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RESUMEN

Campaisa, Andrez, 2000. Estudio cpidemickigico a ttaves de pruebas molccularcs v
bincnsayos sobre ls iransmisidn del fiteptasma de la Enfermedad de la Hoja Peyueta
de ia Gliricidia.

La Enfemmedad de la Hoja Pequefiz de Ja Gliricidia (EHPG) causada por un
foplasma se repond por primera vez en La Soledad, Honduras, en 1992, Los
sinlomas caracterfsticos som amarillamisnto, reduccidn v distarsidn de los feliclos.
proliferacién de broles y muerte tegresiva del drbol en estados severos de la
enlerinedad. Para poder comprobar las vias de transmisidén de [a enfermedad, se
realizaron tres ensuyos v se wiilizaron como hermamicntas bdsicas de diagnéstico las
técnicas moleculares de PCR v ¢lectroforesis. Pars los ensayos de transmisién por
medic de semillas v estacas, se clasificaron 12 drboles padre en cuatro niveles de
severidad de Ja enfermedad, Pam comprobar Iz transmisidn por cstacas, sc
recolectaron ¥ sembraron dos cstacas de cada drbol padre. Bl ensayo de transmisién
por semillas, se dividié en dos fases, en lu primera, semilla de los drboles padre se
sembrd protevidi contra Insectos vectores on jaulas, en la segunda fase se analizaron
flores ¥ semillas jgualmente protegidas contra insectos vectores. Los dawos se
analizaron uiilizando una tabla de contingeneiz de X~ para probar la dependencis
entre ¢l nivel de severidad de la enfermedad de los drholus v la twransmisién del
fituplusma. Se detectd 2l fitoplasma en 22% de las plintulas, 33% de las [ores v 38%
de las semillas, Bn el ensayo de trunsmisidn por cstacas, 73% enmalzaren ¥ rebrotaren,
de fas cuales, 39%% resnltaron positivas para lag pruebas de deteceitn del patdgeno. Se
concluyé que el fitoplasma causante de la EHPG, es transmitido por semills v estacas
de madreade, independientemente del nivel de severidad de la enfermedad del arbol
padre. En el tereer ensaye, se trabajé con las especies Empoasea hastoso
{Homoptera:Cicadellidae} y Offariepms sp, (Momoptera:Cicadellidae), que se creen
son posibles vectores de [a enlvemedad. Este ensayo se dividié en dos fases, en la fase
de exposicion ¥ adquisicidn del [iteplasma, la especie Olarfannies sp, resultd positiva
para las priiebas de deteccicn del Hitoplasma, concluyéndose que esta especie ¢s capaz
de adquirir el fitoplasma, pero no se puda comprobar su capacidad para transmitirio.
Fn la fase de transmisidn e incubacion del patdgeno =n el hospedero sano, s67o se uso
£, hastosa, ta cual logné transmitr el fitoplasma,

Palahra Claves: Empoasea hastosa, Gliricidiu sepium, madreado, Ollarfamnus sp,
organismo similar a un mycoplasma (MLO), postulados de Kach, reaccin e cadena

de [ polimerass,

~Aheline Dity Ph.D.
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MNota de Prensa

:Qui se debe acer para proteger el madreado?

Bl madreado o gliricidia, es un arbol nativo de Centro América, que tiene un gran
potencial para ser un pilar cn la formacién de sistemas agroforestales sostenibles en ¢l
tripice. En el ano 1992, se reportd por primera vez en La Soledad, Honduras, [a
enlermedad de [a Hoju Pequeiia de [a Gliricidia, gue causa la muerte de este preciado
recurso natural. Esta enfermedad, es causuda por un organismo parecide a una bacieria
que carece de pared celular llamado ftoplasma, Estos patdgencs, habilan en el fioema de
la plantas v hasta ¢l momento s8lo se ha reporiado que son trapsmitides a través de
insectos vectores, injertos ¥ puentes biclégicos con plantas pardsitas,

Zemorano, preccupado por las posibles consecuencins devastadoras de esta enfermedad
inicid una sere de estudios para lograr caracterizala y asf poder [ommular un plan de
manejo adecuado que permita prateger esta especie de gran valor.

Para poder comprender en su iotalidad el desarrello de [a enfermedad, fue necesario
conocer a plenitud la biologfa ¥ ecologia del organismo cansanie.  Denuro de los aspectos
del desammolle de uns enfermedad ¥ su relueidn con el patégenn, uno de los miés
importantes 28 1a [orma de transmision de la misma. Determinandu exactamente los
meeanismos de dispersion del patdgeno podemos prevenir y detener su avance,

En este estudio realizado desde enero de 1999 hasta abril del 2000, se investgd las
formas de transmisién de la enfermedad del madreado & través de semillas v estacas del
firbol; asi como también, sc infelaron pruebas para determinar cud] es ¢l insecto vector

Para lograr estos objetivos, se recolectd semilla y estacas de drboles enfermos, que fueron
sembradas para posteriormente realizarles pruebas de deteccion del patégeno. También
se protegieron flores y wvainag contra insectos vectores v se realizaron estudios de
transmisidn con varias cspecies de saltahojas,

Como conclusidn del estudio, se determind que e] fitoplasma causante de la enfermedad
de la Hoja Pegueiia de la Glineidia es trangmivide mediante Ja propagacion del madreado
por semillas v estacas, sin importar ¢l grado de severidad de 1a enfermedad en el drbol de
donde se gblengan lus semillas y estacas.

Este ¢s ¢l primer reporte que s2 haca sobre la transonision por semilla de un ftoplasma,
va que debido a su ecologla se ereja que gstos eran Incapaces de |legar hasta la semilla de
los drholes.
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Los resultades de cste cstudio, han eriquecids los conocimientos del desarrolio de la
enfermedad, los cuales son necesarios para poder formular un plan de manejo apropiado
de Ia misma, El uso tanio de semilla ¥ estacas certificadas que se encuentra libre det
patégeno, en combinacion con la siembra de procedencias tolerantes & la enfermedad son
los pilares del manejo que se le debe dar ol madrcado para protegerio vy asi poder
preservar un valioso recursp nalural,
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1. INTRODUCCION

1.1, SITUACION ACTUAL DE LA PROBLEMATICA DE EL dADREADO

(Gliricidia sepium, localmente conocido como madreads, es un drbo] lewumineso de grun
imporiancia dentro de los sistermas agroforestales del trépico Americano. Sus midltiples
usos como cerea viva, sombra para cultives, forraje, insecticida, raticida 3 planta
medicinal, asi ¢como también, por sus cualidades de regeneracidn de suelo erosionado v
gran adaprabilidad a condiciones ambienales adversas de seguia ¥ susirsto pobre, o hun
convertido en un componente con zlte potencial para el desarrollo de un agroecosistema
sostenible en el trépice (Duke, [993).

El madreado es nativa de las zomas eosteras con estacidn seca del Pacifico de México y
Centro América, Esla hipbiesis esta susleniada en Iz ecolopta de la especie, ya que ésta
tnicamente florece en regiones que tienen una estacion seca bien definida. Tiene una
amplia distribucion, cncomrdndose acruaimente en tedo el wdpico americano, Africa v
Asia.  El movimiznio de germoplasma v culuvo del madreade se ha dado desde los
tiecmpos precolombinos teniendo un fierte impacto en los acruales patrones de variaeién
genética de [a especie; esto, combinado con ¢l hecho de que casi todas las poblaciones
nativas actuales &, sepiwm  han suftide algtn tips de perturbacion per la actividad
humana, sugiere que existe una alta probabilidad de que la diversidad genética existente
no sea suficiente parg asegurar una estebilidud ecoldgica de esty especie (Steward et al,
1996).

Desde mediados de 1970, debido a su gran versanlidad e Impartancia, el madreade, ha
sido objero de varnios cstudios Internacionales relacionados con sus usos agroforestales y
de reforesiacidn, Como resultados de estos estudios, Boa y Leané (1993}, reportaron por
primera vez en La Soledad. Honduras una enfermedad cuyes sintomas indicaban una
infeesién por un  fitoplasma. Los sintomas caracteristicos de esta enfermedad snn
grmarllamiento, reduccién y distorsion de ios foliclos, proliferactin de broles y muerte
regresiva en estudos severos de la enfermedad (Figura 1), A esta enfermedad se le dio ¢l
nombre de [a Enfermedad de 1a Hoja Pequena de la Gliricidia {BIPG), {(Boa v Lennd,
1993).
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Figura 1. Brote asimomatico {a) v sintomdtico (b) de & sepium.

Kenyon, et al.(1994), conlimmaron que ol ggente causal de la enfermedad era un
[ttoplasma similar al fitoplasma causante de la enfermedad de escoba de brja en «] {1jjo]
gandul (Cajanus cofur), Jorddn (1996), inicid estudios sobre la resistencia genética de &
sepium a la EHPG v su wransmision y desamrello en Zamarano, Honduras,  Se
encontraren tres procedencias; Guayabillas en Honduras, Vaho Hondo en Guatemala y
Belén en MNicaraguy con iolerancia a la enfermoedad.  Saballos (1999) realizd un
diagndstico molecular y estudio de la epidemiologia de la EIIPG, utilizando come
herramienta bdsica la (enica molecular de Polymerase Chain Reaction (PCRY) ¥
Electroforesis. Parn la deteccidn del ADN  del fitoplasma se utilizaron los primers
universales, P1 & P7 v los primers especilicos para ¢l grape de fiteplasmas causantes de
la escoba de brujs en Cajannus egjan v 1a EHFG PP/GLL [ & 1. Comeo conclusiones de
tste estudié se determing que existe una relacidn directa sntre la concentracion del ADN
del fitoplasma v la severidad de los sintomas ¢n la plama. En observaciones generales,
las procedencias de Voha Hondo v Guayahillas continuaron mostrando mayor desarrolin
de follaje ¥ altura de las plantas. asi comy menor ndmerg de drboles muertos, Los
estudios de transmisidn de la enfermedad mediante material vegelativo y sermtlas, dieron
resultados positivos, encontrandose £] ADN del fitoplasma  tanto ¢n [os brotes de estacas
como en plintulas permingdas de semillas.

1.2, PROPAGACION DE  EL MADREADO Y LA TRANSMISION DEL
FITOPLASMA

El madreado, es un drbol que se puede propapar tanto por via sexual como asexual, La
forma mids comin, s la propagacidn asexval, que se realiza por medio de estacas de
ramag maduras, Se recomicnda buscar material con un minimo de 4 a 12 em de didmenrs
y 30 cm de largp, con 1.3 2 2 afios de edad (CATIE, 1991). El espaciamiento de [a
siembru dependerd del objetivo de la misma v uso que se le dara al madreadao. La dpoca
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mas adecoada para 2] corte y siembra del materizl eg durante los meses de marzo ¥ abuil,
despuds de que el arbol huya botado sus h-:}_l:ﬂs ¥ s¢ prepare para florecer. La mfmbra
debe realizarse  antes que comience la épaca de Nuvia ¥& que las estucas son muy
susceptibles al ataque de hongos (Saballos, 1999). En condiciones apropiadas, sc puede
obtener arriba del 90% de germinacidn. La desventaja principal de este métode de
propagacion es que ha reducido dristicamenie la base genética de esta especie,
incrementandy asi su inestabilidad ecolégica (Stewart et al., 1996).

La floracidn de & sepium, es inducida por ¢l periodo sceo. En sus zonas de arigen, esta
cornienza a panir del mes de febrero hasta finoles de marzy; se recomienda hacer la
recoleccién de semilla a inicios de marzo o en el mes de abril. El almacenamiento de Ia
semilla, st se desea preservarla por mis de cuatro afios, debe hacerse 2 una temperatura
de 4°C con 12 al 14% de humedad, 8i el pericdo de siembra s6rd menor 2 un afio, la
semilla se puede secar v mantencr a temperatura ambiente, protegido adecuadamente de
insectos perjudiciales y humedad relativa alta que faverece el crecimicne de hongos
saprofitos.  En los dos casos, el porcentaje de germinacion es mayor al 90% (Gomesz
1997).

El movimicnto del madreadn fuera de su zona de origen comenzd desde la época de la
Colonia, extendiendose actualmente por todp el trdpieo. A pesar de la amplia
distribucion  que ticne la especie, varios factores indiean una base gepética reducida,
Entre cstos fuctores se puede eitar, [a falta de una recoleccion sistemadtica v apropiada de
semifla y la extensa propagacién por matenal vegetativo, espegialments en zopas no
nativas en donde no hay produceién de flores ni semillas {Stewart et al., 1996).

Es clarst [a importancia que tiene en una poblacidn la varabilidad genétics, ya que csta
asegura [g estabilidad ceoldpica de [a especic. En cuanto z la base genética de (7. sepium,
ésta es una especie de polinizacion cruzada, principalmeme por medio de insecios
polinizadores, Es por esto, que se recomienda recolectar semilla de por lo menos 25
4rboles diferentes con upa distancia minima de 30 m enwe cada uno para evivar
consanpuiniedad. 51 se prefiere la propagacién por viz vegetativa, se debe tomar la
mayor camidad de drboies padres posible (Stewart et al., 1996).

La transmisién de enfermedades y agentes paiGgenns de una zona a vira, es otro de los
problemas relacionados con el movimiente de germoplasma y propagacidn de material
vegeiativo, A lo large de la historia, han ocurride repetidos casos, en los cuales se ha
introducido un patégcno exdtico a nuevas repiones, Este problema en especial, es mayor
cuando se refiers a la propagacién por semillas o estacas de paldgenos tales como virus,
fitoplasmas v bacierias (Hawksworth, 1994),

Sepin Kenyon ef al(1996), la EHPG, st encuentra preseme en E! Salvador, Gualemala,
Honduras y Nivarapna y probablemente llegue hasta [as regiones de Chiapas cn México v
Costa Rica, Tlagente casual es un fitoplasma, gue son organismos procarivtes parecidos
a lus baeterias, que carecen de pared celular y se encuentran  limitados a los tubos
cribosos del floema de las plantas (Lee, 1998},



Hasta el momemo no se ha podido establecer con claridad, cudles son Jos mecanismos
especilicos de la transmisidn de EHPG, Kenyon et al. (1996), concluyergn que la
probabilidad de la transmisién por semilla es improbabie, principalmente debido u que
las semillas de drboles enfermos son poco viables, La literatura reporta yue hasta la fecha
no existe ningln caso de ransmisidn por semille de un fitoplasma, esto se debe a que el
embrién de las semillas no tiene coneccidn con los conductos del floema, Sin embureo,
Saballos {1999}, reporté la presencia del ADN del fitoplasma en pléntulas germinadas de
semillas de drholes enfermos, Todavia no se ha podido comprobar que este ADN sea de
un [ftoplasma infeccivso o viable, ya que no se observan simtomas de la enfermedad ni
diferencias fenotipicas entre éstas v las plantulas sanas.

[La transmisién de la enfermedad mediante estacas es lu mds probable, debido a la
biclogia del patdgeno, va que #ste se localiza y se restringe a lus conduetos del floema.
Sin embargo, Kenyven e al.{1996), reportaron yue en la mayoria de los casos, los brotes
de lus estacas de arboles enfermos murieron poco tempo después de germinados.
Saballos (1999), encontréd ADW del [fioplasma en los brotes de las cstacas, el porcentaje
de enraizamieny en estacas de drholes afectados severamente disminuia, lo que puede
limitar 1a transmiisidn del patdgeno por este media,

1.3, TRANSMIISION DEL FITOPLASKMA MEDIANTE VECTORES

Desde el primer reparte de la existencia de los fitoplasmas en 1967, s¢ han etribuido a
estos patdgenos mas de 200 enfermedades del grupoe de los amariilandenios que antes se
crefan causadas por virus, Estas enfermedades se curacterizan por ser trasmilidas por
sallahojas, injertos ¥ plantas pardgilas como la Cuscuta sp (Mount ¥ Lacy, 1982).

Se dice que log insectns pucden transmitir todas las clases de ugentes patdgenos; sin
embargo, su papel en relacifn con el desarrolly de cpidemias es mas importante en el
paso de virs, fitoplasma y espiroplasma (Andrews y Quezada, 1989). Los Insectos
vectores adqnieren el orpanismo patdgeno después de alimentarse de plantas infectadas
dursnie vorias homas o dias. Usuulmente los vectores no transmiten el {Tteplasma
inmediatamente, necesitan de un peridde de incubacién que dura de 10 @ 45 dias
dependiendo de vurios factores, incluyendo aspectos genéricos del vector y condiciones
elimaticas, Este periodo se necesita para que el organismo s& multiplique y distribuya
dentra del insceto (Agrios, 19Y3).

Hasta el momento, solo se ha reportade gque organismos habitantes del floema son
transmitidos por inseclus del orden Hemiptera, particularmente saliahojas de la familia
Cicadellidae, que se alimentan de los conductos vasculares del floema (Caswio, 1994).
Los fioplasmas, ademds de utilizar los vectores para transportarse de planta a planta, los
necesitan para penetrar al hospedero. Estos son inyectados &l {loema por la herida creada
par los saliahojas (Mount ¥ Lacy, 1982).

Segiin Castafio (1994), ¢l patdgeno tiene una transmision circulativa, que implica el paso
de] grganismeo @ (ravés del aparato digestive de [us insectoy ¥ sistema circulaturio de la



glandulas salivares. Loy fitoplasmas se desarrollan en el tracto digestivo, hemolinfa,
pldndulas salivales ¢ intracelutarmente en varios drganos corporales de sus insectos
veetores {Agrios, 1995). Por lo general, los patdgencs que ticnen uma transmision
circulaliva son persistentes. Esto implica quir ¢l vector puede transmitir el fitoplasma por
l[argo tiempo sin necesidad de volver adquirir mas particulas de las plantas enfermas
{Castafio, 1994},

Debido a que la forma de ransmisidn de los saliahojas es persistente, estos requieren de
un periodo de incubacidn ¢ latencia del patdgeno dentro de su organismo; en este pedodo
¢5 impaosible [a ransmision del fitoplasma (Naull ¥ Rodriguez, 1983), Por lo general ¢l
periodo de Incubacidn de los fitoplasmas va di ocho hasta sesenta dius, esto iempo estd
determinado por las caracteristicas del inscete vector, el microorganisme, v la planta
hospedera {Castafio, [994).

Dentre de los fitoplasma gue causan  enfermedades, es mm la wansmisidn wransoviriea
del organisme en el vector, sin cmbargo, en los pocos casos que se dy, reduce el nimero
de la progenie de lus hembras infeciadas, La wransmision entre los diferentes estados
ninfales es mag frecuente (Nault v Rodrguez, 1983).

[.a interaccién cntre ¢l insecto vector, ¢l patdpena ¥ el huspedero puede zer un simple
prucese mecdnica o un complejo sistema bioldgico, El procesv de transmision de
microorgamsmos mediante insectos vectores € una adaptacidn en los orpanismos
involucrados en el misme, gue muchas veces ha implicado un proceso de evolucian
independiente tanto del insecte vector tomo del microorganisme wansmitido, La
tendencia en este proveso de evolucién es hacia la especializacion pam reducir la
vompetencia microbial denro de su hospedero; es por esto, que no todos los saltahojas
que se alimentan del Neema son vectores de enfermedades causadas por los fitoplasma v
la cficiencia de transmision del organismo varia dentro de las distintas especies de
saltahoJas. No es raro enconirar especic de sallahejas que eantienen el fitoplasma en su
prganisme pero son ineapaces de transmitirlo al hospedero (Mount v Lacy, 1982),

Sigutendo los estudios relacionados con la EHPG, sc han realizados varios intentos por
identificar el insecte vecior de la misma, Jordan {1996), realizd estudios de wansmisién
de la enfermedad con dos especies de saltahojas, Empuasca kastosa y Aleonewro s5p., sin
obtener tesuliades conereios, Saballos (1999) identificd cinco especies posibles de
inseclos vectores, que  dieron resultados positivos a las pruebas realizadas de PCR. que
indicaron [z presencia del litoplasma en estas espeeics, Los insectos identificados son:

S¢ detectc ADN del fitoplasms causante de la enfermedad en cineo posibles insectos
YCCIOICS:

»  Empoasca hastose Ross & Moaore (Homoplers: Cicadellidag)

o Lfopidea murray Kingh & Schaffher (Hewsroplera: Mirdae)

«  Alconerwra sp. (Mlomoptera: Cicadellidaes)

« Ollgrignus s5p. (Nomoptera: Clcadellidae)

«  Hydatothrips gliricidice (Homoptera: Thripidue}

Para determinar cuédl de estos insectos, es ¢l veetor de la ENPG, se deben realizar
bivensayes de tansmisién con cada una de lag especics,



Deniro de las fonmas de ransmision de los fitoplasmas, esta la utilizacion de Cusento sp,
quc s una planta parsita fanerogdmica, La transmision del patdgeno se realiza cuando
¢ste es adquirido de lns vascs vasculares de la planta infectada por medic de los
haustorios de la cuscuty. El patbgene pasa al floema de la planta pardsita ¥ de nuevo es
introducida en [a planta sana mediante los hausierios que se ponen en contactce con cl
sisterna vascular de Ja planta inoculada (Caswano, 1994). Utilizando este puente bioldgico,
s¢ puede realizar reservorios de cualquier fiwnplasma en plantas susceptibles, Los
reservorios son de gran ayuda para la investipacién ¥ caracterizaciin de enfenmedades
causadas por fitoplasma, va que astos no pueden ser cultivados en medios artificiales.

1.4. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Dentwro de los pardmetrns para poder desarrollar un plan de manejo adecuado de una
enfermedad, conceer 14 vtiologia del patogeno v la epidemiologia de [a enfermedad es de
vital importancia.

La EHP(: es una enfermedad que ha estade presente en Honduras por mis de 10 aios
(Kenyon et al,1996), tiene un avance lento y csta distribuida en cast toda Centro
América. La combinacion de estos dos aspeetos ha hecho gue el agricultor no [a asoeis
como una enfermedad infecciosa por 1o que nu ha tenido los cuidados necesanios para
mancjarla, Esto, combinado con un ecosistema inestable v vulnerable come el nuestro,
ha convertido a la EHP( en una grave amenakzo. Es aqui, donde radica la importancia de
desarrollar los conoeimientos basicos que nos sirvan para elaborar un plan de manejo de
la enfermedad apropiado para el agricultor ¥ el medic ambiente. Estos ensavos son
eontinuacion del estudio iniciado por Saballos (1999), en donde se encuentra informacidn
muiig deraliada del problema.

1.5. OBJETIVOS

1.5.1. Objetivo General

Continuar con los cstudios de la epidemiclogla de la Enfermedad de la Hoja Pequefia de
la Gliricidia, wilizando téenicas moleculares v bioensayos.

1.3.2. Ohbjetivos Especilicos
I. Identificar el o los inseciog vectores, a través de éenicas moleculares ¥ bioensayos.
2. Confirmar si la EIIPG es transmitida por semilla yo material vepetativo,

3. Comprobar indirectamente la patogenicidad del fitoplasma basade en los
postulados  de Koch, a través de bioensayos(Castafio, 1994).



2. MATERIALES Y METODOS

21 METODOLOGIA PARA EL PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE
MUESTRAS EN EL, LABORATORIO

Para el procesamiento de las muestmas en el labomatorio, se utilizd el método de
Extraceion de ADN con CTAB (Dovle and Dovle) modificado por el Dir. Nigel Harrison
de [a Untversidad de Fluridu (Saballos. 1999), tamo para [as muestras de materdal vegetal
como para las pruchas con insectos.  Lus prolocolo del procesn se encuentra en log
Anexos 1y 2,

Todas las reacciones du PCR (Smith, 1999) se realizaron utilizando ¢l producto comereiai
“PCR Beads Ready To (o™™ de la casa comereial Amersharmn Pharmacia Biptech, Ine.
Piscataway, NJ, USA, Cada perla de resetive, que contiene aproximadamente 1.5
unidades de Taq polimerasa, 1.3 mM de MgCly 30 mdM de KCI, 200 uM de cada
dideoxinueledtido trifostare {dNTPs o bases nitrpgenadas), 10 minvd de Tris-HCL {pH 9.0)
v estabilizadores, incluyendo albimina de sucro bovino (ASB) se disobvio en 24 pl de
agua doblemente destilada ¥ (0.3 pl de cada primer. Posteriormente se dividid la meusela
de eada perla para dos reacciones, cada upa de 12.3pl. Se utilizo I pl de ADN de cada
muegita,.  Como control posithre para la reaccidn de PCR directo se usd ADN de
Amarillandento Letal y para el PCR anidade una dilucidén de 1: 40 de ADN de una
muestra de madreado positiva para EHFG,

Para la prucha de PCR directo, se wtilizaron los primers universules, P1 & P7 que
amplifican la repién del gen 165 ARNY, 1a regidn espaciadora del gen 165 ARN v ¢l gen
235 ARN v 30 buses del extremo 3° del gen 235 ARNr, presente en todos los fitoplasma.
Para 1a ideptificacidn especifica de la EHPG, se udlizé la prueba de PCR anidado, en
donde se utilizaron los primers especificos PP/GLL [ & r que amplifican una region
interna del gen 165 rARN, por 1o que puede ser usado para PCR anidado de producto de
amplificacién con [os iniciadores P1 y P7. (Saballos, 1999), La secuencia de nucléotidos
de eada primer » el torrespondiente tamano del prodocto de PCR estdn dados en el
cuadro 1.



Cuadre 1. Primers universales v especifices para la deteccidn de senes 165 ARN v 235
ARN de fitoplasmas,

Primer Secnencia (5% 3')" Tamaiie de Producto de
PCR {Kb}
Fl AAGAGTTTGATCCTGGCTAGGATT 1.8
P7 GCTCCTTCATCGGOTCET
PP/GLLY GTCGAACGGAAACCTTAG L4

PP/GLEY ACGGCTCCTCTICTAAC

' Proporeionades por Ur. Migel Harrison, Universidad de Flotida.

Para asegurar un diagndsticto correcto sobre la presencia ¢ ausencis del fitoplasma, todas
las muestras  npegabivas parz ¢l PCR divecto, fueton expuestas a2 una reamplificacion de
ADN utilizando ]a prueba de PCR anidade, Dependiendo de la intensidad de Ja banda
obtenida en la prueba infeial, se realizaron las siguientes diluciones del producto del PCR,
directo en agua estéril, Sin banda, 1:40; banda débit 1; 100, Estas reacciones fueron
expuestas al mismo ciclo de temperaturas ntlizado pars los prmers universales.

El procedimiento de amplificacion de ADN del fitoplasnia, en caso de estar presente, se
llevs a cabo por el termociclador Perkin Elmer 480, Norwalk, CT, USA. Cada reaccidn
de PCR fue sometida a un primer ciclo para su desnatoralizacién 2 94°C por 2 minntos,
segulde por la fass de ligamiente a 34 °C por 50 segundos ¥ por dltimo en la fase de
extensidn la temperatiora a 72 °C por 2 mioutos. A este primer ciclo siguicron 2§ cielos
de 94°C por un minuto, 54°C por 50 segundos y 72°C por 2 minutos. Para finalizar, el
Witimne cicle, fus de 94°0 por un tadnuto, 5490 por 3 segundos v 72°0 por 5 mimatos.

Para visualizar los resuliados de las proebas, la Electroforesis se realizé en un gel de
aparcsa al 0.73% con una copeentracion de bromro de ctidio del 0.5 pe/ml, con nna
corriente cléctrica de &5 voltios por 30 a 45 minutos, para Juego ser expuesas a Jux
uitravioleta.

2.2 TDENTIFICACION DEL INSECTO VECTOR.

Este ensayo se realizd en los meses de febrero v marzo del 2000 en los campos del
Zamorano. 3e trabajid con individuos de las especies Empoasca hastosa y Ollariannus
sp. que fizeron recolectados en el banco de proteinag sembrado con madreado de la seccidin
de ganado porcine de Zamorane.

La primera fase de este ensayo, exposicidn y adquisicién del fitoplasma por el posible
insecto vector, se realizd en jautas de matla fina colocadas en ramas de arboles enfermes
{Figurad}, De lz especie £, Aastose {Figura 33 e colocaron tes Jaulag, cada uns con un
tHempo de exposicion v adquisicion del fitoplasma de 5, 106, v 15 dias respectivaments.
Deniro de cada jaulzs se colocaron alrededor de 20 individuos, De la especic Oflarimmus
sp (Figura 3} solo se pude recolectar del campo 4 individuos, por lo gue solo se trabajd
con una jaula con un periodo de exposicidn ¥ adquisicidn del fitoplasma de 10 dias. Las



jaulas fueron removidas de las ramas al finalizar el periods respeetive de exposicion v
adquisicién de cada una, Se extrajo muestras de insectos v hojas e cada jaula para
realizar las pruebas de PCR y electroforesis para Ja deteccion del fitoplasma. Se wtilizé el
métede con  CTAB (Doyle & Doyle} para la extraceidn de ADN y los primers
universalss y especificos PL & P7 v PPWR/GLL f & r para las pruebag de PCR direciu
v anidado respectivamente,

Para la segunda fasc, de transmisidn € incuhacion del fitoplasma por medio del postble
insecto vector a un hospedero sano. Se volovdron tres jaulas de malla fina cada una con
una plantula (Figuras 4) o la cudles se le realixz6 la prueba de PCR para aseguramos que se
encontraban libre del patdgens. Dentro de eada jaula, se enlocaron  alrededor de 10
individuos extraidos de las jaulas utilizadas en la primera lase de este ensayo.
Nuevamente eada jaula con un Hempo de exposicién de 5, 10 v 15 diss respectivamente,
Es decir, los individuos que fueron expuestos cinco dias al fitoplasma tuvieron cinco dias
de transmisién e incubacién en la planta sana y del mismo moda con el resta de las
Jaulas. Este ensayo solo s¢ pudo realizar con la especie £ hasrosa debido a que no se
logré obtener individuos de la especie Offarfonnus sp. para continuar con el ensavo, A
partir de la eulminacion del tempo de transmision de cada jaula, se les dio un mes de
incubacitn al patdgenu en la planta hospedera, despuds del cudl se volvié a obtener
mucstras de insectos y follaje. La toma de muestras y procesamiento en el laboratonio fue
igual al vtilizado en la fasc anterior. Ver flujo del procese en la Figura 2.

Recpleceitn du insectos
en el campy
l ¥ l
Jaula en drbol Janla en Arbol Jaula en drbot
enfermo por 5 dias enforme por 10 dias enfermo por 15 dias] ——
| Iuesra
* de brote
| & ingectos
.T v T | I
e
Jaula en planta Jaula en planta Jatla en planta Muestra
sana por 3 dias sana por 11 dins sana por 15 dias de brate
| & insectos
; k4 T,
Jaula en plama Jaula en planiz JauTa et planta Muestra
sanz por L mes sana por | fnes samz pir | mes r de brote
= insecros

Figura 2. Flujo del proceso para ¢l ensayo de iransmisidn por insecto vector,
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Fioura ., Jania de mella fina en ramas de arpal enfermo (8] ¥ Juula de malla fina para
planta sana (h),

23 COMPROBACION DE LA TRANSMISION DE LA EHPG POR MEDIO DE
SENTLLA

El ohjetivo de este esludio {ue coniirmar, los resultados obtenidos en el ensaye realizado
por Suballos (199Y), Come primer paso, se escogieron 12 drboles bajo diferentes niveles
de severidad de la enfermedad, res por cada nivel (Cuadro ). Los individuos escogidoy
se encontraban cn log terrenas de Zamorano v la clasificacion  se realizg utilizando un
sistema de evaluacitn de la enfermedad (Boa y Lenné, 1993), Para asegurar la presencia
del patégeno en los arboles padre, se les aplicd [a prueba de PCR directo eon los primers
universales para fitoplasma, P1 v P7; ¥ la prueba de PCR anidado con los primers
especificos PPAGLLF v PP/GLLR.



Cundro 2. Clasificacién y nomenclatira de log drboles padres para las pruebas de
transmisicn.
Asintgmaticos {1) Do Menor (32) iDano Moderado (3) [1af0 Severn (1)

# MIR |PCR B PCR  |PCR [ PCR  [PCR # PCR, PCR
arbol ldirecto |anidado lrbol ldirecta lanidado lirbol dinccto tapidado |grbol ldirecto lanidado
Tl ) (+) $T2-1 | () t+y  (T3-1 ] () (p [T} 4y [Wos=hizo
T2 | @ | = 1227 F [ 41 1132 & | 07 [1%2] (+1 |Nnschizo
T1-3 | () = 133 | ) i+ IT3-3 ] ) (=} [T43 | (+} [Nosehizo

El estudio de transmisidn por semilla se dividid en dos ensaves; en el primero se evalud
la presencia del fitoplasma en planfulas germinadas de semillas recolectadas de Ios
arboles padre. Se sembraron cinco maceteros por cada drbol econ dos semillas cada uno,
para obtener un towal de 15 macetergs por mivel de sevenidad, En el nivel de datio menor
solo se sembraron 10 maceterns v para €l nivel de dafio severo sels por la baja preduceidn
de semilla. Se realizd un raleo a) azar para trabajar con una plantula por macetero, En
total s¢ lrabajo con 46 plantulas germinadas.

La semilla fhe reeoleetada entre los meses de marzo v gbril de 1999, Esas fueron
secadas y almacenaday s temperatura ambiente. La slembra se realizéd ol 16 de octubre,
obteniendy una germminacion del [00%. Bl ensayc se realizd en la casa malla del
Departamente de¢ Proteccién Vegeal del Zaomorane,  Para eliminar e] viesgo de
contaminacion por el ingecio vector, los maceterus lueron puestos en una jaula de malla
fina totalmente cerrada,

La extraceion de ADN y la aplicacién de las pruebas de PCR se realizaron cn la semang
del 6 al 12 de diciembre a los 36 dias de germinadas las plintulas, En esie caso solo se
evalnd Ja presencia o ausencia del (lioplasma, tomo indicader de la transmisidn de la
enfermedad. Se realizé una tabla de contingeneia () para probar la hipétesis nula de
que no existe relacion entre €l nive] de severidad de la enfermedad y la transmisidn del
fitoplasma. Los dalos fueron analizades utilizando el programa estadistico SAS @
“Stmistical Analvsis System”, version 6132 (1996), con un nivel de significancia de

p=0.05.

En el scgundo ensayvy, se evalud [a presencia del Otoplasma directamente cn la semilla
recolectada de los misme drboles, Para esto se protegld las inflotecencias con holsas de
malla fina (Figura 3) para cvitar lp posibilidad de que el insecto vectwer se alimenie
direciamente de las fiores o vainas, ransmitiende agf «] pmdgeno a estas,




Figura 5. Flores {a) v vainas {b) prolegidas contra inscctos.

El ensayo se realizd entre los meses de febrero v marza del 2000, Se wmaron dos
muestras de semillas v dos muestras de flores de cada Athol, nucvamente sply se evalud
la presencia o ausencia de] fitoplasma como indicadur de la transmision de la
enfermedad; las muestgas v los duws fueron procesados v analizades igual que en ¢l
DILNET ENSAyo.

24 COMPROBACION DE LA TRANSMISION DE LA EHFG POR MEDIO DE
MATERIAL YVEGETATIVO

Para ol estudio de transmision por matensl vegetative, se utilizaron los mismos drboles
padres del estuchio di transmision por semilla, sacande dos  cstacas por cads unn, El
ensayo st realizo en los terrenos del Departarnenio de Proteceién Vegetal del Zamorano,
entre los meses de julio y octubre de 1999,

Se sembraron las estacuy, de aproximadamente [ m de largg y 10 ¢m de didmetro, a una
distancia de 60 cm entre surcos v 60 =ntre sstaca. La sicmbra se realizo e] 20 de julig de
1999 inmediatamente después de extraer el material de los drboles. La toma de daios
muestreo de [as estacag se realizd ¢l 20 de octubre de 1999, u [0s 4 meses de sembradas
[as estacas.

Se evalud el porcentajc de las cstacas enraizadas entre loy diferentes niveles de la
enfermedad v la presencia © ausencia del fitoplasma en los brotes de las estacas, Los
datos se analizaren eon una de tablu de contingencia (%) para probar la hipdtesis nula de
que nu existe relacién entre la transmision de la enfermedad pi en el porcentaje de estacay
enraizadas con los diferentes niveles de severidad de la enfermedad. Los datos fueron
analizados utilizando el programa estadistico SAS ® “Smtistical Analvsis Svstem,
versidn 6.12 (1594), con un nivel de significancia de p=0.05.



3, RESULTADOS Y DISCUSION

31 IDENTIFICACION DEL INSECTO VECTOR

Los resultados de lu prucba de PCR anidado para la deteecion del patogeno en  las
muestrus de follaje de |as jaulas v los tejidos de log insectos al finalizar el periade de
exposicidn v adquisicion del fitoplasma de cada jaule, se pueden observar en la Figura 6,
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Figurz §, Resuliados de la Fase de Exposicion v Adquisicidn del Fitoplasma por parte de
Empoascea hastesa y Ollarianus sp.

Los hrotes extraidos de las jaulus presenmtaron bandas bien defimdas que Indican la
presencia del oplasma en el tejide vegeial examinado, Esto confirma que todes los
mgectos en las jaulas fueron expuestos al fitoplasma. Las muestras de log insectos de la
espetie £, hastosa resultaron negativas a las pruchas de PCR anidado, mientras que en la
muestra de Oflerianmus sp. s se puda detectar ]a presencia del iitoplasma.

Estos resultados se pucden deber a] reducido tamario de la especie £ hastosa que
dificulta la extraceidn de ADN, por lo que siclen obtenerse bajas concentraciones del
mismo, impidiendn [a visualizacion de ia banda ¢n las geles du agarosa despuds de
realizar la prueba de PCR. Este problems se puede solucionar con la prueba de PCR
anidado que reamplifica el AN obtemido en la prueba de PCR directo aumentando asi su
conceniracion. A pesar de esto, eabe [a posibilidad que Ja concentracion inicial de ADN
en las pruchas a los insectos sea tan pequefia o ninguna, que inclusive después de la
prueha de PCR anidado todavia no exista suficiente ADN como par poder ser
visualizado, En el caso de Offariannus sp, €51€ €5 un insecto quc on tamano ¢35 casi el
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doble del de E. hasrosa, por lo que no s exuho que este haya resultado posiiivo v ¢l
resta de las insecros no,

Scgln Agrias (1993), los insectos vettores necesitan un tiempo de incubacién del
pardgeno dentre de su organismo que dura de 10 a 45 dias paru que el mismo se propague
v distribuya denmo del insecto, esto depende de varios factores que incluye aspectos
gendticos del vector y condiciones climdticas; 25ty puede ser upa razdn por la cuil no se
pudo detectar el fitoplasma en los Insectos al finalizar los periodos de exposicién v
adquisicion al patogeno, La literatura repora que los fitoplasma requieren de una
trangmisidn circulativa que generalmente ¢s también persistente.  Esto implica que el
veelor necesita adquirir ef fitoplasma una vez, para que esie se raprodurea dentre de su
arganismo, antes de poder ransmitirlo a plantas sanas. Se puede deduveir entonces que los
ingectos estudiados puetlan necesitar de mn periode mavor & 15 dfay de exposicidn al
patdmeno,

A pesar de que en eslv cnsayo, se identificd ef fitoplasma op Ja muestra de insectos de a
especies Oflgriannus sp. no se puede asumir que éxte sea un vector de 13 enfermedad, ya
que segin Mount ¥ Lacy (1982), ne es rare cneonirar especies de saltahojas que
contengan ¢l fitoplasma en su organismo, pero estos son incapaces de transmitirlo al
hospedery, Debido a la interaceion entre el inseclo veetor, patdgenn vy hospedero la
tendencia evolutiva ¢ hacia la especializacién para redueir la competencia microbial.
Lamentablemente, no se pudo obiener individuos de esta especie para continuar con los
estudios de transmisidin v comprobar 51 £sta especie es capax de transmitir €] {Ttoplasma o
plantas sanas de glivicidia, El Dr. Jim Tsai, de la upiversidad de Florida, ha eomprobado
que una espetie del género ONarigmus es ¢l vector de la enfermedad de Ja escoba de
brija en el frijol gandul, Tomando en cuenta la similitud entre los fiteplasma que cansan
la EHPG y la enfermedad de la escoba de brufa en ¢l frijol gandul, nos hace pensar que
individuos de ese género, pucden ser lambién vectores para Ja EHPG.  Sin embargn,
para comprobarlo se debe terminar e] ensayo de ransmisidn con esta especie,

Los resultades abtenidos en  [a segunds fase del ensavo, trapsodsion ¢ incubacion del
patogeno se pueden observar en la Ficura 7,
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Figura 7. Resultados de la Fase de Transmisién e Incubacién del Fitoplasma por parte
de Empnaseq hastose a la Planta Hospedera.

Las muestras de follaje e insectos extraiduy de la javla con un fiempo de wansmisién ¢
incubacién de cinco dias resultaron positivas para la proeba de PCR anidado y se puda
detectar también el litaplasma en la muestra de insectos extraidos de la jaula con un
tiempo de [ 5 dias para la transmisidn & incubactdn del fitoplasma.

En las prucbas realizadas para la deteceidn del firoplasma despuds de un mes de
inctibacién del patépeno en la planta hospedera no se detectd el fitoplasma en ninguna de
las muesiras, Ver ef resumen de los resultados obrenidos en el bicensavo en el Cuadro 3,

Cuadro 3, Resumen de los resullades obtenidos en ¢l bipensavo de identificacion del
insecla vecor.

|_ Rechleceldn on ef campy

I, Fasede Kxposicion v Adguisicitn def Fitoplasma

[ Empouscs foteso Oariannns sp.
Follaje | Lnsectos | Follaje | Insectos | Follaje | insectes | Follaje | Insectos
Jauls & diax Jaula 10 dius Janla TS dims Jaula I10 diag

Deteesion  del RS (-] ) (-] t+} “ {+} (+)
Frmnplamma

T, Fase de Transmlsifin ¢ Tncubucldn del Fitopliume 2l haipedere sanu
Empocscy Tasosr

| Follaje | insectos | Follaje | Insectos | Follaje [ Insectos
Jauly 5 dfas Jamle [ dias Juulz 14 dfas
Detercfbo  drl i+) {1l { =} (-1 (-3
Fliopiasma
[ Tneubaeltn del Fitoplaxmu en planty hospedera f
Empoasca hastosn
Follaje | [nsectos | Follaje | Insectas | Follaje | Insectos
i Jaulx 5 dinx Jaula 10 dias Jaula 15 dias
Deteecifin - del (- =3 f -} {-1 {3} (-1
Hrplasma




Los resultados oblenidos en [a fase de wransmision ¢ incubacién del patdeeno on un
hospederc zano, sugieren que la cspecle Smpoasca hastosa e5 capaz de Tansmitir el
fiteplasma & un hospedero sano. 81 bien es elerto, que esta especie se encuentra en altas
poblaciones en los bancos de proteina de . sepium severamente afeelades del Zamorang,
no es raro encontrarla  igualmenie en altas poblaciones en plantaciones, bosques ©
coleeciones sanas de (7. sepitom. Esto suplere que la especie Empousco husiosa no es un
vector eficiente de la EHPG.

Hasta el momente no se pude comprobar gque el putdpeno se esté propapando dentro del
hospedero sano, La explicacién de este resultado puede deberse a que el fitoplasma
requiere de un mayor tiemps de ineubacién dentro del hospedern o que las condiciones
deptro del mismo nos son las optimas para su desarrollo y reproduceidn,  La literalura
reporta que la mayoria de las enfermedades cuasadas por fitoplasma no se expresan en
plantas jovenes, como es el caso del amanllamiento letal del cocotere. Este esmudio se
realizg en plantas jovenes de madreade, vy es posible que esta condicién impida la
propagacion del fioplasma dentro del individuo v la visualizacidn de los sintomas. La
EHPG ticne un avance seconiat dentra de los individuos alectados, por [o que se puede
inferir que al momenty del muestreo en el estudio, se obtuvieran muestras de una seccidn
te la planta libre tpdavia del patopeno, DPara responder estas inferrogantes, se dehe
¢studiar mas a fondo la relacién entre el hospedere y el fitoplasma, va que ésty oy
independicnte de la relacidn entre el firoplasma v el insecto vettor.

Uno de los objetives especificos de esie estudio, fue comprobar indirectamente Ja
patogenicidad del flinplasma basado en los postulados de Koch a wravés de Bioensavos
(Cuadro 4).



Cnadro 4. Analegia entre los Postuludoes de Foch y las fases del ensave de ransmision
de Ia EHPG por medio del insecto vector.

Postuladaos de Koch Faze del Ensavo de fransmision
Fase de exposicidn y adquisician del Hoplasma

L. Debe haber una asociacidn constante Las jaulas foeran puestas en up drbol

entre un organizmo ¥ el huspedera enfermo. enferma con dintomas tpicns de la EHPG.
Se comprobd 1o presencia del firoplasma
en £l fndividuo mediante la pruvka de PCR,

[ Se debe aislar ef patdgenn sospecha del Se devectd el litoplasma en inscetos
hospedere entorma v obrenerlo oo enbtiva pura. obtenides de lug juclas en e Achal
enfermo medisnie Ja prueba de PCR

Faze de transmisidn ¢ incubacion del patégeno
TII. Se debe inocular un hospedero sano

can ef eatllvo pure del arganismeo
sospechosy v reprodueir 1os sintomas

tipicos de |2 enfemmedad, 3e logrd detectar fa ransmisidn del
fitoplasma por medic de insectn
IV, Se debe reafslar el padpeno en culivo vector, mediante {a prucha de FCR.
puro a pactit dol hospedere ineculada ¥ No fire posible la visualizacidn de
enfermo y sus earaeterfsticns deben ser los sttomas tfpicos de [a BHPG

exactamente fguales a las observadas
en et eultive obtenide en ¢] segunde postulado

La dilicultad en comprobar directamente los postulades de Koch, radiva principalmente
en la biclogia del palégeno que impide que éste ses cultivads en medios anificiales v que
se ransmita mecanicamente. Los [fwplasmas, requiersn de insectos vectores, injertos o
puentes biologicos pura poder ser tranyrmtides de una planta a otve ¥ por 1o general el
avance de la enfermedad es lento y los sintomas solamente se pueden apreciar un plantas
aduitas,

Mediante Ia dereccidn del ADN del flioplasma causante de la EHPG en las diferentes
fases del ensavo de transmisién por insceto veetor, se fogrd obtener evidenvius que nos
pernuiten sugerir indircctamente que se ha comprobudo la patopenicidad del fitoplasma
v su relacidn cen la EHPG.  La comprobacion total de los posndados de Koch com
respecto al fitoplasma de la EHPG, s¢ obtendrd cuando sc puedan visualizar los sintomas
caracterfsticos de [a enfermedad en la plants Infelalmente sana v [ibre del putdpenc




32 COMPROBACION DE LA TRANSMISION DE LA EHPG POR MEDHO DE,
SEMILLA

En [a primera fase de este ensayvo, de las 46 plantulas muestreadas, se pude detectar el
fitoplasma en 10 de ellas{Cuadro 5}, Io que significa 22% de tansmisidén por semilla
{Cuadro 6). Se descartd cualquicr probabilidad de eontaminacién por vector dentro de [a
jaula, va que en ninglin momento existié la preseneis de insectos dentro de la misma,
Estos resultados conlinman los obienidos en  Jos cstdios realizados en Zamorane por
Saballos en 1999, en donde detectd ol Toplasma en 3 de las 40 pldntulas perminadas.

No se enconted ninguna relacion significativa entre ¢l nivel de severidad de la
enfermedad v el niimero de plantulas positivas en cada uno {f‘=3.{]92; gl=3; p={1.378).
Esto indieca que la transmisidn del fiioplasma & las semillas, es independienie del grado de
severidad de Ia enfermedad

Cuadro 5, Resnitados de Ja Prueha de PCR. antdado realizudo a las plantulas germinadas
de semilla recolectadn de arboles con disintos niveles de severidad de la enfermedad.

Mivel de Severidad
Presencia del Asintomdtico Datio Daio Danc Total
Fltoplasma Menor Moderado Severo
FCR anidado (+) 1 3 4 2 10
PCR anidade - 14 7 11 4 35
Total 15 10 15 153 45

Cuadro 6. Porcentaje de transmisitn del fitoplasma a plintulas germinadas de semilla
recolectuda de arboles con distintos niveles de severidad de la enfermedad.

Hivel de Severidad
Presencia dal Asintomatico Cano Dafin Dang Total
Fitoplasma flenor Moderado Severo
Total de plantulas 15 10 15 3 A5
PCR anidado [+) 1 3 ¥ 2 i0
% de transmision ¥ 30 27 a3 22

En la segunda face del ensayo, se analizaron flores v semillag jnmaduras, protepidas con
Jaulas de malla fima, para evitar la entrada de insectas vertores que pudicrsn ransmiur la
enfermedad directamente 2 1as flores v vainas cuando estos se alimentan de ellas.

En ¢l andlisis de las {lores recolectadas, de 24 analizadas se logrd deteetar el fitoplasma
en ocho de ellas (Cuadre 7), lo que significa 33% de transmision del fitoplasma a las
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flores (Cuadro 8), Dentre de las jaulsy no se epeontrd ningln insecto lo que elimina la
posibilidad de yue éste hava podido transmitir el fitoplasma a las flores anglizadas.

No se pudo encontrar una relacifn simmificativa entre el nivel de severidad de Ia
enfermedad y 1a presencia del fitoplasma en las flotes (x*=4.500; gl=3; p=0.,212), csto
quiere deeir que la transmision del fitoplasma a las flores es independiente del nivel de
severidad de ]a enfermedad.

Cuadre 7. Resultados de la Prucha de PCR anidado realizade a flores de G, sepivm
protegidas de insectos en janlas de malia fina.

Hivel de Severidad

Fresencia del Asintonvatico Dano Dafio Crann Total
Fitoplasma Meneor Modemado Severo
PCR anidado (+} 3 3 2 0 g
PCR anidade [ -) 3 3 4 5] 16
Total 8 ) & =] 24

Cuadro 8. Porcentaje de transmision del Mweplusma a fiores de G, sepivm protegidas de
insecins en janlas de malla [ina,

MNivel de Severldad

Pregsencia del Asintomatico Bzfio Crafto Dafio Total
Fhtoplasma ienor Modermdo Severa
Total de flores & g & & 24
FCR anidado (+) 3 3 i a 10
% de transmisién 50 50 33 ] 33

En ¢l andlisis de semilla inmadura obenidas de las jaulas, se detecté ¢l fitoplasma en 14
de las 24 muestras {Cuadro 9), esto indica 38% de transmision del fitoplasme a [a semilla
{(Cuadre 10),

En este easc ampoco & enconird relacién significativa entre el nivel de severidad de la
enfermedad v la presencia del fitoplasma en las semillas analizadas {f=ﬁ.l?l; gl=3,
p=0.1), Esto quiere decir que la presencia del fitoplasma en las sermllas inmaduras, es
independiente del grade de severidad de la enfermedad.
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Cuadrn 9. Resultados de lx Prueba de PCR anidade realiradg g semillas inmaduras de G,
sephym protegidas de Inscetos en jaulas de malla fina.

Mivel de Severfdad

Prasencia del Asiptomatco Dafo Daife Darfio Total
Fitoplasma Menar Moderado Severs
FLR anidade {+) 1 4 4 E 14
FCR anidado { « ) A 2 2 1 10
Total 5 5 B 6 24 |

Cuadro 10, Porceninje de transmision del foplusma a semillas inmaduras de G sepium
protegidas de Insectos en jaulas de malla fina.

Mival de Severdad

Fresgncha del Asintomatico Cano Dafio Cafic Total
Fitoplasma Mernor Moderado Severo
Total de semillas 5] 3] & 3] 24
PCR anldada (+) 1 4 4 5 14
% de trapsmisicn 17 BE B8 83 g8

Hasta el moamenia, no se ha podido jdentificar el patbeeno mi en flores, i en semillas, ni
en plantulas wilizando solamente Ja prueba de PCR directo, lo que indica gue lag
canlidades de ADN del fitoplasma en estos tgjidos es muy baja, infiriendose cntonces,
que «5 muy poca la cantidad del patégeno que logra alcanzar estos tgjides.

Debide al hecho de que lz semilla se desarrolla & partir de tejido meristemértics, sin
conexion directa con los conductos vasculares, existe una barrera fisioldgica que impide
el paso del patdgeno hacia la semilla, s por csto, que la literatura indica que los
fitoplasma no son Fansmitides a través de reproduceidn sexual,

21 analivamos los resultados obtenidas en las prucbas de deteecidn del patdgeno tante en
semilla inmadira como en plantulas, podameos ver que hay una reduecidn en el porcentaje
de transmision del 58% al 22% respettivamente, esto se puede deber a que lus conducios
del flocma ilegan tnieamenie hasta la mucela ¥ no al embridn. Esto suaiere, que en vno
de cada dos easos [a barrera fisioldypca naiural en las semillas no impide el paso del
orzanismo al embridn. En ¢l ensayo realizado se obtuve 100% de germinacidn de [a
semilla obtenida de log drboles cnfermos, esto combinade con los resullados que
conflirman la presencia del fitoplasma en [z semiila. nes permite inferir que ¢l patégene
no interfiere con el desarmmollo ¥ serminacién de la semilla.

A pesar gue se ha logrado identificar la presencia del patdgenu en las plantulas
germinadas, no podemos asepgurar que £sle se encuentra viable ¥y que eventualmente
presentard sintomas de la eafermedad en la planta.  Nuevamente, comprobando los
resultados obtenidos por Saballos (1999), las planwlas que resultaron positivas para la



prucba de PCR anidade no muestran diferencia fenotipica con las que resultaron
negativas en las primeras ctapas de desarrolln, Esto sugiere dos cosas: que los sintornas
de la enfermedad no se presentan en plantas jévenes, como vewrre en el amarillamiento
Jetal de] egeptern, 0 que el fitoplasma presente se encuentra en una forma latente que
impide que &ste desarralle la enfermedad,

33 COMPROBACION DE LA TRANSHMISION DE LA ERPG POR MEDIO DE
MATERIAT VEGETATIVO

De las 24 estacas sembradas en ¢] ensayo, 18 enraizaron y rebrotaron, obtenicndose un
porcentaje de rebrote total del ensaya del 73% {Cuadro 11). Se pude ohservar una
distninucion en el rebrote de las estacas  apartir del nivel de dafiv moderado, donde se
obtuvo 67% de rebrote y 33% en 2l nivel de dafio severs.  No se encontré dependencia
entre ¢l nivel de severidad de la enfemedad y £l ntmerc de estacas germinadas
{2=6,821; al=3; p=0.078).

Cuadro [1. Resultsdos de la germinacidn de estacas de G, sepivm oblenidas de drboles
con diferente pive] de severidad de [a enfermedad,

Nive! de Severidad

Asintomdatico Daiic Cafio Cano Total
Rebrote Monor Moderado Severg
Estacas sembradas 5 6 3 7] 24
Estacas rebrotadas 5 B 4 2 18
%%, de Rebrote 100 100 87 a3l 75

A pesar de no encontrar diferencia significativa, se puede observar una tendencia a la
reduccitn dal rebrote de las estacas, con ¢] aumenia de la severndad de la enfermedad on
los arboles padre. Esty relacidn se explica debide a la biologia del pmogenc, en la cual ¢l
ftoplasma coloniza los vasos del floema impidiendo el transporte de nutrientes. Esto
puede influir direrctamente en la falia de vigor de la cstaca o que disminuye la
probabilidad de eneaizamisnto y germinacidn de la misma,

De las 12 estacas rebrotadas, [& resultaron positivas con la prucha de PCR para Ia
deteceion del fitoplasma, Sin embarge, no se encontrd relacidn sipnificativa entre el nivel
de severidad de la enfermedad.y la transmision del fitoplasma a las eslacas (7°=1.969;
gl=3: p=0.379).

Analizando la respuesta a las pruebas de PCR directo v anidado, no se encontrd una
relacién entre nivel de severidad de I8 enfermedad ¥ 1a respuesta a cada prusba. Esto
indica que la concentracidén del fitoplasma en los brotes de Jas estacas no depende del
nivel de severidad de la enfermedad; sin embargs, 11 de lag 16 eslacas positivas fueron
duleetadas viilizandg la prueba de FCR anidado{Cuadro 13),
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Coadro 12. Resultados de 1a prueba de PCR directo y anidado para Ta deteceidn del
fitoplasma en las estacas permunadas,

Mivel de Severidad

Fresencia del Asintomatico Dafig Daio Dafe Total
Fitoplasm Menor Moderada Severo
PCR directo [+) 1 3 ] 0 L
PCR anidado (+} 4 2 3 2 11
PCR (-] 1 1 { 0 2
Total [+ 5] 4 2 18

Combinando [os resultados obtenidos en el andlisis del porceniaje de rebrote v la
deteccion del fitoplasma =n los ensavos, se puede inferir que las cstacas obtenidas do
irboles enfermos, son viables para su propagacidn siempre v coando posean una
concentracion haja del fitoplasma en los vasus vasculares,

El rebrote de la mayorfa de las estacas en el ensaye fue vigoroso; incluso en dos de las
cinco estacas que resultaron positivas para la prueba de PCR directo (Fig 3. a, b). Sin
embargo en las tres restantes (Fig 8. ¢, d, ¢) el rebrote fae débil ¥ con escaso follaje. Ea
e5tus estacas va st pucde apreciar los primeros sintomas de ]a enfermedad como lo son
deformacidn de hojas v clorosis.

El rebrote de las estacas que resultaron negalivay (Fig 8. g} fhe vigorose ¥ abundante, A
pesar de esto, si comparames ¢l rebrote de las estacas negativas para ia prueba de PCR,
positivas para la prucha de PCR directo v posttvas para la prueba de PCR anidado{Fip 8,
g, a, f} no podemos eneontrar claras diferencias fenotipicas que nos ayuden a jdentificar
v diapnosticar la enfurmedad oporunaments para lograr formular un plan de manejo
adecuade.



Figura 8, Diferenciag fenotipicas entre estacas positivas ¥ negativas para la prueba de
PCR de deteceidn del fitoplasma causanie de la EHPG. PCR dirccto + {ab.c.d,e); PCR
amdado + (f); PCR. neganve {g)




4. CONCLUSTONES

Se comprobg que la especie Cmpogsca hasfosu e3 capax de transmitic ¢f  fitoplasma
causante de la EHPG, sin cmbargo, no se pudn eomprobar que éste se propagd cn la
plania,

Se deteetd el ADN del fitoplasma causante de la EHPG en [a especie Ollariannus sp. al
finalizar el periodo de exposicién y adquisicIon del fitoplasma de 10 dfas. De las tres
gspecies de saltahojas que hasta o momenlo se eree que son posibles vectores de la
EHP(, se considern o ésta especie la de mavor potencial. Esle concuerda con estudios
en la Universidad de Florida donde se ha comprobado que una especic del género
Olariunnus s ¢l vector del fitoplasma que causa la enfermedad de Ja 2scoba de bmja del
frijol gandul, el cual vs muy similar ai fitopalsma de la EHPG',

El fitoplasma de la EHPG es wansmitido por medic de semilla de madreads,
independientemente del nivel de severidad de [a enfermedad,  Las concentraciones del
fitoplasma que llegan a éstos drpanos reproductivos son bajas ¢ independientes del nivel
de severidad de la enfermedad. Una de cada dos semnllas que conticnen ¢l fitoplasma
pucden transmitirlo al embrién. No se encontrd diferencia fenotipica entre las pldntulas
sanas ¥ cn las que se detectd €] fitoplasma, lo que indica que la simomatologfa de la
enfermedad solamente se puede apreciar en plantas adultag o que ¢l fitoplasma no se
encucntrd en condiciones para desarrollar la enfermedad,

La EHPG, es wansmitida por estacas de madreado independientemente del nivel de
severidad de la eafermedad.  El rebrote de [as estacas no depende del nivel de severidad
de ]a enfermedad en los drboley padre; gin embargs, los niveles de dafio moderado (3}
severo (4) presentan un menor numera de estacas enraizadas y rebrotadas que los niveles
asintomatico (1} v de dafio menor (2).

Con los resultados obtenidos en el ensayo de identificacion del insecio vweewor, se abruyvo
evidencia que nos purmite comprobar indirectamente lo postulados de Kock, con  los
cuafes s¢ comprueba |2 patogenieidad del fitoplasma de la EFPG,

! Comunicacidn personal, N.Hamison, Universidad de Flordda, 1999,



5. RECOMENDACIONES

Continuar los estudios de transmisién por veclor de la enfermedad de la [loja Pequedia
de Ia Glificidia con la especie £ hgsioyn pary confinmar los resultades obienidos cn este
estudio.

Realizar estudics de transmisién de i cnfermedad por vector con las especies
Ollurtannus spp., dlconeura spp, Lapidea murray e Hiponothrips glivicidae, para
determinar si estas especies de insectos son capaces de ransminr la enfermedad.  Para
estos estudios se recomienda wilizar los pnmers P1& P7 v PP/GLL (&1 para las prucbas
de PCR directo y anidado respectrvamente, debido a las bajas cuncentraciones de ADN
del fitoplasma que se obticne en la extraceién de ADN de msecios,

Mantener las plintulas germinadas de arboles enfermos donde se detectd ADN del
fitoplasma  aisladas de insectos, para seguir muesreandolas vy determinar st la
concentracion del fitoplasma aumenta ¥ éste pueda ser identificarlo mediante a prueba de
PCR directo. 5i €sto sucede, indicara que ¢l patdgeno se estd repruduciendo dentro del
haspedero v que fue ransmitde a la plantula en un estado viable, capaz de desarrollar la
enfermedad. Es importante ohservar 5] se desarrolla la sintomatelogia en estas plantilag
y cuando lo haeen.

Determinar el desarrollo de la siniomatologia en estacas donde se identifique la
presencia del fitoplasma causante de la enfermedad de ]a Hoja Pequeiia de la Glirieidiag
procurando mantenerlas aisladas para cvitar ¢l contacte con el insecto vector de la
cnlermedad.

Repetir el ensayo de transmisidn por estacas, protegido lolalmente conta insectos, para
evitar la contaminacion del vector. Para #sto se puede diseflar upn estudio con estacas
pequeilas en maceterns dentro de la casa malla del Departamento de Proteecion Vegetal.

Evaluar el avance aciual de la enfermedad de la Hoja Pequeda de la Gliricidia y su
impacto socioecondmico en Honduras ¥ otras regiones de Centro América.

Diseniar v validar un plan de manejo aprapiado pora la enfermedad.
Deniro del plan de manejo, se recormienda huver énfasis en los siguientes puntos:

Disuibueidn de informacidn sobre la EHPG a los usuarios de la G, sepinm mediante
seminarios, giras de promoecién en el eampo, ete. Enfocandosc en la importancia,
sintomatologia, reconocintiento ¥ manejo de lu enlermedad. Buscar ¢f apoyo de
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organizaciones dic desarrollo como ONG’s vy organiraciones pubernamentales para
abarcar @anto a pegqueios come grandes productores.

= Dizminucitén de la diseminacion de la enferrmedad medianie la propagacién por
estacas de esta especie arbérea. Recomendar a los produclores < cstablecimiento de
un radal de 7. sepium apropladamente manejado ¥ comprobade que se encuenira
libre del patGgeny para ser usade como hanco de estacas. De csla manera se busca
controlar la reduccién de la base genélivy de la especic v la diseminacion de la
enfermedad. L& comprobacidn de que éstos arboles se epeuenimn sancs debe
realizarse por medio de pruehas altamenie cspecificas como  la prueba de PUR
anidado va que ineluse drboles aginlomiticos pueden transmitir el patdeens.

» Certificacién de semilla de . sepium libre del patdgeno, nuevamente utilizando
prucbas altamente especificas como la prueba de PCR anidado. Establecimiento de
rodales semilleras libres del patdzeno,

» Control ¥ legislacidn del waslado de germoplasma para evitar la intwoduccion del
patdgeny en zunas libres del mismo.

» Eliminacién de &rbules enfermos para redueir las fuentes de indeule.

« ldentificacion y valoracién de procedencias tolerantes y resisientes 8 la EHPG.
Promocion ¥ distibucion de las mismas.
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Anexo L. PROTOCOLOS DE EXTRACCION DE APN UTILIZADOS EN EL
ESTUMO

Método CTAR modificado por Hurrison®

Buffer CTAB de Extraceidn 1

Calentar a 60°C anttes de nsar

2% CTAB (brommro de hexcadeciltimetilamonio)
100mM Tris-HCl pd] 3 (wisma base)

20mi EDTA pH 8 (deido etilmediaminotetrancetico)
1.4 M NaCl

1% Polyvinilpymrolidona

{(.2% B-mercaptoctanol {afiadir justo antes de usar)

Buffer CTAB 2
10% CTAB
0.7 M MNall

Merela eloroformoiseamil alechol {24-1)
Cloroformo 240ml
Aleobol iseamilico 10ml

TE alto en sal

10 mM Tris-HCLpH 8
1 mM EDTA

1 M NaCl

Isopropanal

Etanol

Equipo

hMorteros v pistilos estériles
Nitrdgene liquide

Arena ultra pura de cuarzo
Micropipetas

Puntasde micropipetas
Tangte de hatke Maria
Tubas de microcentrifuga
Microcentrifuga

! Comumnicacion personal. M. Harrison, Universidad de Florida, 1998,



Procedimicntp

M £ T O W e W 1

Maeere €] maienial en un mortero, use mimogeng liquido se esta disponible
Adiada ioual volumen de buffer de extraceidn CTAB 1 a 60°C

Incube a 60 °C pur 30 min

Adada Igual volumen de cloreforme: isoamflico aicohol 24:1

wezele bien

Centrilugue por 5 minutos a 3000rpm

Remueva ¢l sabrenadante v coldquelo en otro ubo

Afiada /10 de volumen del buifer CTAB 2 al sobrenadante

Repita los pasaos 4,3,6,7

. Afiada 243 de volumen de isopropanol frio pam precipitar os dcidos nucléicos
. Centrifuge 5 min a 5000rpm

. Descarte el liquido dejando <] sedimento de ADN en ¢l fondo del tubo
. Beque u) aire el sedimento por 30 min

. Resuspends el sedimento ca 100 pl de TE alie en sal

. Afads 3.5 volimenes de Etanol fria para precipitar el ADN

. Deje precipitar 30 min a 4°C

. Centrifuge por 5 min

. Descarte ] liguids, dejando el sedimento en «] londo del tubg

. Seque el sedimento al aire por 30 min

. Resuspenda el sedimento en agua bidestlada.



ERLIYTEm, s
BECULCLA Ao oy o
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e Ls e

Mitodo de extraccidn de ADN de insectos® TERUiwhs A sy

T FOPIR DG

Colocar 200p] de buffer CTAB 1 de extraceidn & 60°C en un tubo de microcentrifuga
Aftada un 1ggesto por tubo
vacers bien el insecto
Incube por 30 min g 60 °C
Anada 300ul de cloroforme 1soamil aleohaol 24;1
Invierta el who v eoldquelo 30 sep en o] voex
Centrifuge pur 5 min a 3000rpm
Transfiera la fage sobrenadanie o un tubo puevo
Afiada fgual volumen de isopropanol
. Incube por 30 min 2 ternperatura ambiente
. Centnfuse por 5 min
. Desearie €] liquide dejdndo ef sedimento en el ionde
. Deje scear a temperatura ambiente por 30 min
. Resuspenda el sedimento en 23pl de ayua bidestilada

bl ol b

— e e D B3 ] TR LA
T i bd — o T T

Y Comunlcacisn personal. N. | larrison, Universidad de Florida, 1998,
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Anexs 2 PROTOGCOLOS DE PCR UTLIZADOS EN EL KSTUDIO

Reaceion en eadena de lz polimerzisas primrers P1 vy P7 (Saballos, 1999,

Mezela pars la reaccidn

2 pl del templete de ADN

0.5 piv de cada iniciador (P1 » P7)
104} pid de cada dNTP

2.5 mM MgCl,

| untdad de Tag polimerasa

[% buffer de PCR.

Aceite mineral

Lquine

iicropipetas y puntas esteriles
Tubos de PCR

Termocticlador

Selle cada reaccitn con una gota de aceite nrineral,
Prirmper giclo
Denatwralizacidn 94°C 2 min

Ligamiento 34°C 30seg
Extencion 72°C 2 min
238 ciclgs

Denaturalizacidn 94°C 1 min
L.igamiente 33°C 30seg
Exteneldn 72°C 2 mip

Ciclo fipal

Denaturalizacion 94 °C I min
Ligamicnin 34°C 0seg
Extencitn 72°C 3 min

Nimerg 1otal de ciclos= 30



Reaceidn e cadena de la polimerasa : primers PP/GIUF v PRYGI {Saballos, 199%),

tlerela para [a reaccidm

2 pl def remplete de ADN

0.3 uM de cada iniciador (PP/GILE v PE/GlIr)
100 pivi de cada dNTP

2.5 mid MeCly

1 unidad de Tag polimerasa

1x huffer de PCR.

Aeelte mineral

Equipo

Micropipetas ¥ puntas esteriles
Tubos de PCR.

Termociclador

Selle cada reaccidn con una gota de acerte minerul,
Primer ciclo
Denaturalizacion 94 °C 2 min

Ligamiento 55°C 3Qseg
Exteneidn Fasc 2 min
38 elclos

Denaturalizacidn 94°C | min
Ligamiento 55°C 30 seg
Extencidn 7290 2 min
Ciclg final

Denaturalizacion 94°C 1 min
Ligamiento 35°C 0seg

Extencion 72°C 5 min
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