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RESUMEN 

Campana, Andrca. 2000. E"tudio epidemiológico a traves d~ pruebas moleculares y 
biocnsayos sobre la traasmisión del fitop~ma de la Enfermedad de la Hoja P~queila 
de la Gliricidia. 

La Ent<m:nedad de la Hoja Pequeña de In Glirieidia {EHPG) causada por uu 
fi10plasrna se repOrtÓ por primera vez en La Soledad, Hondurn_<;, en 1992. Los 
simornas camcterlsticos son amnrillm1iemo, reducción y diStorsión de los foliolos, 
proliferación de bru\es y muerte regresiva del ill-bol en esudos severos de la 
eni'ermedad. Para poder comprobar las vfas de trnnsmisión de la enfenncdad, se 
realizaron tres ensuyos y se udlizaron como hcrramicnta.'l básicas de diagnóstico las 
técnicas moleculares de PCR "' elcctroforesis. Para los ensayos de trnnsmisión por 
medio de semillas)' e5ta;cas, se elasificaron 12 árboles padre en cuatro niveles de 
sewridad de In enfermedad. Pam comprobar la transmisión por estacas, se 
recolectaron y sembraron dos c:;tacas de cada árbol padre. F.l ensayo de trnn$mi~ión 
por semillas, se dividió en dos fases, en la primera, semilla de los árboles padre se 
sembró proteg-id11 contra insectos vectores enjaulas, en la ~egunda fase se analizaron 
flores y semillas igualmente protegidas wntra insectos ve-ctores. Los daws se 
analizaron utilizando una tabla de cmrtingcnein de X" p:lra probar la dependencia 
entr~ d nivel de ~everidad de la enfermedad de los árbol~s )' la transmisión del 
fituplllsma. Se detectó el fitoplaoma en 22% de la.~ plántulas, 33% de las llores y 58% 
de las semillas. En el ensayo de tnmsmisión pOr ~-stacas, 75% cnrnimron y rebrotaron, 
de las cuales, S9% resultaron pOSitivas parn las pruebas de det~cción del patÓ!_!eno. Se 
conclu;'ó que el titoplasrna causante de la EHPG, es transmitido por semilla y estacas 
de madreado, indep~mlientemente del nivel de seYeridad de la enfermedad del ill-bol 
padre. En el tercer ensa:·o, se trabajó con las especies Empoasca ha~rosa 
{Homoptera:Cicadel!idae) y 0/lar/amrus sp. (Homoptera:Ckade!lidae), que se creen 
son posibles vee10rcs de la enr~rm~dad. E= cns;¡yo se dividió en dos fases, en la fase 
d~ exposición y adquisición del fitop~ma, In especie 0/lar!amuts ~1'· "'soltó positiva 
para la.~ pruebas de detec~ión del litoplasma, concluyéndose que esta especie es capaz 
de adquirir el titopla~ma, pero no se pudo comprobar su capacidad paru transmitirlo. 
l<n la fase de transmbión e incubación del patógeno en el hospedero sano, sólo se usó 
1:.: hao~ tosa, la cual logró trensm ilir el fitoplasma. 

P~ln]}ra ClaYC!l: Empoasca has tosa, Gliricirliu oepium, madreado, 01/adcmnus sp, 
organismo similar a un mycoplnsma (!\!LO}, postulados de Ka ch. "'acción eu cadena 
de ID polimerasa. 

_......Abelino Pitt)• Pb.D. 
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Nota de Prensa 

¡,Qué ~e debe hacer parn proteger el madreado'! 

l!l madreado o glirieidia, es un árbol nativo de Centro Amérieu, que tiene un gwn 
potencial para ser un pilnr en la fonnadón de sistemas agroforestales sostenib!es en d 
trópico. En el ailo 1992, se reportó por primera vez en La Soledad, Honduras, la 
enli::nnedad de la Hoja Pequeña de la Gliricidin, que causa la muerte de este preciado 
recurso natural. Esta enfennedad, es causada por un organismo parecido a una bacteria 
que carece de pared celular llamado .fitoplasma. Esros patógenos, habitan en el floema de 
la plantas y hasra el momento sólo se ha reponado que son transmitidos a tr'«vés de 
insectos vectores, injertos y puentes biológicos con plautas parásitas. 

Zmnorano, preocupado por las posibles consecut:ncias devastadoras de esta enfermedad 
inició una serie de estudios para lograr caracterizala y as! podt:r Jbrmular un plan de 
mo.nejo adecuado que permita proteger esta especie de gran valor. 

Para poder comprcnd~..- en su rota!ídad el di!SWTOllo de la enft:rmcdad, fue lle\:e.>ario 
conocer a plenitud la biología:· ecología del organismo cau,_.>arue. Dentro de los aspectos 
del desarrollo de una enfermedad y su rcladón con el patógeno, uno de los más 
importMtes es la fom1a de transmisión de la misma. Determinando exactamente los 
mecanismos de dispersión del patógeno podemos prevenir y detener su avlUlce. 

En este estudio rea!iza.do desde enero d~ 1999 hasta abril del 2()00, se investigó las 
formas de transmisión de la cn±Cnnedad del madreado a través d~ ~t:millas y esrm:as del 
6rbol; asi como también, se iniciaron pruebas para determinar cuál es el insecto vector. 

Para lograr estos obj~tivll~, se recolectó scmillo y estucas de árboles enfermos. que fueron 
sembradas para posteriormente realizarles pruebas de detección del patógeno. También 
se protegieron flores y vainas contra insec(os vectores y ~~ realizaron estudios de 
transmisión con varias especies de saltahojas. 

Como conclusión dd ~-stuo.lio, s~ Ud~rminó que el fitoplasma causante de la enfermedad 
de la Hoja Pequeña de la Gliricidia es trnnsmilido mediante la prupagación del madreado 
por ~emillas y estacas, ~in importar el grado de severidad de la enfermedad en el árbol1.k 
donde se obtengan las semillas y estacas. 

Este es el primer reporte que se hace sobre la transmisión por semilla de un fitoplasma, 
ya que debido a su ecolog!n SE creía que éstos eran ineapaces de lkgar hasta la semilla de 
los :llboles. 
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Los resultados de este estudio, hau eriqueddo los conocimientos del desarrollo de la 
enfermedad, los cuales son necesarios para poder formular un plan de manejo apropiado 
de la misma. El uso tan!O de semilla y estacas certificadm; que se encuentra libre del 
patógeno, en combinación con la siembra de procedencias tolerantes a la enfermedad son 
los pilares del manejo que se le debe dar al madreado para protegerlo y así poder 
preservar un valioso recurso natural. 
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L INTRODUCCION 

1.1. SITUACIOi'i ACfUAL DE LA PROBLEJ\1ATICA DE EL i\IADREADO 

Glfricidla seplum, localmente conocido como madreado, es 1m ilrbul l~guminoso de grun 
im¡mrtancia dentro d~ los sistemas agroforestales del trópico Americano. Sus mUltiplcs 
usos como cerca viva, sombra para culth•os, forr,Ye, insecticida, raticida y planta 
medicinal, así como también, por sus cUll]idn.de.~ de regenerociém de suelo erosionado y 
gran adapmbilidad a condiciones ambicmale.s adversas de sequia y sm;tn<lo ¡mbre, !u hun 
convertido en un componente con alto poumcial para el desarrollo de un agroecosistem3 
sostenible en el trópico (Dukc, 1993). 

El madreado es nativo de la.~ 7.onas cnsier;~s con estación seca del Pacifico de lvf6:ico J' 
Centro América. Est.u hipótesis esta suskntada en la ecologfa de la especie, ya que ésta 
Unicamente florece en r~g::iones que tienen una estación seca bien definida. Tiene una 
amplia distribución, cncontnindosc acmalmcntc en todo el trópico americnno, AfriCll }' 
Asia. El mo>~mienlo de gennoplasma y cultivo del madreado s~ ha dado desde lo~ 

tiempos precolombinos teniendo un liu:rtt impacto en los acrua.Ies patrones de variación 
g~n~tica de la especi~; esto, combinado con el hL-cho de qu~ casi todas las poblaciones 
nativa;; actuales G. ,·~plum han sufrido algUn tipo de penurbación por la actividad 
humana, sugiere que existe una alta prohnhitidad de que la diversidad genética existente 
no sea suficiell!e para asegurar una e~tabilitlatl ~cológica de e~ta ~spccic (Steward ct al. 
19\16). 

Desde mediados de 1970, debido a su grnn "en;arilidad e imponancia, el madreado, ha 
sido ohjem de varios estudios imernacionales relacionado~ con sus usos agroforestalcs y 
de reforestadón. Como n:sultados de estos ~~""tudios, Boa y lenn~ (1993), reportaron por 
primera vez en La Sok-dad. Honduras una enfermedad cuyos sintomas indicaban una 
infección por un fitoplasma. los sintomas característicos de esta enfermedad son 
amarillamienm, reducción y distorsión de los foliolos, pruliferaci6n d~ brotes y mu~rtc 
regresiva en estadu5 scwros de la enfermedad (Figura !). A esta cnfem1edad se le dio el 
nombre de la Enfermedad de la Hoja Pequcna de la Gliricidia (E.!!PG), (Boa y lennC, 
1993). 



Kcnyon, et al.(l996), confirmaron qut: d agt:nt~ causal dt: la ~nfcrmedad era un 
Jito plasma similar al tito plasma causante de la enft:rmedad de escoba de bruja en el frijol 
gandul (Cajanus cajun) . . Tordan (1996), inició estudios sobre la rc~istcncia genética de G. 
sepium a la EHPG y su trnnsm.i.sión y desnrmllo en Znmomno, Honduras. Se 
encontraron tres pmccdencias; Guayabillas en Honduras, Vaho Hondo en Guatemala y 
Bt:h!n en Nicarugua cun tolerancia a Iu enfermedad. Sabal!os (1999) realizó un 
diagnóstico molecular y e¡,iudio de la epid~miología de la El !PG, utilizando como 
h~-rram..ienta básica la técnica molecular de Polymerasc Chnin Rcaction (PCR) y 
Elcctooforesis. Parn la detección del ADN del fitoplasma se utilizaron los primers 
universales, PI & P7 y lo~ primers e~peci!icos para el grupo de fitoplasmas causantes de 
!u escoba de bruja en Cqjrmnus cajan y la EHPG PP/GLL f & r. Como conclusiones de 
este estudió se determinó que existe una rclaeión directa entre la concentración del ADN 
del fitoplasma y la severidad de los síntomas en la planta. En observacioues generales, 
las procedencias de Vnho Hondo y Guaynhillas continuaron mosuando mayor desarrollo 
de follaje y altura tle las plan~a:;, ~¡ como m~nor rulmero de árboles muertos. Los 
estudios de transmisión de 1:1 enfermedad mediante material vegetativo y semillas. dieron 
resultados positivos, cncontrfuldose el ADN del fitoplasma mnto en los brotes de cstacns 
como en plántulas gcrminVd!IS de semillas. 

l.:r. l:'UOPAGAC!ON DE EL i'>lADREADO Y LA TRA.i\"SL\TISION DEL 
FlTOPLASi\fA 

El madreado. t:~ un árbol que se puede propagar tanto por vía sexual como asexual. La 
forma más común, es la propagación asexual, que se realiza por medio de estaca.~ de 
ramas maduras. Se recomienda buscar llllltcrinl con un mínimo de 4 a 12 cm de diámerro 
J' 30 cm de largo, con 1.5 a 2 años de edad (CATrE. 1991). El t:~padamiento de In 
~i~mbm dependerJ dd objetivo de la misma y uso que se le dani al madreadao. La 6poca 



más adtocuada paro el cone y siembra del material es duronte los meses de mar-,w v abril 
dcspu¿s de que el árbol huya hotado sus hoja:; y se prepare para florecer. La siembn: 
debe realizarse antes que comience la ¿poca de lluvia ya que las estucas son muv 
susceptible~ al ataqtu: de hongos (Sabo.llos, 1999). En condiciones apropiadas, se pued~ 
obtener amba del 90% de germinación. La desventaja principal de este método de 
propagación es que ha reducido drásticameme la ba:;c genética d~ esm especie, 
incrementando así su inestabilidad ecológica (Stcwart et al., 1996). 

La floración de G. sepium, es inducida por el periodo seco. En sus zonas Ue origen, esta 
comienza a panir del mes de fehrcro hasta finales de marzl!: se rceomicnda hacer la 
recolección de ~~milla a inicios de marzo o eu el mes de abril. El ahnacennmiento de la 
~~:milla, si se dest:a prc.~ervarla por mús de cuatro año~. dehe hacerse a una temperatura 
d~ 4"C con 12 al 14% de humedad. Si el periodo de siembra scci. menor a un año, la 
semilla se puede scear )' mantener a temperatura ambiente. protegido adecuadamente de 
insectos perjudiciales y humedad rclmiva alta que favore<:e el crccimicmo de hongos 
saprOfitos. En los dos casos, d porcentaje de g~rminllción es Oia)'Ur al 90% (Gomez 
1997). 

El movimiento del madreado fuera de su zona de origen comenzó desde la época d~ la 
Coloob, e;.;tcndiendose actualmente por todo el trópico. A pesar de la amplia 
distribución que licne la espedt:, varios factores io<liean una base gen<!tica reducida. 
Entre estos factorc~ se puede citar. la fulta de una recole<:ción sistcmitica y apropiada de 
semilla y la C)>."lt:nsa propagación por material vegetativo, especialmente en zonas oo 
nativns en donde no ha¡• producción de flores ni semillas (Stcwart et al., 1996). 

Es clara la importancia que tiene en una población la variabilidad gcnétil-.1, ya que esta 
asegura la estabilidad ecológica de la especie. En cuanto a la base genética de G. sepium, 
esta es una ~1J<:de de polinización cruzada, principahncme por medio de insectos 
polinizadores. Es por esto, que se rr-cornienrla recolectar s~-milla de por lo menos 25 
árbole:; diferentes con una disrancia mínima 1.k 50 m entre cada uno para eviuu
consanguiniedad. Si se prefiere la propagación por via v~getativa, se d~be tomar la 
mayor cantidad de árboles padres po:;iblc (S1cwart et al., 1996). 

La transmisión de enli:rrnedade:s )' ageme.s patógenos de una zona a otra, e.~ otro de los 
problemas relacionados con d movimiento de germop)a<;mn y propagación de material 
vegemtivo. A lo largo de la historia, han ocurrido rep~tidos casos, en los cuales se ha 
introducido un paTógeno exótico a nuevas regiones. Este problcmn en especial. es mayor 
cuando se reliere n la propagación por semillas o estacas de patógeno~ tales como viru,;, 
fitoplasmas y bacterias (HawkS\vorth. !99.l-). 

Se~ún Kt:nYon et a\.(1996), la EHPG, se encuentra presente en El Salvador. Guatemala. 
Ho-nduras}; Ni~aragua y probablemente llegue ba.~ta las regiones Ue Chiapas en /\léxico y 
Costa Rica. El ageme CliSUal es un fitoplru;ma, que son organismos procariutes parecidos 
a !liS bacterias, que carecen <le pared cclulnr y se encuentran limitados a los tubos 
cribosos de\ f!oema de las plantas (Lee. 199R). 



' 
Hasm el momcmo no se ha podido e:;tablecer con claridad, cuáles son los mecanismos 
e:;pecí~~o.~ de la transmi.si.ón de EHP.G. K?nyon et al. (1996), concluyertm que la 
probabilidad de la transm1S1Ón por semilla e:; tmprohnblc, principalmente debido u que 
la~ semilla.~ de :i.rboles enfermos son poco viables. La literatura npona ~ue hasta la fecha 
no e:dste ningún caso de transmisión por semilla de un fitoplasmn, esto se debe a que el 
embrión de las semillas no tiene conección con los conductos del floema. Sin embargo, 
Sabnllos (1999), reportó la presencia del ADN del Jitoplasma en pl:inttdas germinadas de 
semillas de árboks enfermos. Toda1·ia no .~e ha podido comprobar que este ADN ,o;ca de 
un litoplasma infeccio~o o viable, ya que no se observan síntomas de la enfermedad ni 
diferencias fenotípicas entre ésms y las plántulas sana~. 

La transmisión de In enfermedad mediame eStacas es la m:is probable:, debido a la 
biología del patógeno. ya que éste se localiza y se restringe a Jo~ conduC"J;os del flocma. 
Sin emhargo, Kenyon el al.(1996), reportaron 4uc en la mayoria de los ea. <;os, los brotes 
de las esm.cas de árboles cnfennos murieron poco tiempo despues <.le germinados. 
Saballos (1999), encontró ADN del limpln.sm.a en los brotes de las estacas. el porcentaje 
de enraizamiemu en estacas de árbole~ afectados severmnente disrninuia, lo que puede 
limitar la transmisión del patógeno por esk medio. 

1..3. TRANSi\IISIOi'\ DEL FITOPLASi\lA i\lEDIANTE VECTORES 

Desde el primt:T reporte de la existencia de los fitoplrurna;; en !<;67, se han mribuido a 
estos patógeoos más d~: 200 enfermcdlld~s del gmpo de los ammiliMlieotos que 3JJtGs se 
ereian causadas por \'Írus. Estas enfermedades se caracteri:>an por ser trasmitidas pOT 
sal !.ahojas, injertos y plantas par4siWs como la Cuscula sp (lvlount y l..acy, 1982). 

Se dice que los insectos pueden transrnidr todas las clases de agentes patógenos; sin 
embargo, su papel en rc!acitin con el desarrollo de epidemias es más importante en el 
caso de virus. fitoplasma y espiropla~ma (Andre""W5 y Que7..ada, 1989). Los in~ectos 
vectores adquieren el organismo pattigeno de~lJUés de alimentar:>e de plantas infectatk; 
durante varias horas o dias. Ustu.~lmente los vectores no tmnsmiten el fitopla.~ma 

inmediatamt:nte, nec.,sitan de un perióLio de incubnción que dura de 10 n 45 días 
dependiendo de varios faemres, incluyendo aspectos genericos del vector y ~"tlnd.iciones 
climáticas. Este periodo se necesita parn que el organismo se multiplique y distribuya 
dentrO del inscc10 (Agrios, 19\15). 

Hasta el momento, solo se ha n.:portadu que organismos habitames del floerna son 
transmitido~ por insectos del orden Hemiptem. particulannente saltahojas de la familia 
Cicadellidnc, que se alimentan de los conductos vasculares dd floema (Castaño. 199-4). 
Los fiwplasmas, ndcmás de utilizar los vt:ctores pam transportarse de planta a planta, los 
necesitan para p~:netrar al hospedero. Estos son inyecl:!dos al iloema por la herida creada 
por los saltahojas (Houm y Laey, 1982). 

SegUn C3lilaño (199-4), el patógeno tiene una transmisión cir.-:ulativa, que implica el paso 
del organismo a lraves del aparato digestivo de Ius insectos ;: sistema circulatorio de la 
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glándulas salivares. Los fitoplasrnas se desarrollan en d tracto dig<'5tivo, hemolinfa, 
glándulas salivales e intracelularmente en varios órganos corporales de sus insectos 
vectores {Agrios, 1995). Por lo general. lo~ patógenos que tienen una transmisión 
drculativa son persistentes. Esto implica qu<.: d vector puede transmitir el litoplasma por 
largo tiempu sin necesidad de volver adquirir más partículas de las plantas enfermas 
(Cnstaño, 1994}. 

Debido a que la forma de mmsmisión de los sahahojas es persistcnlc, <'5105 requieren de 
un periodo de incubación o lmencia del patógeno dentro de su wganismo; en este periodo 
es imposible la transmisión del fitoplasma (Nault y Rodrigue?.., 19S5). Por lo general el 
periodo de incubación de los fitoplasmas va de ocho hasta sesenta días. esto tiempo esta 
determinado por lm; curJ.ctcrísticas del insecto vector, el microorganismo, y la planta 
hospedera (Castaíío, 1 ~~4). 

Dentro de los fitoplasma que catL<an ~nfermc-dades, es rara la transmisión transovfuica 
del organismo en el vecwr, sin embargo, en los pocos casos que se da, reduce el nUmero 
de la progenie de las hembras infecradas. La l!all.'mlisión entre los diferemes estados 
ninfales es más frecuente (Nault y Rodrigu~z, 19S5). 

I.n interocción entre el insecto vector, el patógeno y el hospedero puede ser tm simple 
pruceso mecánico n un complejo sistema biológico. El proceso lk transmisión de 
microorganismo~ mediante insecms vectores es una adaptación en los organismos 
involucmdos en el mismo, que muchas veces ha implicado un proceso de evolución 
independiente tanto del insecto vector ~·tllnu del microorganismq IDlll$mitióo. [.¡¡ 

tendencia en este proceso de evolución c'S hacia la especialiwción para reducir la 
competencia microbial dentro de su hospedero; es por esto. que no wdos los saltahojas 
que se alimentan dd Jlucma son vectores de enfermedades causadas por los fitoplasma y 
la eficiencia de transmisión dd organismo varia dentro de las distintas especies de 
saltahojas. No es raro encontrar especie d~ ~altahojas que contienen el fitoplasrna en su 
organismo pero son incapaces de transmitirlo al hospedero (Mount y Lacy, 19~2). 

Siguiendo los e:;tudios relacionados con la EHPG, se han realizados varios inteutos por 
identificar el in.~e<:to vecwr de la misma. .lordan (1996), realizó esTudios de transmisión 
de la cnfcrmedad con dos especies de saltahojas. Empoasca hasrosa y A/cnneura sp., sin 
obtener resultados concretos. Saballos (1999) identificó cinco Ctipecies posibles de 
ins~ctus vectores, que dieron resultados positivos a las pruebas reali7..adas de PCR qu~ 
indicaron la preseneia del tito plasma en estn.~ especies. Los insectos idL'ntificados son: 
Se detectó ADN del fiwplasma causante de In enfermedad en cinco posibles insectos 
vct:torcs: 
• Empoasca hasrosa Roas & ll·loore (Homoptcnt: Cicadellidae) 
• Lopidea murray Kingh & Schaffuer (tkt<:rupterJ.: Miridae) 
• Alconew-asp. (llomoptera: Cicadellidae) 
• 0/larianus sp. (llomoptera: Cicaóellidae) 
• Hydatothrips gliricidiue (Homoptera: Thripidae) 
Para determinnr culil de csws insectos, ~s el vector de la EHPG. s~ deben realizar 
bioensayos de transmisión con cada una de las especies. 

l 



Dentro de las formas de tran~misión de los fitopln.~mas, esta la utilización de Cuscula sp, 
que es una planta panisita fanerogámica. la trllll~mi~ión del patógeno se realiza cuando 
éste es adquirido de los vasos vasculares de la planta infectada por medio de los 
haustorios de la cuscuw .. El patógeno pasa al floema de la planta par.isita y de nuevo es 
introducida en la planta sana mediante los hausturios que se ponen en contacto con el 
sistema vascular de In pi runa inoculada (Castaiio, 1994). Utilizando este puente biológico, 
se puede reali;.-..a:r res~rvorios de cualquier fimplasma en plantas susceptibles. Los 
reservarlos son de gran ayuda para la inv"sti.!_!llción y caracterización de cnfcrmcdades 
cau"<adas por fitoplasma, ya que estos no pueden ser cultivados en medios artificiales. 

1.4. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO 

o~nu:o de los panimetros para poder desarrollar un plan de manejo adecuado de una 
enfermedad. conuc~r ]u etiología del patógeno y la epidemiología de la co.fcrmedad es de 
vhal importancia. 

La EHPG es una enfenncdad que ha estado presente en Honduras por rrnís de JO wlos 
(Kenyon el. al,l996). tiene un avance lento y esta distribu.ida en casi toda Centro 
América. La combinadón de estos dos aspectos ha hecho que el agricultor no la asoci~ 
como una CIÚL'nn~dad infecciosa por lo que nu ha tenido los cuidudos necesarios para 
manejarla. Esto, combinado con un ecosistema inestable y vulnerable comu el nuestro, 
ha convenido a la EHPG en una grave amcnazu. E~ aquí, donde radica la importancia de 
rlL'Sllrrollar los conocimientos bas.icos que nos sirvan para elaborar un plan de manejo de 
la enfermedad apropiado para el agricultor ~· el medio ambiente. Estos ensayos ~nn 
continuación del estudio iniciado por Saballos (1999), en donde se encuentra información 
mas detallada del problema. 

1.5. OBJETIVOS 

1.5.1. Objetivo Gencr.d 

Continuar con los estudios de la epidemiología de la Enfermedad de la Hoja Pequeña de 
la Gliricidia, utilizando técnica~ moleculares y bioensayos. 

1.5.:2. Objetivos Espcdficos 

1. Identificar el o los in!>ectns vecmres, a través de Iécnicas moleculares y hioensayos. 

2. Confirmar si la El IPG es transmitida por semilla y/o material vegetativo. 

3. Comprobar indirectamente la patogenicidad del fitoplasma basado en los 
postulados de Kot:h, a través de biot:nsayos(Castaño, 1994). 



""! i\'lATERIALES Y i\IETODOS 

2.1 i\fETODOLOC:lA PARA EL PROCESAi\IIE?I'TO Y Ai'\ALISIS DE 
t\lUESTRAS EN EL LABOR<\ TORIO 

Para el procesamiento de las muestras en el laboratorio. se utilizó el método de 
E.xtr<~cción de ADN con CTAB (Doyle and Doylc) modificado por d Dr. Nigel Harrisoo 
de la Universidad de Florida (Saballos, 1999), lllntn para las muestras de material vegetal 
como para las pruebas ct:~n rnsccros. Lus protocolo del proceso se encuentra en los 
Anexos 1 y 2. 

Todas las reacciones de PCR (Smhh, 1999) se realizaron utilizando el producto comercial 
"l'CR Beads Ready Tn Go":r." de la casa comercial Amersharn Phannaeia Biotech. Inc. 
f'iscataway, NJ. USA. Cada perla de re¡¡ctiyo, que contien~ aproximadamente 1.5 
unidades de Taq pnlimerasa, 1.5 mM de HgCI.1. 50 mi\1 d~ KCI, 200 ¡.¡..\.I de cada 
dideo.xinucleótido trifoslluo (dNTPs o hases nhrogcnadas), 10 mM de Tris"HCl (pH ':1.0) 
y estabilizadores, incluyendo albúmina de suero bovino (ASB) s~ disoh1ó en 24 ~1 de 
agua doblemente destilada y 0.5 ~1 de cada primer. Posteriormente se dividió la metc!a 
de cada peTla para dos reacciones, cada una de 12.5¡.¡1. Se utilizó 1 ¡ti de ADN de cada 
muestra. Como control posiliYo pam la reacción de PCR directo se usó AD;..' de 
Amarillamiento L~'tal y para el PCR anidado una dilución de 1: 40 de ADN de una 
muestra de madreado positiva para EHPG. 

Paro la prueba de PCR directo, se utilizaron lrn; primers nnil'crsah:s, Pl & P7 que 
amplifican la región del gen 16s AR.t~r, la región espaciadora del gen 16S ARI>I y el gen 
23S ARN y 30 ba;;es dd extremo 5' del gen 23S A&'\lr, presente en todos los fitoplasma. 
Para la identificación especifica de la EHPG. se utilizó la prueba de PCR anidado. en 
donde se utilizaron los primcrs específicos PP/GLL f & r que amplifican una región 
interna del gen 16S rAR.J'\1, por lo que puede s~r usado para PCR anillallo de producto de 
umplificación con los iniciado¡ccs PI y P7. (Saballos, 1999). La secuencia de nueléotidos 
de cada pr:imcr y d correspondiente tamailo del produc:to de PCR csui.n dados ~-n el 
cuadro l. 



Cuadro l. Primers universales y especificas para la detección de genes J6S ARN y 23S 
Afu'r de fito ]asmas. 

Primer 

Pl 
P7 

PPfGLLf 
PP/GLLr 

Seeuencia (5'- 3') 

AAGAGTTTGATCCTGGCTAGGATI 
GCTCCTICATCGGCTCTI 
GTCGAACGG~\CCTIAG 

ACGGCTCCTCTICTAAC 
Proporcionados ¡x>r Dr. Nigel Harrison. Universidad de Florida. 

Tamaiio de Producto de 
PCR 

1.4 

Para asegurar un diagnóstico correcto sobre la presencia o ausencia del fitoplasma, todas 
las muestras neg-dtivas par<t el PCR dire<:to, fueron expuestas a una reamplificación de 
ADN utilizando la prueba de PCR anidado. Dependiendo de la intensidad de la banda 
obtenida en la prueba inicial, se realizaron las siguientes diluciones del producm del PCR 
directo en agua estéril. Sin banda, 1 :40; banda débil 1: 1 OO. Estas reacciones fuemn 
expuestas al mismo ciclo de temperaturas utilizado pam los primers universales. 

El procedimiento de amplificación de ADN del fitoplasma, en caso de estar presente, se 
llevó a cabo por el termociclador Perkin Elmer 480, Nonvalk, CT, USA. Cada reacción 
de PCR fue sometida a un primer ciclo para su desnaturalización a 94oc por 2 minutos, 
seguido por la fase de ligamiento a 54 °C por 50 segundos y por último en la fase de 
e>..1:ensi6n la temperatura a n ce por 2 minutos. A este primer ciclo siguieron 28 ciclos 
de 94°C por un minuto, 54oc por 50 segundos y noc por 2 minutos. Para finalizar, el 
último ciclo, fue de 94cC por un minuto, 54"C por 50 segundos y 72cC por 5 minutos. 

Pam visualizar los resultados de las pruebas, la E\ectrnforesis se realizó en un gel de 
agarosa al 0.75% con una concentración de bromuro de ctidio del 0.5 ¡.tg/ml, con una 
corriente eléctrica de 85 voltios por 30 a 45 minutos, para luego ser expuesms a 111% 
ultravioleta. 

2.2 JDENTIFICACION DEL JNSECTO VECTOR 

Este ensayo se reali7.ó en los meses de febrero y marzo del 2000 en los campos del 
Zamorano. Se trabajó con individuos de las espe-;;ies Empoasca hastosa y Ollariarmus 
sp. que fueron recolectados en el banco de proteína sembrado con madreado de la sección 
de ganado porcino de Zamorano. 

La primera. fase de este ensayo, exposición y adquisición del fitoplasma por el posible 
insecto vector, se realizó en jaulas de malla fina colocadas en ramas de árboles enfermos 
(Figura4}. De la especie E. haszosa (Figura 3) se colocaron tres jaulas, cada una con un 
tiempo de exposici6n y adquisición del fitoplasma de 5, 10, y 15 días respectivamente. 
Dentro de cada. jaula se colocaron alrededor de 20 individuos. De la especie Ollariwmus 
sp (Figura 3) solo se pudo rewlectar del campo 4 individuos, por lo que solo se trabajO 
con una jaula con un periodo de exposición y adquisici6n del fitoplasma de lO dias. Las 



jaulas fueron removidas de las ramas al finalizar el periodo rcspel!tivo de <:>.:posición y 
adqui~ición de cado una. Se extrajo mu~stras de insectos y hojas u.., cacl:a jaula para 
realizar las pruebas cl:c PCR y dectroforesis par:> la detección del fitoplasma. Se utilizó el 
mCtodo con CTAB [Doyle & Doyle) para la extracción de ADN y los primen; 
univen;ales y especificas PI & P7 y PPWBIGLL f & r para las pru~b:u; de PCR iliredu 
J' anidado respectivamente, 

Para la segunda fase, de transmisión e ineuhnción del fimplasma por medio de! po~iblc 
insecto vector a un hospedero sano. Se colocaron !res jaulas de malla fina cada una con 
una plántula (Figurn ~) a la cuáles se le realizó la prueba de PCR para asegUillnlos que se 
encontraban libre del patógeno. Dentro de cada jaula, se colocaron alrededor de 10 
individuos extraídos de las jaulas utilizadas en la primera llu;c de este ensayo. 
Nuevnrnenre eadajaub con un tiempo dt: t:Xposición de 5, !O y 15 di as respectivamente, 
Es decir. los imlividuos que fueron expuestos cinco dias al fitoplasma tuvieron cinco d!as 
de transmisión e incubación en la planta sana y del mismo modo con el resto de las 
jaulas. Esre ensayo solo ;;e pudo realiznr con la e,-;pecie E. Jws:rosa debido a que nu s~ 
logró obtener individuos de la especie 0/larfannus sp. para continuar con el ensayu. A 
partir de la culminación del tiempo de tnmsmisión de cada jaula, se les dio un mes de 
incubación al pat6gt:no en la planta hospedera, dcspw!s del culi.I se volvió a obtener 
muestras de insectos y follaje. La toma de muestras y procesamiento en el laboratorio fue 
igual al utilizado en la fas~ anterior. Ver flujo del prnceso en la Figura 2. 

R.c«>lecdón de insecto 
en e! o:~mpo 

Jaula en Orbol Jaula en árbol Jauta en :lrbol 
enfermo pOr 5 dl.,. mfi:rmo p<lr 10 df enfe1111o pOr 15 dfas 

• [Muesm~ 

¡ de brote 
e in!<C!o 

• 
Jaula en planta Jaula en planto Jauln en planlll Mue&ua 
>ana por 5 dios sana pOr 1 O dfn' sona por !S dfas 

~ t ~ t 
Jaula en p!ant11 Jaula on planta Jaula~" planta 

~ sana p<>r l mes >anap<>r! mes sana por 1 mes ' 
~ 

Figura 2. Flujo del proceso para el ensa)'U de lmnsmisión por insecto vector. 



Figur<1 3. Empoasr:a lumasa (a) ;• Ol/ariannus sp. (b) 

F1gurn . 
planm.~ana (b). 

Prop<><cianado p<>r 
N.H:mison de la 
Univ~"idod de Florida 

2.3 COMPROBACJON DE LA TRA.tSSi\JlSION DE LA EHJ>G POR i\!EDIO DE 
SEt\HLLA 

El ohjetivo de este estudio fue cunlirmar, los resultados obtenidos en el ensayo realizado 
por Saballos (199~). Como primer paso. se escogk"Ton 12 árboles bajo diferente.~ niveles 
de se,·cridad de la enferme-dad, rrr:s por cada nivel (Cuadro 2). Los individuos escogidos 
se encontraban en los terrenos de Zamorano y la tlasificación se realizó utilizando un 
sistema de e1F,Iluación de la enfermedad {Boa y Lcnné, 1993). Para asegurar la presencia 
del patógeno en Jos árboles padre, se les aplicó 1~ prueba de PCR directo cnn los primers 
universales paro. fitoplasma, PI y P7; y la prueba de PCR anidado con los primers 
espedficos PP/GLLF y PP/GLLR. 
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El estudio de tnlllSmi~icln por semilla se dividió ~n dos ensayos; en el primero se evaluó 
la wescncia del fitopla;;ma en phi.ntulas germinadas de semillas recolectadas de los 
árboks padre. Se sembraron cinco macetero~ por cada árbol con dos ~emillas cada uno. 
para obtener un tmal de 15 maceteros por nivel de severidad. En el nivel de darlo menor 
solo se sembraron 10 maceteros y para el nivel do.: !laño severu seis por la baja producción 
de semilla. Se realizó un raleo al uzar para trabajar = una plántula por macetero. En 
total se trabajó con 46 plointulas germinadas. 

La semilla fue rccolc:etada enue los meses de m<tr"/.o y abril de 1999. Es~.a:; fueron 
secada<; y almacenadas a tempt"ratura ambiente. La siembra se realizó el 16 de octubre, 
obtenkml\l una germinación del 100%. El cn~ayo se rcnlizó en la casa malla del 
Departamento de Protección Vegetal del 7..nmrmmo. Pura eliminar el riesgo (,k 

contaminación por el in.o:.,¡:to vector, los macekru~ ru~ron puestos en una jaula de malla 
fina mwlmente cerrada. 

La extracción de ADN y la aplicación de las pruebas de PCR se realizaron en la semanu 
del 6 al 12 de diciembre a los 56 dla~ de germinadas las plántulas. En esa: caso solo se 
evaluó la pre~eneia o ausencia del fitoplasma. como indicador de la uansmisión de la 
enfermedad. Se reali:>:ó una tabla de wntingencia (J.2

) para probar la hipólcsis nula de 
que no existe relación entre el nivel de severidad de la enfermedad y la transmisión del 
fítoph~ma. Los datos lberon analizados utili7..:mdo el programa estadistico SAS ® 
"Slal.istical Analysis SySK""IIl", versión 6.12 (1996), con un nivel de significancia de 
p="'.05. 

En el segundo ensayo. se evaluó la presencia del fitoplasma directamente en la semilla 
recokc:wda de los mismo árboles. P= esto se protegió las intlorecenciru; con holsa~ de 
malla fina (Figura 5) para cvhar la posibilidad de que el insecto vecwr ~~ alim~m~ 
direcUimeote de las flores o vaina~, rransmitiendo a;;í el pai.ÓJ!~'"!JO a estas. 



Figura 5. Flores {a) y vainas (b) prolegidas COn\r.J insectos. 

El ensayo ~~ realizó entre los meses de febrero y mano del 2000. Se tomaron dos 
mucsU"as de semillas v dGs muestras de flores de cada árbol, nuevamente ~ulo se evaluó 
la presencia o ausencia del fitoplasma como indicador de la transmi~ión de la 
enfermedad; la.~ muestras '! los datos fueron procesados ~· analizados igual que en el 
primer cn>ayo. 

2A COMPROBAC!ON DE U .. TR.A.i\'S!>USION DE LA EHPG POR MEDIO DE 
MATERIAL VEGETATIVO 

Paro. el estudio de transmisión por material vcg~tativo, se utilizaron los mismos fu-boles 
padres del estudio de transmisión por semilla, sacando do~ estacas por cada uno. El 
ensayo se realizó en los terrenos del Departamento de Prmección Vegeral del Zamorano, 
entre los meses de julio y ocrnbrc de 1999. 

Se semhraron las cslacu;;, de apro~:imadamente 1 m de largo y 1 O cm de diámetro, a una 
distancia de 60 cm entre surcos y 60 entre estaca. La siembra se realizó el 20 de julio de 
1999 inmL""lliallnnente después de extraer el mnterlal de los árboles. La toma u~ datos,. 
muestr..:o de las csmcas se reali7.ó cl20 de ocmbrt: tk \999, a los 4 meses d~ sembradas 
las estucas. 

Se evaluó el porccnmjc de la.~ c.Gtllcas enra.i7.adas entre lo~ iliferentes niveles de la 
enfermedad }' la presencia o ausencia del fiwphuma en los brotes de las e~tacas. Los 
datos se analizaron con una de tabla i.lc contingencia (il para probar la hipótesis nula de 
que nu csi~te relación entre la transmisión de la enfermedad ni en el p<:Jrcentnje de estaca~ 
enrai7..adas con los dif~rentes uivelcs de severidad de la enfermedad. Lus úatos fueron 
analizados utilizando d programa csmdisticn .'iAS ® "Smtisti.cal Analysis Systern, 
ver$ión 6.12 (1996), con un nivel de significancia de p=(l.05. 



3. RESULTADOS Y DISCUSJON 

3.1 JDEl'I'TIFICACION DEL INSECTO VECTOR 

Los resulmdos de la pru.,ba de PCR anidado paro la detección del patógeno en las 
mue~ll1!l; de follaje de las jaulas )' Jos tejidos de los insec10s al finalizllr el periodo de 
exposición y adquisición del fitoplasma de cada jaula, se pueden observar en la Figura 6. 
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Figurn 6. Resulrados de la Fase de Exposición y Adquisición del Fitoplasrna por parte de 
Empoasca haslosa y Of!arianus sp. 

Los hrmes a>..'trn.Ídos de las jaulas presemaron bandas bien definidas que indican la 
presencia d"l llwplusma en el tejido vegelal examinado. Esto confirma que todos los 
insectos en las jaulas fueron expuestos al fitoplusma. Las muestras de los in~ectos de In 
especie E. !tastos a resultaron negativas a las pruebas de PCR anidado, mientras que en !u 
muestra de Ollariannus sp. sí se pudo detectar la presencia del litoplasma. 

Estos resultados se pw:den deber al reducido tamaño de la esp~cie E. has tosa que 
dificulta la extmcción de ADN, por lo que suelen obtenerse bajas concentraciones del 
mismo, impidiendo In visualización de la bandn en las geles d~ agarosa de~pu~s de 
r,aJi7_.ar la prueba de PCR. Este problema se pu~'tle solucionar con la prueba de PCR 
anidado que reamplifica el ADN obt<.."Oido en la prueba de PCR directo aumentando así su 
concentración. A pesar de esto, cabe la posibilidnd que la concentración inicial de ADN 
en las pruebas a los insectos sea mn pequeña o ninguna, que indu;;ive despu¿s de la 
prueba de PCR anidado todavía no ~.xista suficiente ADN como par poder ser 
visuali:a~Uo. En el caso de O!lariarmus sp, este es un insecto que en tamaiio es casi el 



" 
doble del de E has1osa, por lo que no t$ exu-dio que este haya resultado positivo y el 
resto de lo~ insecms no. 

SegUn Agrios (1995), los insectos vectores necesitan un tiemp<l de incubación del 
pmógeno dentro de su organi~mo que dura de 10 a 45 dias para que el mismo se propague 
y distribuya dentro del iru;eeto, esto depende de varios f:1.ctores que incluye aspectos 
genéticos del vector )' condiciones climáticas; eslu puede ser una razón por la cwil no se 
pudo deteetar el fiiopla:.-ma en los ins~'{:I<JS al finalizar los periodos de exposición v 
adqubcición al patógeno. La literatura rcporm que los fitoplasma requieren de una 
transmisión circulativa que gcnemlmentc es también peruistente. Esto implica que el 
vector necesita adquirir el fi.mplasma una vez, para que este se r~roduzca dentro de su 
organi~o. antes de p<id.,- uansmitirlo a planta5 sana;. Se puede deducir emonccs que los 
insectos e~tudiados puedan necesitar de tm periodo mayor a 15 dfas de exposición al 
patógeno. 

A pesar de que en e~t~ ensayo, se idenliiicó el fitoplasma en la mu~tra de insectos de !u 
e~pe~ies 0/lariannu:s sp. no se puede asumir que éste sea un vector tk la enfermedad, ya 
que segUn /vloum )' Lacy (1982), no es raro ~"Tlcontr""'" especies de saltahojas que 
contengan el fitopla~ma en su organismo, pero estos son incapaces de transmitirlo al 
hospedero. Debido a la interacción entre el insceto vccwr, patógeno y hospedero la 
tendencia evolutiva es hacia In especinlización para Tedudr la competencia microbial. 
Lamentablemente, no se pudo obtener indh~duos de est.a especie para continuar con los 
estudios de transmisión y comprobar si t:sta especie e.> capaz de transmitir el filo plasma n 
plantas sana< de gliriddia. El Dr. Jim Tsai, de la universidad de Florida, ha comprobado 
que una esp~cie del genero 01/ariannus es el vectOr de la enfermedad de la escoba de 
bruja en el frijol gandul. Toillll!ldo en cuenta la similitud entrt: tos filo plasma que causan 
la EHPG y la enfcrmcd~d de la escoba tle bruja en el frijol gandul, nos hace pensar que 
individuos de este género. pu~i.len ser Uln!bi6J vectores para la EHPG. Sin embargo, 
para comprobarlo se llcbe terminar el ensayo de transmisión con esta t'..~pecie. 

Los resultados obtenidos en la segunda fase del ~nsayo. transmisión e incubación del 
patógeno se pueden observar ~n la Figura 7. 
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Figura 7. Resultado~ de la Fas~ de Transmisión e Incubación del Fitoplasmn por parte 
de Empnasca hastasa a la Planta Hospedera. 

Las muestras de follaje e insectos e.>:traid(I.S de la jaula con un tiempo de transmisión e 
incubación de cinco días resulll!ron positivas para la prueba de PCR anidado y ~e pudo 
detectar tambiffi el litoplasma en la muestra de in:;ectos extraídos de la jaula con un 
dcmpo de I 5 días para la transmisión e incubación del fitopln.~ma. 

En las pruebas rca!i?;tda> para la d~tcecióo del fitoplru;ma despu~s de un mes de 
incllbEción del patógeno en la planta hospedera no se detectó el fitoplasma en ninguna de 
las muestra.-;. Ver el resumen de los resultados obtenidos en el bioensayo en el Cuadro 3. 

Cuadro 3. Resumen de los resultados obtenidos ~'11 el bioensayo de idcniificacióu del 
insec10 vecmr. 

O.•«dóo cl" 
f!<o~l··= 

D"«elllo dtl 
FI!Opla>m• 

Re«>lt<elóo on el <ampu 



Lo~ re¡;ultado$ obtenidos en la fase de transmi~ión e incubación del patógeno en un 
hospedero sano, sugieren que la especie F.mpnasca hastosa es capaz de transmitir d 
fitoplasma a un hospedero sano. Si bien e~ cierto, que esta especie se encuentra en alta:; 
poblaciones en lus bancos de proteÚla de G. sepium severamente afectados del Zamorano, 
no es raro encontrarla igualmente en altns pobladon"l< en plunmciones, bosques o 
colecciones sanas de G. sepium. Esl:o sugiere que la especie Empouscu hasrosa no es un 
vector eficieme de la EHPG. 

Hasta el momento no se pudo comprobar qu~ .,¡ patógeno :>e este propagando dentro del 
hospedero sano. La explicación de este resultado puede deberse a que d fitoplasma 
requiere de un mayor tiempo de incubación dentro del hospedero o que las condiciones 
dentro del mismo nos son las óptimas para su desarrollo y reproducción. La Iiterat1.1ra 
reporta que la mayoría de las cnferrnedad~s cuasadas por fitoplasma no se nlJiesan cn 
plantas jóvenes, com() ~~ el caso del amarillamiento letal del cocotero. Este esrudio se 
r~alizó en plantas jóvenes de madreado, y es po>ible que csw condición impida la 
propagación del fhoplasma dentro del individuo y la visuali:~.nción de los sintomas. La 
EHPG tiene un avance secmrial dentro de los indh·iduos afectados, por lo que se puede 
intúir que al mom~nt() Ud muestreo en el estudio, se obtuvieron muestras de una sección 
de la plarrta libre todavla del patógeno. Para responder estas int~rrogantes, se debe 
cstudiar más a fondo la relación entre el h().~pedem y el fitoplasma, ya que ésta ~~ 
independiente de la rcl3ci6n entre el fimplasma y el insecto vectm. 

Uno de los objetivos específicos de este csrudio, fue cr¡mpmb:ll" indirectamente la 
patogcnicidad del fimplasma basado en los postulado, de Koch a través de Bioensayt:~s 
(Cuadro 4). 



Cuadro 4. Analogía entre los Po~tuiHdos de Koch y las fases del ensayo de transmisión 
de la EHPG r medio del inseclO vector. 

Postulad% de K11ch 

l. Debe haber una asociadón rnmumt~ 
entre un or~anismo y el hu>pedero enfermo. 

ri. Se debe aislar d patógeno S""P""hO del 
ho;;pederc cnt<:rma y ob¡cnerlo en cullivo puro. 

TI!. Se debe inocular un hn.lpcdero sru¡o 
con d culJivo puro del orgiiiii,mo 
sospecho:\<1 y reproducir los sfntomas 
tlpieo• do 1• onfmncdod. 

!V. Se dcl>o "'rus!ar elf"IÓ~eno en culñvo 
puro a pmtir del ho<pedero Inoculado )' 
enfermo y suo c:miCICTISlic:ts deb\m ~r 
==mcmc iguales a las ob;m-adas 
en el cullivo obtenido en el ~egunda postulado 

Fa~ e dd Ensayo de tr.msmi,ión 

Fa.' e de nposición y odquisición del fltopla.<ma 

l.'Sj<>u!as fuemn puestas en un ~rbol 
onfmna oon M momas t!picn• de !a EHPG. 
Se comprobó la prcscnda delliloplasma 
en el individuo mediante la prucb• de PCR. 

Se detecró el r.topl.sma en in.sectos 
obtenidos de lus j"ula.s en el árbul 
enfermo medi"nle la prueba do PCR 

Fa~e de transmisión< incu!.-Adón del pató~eno 

Se logró detectar la trarmni•ión del 
fltoplasma por medio del in=ro 
'ecror, medi:mlc la prueba do rCR. 
No fue posible 1• ;•isualizaeión do 
los sfmomas 1!pioo; de la !JI !I'G 

La ililiculmd en comprobar directarncmc los po.-tulados de Koch, ntdka principalmente 
en la biologia del patógeno que impide que és1c sea cu\ti,•ado en medios anificiales y que 
se trammita mecánicamente. Lo~ Jhopl~e""ITil!S, requieren de insectos vectores, injertos o 
puentes biológicos p~a poder ser transmitidos de una planta a otra y por lo general el 
avance tl~ la enfermedad es lento y los ~fntomas solamente se pueden apreciar ~n plantas 
adultas. 

~-fcdiame la de1eedón dd ADN tle! fitoplasma causante de la EHPG en h~ diferentes 
fase~ dd ensayo de transmisión por insecto vccmr, se logró obtener e1~dencias qne nos 
permit~n sugerir indirectamente que se ha comprobado la patogenicidad del fitoplasma 
y su relación con lo EHPG. La comprobación total de los postulados de Koch con 
respel!to al fitopl<t!im~ de la EHPG, se obtendrá cuando se puedan ~~suali7.ar los síntomas 
cardCtcrfsticos de la enfermedad en la planm inidalmeme sana y libre del patógeno 
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3.2 COMPROBACION DE LA TRANSMISION DE LA EHYG POR MEDIO DE 
SEJI-ITLLA 

En la primero fa<;e de este ensayo, ¿., las 46 plántulas muesrreadas, se pudo detectar el 
fitoplasma en 10 de cllas(Cuadro 5), lo que significa :<2% de transmisión por semilla 
(Cuadro 6). Se descartó cualquier probabilidad de contaminación por vector dentro de la 
jaula. ya que en ningün momemo existió la prc~~ncia de ins~.-ctos dentro de la misma. 
Esl:os resultados coníirman los oblenidos en Jos estudios reali7.ados en Zamorano por 
Saballos en 1999, en donde detectó el tltoplasma en 3 de las -'0 plántulas germinadas. 

No se t:ncontró ninguna relación significativa entre el nivel de ~cveridad de la 
enfermedad y clminwro de pl:intulas positivas en cada uno (/.:!,3,092; gl"3; p"'Ú.3 78). 
Esro indica que la transmisión del fitoplasma n lo~ semillas, es independientt! dd grudo de 
severidnd de la eufcl11lcdad 

Cuadro 5. Resultados de la Prueho de PCR anidado realiwi.lu a las plántulas germinadas 
de semilla recolectndu de árboles cun ili~úntos niveles de severidad de la enfermedad. 

Nivel de Severidad 
Presencia del As!ntomátlco Daño Dano Daiio T_, 

Flto lasma Menor Moderado Severo 

PCR anidado(+) T ' • ' 10 
?CR ;onidado H " ' 11 4 36 

Total 1ó 10 1ó ' "' 
Cuadro 6. Porcentaje de transmisión del fitop\asma a plántulas g~rminadas de semilla 
recolectuda de árboles con distintos niveles de severidad de la enfermedad. 

Nivel de Severidad 
Prosen da del As!ntomiitlco Dano Dano Dan o Total 

Flto lasma Menor Moderado Severo 

Total de pliintulas 15 10 15 o 4B 
PCR anidado(+) 1 S 4 ' w 

%de transmisión T "' '' '" " 
En la seb'lliJda fllse del ensayo, .se analizaron flore~ y semillas inmadura~, protegidas con 
jaulas de malla fina, para evüar la entrada de insecms vecmres que pudierun transmitir la 
enfermedad directamente a las flores y vainas cuando ~~tos se alimerrtan de ellas. 

En el anitlisis de las flores recolectadas. de 24 analizadas se lob'TÓ detectar el fitoplasmu 
en ocho de ellas (Cuadro 7), lo que significa 33% de transmi~ilm del fitoplasma a las 
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flores (Cuadro S). Dentro de las jaula~ no ~ cn~ontró ningún insecto lo que elimina la 
posibilidad d~ qtre ist~ haya podido transmitir el !itoplasma a las flores analintdas. 

No se pudo encnntrur una relación signilicativa entre el nivel de severidad de la 
enfermedad y la presencia del litoplasma en las flores ()::)=1.500; gl=3; p-0.212), esto 
quiere d~cir que la transmisión dd fitoplasma a las flores es independiente del nivel de 
severidad de la enfermedad. 

Cuadro 7. Resultados de la Prucbu de PCR anidado realizado a flores de G. sepium 
rotegidas de insecto~ en jaulas de malla fina. 

Nivel de Severidad 
Presencia del Asintonritko Dan o Daño ~00 T~' 

Fito 1asma Menor Moder.tdo Severo 

PCR anidado(+) ' 3 ' o ~ 
PCR anidado (-) 3 3 ' 6 " 

Total 6 ' ' 6 " 

Cuadro S. Porcentaje de transmisión del fiwplasma a flores de G. :;epium protegidas de 
insectos en jaulas de malla fina. 

Nivel de Severidad 
Presencia del Aslntomátlco Daño Dailo ~00 Total 

Fltoplasma Menor Moder.<do Severo 

Total de flores 6 6 6 6 " PCR ~nldado (+) ' ' ' o " 
%de tr.<nsmislón "' "' " o '' 

En el nn>ilisis de ~emilla inmadura obtenidas de las jaulas, ~e detectó el fitoplasma en 14 
de las 24 muestras (Ctllidro 9), esto indica 5S% de transmisión del fitoplasmo a la semil!n 
(Cuadro lO). 

En este caso mmpoco se encomró relación sig:nif,cativa entre el nhe! de severidad de la 
enfL'mwdad y la presencia del fitnplasma en las se!IlÍ!las analizadas (/=6.171; gl=J, 
p=O.I). Esm quiere decir que la pr~sencia del fitoplasma en las semillas inmaduras, es 
indepemli~nte del grado de severidad de la enfermedad. 



PCR anidado(+) 
PCR anidado { ·) ' 5 ' ' ' ' 

5 

' 

Tot;.l 

Cuadro 1 O. Porcenmjc de transmisión dd !ít.oplasma a semillas inmaduras de G. sepium 
roreR.idas de insectos ~n ·aulas de malla fina. 

Nivel de Severidad 
Presencia del Aslntomatico Daño Daíio Dano Total 

Flto lasma Menor Moder.o:do Severo 

Total da semlllas 5 5 5 5 " PCR anidado(+) ' ' ' 5 " 
%de transmlsiOn " '" '" " 5B 

Hasra el momento, no se ha podido identificar d patógeno ni en flores, ni en ~emi!las, ni 
en plántulas utilizamlu solamente la prueba de PCR directo, lo que indica que las 
cantidad~s de ADN del fitoplasma en estos tejidos es muy haja, infiriendosc entonces, 
que es muy poca la cantidad del patógeno que logra alcanzar estos tejido~. 

Debido al hecho de qu" la semilla se desarrolla a partir de tejido meristcmático, sin 
conexión directa con los conductos l'ascuiares, existe una barrera fisiológica que impide 
el paso del patóg.L-no hacia la semilla, r:s por esto, que la literatura indica que los 
fitoplasma no son transmitidos a tro\'6; de reproducción sexual. 

Si analizamos los n:~ultados obtenidos en las pruebas de detección del patógeno tanto en 
semilla irunadura como en plántulas. podemos ver que hay unn reducción en el porcentaje 
de transmisión del 58% al22% respectivamente, esto se puede deber a que lus cundu<:tu~ 
del flocma llegan tinicnmente ha.~m la nucela y nu al embrión. Esto sugiere, que en uno 
de cada dos casos la b:urcra fisiol6¡,>ica !13lur.tl en las semilla.~ no impide el paso dd 
organismo al embrión. En el ensayo realizado se obtuvo 100% de germinación de In 
semilla obtenida de los árboles enfermos, estn combinado con los re~ult.adu~ que 
confirman la presencia del fitoplasma en la semilla. nos permite inferir que el patógeno 
no interfiere con el d.::;arrullo y germinación de la semilla. 

A pesar que se ha logrado identificar la presencia del patógeno en las plámulas 
germinodas, no podemos asegumr que "ste ;;e ~ncuentra viable y que eventualmente 
presentad sintom!IS \k la enfennedad en la planta. Nuevamente,. comprobando los 
resuhados obtenidos por Saballos (1999), las plámulas que resultaron positivas para la 
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prueba de PCR anidado no muestran diferencia fenotipica con las que resultaron 
negativas en las primeras etapas de desarrollo. Esto sugiere do~ cosas: que los síntomas 
de la enfermedad no se presentan en planllls jóvene:;, como ocurre en el amarillamicnw 
!ellll dd cocotero, o que el fitoplasma presente se encuentra en una forma latente que 
impide que éste desarrolle la enfermedad. 

3..3 COMPROBAC!Oi\' DE LA TRA.t\'SMl$101\' DE L.!,_ EHPG POR l\lEDIO DE 
l\IATERIAL VEGf:TATTVO 

De las 24 estacas sembradas en el ensayo, 1 S enraizaron y rebrotaron, obtcnicndosc un 
porcentaje de rebrote total del ensayo del 75% (Cuadro !1). Se pudo observar una 
disminución en el rebrnte de las estacas apartir del rrivel de daño moderado, donde se 
obtuvo 67% de rebrUle )' 33% en el ni1•el Uc daiio severo. No se encontró dependencia 
cntn: el nivel de severidad de la <...Uemedad y el nUmero de estacas germinadas 
(• L6 "' I· o¡-~. _, 078) 7.- ·"- .,-),p-v. . 

Cuadro 11. Resulw.dos de la germinación d~ ~stacas de G. sepium obtenidas de árboks 
con diferente nivel d~ sevffidad de la enfermedad, 

Nivel da Severidad 
Aslntomático Dalio Daño Dan o Total 

Rebmt" Menor Moderado Severo 

Estacas semtlradas ' 6 ' 6 " Estacas retlmtadas ' ' ' ' " 
%de Rebrote wo wo ,, 

" 75 

A pc:sar de no encontrar diferencia significmiva. se puede observar una tendencia a ta 
reducción del rebrorc de las estacas, con d aurn~rllu u~ la severiiliu.J de ta enfermedad en 
los árboles padre. Esta n.:lación se explica debido a la biologia del pmóg:eno, en la cual el 
!iroplas= coloniza los vasos del í1oe:ma impidiendo el transporte d~ nutrientes. Esto 
pu~-dc influir dírerctamente m la falta de vigor de la estaca lo que disminuye In 
probabilidad de cnrnizamiento y germinación de la misma. 

De las IS estaca!; rebrotadas. !6 resultaron positivas con la pru~ba de PCR para la 
detección del fitoplasma. Sin embargo, no se encontró relación significativa entre el nivel 
d~ severidad de la enfermedad. y la transmisión del fitoplasma a las estacas Ct.:2"'1.969; 
gl .. J; p<-().579). 

Analizando la respuesta a las pruebas de PCR directo y anidado. no se encontró una 
relación entre nivel d~ s~veridad de la enfermedad y la respuesta n cada prueba. Esto 
indica que la conccntr~ción del fitoplasma en los brotes de las estacas no depende d~t 
nivel de severidad de]¡¡ enfermedad: sín emburgo. 11 de las 16 ~slacas positivas fueron 
det~ctadas wilizando la prueba de PCR anidado(Cuadro 12). 

l 



Cuadro 12. Resulmdo~ de la prueba de PCR directo y anidado parn ](l detección del 
lito plasma en las O;:!;U!cas ¡1enninadas. 

Nivel do:: Severidad 
Presericiadel As!ntomátlco Daña Daño Daña Tab.l 
ffta las.m-a: Menar M<>derado Severo 

PCR dl.,.t::to (+) ' 3 ' o 3 
PCR anidado(+) ' 2 3 2 " PCR(-) ' ' o o 2 

Total e 6 4 2 " 
Combinando los ft'Su!tados obtenidos en d análisis del poreL-ntaje de rebrote y la 
detecrión del fitoplasma en los ensayos, se puede inferir que las estacas obtenidas de 
árboles enfermos, son ,•iables parn sn pmpagadón siempre y cuando posean una 
concentración baja del fitoplasma en los wsus w~culares. 

El rebrote de la may\Jrla de las estacas en el enS<lyo fue vigoroso; incluso en dos de las 
cinco estacas que resultaron positivas para la prueba de PCR directo (Fig S. a, b). Sin 
embargo en las tres restantes (Fig S. e, d, e) el rebrote fue dCbil y con =aso follaje. En 
estas estacas~"' se puede apreciar lo~ primeros s!ntomas de la enfermedad como lo son 
deformación de hojns y clorosis. 

El rebrote de las estacas que resultaron negntivas (Fig S. g) fue vigoroso y abundante. t\ 

pesar de esto, si comparamos el rebrote de las estacas negativa~ p~rn la prueba de PCR. 
positivas para la pmeha de PCR directo y posítva:; para la prueba d~ PCR anidado(Fig S, 
g, a, f) no podemoo ~ncunlrar claras úiferencias fenotipicas que nos ayuden a identificar 
y diagnosticar la enfermedad oponunamcntc para lograr formular un plan de manejo 
adecuado. 



Figur-a 8. Dilhencias fenotipicas entre estacas positivas y negativas para la prueba de 
PCR de detección del fitOp\a.<;ma causante de la EHPG. PCR directo+ {a,h,e,d,e); PCR 
anidado 7 (f); PCR ocgmivo (g) 



4. CONCLUSIONES 

Se comprobó que la especie Empoa:sca ha:sio.m es capaz de transmitir el fitoplasmo 
causante de la EHPG, sin embargo, no se pudo comprobar que éste se propagó en lo 
plama. 

Se ddec\6 el ADN del fitoplasmo cau$3ille de la EHPG en la especie 0/lariannus sp. al 
fmalimr el periodo de c....:posidón y adquisición del fitopla~ma de 10 días. De las tres 
especies de saltahojas que hasm d momenTO ~e cree que son posible; vectores de la 
EHPG, se considera o é.~ra especie la de ma)'Or potencial. El;tu concuerda con esrudios 
en la Universidad i.le Florida donde se ha comprobado que una "l>lK-.:ic del g6J.ero 
O!!ariv.nnus es el vector del fitoplasma que causa la enfennedad de la escoba de bruja del 
frijol gandul, el cual es muy similar al fitopalsma de la EHPG 1. 

El filopla5rua de la EHPG es transmitido por medio lk semilla dt: madreado, 
independientemente dd nivel d.: sevtridad de la enfermedad. Las concentraciones del 
fitopla$ill!l que llegun a éstos órganos reproductivos son bajas e independientes del nivel 
de severidad de la enfermedad. Una de cada dos semillas que contienen el fitoplasma 
pueden transmitirlo al embrión. No se encontró diferencia fcnotipica entre las pl:i.ntula.~ 
sanas y en las que se derecró el fiwplasma, lo q1.1e indica qu~ la sinwmatología de la 
enfermedad solamente se puede ll.preciar en plantas adulras o q1.1e el fitoplasma no s~ 
encuentrJ t:n condiciones para desarrollar la enfermedad. 

La EHPG, es transmitida por estacas de madreado independientemente del nivel de 
$CVeridad de la enfermedad. El rchrme de las estacas no dep~nde d<:lnivtl ¡J._, severidll.d 
de la enfermedad en los árbüleo ¡mi.lre; ~in embargo, los niveles de daiio moderado (3) y 
seYero (4) presentan un menor nUmero de estacas enraizadas y rt:brotadas que los niveles 
asintomático (l) y de daño menor (2.). 

Con los resultados obtenidos en el ensayo de ídemificación dd in¡;ecw vector, se obruvo 
evidencia que nos permite comprobar indirccttunente !o postulados de Kock. con los 
e (la] es se comprueba 1:!. patogenicidad del fitoplasma de la El·IPG. 

' Comunicadón ¡:oe,;onal. N.Honi5on, Unil•e,;idad de Florido. 1999. 



5. RECOi\IENDACIO!'."'ES 

Continuar lo~ e:;tuditJs de transmisión por 1•cctor de la enfermedad de la Hoja Pequo .. 'lla 
de la Gliricidia con la especie E. hustosa para confirmar los resultados obtenidos en este 
estudio. 

Realizar C5tl!dios de trnnsmisión de la enfermedad por vector con las especies 
()1/uriannus spp .• Alconeura spp .. Lopidea rm;rray e Hiprmolhrfps gliricidae, pam 
determinar si estas cspeci~s 1k insectos son capaces de tn~nsmitir la enfermedad. Para 
estos esrudios se recomienda utilizar los prim~rs PI& P7 y PP/GLI. f&r para las pruebas 
de PCR directo y unidado respeclivamcnte. debido a las baja.~ ctJnccntracioncs de ADN 
del timplasma que se obtiene en la extracción de ADN de insectos. 

/vluntener las pl:intula>' germinadas de :irhoks enfermos donde se detectó ADN del 
fitoplasma aisladas de insectos. par .. s~guir muesrreandolas y determinar si la 
coneenrración del fitoplasma aumenta y éste put:Ua ~n identificarlo median le la prueba de 
PCR direeiO. Si ésto suc>!de, indicará que d patógeno se esta reproduciendo denrro del 
hospedero y que fue !Tansmitido a la plántula en un estado viabk, capaz de desarrullar la 
~nfermedad. Es importmne oh~en·ar si se dc.<mrrolla la sintomatologia en estas plántulas 
y cuando lo hacen. 

Determinar el d~sarro!lo de la sintomatologla en estacas úunde se identifique la 
presencia del fitoplasma causante de la enfermedad de la Hoja Pequeíía de la Gliriddiu; 
procurando mantenerlas aisladas para evitar el contacto con el inSL•do vector de la 
cnli;,rmeilild. 

Repetir el ensayo de transmisión por estacas, protegido totalmt:nte conrra insecro~, para 
evitar la contaminación del vector. Para i!sto se puede diseñar un estudio con estacas 
p~queüas en maceteros dentro de la casa malla del Departamento de Prokeción Vegetal. 

Evaluar el avance actual de la enterm~dud de la Hoja Pequeña de la Gliricidia y su 
impacto socioeconómico en Hondllnl!; y otras regiones de Centro Amérka. 

l)isdiar y ,-aJidar un plan de manejo apropiado pnra la enfermedad. 
D~'lltro del plan de manejo, se recomienda hac~r <!nfasis en Jos siguientes punws: 

Distribución de información sobre la EHPG a los usuarios de la G. sepium mediante 
st:mimlrio~, giras de promoción en el campo, etc. Enfoc:mdose en la importancia, 
sintomatologia. reconocimiento y manejo 1k la enfermedad. Buscar el apoyo de 



organizaciones de desarrollo como ONG 's y organizaciones gubcmamemale..~ pnrn 
abarcar tanto a pequeños como grandes productores. 

• Disminución de la lli¡¡eminación de la enfermedad mediante la propagación por 
estacas de esta especie arbórea. Recomendar a Jos productort:~ d establecimiento de 
llTI rodal de G. sepium apropiadamente manejado y comprobado que se encu~n!ra 
libre del patóg~no para ser usado como llaneo de estacas. De cs1.a manera se busca 
controlar la n..-ducción de la base gcnCtica de la especie y la diseminación de la 
enfermedsd. La comprobación de que "->tos árboles se encuentran sanos debe 
realizarse por medio de pruebas altamcmc CS¡x!Cífieas como la prueba d~ PCR 
anidado ya que incluso árb-oles ¡¡;;inlom5li-cos pueden transmitir el patógeno. 

• CL'rtificación de semilla de O. sepium libn: del patógeno, nuevamente utilizando 
pruebas altamente específicas como la prueba de PCR anidado. Establecimiento de 
rodal e.~ ~emilleros libres del paiDgcno. 

• Conrrol y legislaciOn del traslado de gcnnoplasma para evitar la introducción dd 
patUgeno "'l zonas libres del mismo. 

• Eliminación de :ir bu k~ ~nfermos para reducir las fuentes de inóculo. 

• Identificación y valoración de proc~tkncias tolerantes y resi~tentes a la EHPG. 
Promoción y distribución de las mismas. 
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?.ANEXOS 



Anexo l. PROTOCOLOS DE EXTRACCIÓN DE ADN UTIUZADOS EN EL 
ESTUDIO 

Me-todo CTAB modificado por Harrison.2 

Buffer CTAB de Extracción 1 
Calentar a 6ooc antes de usar 
2% CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilarnonio) 
IOOmlvl Tris-HCI pll S (trisma base) 
20Ill.L"\1 EDTA pH 8 (ácido etilnodiarninotettaacetico) 
!.4MNaCl 
l% Polyvinilpyrrolidona 
0.2% ¡3-mercaptoetanol (añadir justo arrtes de usar) 

Buffer CT AB 2 
to% cr,\B 
0.7 M NaCI 

Mezcla eloroformo:isoam.il alcohol (24:1) 
Cloroformo 240m! 
Alcohol isoamílico 10m! 

TE alto en sal 
10 m.M Tris-HCl pH S 
1 niMEDTA 
l M NaCI 

!so propano! 

Etanol 

Equioo 
l\!orteros y pistilos estériles 
Nitrógeno liquido 
Arena ultra pura de cuarzo 
Micropipetas 
Puntasde micropipetas 
Tanque de baño )Vlaría 
Tubos de microcentrifuga 
Microcentrifuga 

'Comunicación per..onal. N. Harrison, Universidad de Florida, 1998. 



Procedimiento 

l. l\bcere e) malerial en un mortero. use nirrógeno l!quido se esta di~ponible 
2. Afiada igual volumen de buffer d~ e;...'tracci<ln CT AB l a 60~c 
3. lneubca60"Cp()r30min 
4-. Ailada igual volumen de cloroformo: isoamllic() alcohol2~:1 
), l\·!ezcle hien 
6. Centrifugue por 5 minutos a 5000rpm 
7. Remu~va el sobr.madame y colóquelo "ll otro tubo 
3. Añ~dn !I!O de volumen del butTcr CTAB 2 al sobrenadantc 
9. Repita los pasos 4-,5,6,7 
10. :'liiada Y3 de volumen de isopropnnol frio parn precipitar los ikidos nucleicos 
11. Centrifuge 5 m in 3 5000rpm 
12. Descarte el liquido dejando el sedimento de ADN en el fon<Jo <Jd tubo 
13. Seque al aire el sedimento por 30 min 
14. Resuspendn el sedimento en 100 J.ll de TE alto en sal 
15. Aiiada 2.5 voliimenL-s de Elanol frio para precipitar el ADN 
16. Deje precipitar 30 min a4°C 
!7. Ceutrifuge por 5 min 
\8. Descarte el liquido, dejando el sedimento en d rondo del tubo 
\9. Seque d sedimento al aire por 30 min 
20. Resuspendn el sedimcmo en agua hidestilada. 



;;Jétodo de e:~.-trnecifm <.le ADN de insecto~~ 

I. Colocar 200¡1) de bu !Ter CT AB 1 de extracción a 6o~c "Tl un tubo de microcentr!fuga 
~ Ar1ada un in~cto por tubo 
3. Macere bien el insecto 
4. Incube por 30 min ~ úO QC 
5. Añada 200¡¡1 de cloroformo isoamil alcoh()! 24:1 
6. Inviena elmho y co16quclo 30 seg en el votcx 
7. Centrifuge ¡x1r 5 ruin a 5000rpm 
S. Transfiera la fase sobrenadanie a un tubo nuevo 
!J. Añada igual volumen de isopropanol 
1 O. Incube por 30 m in n tcm~ratura ambiente 
1 l. Centrifuge por 5 ruin 
12. Deseanc e! liquido dcján<.lo el ,;edimemo en d fondo 
13. Deje secar a temperotum ambiente por 30 m in 
14. Resuspenda el sedimento en 25¡¡1 d~ agua bidcsdlada 

1 Comunlcadón pcr<onol. N. ll•rri<on. Univo,.idad do PloriJa, 1998. 



Anexo 2 PROTOCOLOS D€ PCR UTLIZADOS EN EL ESTUDIO 

Rc:lccitin en c:1dena de la polimcrnsa: primers Pl y P7 {Salmllns, 19'99). 

¡...¡=la para la reacción 

2 ¡.J.! del templete de ADN 
0.5 vM de cada inicia\Jor (Pi'/ P7) 
100 ¡.¡M de cada dNTP 
2.5 mM MgCb 
1 unidad de Taq polirncrnsa 
lx buffer de PCR 

Aceite mineral 

.&._quipo 
J\·1icropipetas y puntas ~sterile~ 
Tubos de PCR 
Termocidador 

Selle cada reacd6n con una gota de aceite núnenU. 
Primer ciclo 
Denaturolizaci6n 94 "C 2 rnin 
Ligamiento 54 "C 50 seg 
E:..:tención 72 oc 2 n1in 

2~ ciclos 
Dena.turalizaci6n 9--1- "C 1 mm 
Ligamiento 5--1- "C 50 seg 
Extcnción 72 "C 2 min 

Qjdo final 
Denaturnlización 94 ·e 1 m¡n 

Ligamienm 5--1- "C 50 seg 
Exteneión 72 "C ' mm 

NUmem total de ciclos"' 30 



Reacción en cadena de la polimer.1sa : primer:s PP/Gllfv PP/Gilr {S a hallo~. 1999). 

Mezcla paro. la reaccicin 

2¡.!1 del rcmplerc de ADN 
IJ.5 ¡.¡M de cada iniciador (PP/Oilfy PP/Gllr] 
JOIJ ¡.¡l"f de cada dNTP 
2.5 mM MgC\2 
1 unidad de Taq polimcrasa 
Lx huffcr de PCR 

Aceite mineral 

Equipo 
/> ficropipet.ns y puntas es~erilcs 
Tubos de reR 
Termociclador 

Selle cEda reacción con una gota de aceite min~rul. 
Primer ciclo 
Denaturalización 94 uc 2 ruin 
Ligamiemo 55 •e 50 seg 
Extención n·e 2 mm 

2S ciclos 
Denaturalización 94"e 1 min 
Ligamiento 55 •e 50 seg 
E: .. :tención n ·e 2 mm 

Cic!Q final 
Denaturalizadón 94 •e 1 mm 
Ligamiento 55 •e 50 scg 
EA"tención n ·e 5 min 
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