empoasca hasfosa 

Ollarianus sp. 

Empoasca sp. 

PCR direct0 

Positivo 

Producto inespecifico 

N egativa 

Negativa 

Negativa 

Positivo 

Producto inespecffico 

Positiio 

Negativa 

Producto inespecifico 

Producto inespecifim 

Positivo 

Negativa 

Negativa 

Negativa 

Negativa 

Negativa 

Negativa 

Negativa 

N egativa 

N egativa 

Negativa 

Negativa 

Negativa 

Negativa 

Negativa 

Negativa 

Negativa 

Negativa 

Negativa 

Negativa 

Negativa 

Negativa 

Negativa 

Negativa 

Negativa 

Negativa 

Negativa 

N egativa 

N egativa 

Negativa 

Negativa 

PCR anidado 

Positiva 

Negativa 
Positiva 

N egativa 

Negativa 

Positiva 

Negativa 

N egativa 
Positiva 

Negativa 

Negativa 

Negativa 

Negativa 

Negativa 

Positiva 

Negativa 

Negativa 

Positiva 

Positiva 

Negativa 

Negativa 

Negativa 

Intensidad 

rnodemda 

moderada 

debil 
rnoderada 

debil 

debil 

moderada 
moderada 

Intensidad 

Fuerte 

Fuerte 

Fuerte 

Muy fuerte 

Muy fuerte 

Muy fuerte 
Muy fuerte 



Pruebas de PCR para el estudio de 
transmisibn por semilla. 



Pruebas de PCR en las estacas 

* Pantanal 22 = asintomatico 
Trial Tania = sintomas severos 

- 

Porcentaje de germination 
Procedencia 

Tria Tania 

Pantanal 21 

Estsernbradas 

15 

15 

Est.enraizadas 

1 6.67 

7 1 46.67 



Anexo 6 

Glosario de Biotecnologia 

Acido nucleico: grandes polimeros biologicos (ADN o ARN) hechos de nucle6tidos. 
ADN : acid0 desoxirribonucleico. En la mayoria de organismo el ADN lleva la 
informaci6n genktica primaria, es un polimero que consiste en cadenas largas de 
nucle6tidos. Cada nucle6tido consiste en una base ligada a un ankar (deoxirribosa) y 
una molkcula de fosfato. 
ADN polimerasa: enzima que cataliza la producci6n de molkculas de acid0 nucleico 
Agrobacterium tumefaciens: una bacteria que naturalmente es capaz de tranferir 
informaci6n genktica a las cklulas de las plantas. 
Antibi6tico: una sustancia que mata o previene el crecirniento de bacteria que es 
usualmente producida por otras bacterias u hongos, e.g. Penicilliurn. Tambikn se 
pueden hacer sinteticamente. 
Anticuerpo: m a  proteina hecha por el sistema inmune que ataca a un antigen0 
especifico. 
Bacteria: un organismo relativamente simple que consiste en m a  cklula, sin nccleo y 
el ADN citoplasmico es libre dentro del citoplasma en forma de un anillo. 
Base (de icido nucleico): una de las subunidades quimicas que se encuentran en 
molCculas de acido nucleico las cuales (en trios) llevan 1 a codificaci6n para un 
aminokcido particular. En ADN, las bases son adenina (A), timina (T), citosina (C) y 
guanina (G). Uracilo se encuentra en lugar de la timina en las molkculas de ARN. 
cADN (ADN complementario): una cadena de ADN sintetizada de ARN por la 
acci6n de la enzima transcriptasa reversa (Nota: esto es a1 revks de la situaci6n usual 
en que la secuencia de ADN determina la mol6cula de ARN). 
Cklula: la menor subunidad, capaz de divisiones independientes, de la cual 10s seres 
vivientes se componen, 
Ciclo de amplification: conjunto de 10s tres pasos de PCR, desnaturalizaci611, 
ligamiento y extension que resultan en la obtenci6n del doble de la cantidad de ADN 
inicial en la reacci6n. 
Citoplasma: el material que se encuentra dentro de la membrana celular que rodea a1 
nhsleo. 
Codon: un ,ppo de tres bases en el acid0 nucleico que codifican para un arninoicido 
particular o que acbLan como sefiales para parar o empezar 1 a "lectura" de un gen, a 
veces referidos como trios o tripletas. 
Complementariedad (de bases): 10s pares especificos de bases en las molkculas de 
icido nucleico, entre adenina y timina (o Uracilo en ARN) y citosina y guanina. 
Cromosoma: la estructura que contiene ADN y lleva la inforrnaci6n genktica. Los 
humanos tenemos 23 pares de cromosomas en las cklulas somkticas, un par 
proveniente de cada padre. En 10s eucariotes, el ADN esta asociado a las proteinas 
(histonas), mientras que en 10s procariotes Facterias), el cromosoma es un anillo sin 
proteinas asociadas. 
Desnaturalizaci6n: separaci6n de la doble cadena de ADN por efecto del calor. 



W P :  las unidades de las cuales estk compuesto el ADN (adenina, guanina, timina y 
cit o sina) . 
Doble hklice: la estructwa tridimensional del ADN, en la cual dos cadenas est5.n 
colocadas en forma de una helice hacia la derecha. Las dos se unen mediante 10s 
pares de bases, y normalmente hay unos 10 pares de bases por vuelta de la hdlice. 
Electroforesis: una tdcnica para separar fi-agmentos de diferente tamafio de ADN, 
basado en su movilidad en un campo elkctico. Ya que 10s fiagrnentos de ADN 
generalmente llevan carga negativa, ellos se mueven relativamente lento, donde 
piezas pequeiias se mueven rkpido. 
Enzima: un catalizador proteico que acelera una reaccibn quimica altamente 
especifica 
Extensibn: acoplamiento de nucle6tidos libres a sus nuclebtidos complementarios en 
una cadena de ADN. 
Fasciculacibn: Formacibn de estructuras normales en lugares que no le corresponde, 
e.g. brotes vegetativos en flores. 
Fenotipo: todas las caracteristicas de un organismo que pueden ser determinadas sin 
pruebas gendticas. Todas las caracteristicas visibles que resultan de la interacci6n de 
efectos genkticos y ambientales. 
Fitoplasma: organismo procariota parecido a una bacteria sin pared celular, 
restringido a 10s tubos de floema de las plantas presuntos causantes de numerosas 
enfermedades conocidas gendricamente como amarillamientos. 
Gel de agarosa: un gel firme hecho de agarosa, un derivado altamente puro de agar 
(proveniente de algas). Es usado en electroforesis de pedazos relativamente grandes 
de ADN. 
Gen: unidad de la herencia que consiste en una secuencia de ADN que ocupa una 
posicibn especifica dentro del genoma. 
Gen rRNA 16 S y 23 S: gen especifico del material gendtico de 10s fitoplasmas, usado 
para diferenciarlos de otros organismos 
Genoma: el set completo de cromosomas que lleva una cklula sexual. 
Genotipo: la composicibn gendtica de un organismo. 
Haploide: la mitad del n6mero usual de cromosomas e.g. espermatozoides y 6vulos 
son haploides. 
Hom6logos (cromosomas o ADN): similitud debida a una relaci6n entre 10s genes. 
Asi un gen normal y su derivado mutante, o dos cromosomas con exactamente el 
mismo arreglo de genes, per0 posiblemente difiriendo en la informacibn dada por la 
mutacibn, se dice que son homblogos. 
Hormona de crecimiento: es una proteina producida por la gliindula pituitaria que 
controla el crecimiento de las cdlulas. 
Ingenieria genktica: tambidn llamada manipulacibn gendtica. Es la producci6n de 
nuevas combinaciones de material genetic0 transfiriendo ADN a un organismo en el 
cual normalmente no se encuentra en forma natural. 
Iniciador: en la sintesis de ADN, una pieza pequeiia de ADN de una sola cadena que 
actiia como inicio para la formaci6n de una cadena complementaria. 
Inmunidad: la habilidad para resistir infecciones o rechazar proteinas forbeas. Estk 
dada por 10s anticuerpos especificos. 



Ligarniento: uni6n de 10s iniciadores con sus secuencias complementarias en las 
cadenas del templete. 
Ligasa: una enzima usada para unir las molkculas de ADN. 
Locus: lugar especifico de un gen o secuencia de ADN en un cromosoma 
Mapeo genktico: un diagrama que muestra las posiciones relativas de 10s genes en 10s 
cromosomas. 
Marcador (genktico): una caracteristica distintiva que puede ser usada para identificar 
un parte de un cromosoma especifico- 
mtllW: ARN mensajero, es una secci6n de ARN que se transcribe de una molecula 
de ADN y lleva el cddigo para las secuencias de aminokcidos en una proteina. 
Nccleo: la estructura que contiene 10s cromosomas. 
Nucleotido: las partes de que se componen 10s kcidos nucleicos. Cada uno consiste en 
una base, un &car y un grupo fosfato. 
Par de bases: dos bases en diferentes cadenas de acido nucleico que se juntan se 
manera reversible. En ADN, la citosina siempre se une a la guanina y la adenina a la 
timina. En cambio en ARN la adenina se une a Uracilo. 
PCR anidado: reamplificacibn de un producto de PCR utilizando iniciadores internos 
a 10s usados en el PCR directo. Se utiliza para aumentar la sensibilidad y 
especificidad de la prueba. 
PCR beads: producto comercial que contiene todos 10s reactivos necesarios para 
realizar una reaccibn de PCR except0 el templete. 
PCR directo: amplificacibn de ADN de un organismo 
Procariote: organismo que carece de nccleo verdadero. 
Producto de PCR: ADN amplificado obtenido despuks de una reaccidn de PCR. 
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): proceso de laboratorio por el cual una 
secuencia especifica de ADN es copiada millones de veces en pocas horas. 
Secuencia meta: secuencia dentro del genoma de un organismo complementaria a un 
iniciador dado y que es amplificado durante el proceso de PCR. 
Templete: ADN de la muestra que sirve de molde para la replicacibn de nuevas 
cadenas. 
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