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RESLIJIMEN
La investigacion se desarrollo en Cantén San Antonio Tras El Cerro, Municipio de San
Vicente, Departamento de San Vicente a 985 msnm. Desarrollada en febrero de 2008 a
febrero de 2009. Se sembraron estacas de Jocote de Corona (Spondias purpurea) en
bolsas de polietileno y confinadas en jaulas cilindricas siendo objeto de observacion,
registro y andlisis de fitoplasma cada 8 dias durante 1 mes, después de introducidos los
insectos inmaduros y adultos, los cuales fueron colectados en areas altamente infectadas
con fitoplasma en el Volcan de Santa Ana en un rango de 990 a 1528 msnm. Los analisis
se efectuaron en el laboratorio de biologia molecular del CENTA’, para determinar la
presencia del fitopatdgeno en las estacas. Se extrajo ADN foliar y radicular utilizando la
t ®cnica PCR (Reacci-n en Cadena de | a Polimera
universales P1/P7 y R16mR1/R16mF2 en PCR-Nested, que detectan especificamente
fitoplasma, obteniéndose que de un total de 214 muestras analizadas en tejidos de Jocote
de Corona, 132 resultaron positivas, lo cual confirma la transmisién del fitoplasma por el
insecto Graphocephala sp. y Coelidia sp, también se analizaron un total de 28 muestras
de insectos encontrdndose que 15 de estas resultaron positivas confirmando la
adquisicion de fitoplasma por el insecto en su estado ninfal y adulto; ademas con el apoyo
de DGSVA™ se muestrearon y georeferenciaron con GPS (E-trex), fincas altamente
productoras en la zona Occidental, Paracentral y Oriental del pais, elaborandose un mapa

planimetrico de las areas muestreadas mediante el software ArcGIS v. 9.0.
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1. INTRODUCCION
Spondias purpurea L. (jocote) es una especie arborea originaria de Centroamérica y
Méxicosu nombre proviene del N§huatl AXocot
fruto cuando madura puede ser de color rojo, purpura o naranja encendido, tiene forma
ovoide y posee pequeias protuberancias en la base del fruto, parecidas a una pequefa

corona, razon por la cual recibe su nombre (FRUTAL-ES, 2005).

Es un fruto con un potencial econémico importante tanto en el mercado nacional como
internacional, debido a sus mdltiples usos. Dentro de estos se puede mencionar: el
alimenticio (fruta fresca, mermeladas o bebidas), estimulante (confeccién de vinos y otras
bebidas), forrajeros (follaje como alimento de animales), industrial (su madera es
adecuada para la fabricaciébn de papel y su resina se utiliza en la elaboracion de
pegamentos y gomas), medicinal y saponifera (Bautista-Bafios et al.,2000; Macia y
Barfod, 2000). Posee una pulpa jugosa de color amarillo, con un sabor y aroma

agradable. Su peso oscila de 30 a 42 gramos (FRUTAL-ES, 2005).

La produccion de Jocote de Corona en El Salvador ha evolucionado en los ultimos afios
ya que ha pasado de generar 436 mil délares en 2000 a 2.6 millones de ddlares en 2004.
El mercado para esta fruta, se ha considerado que puede seguir creciendo porque existe
mucha demanda, no sélo en los salvadorefios residentes en Estados Unidos, sino
también por otros centroamericanos que son residentes en ese pais. Ademas el programa
FRUTAL-ES se ha encargado de incentivar este rubro por medio de la Agroindustria que
ha favorecido a la exportacion de frutas frescas y procesadas hacia Estados Unidos.

No obstante, la produccion esta en desarrollo y los agricultores ain no saben como

reaccionar en caso de problemas serios en el cultivo de Jocote de Corona. Algunas

t

®r
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enfermedades asociadas con la sintomatologia de Fitoplasmas, que atacan las
plantaciones de Jocote pueden generar pérdidas totales de la inversibn. Ademas se
enfatiza en la necesidad de desarrollar mejores manejos de proteccion fitosanitaria

(FRUTALES-IICA, 2005).

Los Fitoplasmas son transmitidos de planta a planta por insectos vectores, ellos
atraviesan la pared del tracto intestinal del insecto, y se multiplican en la hemolinfa, al
pasar a través de las glandulas salivales se multiplican ain mas, y asi sucesivamente

hasta infectar el floema de una nueva planta (Agrios, 1997).

La presencia de fitoplasma fue estudiada por primera vez en El Cerro Verde, Municipio del
Congo, Departamento de Santa Ana, en el periodo 1998-2001; por técnicos del
Laboratorio de Parasitologia Vegetal del CENTA, Sede Central. Mediante pruebas de
reaccion de la cadena de Polimerasa (PCR), realizada en 1999 y posteriormente en 2001
por el Natural Resources Institute (NRI) de la Universidad de Greenwich de Inglaterra.

Mientras que en el 2006 el Ing. Agr. José Luis Mayen Rafael con colaboracion de Jorge

Al berto Duran Rodr2guez mediante el estudi o den

asociados al cultivo de jocot e corona
realizando colectas en la zona de San Vicente, Cerro verde y Comasagua. Entre los
resultados obtenidos se encontraron 8 familias de homopteros entre ellas: Acanalonidae,
Achillidae, Issidae, Fulgoridae, Membracidae, Cixiidae, Cicadellidae y Psyllidae, siendo
estas tres Gltimas reportadas como vectores de fitoplasmas en otros cultivos.

El primer informe de fitoplasma fue realizado en Japon por la Dr. Roxana Parada Jaco y
colaboradores en el afio 2005, con muestras provenientes de El Salvador obteniendo en

el andlisis filogenético, un fitoplasma agrupado en el 16S rlll enfermedad X.

(Spondi ¢
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Por lo cual la identificacién e interrelacién de estos organismos causantes de fitoplasma
con este tipo de vectores es de suma importancia en el control y distribucién de esta

enfermedad en plantaciones a grandes distancias (APSNET, 2007).

La presente investigacion consistid en determinar a través del analisis de laboratorio cual
de los insectos Graphocephala sp. y Coelidia sp evaluados son infectivos y vectores
potenciales en Jocote de Corona y demostrar mediante pruebas de laboratorio la
presencia de fitoplasma en tejidos vegetales de Jocote de Corona en la zona Occidental,

Paracentral y Oriental de El Salvador.
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2. REVISION DE LITERATURA.
2.1 ANTECEDENTES

2.1.2 Problemas que ocasionan los fitoplasmas en diversos
Cultivos.

La presencia de fitoplasmas en la franja costera de Catalufia, en Espafia en arbustos de

Spartum junceum, tanto espontaneo como ornamentales, ha presentado una enfermedad

caracteristica, la cual consiste en malformaciones en forma de escoba de bruja y

decaimiento de la planta o solo en algunas ramas. El sintoma de mayor importancia es la

escoba de bruja que se desarrolla a partir de la yema axilar. Las plantas afectadas se

secan y en ocasiones, mueren en pocos afios. El agente causal de la sintomatologia
descrita es wun fitoplasma del grupo fAApple Prol
Paltrineri, M.; Martin, M.P.; Bertacini, A., 2002).

Otro caso de fitoplasma es el observado en el cultivo de zanahoria (Daucus carota L.) en

los dltimos 15 afos, el cual presenta sintomatologias anormales que causa amarillamiento

y enrojecimiento de las hojas adultas, asi como la proliferacién de hojas, deformacion de

raices, reduccion del tamafio y envejecimiento prematuro de las mismas. El posible

agente causal de esta enfermedad es el fitopl a
(Font, I.)

Estados unidos reporto que en el afio de 1909 en el estado de Colorado, una enfermedad

que afectaba a las plantas de papa, y que era transmitido por un insecto homoptero

conocido como el nombre de Triosa cockerelli que es un Psyllido, cuyo nombre fue

asignado por Crawford en 1911, pero no fue hasta 2006, que el Psyllido de la papa causo

una grave plaga en Guatemala y Honduras donde fue asociado con decoloracién y dafio

en los tubérculos de papa, ademas esta puede encontrarse en los cultivos de tomate,

chile verde, provocando enfermedades conocidas como amarillamiento de las plantas. El

agente causaldeestaenf er medad es el fitoplasma |l amado fAY
D. L., 1911).

Un ejemplo mas es la muerte regresiva del peral en Espafia, que consiste en el
decaimiento progresivo y muerte de la planta, sintomatologia que ya habia sido observada
de forma esporédica en algunas zonas del cultivo fruticola desde los afios 60 (Rallo,
1973). La primera informacion acerca de la existencia de esta enfermedad, data del afio
1934 en Iltalia, donde se conoc?2a con el nombre d
en la década de los afios 40 fue citada en USA y Canada por McLarty (1948), el impacto
de esta enfermedad en peral ha sido y continGa siendo, muy importante. En Alemania, a
principios de los 70, se registro un 27,8% de muertes en cultivos de 8 afios de edad por
dicha enfermedad (Németh, 1986). Es asi como en 1994 se da la confirmacion por PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa) del fitoplasma responsable de la enfermedad
(Avinent et al., 1997), el fitoplasma causante de esta enfermedad se clasifica dentro del
grupo 16S X subgrupo C (Seemidiller te al., 1998).

Otro caso reciente de enfermedades producidas por fitoplasma es el amarillamiento letal
gue afecta al cocotero (Cocos nucifera L ) la cual ha causado la muerte de miles de
palmas en la regién del Caribe, América Central y México (Howard, 1983; Escamilla et
al.,1995; Ashburner et al., 1996; Oropeza et al.,1997). Desde hace varias décadas se
descubri6 que esta enfermedad en cocotero es causada por un fitoplasma que se
encuentra en los elementos cribosos del floema de las plantas infectadas, donde son



25

adquiridos por Myndus crudus Van Duzee (Homoptero: Cixidae), conocido cominmente
como Chicharrita Palida y que actiia como vector de la enfermedad (Howard, 1983; 1995)

2.1.3 Antecedentes de fitoplasma en el cultivo de Jocote de Corona en
El Salvador.

En septiembre de 1998, la agencia de extension de Armenia reporto al laboratorio de
Parasitologia Vegetal del CENTA, un problema fitopatolégico en el cultivo de Jocote de
corona (Spondias sp).

1 En respuesta, a esta demanda el personal del laboratorio de parasitologia vegetal
visito dichas plantaciones, ubicadas en la la Finca San Francisco, canton Lomas
de San Marcelino, Departamento de Santa Ana; donde se observaron arboles de
Jocote de corona fructificacion, que presentaban los siguientes sintomas: arboles
con proliferacion de hojas terminales y cantidades de frutos que nacian de un
mismo punto y con pulpa delgada; estos arboles con el tiempo tendian a secarse,
igualmente sucedia con las nuevas plantaciones realizadas por los agricultores
con estaca visiblemente sanas.

Se colectaron aproximadamente 10 muestras de diferentes plantaciones que presentaban
los mismos sintomas. Se llevaron al laboratorio y se realizaron analisis fitopatologicos.
Los resultados obtenidos (hongos: Penicillium, Rizopus, Pestalotia, Fusarium vy
Colletotrichum) no demostraron que se trataba de un patdégeno que pudiera ser
identificado con las técnicas de diagnostico disponibles, ademas, con las observaciones
de los sintomas de los arboles enfermos en el campo, se sospecho que se trataba de un
fitoplasma.

En una segunda visita a principios de 1999, acompafiados de la Dra. Priscila Henriquez
quien trabajaba con el personal del laboratorio, que tiene experiencia en la identificacién
de virus y fitoplasmas sugirié colectar nuevamente muestras para un segundo analisis. Se
colectaron muestras que presentaban sintomas semejantes a los producidos por un
fitoplasma, pero debido a que el laboratorio no contaba con técnicas de diagnostico
adecuadas, esta sospecha no pudo ser confirmada. Se estimo entonces que la Unica
manera de establecer un diagnéstico para la enfermedad era someter las muestras a
analisis moleculares para diagndstico de virus y fitoplasmas, para ello se solicito apoyo al
Natural Resources Institute (NRI) University of Greenwich, Inglaterra, a través de los
contactos de la Dra. Henriquez.

En marzo de 1999, llego al pais el Dr. Lawrence Kenyon, virélogo y fitoplasmologo del
NRI, acompafiado del personal de parasitologia Vegetal, visito las fincas afectada por la
enfermedad para observar la sintomatologia que presentaban los arboles y hacer un
sondeo de la magnitud de la epidemia. Se colectaron muestras de los arboles
sintomaticos, las cuales fueron llevada a Inglaterra, las muestras fueron transportadas en
estado fresco y deshidratado; también se colectaron brotes de arboles enfermos para
enraizarlos en los invernaderos del NRI. Las muestras fueron analizadas usando métodos
de diagndéstico basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), este método se
considera una prueba de diagnostico para cualquier fitoplasma. Con este andlisis se
detectaron seis muestras que contenian un fitoplasma, lo que permitié concluir que la
enfermedad era causada por un fitoplasma.

Un segundo grupo de muestras fueron enviadas al Dr. Nivel Harrison en 1999 (University
of Florida) a través del NRI las cuales se procesarian con las mismas técnicas de
Inglaterra desafortunadamente las muestras se deterioraron en el transporte y no
pudieron ser analizadas.

En octubre del 2000, los extensionistas de la agencia Santa Ana recibieron una solicitud
de asistencia t®cnica a |l a finca fADon Ni

coo,

ub
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caserio Santo Domingo, Departamento de Santa Ana. La finca cuenta con un area de 42
mz cultivadas de café en asocio con jocote de corona. Los extensionistas solicitaron
nuevamente los servicios del laboratorio de parasitologia vegetal ya que se trataba de un
problema parasitolégico y estos acompafiados del personal del laboratorio realizaron la
visita; que tenia como objetivo observar la sintomatologia y colectar muestras del cultivo
de jocote que habia sido reportada como una enfermedad llamada por los agricultores
ijocote Joboo. Se observo que eran | os mismos s?2
1998.

Las muestras colectadas fueron llevadas nuevamente al laboratorio para realizar los
analisis fitopatologicos y nematoldgicos correspondientes. Sin embargo con los
antecedentes de este problema reportados en 1998, los resultados obtenidos no reflejaron
ningln patégeno responsable del problema; apoyados en la literatura consultada y el
diagnostico realizado en Inglaterra se comenz6 a gestionar ayuda internacional para
confirmar que se trataba de un fitoplasma.

Se hizo contacto con el Dr. Romero Cano, director del departamento de proteccién
vegetal del instituto nacional de investigaciones agrarias (INIA) en Espafia. EI Dr. Romero
Cano ofreci6 su colaboracion gratuita para realizar los analisis respectivos en este
instituto por lo que se programo nuevas visitas para recolectar muestras para ser llevadas
a Espaia.

En noviembre del 2000 se visito nuevamente | a
muestras del cultivo de jocote de corona, tomar fotografias de éarboles enfermos y
probablemente sanos; para su envid al instituto de Espafa. El costo de este envié fue
cubierto por CENTA, las muestras fueron recibidas y se informo que se procederia de
inmediato a su procesamiento los primeros informes enviados al INIA, acerca de los
analisis realizados notificaron que no se pudo amplificar el fitoplasma a pesar que se
utilizaron técnicas como el Nested, sin embargo, consideraron que las extracciones de
ADN no fueron realizadas adecuadamente por lo que se repitieron todos los
experimentos.

A finales de noviembre del 2000 se notifico desde Espafia via e T mail, que se habian
podido hacer buenas amplificaciones del patdgeno, esto les permitié afirmar que la
enfermedad es producida por un fitoplasma, confirmando los resultados iniciales
obtenidos por el Dr. Kenyon.

Simultaneamente se contacto con la Dra. Priscila Henriquez que a la fecha de escritura de
este documento fungia como coordinadora regional de la Red Mesoamericana de
Recursos Fitogenéticos REMERFI (IICA - GTZ), quien ha priorizado las investigaciones en
cultivos nativos de Mesoamérica. Y que actualmente trabaja como Especialista nacional
en competitividad del 1ICA.

Segun los resultados obtenidos en el andlisis filogenético, se trata de un fitoplasma
agrupado en el 16S rlll enfermedad X, el cual fue el primer informe de presencia de
fitoplasma realizado en El Salvador. (Parada. 2005 et al).

Asi mismo se revel6 la presencia de esta enfermedad hace 10 afios, aunque 20 afios
atras ya se encontraba como brotes dispersos en las plantaciones (FRUTALES-IICA,
2005).De acuerdo con CENTA, (2006), y el Programa IICA-Frutales (2005), a partir del
afio 2004, se demostrd que esta enfermedad destruye alrededor del 10% de arboles de
jocote al afio, en las plantaciones del volcan Chinchontepec en San Vicente. Por ello el
CENTA, estd tomando como prioridad la identificacion del vector que trasmite esta
enf ermedad causada por un fAFitopl asmao.

Ademas en Noviembre del 2006, el Ing. Luis Mayen, técnico del Area de Investigacion de
PROMIPAC (Programa de Manejo Integrado de Plagas en América Central), realizo un
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trabajo de investigacion sobre los posibles vectores asociados al fitoplasma en Jocote de
Corona en la zona del volcan Chinchontepec en San Vicente, en donde se capturaron
insectos homépteros asociados al cultivo, que luego fueron seleccionados e identificados,
para ser enviados y analizados por medio de pruebas de PCR en laboratorio en la
Escuela Agricola Panamericana Zamorano,Honduras; para reconocer su relacién con la
trasmision de fitoplasma en el cultivo. Como resultado de esta gestion se encontraron un
conjunto de 8 familias de homopteros: Acanalonidae, Achillidae, Issidae, Fulgoridae,
Membracidae, Cixiidae, Cicadellidae y Psyllidae, las ultimas confirmadas como vectores o
portadoras de fitoplasmas en otros cultivos (.Mayen, J.L.; Duran, J. 2006) (Ver anexo 1)

2.2 Grupos Taxonémicos de Vectores de Fitoplasma

El Unico orden méas exitoso de insectos vectores de fitoplasma es | Homptera, este grupo
colectivo posee grandes cantidades de caracteristicas que hace de estos miembros
vectores muy eficientes a la enfermedad, entre algunas caracteristicas que presenta este
grupo de insectos son:

a) Todos son Insectos hemimetdbolos, o exopterigotos, es decir, la ninfa a menudo
se parece al adulto o similarmente ya que estan en la misma localizacién fisica,
tanto los inmaduros como adultos son capaces de transmitir el fitoplasma.

b) Ellos se alimentan especificamente y selectivamente de ciertos tejidos de las
plantas que lo hacen més eficientemente vectores de patdgeno residentes en
estos tejidos lo que hace que la alimentacion de ellos sea si no mas destructiva.
Promoviendo mas exitosamente la inocuidad en el sistema radicular dela planta
sin dafiar los tejidos conductivos y las respuestas de la planta.

c) Estas tienen una propagacion persistente relacionada con el fitoplasma.

d) Estos son procariotas obligados simbi6ticos que lo pasan a su progenie por
transmision transovarica, el mismo mecanismo que permite la transmision del
fitoplasma. (Kawakita, H.,Saiki, T., Wei, W., Mitsuhashi, W., Watanabe, K., et al.
2000).

Los fitoplasmas son limitados al floema, ademas uUnicamente los insectos que se
alimentan del floema pueden tener potencial de transmitir el patégeno, también el grupo
conjunto de insectos que se alimentan del floema Unicamente estan divididos en tres
grupos taxonémicos pueden ser confirmados como vectores del fitoplasma. La super
familia que contiene el numero mas largo de especies vectores es la Membracoidea
(Dietrich, C.; Rakitov, R.; Holmes, J.; Black, W., 2001), junto a ello se le conoce hasta la
fecha, vectores que son confirmados como Cicadellidae.

El mas pequefio suborden es el Sternorryncha en la cual Unicamente 2 géneros en la
familia Psyllidae han sido confirmada como vectores. Y algunos membracidos son
relativamente pobres transmisores de virus comparado con las chicharritas (Nielson, M.,
1979).

2.3 Familias de Insectos Asociadas a la Diseminacién de Fitoplasmas en
Jocote de corona

2.3.1 Familia Cicadellidae
2.3.1.1 Descripcién morfolégica del insecto.
Esta familia comprende un grupo numeroso de insectos, hasta la fecha se conocen 2,500

especies. Su forma, tamafo y color son variables, se caracterizan porque sus tibias
posteriores poseen 1 o mas hileras de espinas. Raras veces el tamafio del adulto
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sobrepasa los 13 mm y algunos miden pocos milimetros. Muchas especies estan
marcadas con hermosos patrones de coloracibn. Se caracterizan por tener seis
generaciones al afio, pero algunas especies tienen dos o tres. La época lluviosa es
donde generalmente se convierten en adultos y ovipositan. (Borja, C. et al., 2008).

2.3.1.2 Habito y ecologia general.

Los cicadélidos son llamados también chicharritas o saltahojas. Estos insectos se
alimentan exclusivamente de savia de los tejidos de muchas especies de plantas, usando
el estilete de sus partes bucales chupadoras. Al alimentarse la mayoria pone a funcionar
un musculo que bombea grandes cantidades de savia de la cual extraen su alimento y
energia. Mientras se alimentan también eliminan o excretan por el ano las sustancias que
son absorbidas en exceso o que no le son Utiles.

Las especies que se alimentan de savia del floema excretan un liquido azucarado y las
que se alimentan de la savia del xilema excretan grandes cantidades de agua. Otras se
alimentan de las células del mesdfilo de las hojas y es muy poco el liquido que ingieren.
Desafortunadamente se conoce poco de la relacion de la mayoria de las especies con las
plantas hospederas, pero algunas son bien conocidas por su especificidad.

Algunos cicadéllidos son muy conocidos por su capacidad de transmitir virus y bacterias
que son causantes de enfermedades de las plantas (por ejemplo, el Virus del Rayado
Fino del Maiz, transmitido por Dalbulus maidis).

La mayoria de los miembros de esta familia producen sonidos de baja intensidad y que
pueden ser transmitidos a través del sustrato. Pueden ser emitidos por vibracién de unos
6rganos llamados timbales que se encuentran en la base del abdomen y en forma similar
como lo hacen las chicharras, pero les falta la bolsa de aire responsable de la alta
intensidad del sonido de estas.

Las hembras poseen un ovopositor con el cual ponen sus huevos bajo la superficie del
tejido de las plantas. Los cicadéllidos se desarrollan rdpidamente y pueden tener hasta 6
generaciones 0 mas en un afio. Estas pasan por 5 estadios ninfales para convertirse
posteriormente en adultos que pueden vivir de unas semanas a algunos meses (Godoy,
C. 2008).

2.3.1.3 Clasificacion Taxonomia:

Reino: Animalia

Filo: Artropoda

Clase: Insecta

Orden: Homoptera

Suborden: Auchenorrhyncha

Familia Cicadellidae:

Género Coelidia; Graphocephala. (Wikipedia, 2006)


http://en.wikipedia.org/wiki/Jumping_plant_louse

29

2.3.2 Insectos asociados al Jocote de Corona
2.3.2.1 El Barrenador del tallo de Jocote (Lagocheirus sp).

Hasta hace unos afios se pensaba que el ataque de barrenadores del tallo era
especificamente para el Jocote de Verano, ya que en el afio 2002, ElI Centro de
Investigacion de Tecnologia Agropecuaria y Forestal (CENTA), divulgo un boletin técnico
sobre los dafios causados por este insecto en la zona Occidental del departamento de
Ahuachapan en el cual se describe que existe un area aproximada de 420 Ha sembradas
con Jocote de Verano, en las cuales reportan la presencia de un gusano minador del tallo
en arboles jovenes y viejos. Algunos de los dafios reportados dentro de arboles jovenes y
viejos presentan perforaciones en la base de los tallos hasta llegar al centro de este,
formando galerias las cuales interrumpen el paso de nutrientes en el arbol causandole asi
una muerte lenta. Asi mismo describe que el insecto desarrolla todo su ciclo de vida
dentro del arbol. (CENTA, 2002)

Informacion muy importante pero la cual no debe limitarse al Jocote de Verano, ya que
después de 6 afos de realizado y divulgado el boletin hacemos constar dentro de nuestra
investigacion que; el ataque de barrenador del tallo no se limita al Jocote de Verano si no
tambi ®n debe extenderse hasta el cultivo
ha logrado extenderse en diversidad y altura de ataque, ya que por medio de nuestra
investigacion hacemos constatar que en la zona Occidental especificamente en el Volcan
de San Vicente existe la presencia del gusano minador del tallo (Lagocheirus sp).

2.3.2.1.1 Clasificacion taxonémica del Barrenador del tallo

Nombre cientifico: Lagocheirus sp

Orden: Coleoptero
Familia: Cerambycidae
Subfamilia: Cerambycinae

Figura 1: Insecto adulto del Barrenador del Tallo

2.3.2.1.2 Descripcién de los estados de desarrollo del insecto

a) Huevo
Presenta un color blanco translicido, de un tamafio aproximado de 1 a 2 mm, de forma
ovoide, tarda 7-10 dias para eclosionar. Es muy dificil de observar a simple vista, se
requiere del uso de una lupa con aumento de 10 X para observarlo en el campo, Para
ello, se recomienda revisar cuidadosamente la base del arbol hasta mas o menos 1 metro
hacia arriba. Si la plaga esta presente, se encontraran pequefias raspaduras de la corteza
gue son hechas por la hembra para depositar sus huevos. (CENTA, 2002)

de

Jococ
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Figura 2: Huevo del barrenador del tallo visto en estereoscopio
b) Larva

La larva recién eclosionada tiene un tamafo muy pequefio, de 1mm. Incrementa u tamafio
hasta alcanzar 5 a 6 cm de longitud. Otros autores afirman que insectos de esta familia
puede sobrevivir hasta 2 afios como larva hasta completar su desarrollo. La larva tiene
cabeza redonda de color café, mandibulas fuertes y endurecidas, con cuerpo de
apariencia torneada y cilindrica. (CENTA, 2002)

Figura 3: Larvas de barrenador del tallo de Jocote de Corona

Es el estado de desarrollo posterior al Gltimo estadio larval. En esta fase se inmoviliza sin
alimentarse mas, hasta completar su ciclo y trasformarse en insecto adulto, la duracion de
este estadio es de 10 a 12 dias. Cada larva, al completar su desarrollo larvario, entra en
una etapa en que limita todos sus hébitos; detiene su crecimiento y no se alimenta mas.
Justo en ese momento empieza a formar dentro del arbol una especie de capsula, donde
se protege y entra en un estado de descanso (diapausa) hasta convertirse en adulto. A
esa etapa de desarrollo se le conoce como pupa. (CENTA, 2002)
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Figura 4: Larva de (Lagocheirussp), construyno galeras en el centro de los arboles.
c) Adulto

Es un coledptero que alcanza tamafios entre 5 a 10 centimetros de longitud. Posee un par
de élitros (alas endurecidas) con manchas grises que le permiten disimularse en la
corteza de los arboles, mandibulas fuertes y endurecidas de coloracion café que le sirven
para hacer cortes bien definidos en la corteza de los arboles y usarlos como lugares de
refugio durante el dia. Cubre el agujero de entrada con residuos de la misma madera del
arbol. La unica diferencia morfolégica que existe entre la hembra y el macho adulto es el
tamafio, siendo de mayor tamafio la hembra. Todos los insectos de esta familia se
caracterizan por tener antenas mas largas que su cuerpo. (CENTA, 2002)

e A
Figura 5: Adulto de Barrenador del tallo de jocote en su celda de descanso.
d) Habitos de oviposicion

Las hembras ovipositan en la base de los arboles hasta 1 metro sobre la superficie del
suelo; antes de ovipositar, con su fuerte aparato bucal, raspan la corteza del tallo. En ese
lugar depositan los huevos (colocan 1 huevo en cada postura). Otro lugar que utiliza el
insecto para ovipositar son las grietas de la corteza de los tallos.

Orificio de entrada del insecto: para detectar la presencia del insecto en el arbol, a simple
vista Unicamente se observa las raspaduras hechas por la hembra adulta al depositar el
huevo, pero no se logra observar el orificio donde deposita el huevo. Para verlo se
requiere de una lupa con un aumento de 10 X. (CENTA, 2002)
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Figura 6: Or|f|C|o de owposmon visto en el estereoscoplo

Orificio de salida del insecto: el insecto cuando se alimenta hace galerias dentro del arbol;
lo interesante de estas galerias es que no se conectan entre si, lo que significa que en
cada galeria se encuentra una larva que no tiene conexién con otra galeria, situacion que
hace un tanto dificil su control mediante el uso de insecticidas gasificantes aplicado en las
galerias. Completa su estado larvario dentro del &rbol y al pasar al estado adulto tiende a
salir a la superficie dejando orificios en la corteza de un tamafio aproximado de 1 cm para
completar su ciclo de desarrollo (el apareamiento) fuera del arbol. (CENTA, 2002)

Figura 7: Orificio de salida del adulto cuando completa su ciclo larval.

Orificio de resguardo (descanso): el insecto adulto de Lagocheirus sp. hace en la corteza
de los arboles, un corte circular de un tamafo aproximado de unos 5 centimetros. Este
corte presenta, en el fondo, otro orificio pequefio de tamafio aproximado de 1 centimetro,
en el cual normalmente hay presencia de aserrin. Algunas veces el corte circular de la
corteza, mantiene una tapadera de la misma corteza del arbol, en el lugar de descanso
del insecto adulto. (CENTA, 2002)

Sintomas de dafios

Cuando la hembra adulta oviposita en la corteza del arbol, se inicia el dafio en la planta,
aunque por el tamafio muy pequefio del huevo no es notorio a simple vista; lo Unico que
se observa son las pequefas raspaduras que hace la hembra adulta en la corteza del
arbol para colocar los huevos. Los primeros sintomas de los arboles dafiados por el
barrenador es la disminucion progresiva de la produccion de frutos, luego empiezan a
mostrar apariencia de muerte de ramas terminales, las cuales van avanzando hasta dar
muerte completa del arbol. (CENTA, 2002)
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2.4. Generalidades sobre los Fitoplasma
2.4.1 Impacto de los fitoplasmas en la agricultura
2.4.1.1 Origen de los Fitoplasma

Se conocen desde hace unas tres décadas, en 1967 gracias a la microscopia electrénica
se determino que algunas enfermedades || amadas
células procariotas y no por virus (Doi et al.,1967).

El descubrimiento de estos organismos parecidos a los micoplasmas, causantes de
enfermedades a los animales, dio origen a los estudios exhaustivos y la bisqueda de su
parentesco con el resto de sus microorganismos. En un inicio se les llamo mycoplasmas-
like organisms o MLO. En el afio de 1994, el comité de taxonomia de Mollicutes de la IOM
(International Organization for Micoplasmology) establecié el nombre actual de fitoplasma.
Recientemente ha sido propuesto el término fitoplasma como candidato al género
fCandi dat us p(iihe tRPEM Rhgtoplasina/Spiroplasma Working Team, 2003)
Pytoplasma taxonomy group (2003).

Cuadro 1: Enfermedades asociadas al fitoplasma en el mundo.
CULTIVO ENFERMEDAD @ VECTOR PAISES
Raphanus Grupo 16SrVI Oman
sativus

REFERENCIAS
Al-Subhi, A.; Al-
Saady, N.; Al-
habsi, K.; Khan,
A

Chile

Vid Grupo 16Srl-B,

Algodon

Maiz

Tabebuia
pentaphylla

Momordica
charantia L.

16Srl-C,
16SrVII-A, 16
SrXII-A

Grupo 16Sr-11C

Grupo 16Srl-B

Escoba de
bruja

ChwallI

Delthocephalinae,
Agallinae,
Cixiidae,
Delphacidae.

Subfamilia
Delthocephalinae

Dalbulus maydis

Mali, Italia

Colombia,
Serbia

Brasil

Brasil

Gonzalez, F.;
Paltrinieri, S.;
Calari, A.;
Bertaccini, A.;
Alma, A.;
Picciau, L.;
Araya, J.; Fiore,
N.

Bosco, D.;
Coulibaly, A.;
Marzachi, C.
Duduk, B.;
Mejia, J.;
Paltrinieri, S.;
Contaldo, N.;
Alvarez, E.;
Varon, F.;
Bertaccini, A.
Pimentel, J.;
Cunha-Junior,
J.; Guglielmi-
Montano, H.
Albornoz, N.;
Oliveira, J.;
Carvalho, E.;
Guglielmi-

f



Cultivos
varios

Melocotén

Durazno

Canade
azucar,
Papaya, Coco,
tabaco,

zanahoria, etc.

Pennisetum
purpureum

Alfalfa

Cultivos
natives y
malezas
Papa,
Hortalizas
diversas

Cocotero

12 fitoplasmas
diversos

Enfermedad X

ESFY

16Srl, 16Srll

16Srlll
enfermedad X,
16SrXI

16Srl, 16Srlll,
16SrVIl

Punta Morada,
16Srlll
enfermedad X

Amarillamiento
letal del
cocotero

Subfamilia
Typhlocybinae,

Delthocephalinae,

Cicadellinae,
Agallinae,
Xerophloeinae

Grecia

Canada

Republica
Checa

Cuba

Este de Africa,
etiopia,
Uguanda

Arabia Saudita

Argentina

Sinaloa,
México

Cuba
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Montano, H.
Sainis, P.;
Dovas, C.;
Maliogka, V.;
Katis, N.

Wang, L.;
Michelutti, R.
Nelas, T
Magkov§,
Kr gka, B
Arocha, Y.;
Acosta, K.;
Pifol, B.;
Almeida, R.;
Miranda, |.;
Lucas, J.
Arocha, Y.;
Acosta, K.;
Wilson, M.;
Hanson, J.;
Proud, J.; Zerfy,
T.; Abebe, G.;
School, M.;
Mulaa, B.;
Bean, T.; Cools,
H.; Fraaije, B.;
Wilkinson, M.;
Jones, P.;
Lucas, J..
Alhudaib, K:;
Arocha, Y.;
Lucas, L.
Conci, L.

Santos, M.;
Chavez, J.;
Acosta, J.;
Méndez, J.;
Leyva, N.
Llauger, R.;
Collazo, C.;
Fabre, S.;
Otero, L.;
Gonzalez, C;
Pérez, L.;
Rodriguez, R.;
Alonso, M.;
Luis, M.; Cueto,
J.; Dollet, M.;
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Gato, M.
Chile, Papay 16Srl, 16Srll'y Bactericera México Garcia, C.;
Tomate 16SrXIl cockerelli Chavez, J.;
Santos, M.;
Méndez, J.;
Leyva, N.

2.4.1 .2 Clasificacion de los Fitoplasma
2.4.1.2.1 El Gen 16 rDNA

El gen 16 rDNA estd constituido por 1500 bases, se encuentra dentro del operon
ribosémico de los procariotas, junto con otros 2 genes de ADN ribosémicos, el 23S de
2900 bases y el 5S de 120 bases. Su orden es 16S, 23S y 5S. Entre estos genes se
encuentra las regiones espaciadoras, que pueden contener uno o mas genes de ADNt o
de transferencia. Los operones ribosémicos en los procariotas se transcriben en una sola
molécula de ARN y mas adelante se separan por cortes enzimaticos. (Condon et al.,
1992).

El estudio del gen 16s rDNA (con regiones conservadas) mediante los RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), se ha utilizado para separar los fitoplasmas en grupos y
subgrupos (Razin, 1992 et al., 1993; Schneider et al., 1993).

Mediante la amplificacion de segmentos del gen 16S rDNA por PCR y RFLP, se han
clasificado los fitoplasmas en 20 grupos (Seemiiller et al., 1992), o en 14 grupos (Lee et
al., 1998), sin embargo este gen parece no tener mucha variabilidad como para permitir
diferenciar aislados que, siendo clasificados como el mismo fitoplasma, difieren en la
planta o en los insectos que lo hospedan.

Actualmente se esta abordando el estudio de genes difrenrtes al 16S rDNA para la
comprension de la biologia de los fitoplasmas (Oshma et al., 2002; Kirkpatrick, et al.,
2003), y en con el estudio de la gendémica, también se espera dar repuesta a cuales son
las condiciones necesarias para su cultivo, asi como los factores que intervienen en la
especificidad vector/ planta.

Hasta el momento se han encontrado genes que codifican para proteinas de membrana
de diferentes fitoplasma, a partir de los cuales se han desarrollado sueros monoclonales y
policlonales (Yu et al., 1998; Berg et al.,; Blomquist et al., 2001; Mergenthaler te al., 2001,
Morton te al., 2003). Estas proteinas de membrana, al igual que otros Mollicutes, podrian
estar implicdas en el reconocimiento especifico del huésped y patogénesis (Wise et al.,
1992; Ye et al., 1997; Berg et al., 2000)

2.4.2 Caracteristicas especificas de los fitoplasmas

Son parasitos estrictos de habitat intracelulares de las plantas e insectos vectores. Su
tamafo y desarrollo dependen del grado de desarrollo de los tubos cribosos donde se
localizan, con capacidad de pasar lentamente a través de los poros de las células
cribosas del floema. Las células de los fitoplasma estan rodeadas por una membrana
plasmatica trilaminar, de unos 10 nm de grosor, compuesto, al igual que el resto de
procariotas, de 2/3 de proteina y 1/3 de lipidos. Su citoplasma contiene ribosomas para la
sintesis proteica, y una molécula de ADN doble circular. Se ha detectado también la
presencia de ADN extracromosomico (Davis et al., 1988; Nishigawa et al., 2001). Se
asocian con enfermedades de las plantas, y se sabe que causan méas de 600
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enfermedades en varios cientos de especies de plantas (Kirkpatrick, 1994; McCoy et al.,
1989).

2.4.3 Morfologia y Ultraestructura de los Fitoplasma

Los fitoplasmas se revelan en microscopia electrénica, con dos morfotipos predominantes:
esféricos y filamentosos (Fig.8). Las formas redondeadas tienen un diametro entre 60 y
1100 nm. En las formas filamentosas el didmetro es de unos 35 a 45 nm y su longitud
aproximada es de 1200nm. Los estudios de modelos tridimensionales a partir de cortes
seriados revelan la verdadera morfologia de los fitoplasmas, ya que estos son organismos
pleomorficos, filamentosos a menudo alineados paralelamente a la longitud de los tubos
cribosos. Si estos filamentos se cortan transversalmente los fitoplasmas aparecen como
pequefias células esféricas (Florance, E., et al. 1978; Wathers, J., Hunt, 1980).

Ul oy -
Figura 8: Fitoplasmas (f) en el floema. ptc = poros de tubos cribosos; pc = pared celular

Se supone que las formas filamentosas pueden estar involucradas en el crecimiento y
reproducciéon de los fitoplasmas (D agostino, G., 1991). Por otra parte, su tamafio y
desarrollo parece depender del grado de desarrollo de los tubos cribosos, donde se
localizan normalmente los patégenos. (Kim, Y. 1990)

2.4.4 Distribucion de los fitoplasmas dentro de las plantas

Estudios realizados en la deteccion e identificacion del agente causal del Amarillamiento
Letal (AL) en palmas de cocotero en los afios setenta mediante microscopia electrénica
han encontrado que los microorganismos (fitoplasmas) estan presentes principalmente en
tejidos con crecimiento activo como inflorecencias cerradas, hojas inmaduras, apice del
tallo y apice de las raices y muy raramente en tejidos maduros como hojas basales y en
hojas intermedias (Thomas, 1979; Parthasarathy, 1974).

Esto concuerda con la entrevista realizada a la Dra. Priscila Henriquez especialista
nacional en Competitividad del 1IICA (Instituto interamericano de Cooperacion para la
Agricultura), quien realizo una investigacion en achaparramiento de maiz en Centro de
Investigacién Cientifica de Yucatan (CIMYT) y encontr6 que gran movilidad de los
fitoplasmas en las plantas de maiz, asi mismo ella establece que los fitoplasmas se
traslocan a las partes con mayor actividad vegetativa, y concluye que los fitoplasmas
pueden traslocarse en las plantas dependiendo de la época seca o lluviosa, ya que en
época lluviosa la actividad en la planta es mayor, por el aparecimiento de los brotes (para
el caso del jocote), mientras que, en la época seca la actividad es poca y esta limitada a
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la actividad vascular de la planta la cual es centrada a la formacién de frutos por parte del
arbol, y los fitoplasmas bajan hasta las raices de las plantas donde existe mayor actividad
metabdlica.

2.4.5 Patogenenicidad de los fitoplasmas.

Oropeza y colaboradores (1997) propusieron un modelo de patogenecidad del
Amarillamiento Letal (AL) en palmas de cocotero, que va desde el proceso de infeccién de
la palma hasta su muerte. Este modelo propone que uno de los primeros 6rganos de las
palmas que resulta daflado es el sistema radicular (Islas-Flores et al.,, 1999), como
resultado de la disminucién del aprovisionamiento de nutrientes debido al dafio y mal
funcionamiento del floema (eden-green,1982) infligido por la presencia de los fitoplasmas
y/o la formacion de callosa en estos conductos. Una vez que el sistema radicular es
afectado, esto provocara el cierre permanente de estomas (Eskafi el al., 1986 Ledn et al
1996) vy otro sintomas en las partes aéreas como consecuencia de un desbalance
hormonal ( Dabet y Hunt 1976; Ledn et al.,1996) que probablemente se origina en las
raices. Una vez que los estomas se han cerrado, esto da lugar a otras alteraciones
fisiol6gicas y bioquimicas (Leon et al.,1996) que en conjunto finalmente ocasionan la
muerte de la palma.

Segun Belli (1984) la visualizacién de los fitoplasmas en 6rganos de vid infectados es
dificil empleando microscopia electrénica en secciones ultrafinas, dando mejores
resultados utilizando scaner. En todo caso, no se pueden distinguir especies diversas,
teniendo que recurrir a métodos de biologia molecular (PCR,RFPL, etc.), con los que se
ha podido poner en evidencia la frecuente asociacion de dos especies de fitoplasmas (que
pertenecen a los grupos de AY y EY) con la flavescencia dorada.

La época mas adecuada para la identificacion de la enfermedad es a finales de verano y
comienzo del otofio. Los afios lluviosos son mas favorables para su extension por
producirse un mayor desarrollo de las cicadelas. (Hidalgo,L; Gavilan,U.2002)

2.4.6 Mecanismos de accidn infectiva en las plantas

En la actualidad son cuatro los mecanismos conocidos para introducir el fitoplasma en el
tejido vulnerable de las plantas hospederas:
a) Propagacion vegetativa del material de plantas infectadas.
b) Conexiones vasculares hechas entre la infeccion y no infeccion de plantas
hospederas de plantas parasitas.
c) La alimentacion del insecto vector en plantas hospederas no infectadas.
d) La transmision por semilla (por que el floema estd altamente conectado a la
semilla). (Dale, J., Kin, K. (1969); Helmes, K. (1962); Cordoba, I., et al 2003)

2.4.7 Sintomatologia de las plantas infectadas por fitoplasma.

En general los sintomas que presentan las plantas con mayor frecuencia son:
Amarillamiento o clorosis.

Enrojecimiento precoz de la hoja.

Esterilidad de las flores.

Virescencia (los pétalos adoptan un color verde).

Filodia (transformacién de los 6rganos florales en estructuras foliares).

= =4 -8 -8 -9
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T Proliferaci-n de yemas advednet ibcriugsaodando

1 Enanismo generalizado.

1 Desarreglos vegetativos.

1 Enrollamiento de hojas y Decaimiento general.
Alguno de estos sintomas son casi exclusivos de espiroplasma y fitoplasma (virescencia,
filodia, escoba de bruja) (Lepka et al., 1999; Musetti et al., 2000)

2.5 Establecimiento de los fitoplasma en los insectos vectores
2.5.1 Adquisicion y transmision del fitoplasma por insectos vectores

Los fitoplasmas son transmitidos de planta a planta por insectos vectores (Fig.9). El
tiempo que pasa desde la adquisicion inicial hasta la habilidad para transmitir el fitoplasma
se le conoce como periodo latente y este algunas veces es llamado periodo de
incubacioén. El periodo latente depende de la temperatura y sus rangos, este puede ir
desde unos pocos dias, hasta unos 80 dias de duracion.(Murral DJ,et al 1996; Nagaich
BB,et al 1995.)

Un claro ejemplo de esto son algunas especies del genero Cacopsyllia (del Orden
Homoptera: Suborden Sternorrhyncha), que funcionan como vectores del fitoplasma
responsables del decaimiento del peral. Estos insectos vectores adquieren el patégeno
después de alimentarse de la planta infectada durante varias horas o dias, pero lo
transmiten hasta haber pasado un periodo de incubacion de entre 10 a 45 dias, pero esto
puede variar dependiendo de la temperatura y de la época en que estos se alimenten.
(Lepka et al., 1999; Musetti et al., 2000)

La duracion necesaria de alimentacién para adquirir suficiente proporcién de fitoplasma
puede ser corta y puede ir desde unos cuantos minutos, pero este factor es generalmente
medido en horas. Esto proporciona mayor espacio para la adquisicion de fitoplasma, asi
mismo el periodo de adquisicién puede depender también de la proporcién o cantidad de
fitoplasma presente en la planta (Purcell A., 1982).

También se ha demostrado que cuando la cigarrita inocula una hoja de crisantemo, el
fitoplasma migra del apice a las raices en 2 dias pero requiere cerca de 3 semanas para
infectar todas las hojas. Contrariamente se encontrd que el fitoplasma nunca se detecto
en hojas de papaya donde estas maduraban después que la planta habia sido infectada,
lo cual nos da una idea de la dinamica de movilidad de los fitoplasma en las plantas
(Siddique, A. et al 1998).

El fitoplasma puede pasar intracelularmente dentro de las células epiteliales del sistema
bucal del insecto y replicarse dentro de una vesicula o también pueden pasar entre dos
células del intestino medio (Lefol, C. 1994) y a través de la membrana basal para entrar a
la hemocelula.

El fitoplasma circula en la hemolinfa donde esta puede infectar otros tejidos como el de
los tubos de Malpighi (Lherminier, J. 1990), cuerpo grasos y cerebro (Lefol, C.1994;
Nakashima, K. 1995) como también en los 6rganos reproductivos (Kawakita, H et al.
2000); la replicacion en estos tejidos aunque no es esencial para la transmision puede ser
indicativo de una larga duracion coevolucionaria entre el hospedero y el patégeno.

Segun Agrios (1997) los fitoplasmas atraviesan la pared del tracto intestinal, se multiplican
en la hemolinfa, y al pasar a través de las glandulas salivales se multiplican ain mas (Fig.

uga
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1). Luego, sucede el establecimiento de la enfermedad con los insectos vectores de
fitoplasma que por medio de sus fluidos salivales infectan el floema de una nueva planta.

Figura 9: Transmisién de fitoplasma en Insectos homopteros

Los insectos que se alimentan del floema adquieren el fitoplasma pasivamente durante su
alimentacion en plantas infectadas. (Purcell A., 1982; Universidad de Tokyo. 2001).

Los estudios realizados por Cavallinil (1998) establecen que los fitoplasmas pueden
sobrevivir en malezas u otros hospedantes, aunque sobreviven por largos periodos en la
hemolinfa del vector, donde se multiplica, puesto que no existe transmision transovarica.

Para que los fitoplasmas sean transmitido en las plantas debe penetrar especificamente
en las células de las glandulas salivares y altos niveles deben ser acumulados en las
posteriores células acinares de las glandulas salivares antes de que pueda ser
transmitido. Hasta este punto y en este proceso puede que el fitoplasma falle para entrar
o salir del tejido, ya que el insecto deber ser habil para transmitir la enfermedad.

Para ilustrar este punto Wayadande (1997) demostré que una sola glandula salivar tiene
tres barreras que los patégenos deben atravesar antes de que puedan ser expulsadas
con la saliva; la lamina basal, el plasmamela (0 membrana plasmaética) y el plasma apical,
claro ejemplo son las cigarritas que pueden ser infectadas con un fitoplasma y no ser hébil
para transmitirlo a una planta sana, esto quizas se deba a las barreras que tiene que
penetrar las glandulas salivares.

Es tan complejo su mecanismo de alimentacion de algunos insectos, cuando se alimentan
secretan una pequefia cantidad de saliva dentro del medio ambiente interno de la hoja,
creando un medio de proteccion para el delicado estilete del insecto cuando este
solidifica. (Backus EA, et al 2005; Buduca C, et al 1996; Lett JM, et al 2001.)
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Figura 10: Ciclo de vida e interaccion entre fitoplasma con el insecto

Los vectores infectivos transmiten el patdégeno a plantas sanas cuando se alimentan
por varias horas del floema, luego la multiplicacion y alimentacion del patégeno en el
floema resulta en el desarrollo de los sintomas caracteristicos (Cavallini, F. 1998;
Universidad de Tokyo. 2001).

2.5.2 Transmisién transovarial

Estudios recientes elaborados por Alma et al (1997) establecen que algunos virus
patdgenos de las plantas y procariotas simbi6ticos pueden ser transmitidos
transovarialmente donde el fitoplasma no esta directamente transmitido por el vector de la
hembra para la progenie. También en afios recientes muchas investigaciones han
reportado transmisiones transovariales de fitoplasmas como el vector de GY en vifiedo
transmitido por un cicadellido (S. titanus Ball) en Europa, en donde las hembras son
habiles para poner sus huevos en las plantas hospederas sanas y sus ninfas eclosionan
para luego transmitir la enfermedad a la planta hospedante en todos sus estadios
incluyendo el adulto quien infecta y transmite la enfermedad.

2.5.3 Factores de la capacidad de mediacion de vectores

Algunos reportes recientes sugieren que la edad es un factor importante en la transmision
de fitoplasma, en algunos casos la transmisién se incrementa cuando el fitoplasma es
adquirido por ninfas mas que por adultos (Moya-Raygoza G.; Nault L., 1998) y (Murral D.;
Nault, L.; Hoy C.; Madden L.; Miller S. 1996).

La edad del fitoplasma y las condiciones ambientales son factores que pueden interactuar
con la edad del vector en la capacidad de las cigarritas para transmitir la enfermedad
(Murral D.; Nault, L.; Hoy C.; Madden L.; Miller S., 1996).

Otros aspectos relevantes a considerar son planteados en el cultivo del peral, donde las
ninfas del género Cacopsylla, ademéas de transmitir la enfermedad de decaimiento del
peral, provocan otros dafios: como es el caso de las ninfas que contienen toxinas en su
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saliva. Estas provocan un shock en la planta mientras el insecto se alimente de su savia,
ocasionando una disminucion del crecimiento de las yemas y brotes, debilitando la planta
y, en algunos casos, provocando deformaciones y defoliaciones importantes (Beers te al.,
1993)

2.6 Métodos moleculares para la deteccion de enfermedades
2.6.1 Marcadores de ADN

Los avances de la biologia molecular durante la década de los 80's, han aportado una
clase nueva de marcadores genéticos que permiten visualizar diferencias tangibles entre
las secuencias homologas de los microorganismos. Esas diferencias resultan de cambios
o rearreglos entre los pares de bases que conforman este tipo de molecula, tales como:
translocaciones, inversiones, inserciones o delecciones en regiones homologas.

Este tipo de marcadores detecta variaciones a nivel del ADN y tiene ventajas tales como
el hecho de ser codominantes, de desarrollarse de manera estable, de carecer de efectos
pleiotropicos y sobre todo, de no estar sujetos al ambiente en donde se desarrolla el
organismo en estudio, principalmente. Las propiedades mencionadas hacen que estos
sean extremadamente Utiles, para compararlos con los andlisis a nivel de morfolégico o
de proteinas (del tipo isoenzimas). (Kahl, G.,2000 ; Valadez , E. 2000)

Para obtener marcadores del ADN se utilizan diferentes métodos que se pueden agrupar
de manera convencional en tres categorias.

a) La primera categoria se basa en la técnica de conocida como Hibridacion tipo
fS o ut h equeneaxplora variaciones en la longitud de los fragmentos del ADN,
ocasionados por la restriccion del genoma con alguna endonucleasa particular. En
estas categorias se incluye a los métodos conocidos como (RFLP’s) Restriction
Fragment Length Polymorphism y (VNTR) Variable Number of Tandem Repeats.
Por sus siglas en ingles respectivamente.

b) La segunda categoria involucra las metodologias basadas en la tecnologia de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa o PCR por sus siglas en ingles (Figll).
Esta tecnologia utiliza la secuencia de oligo nucle6tidos que inician la sintesis in
vitro de fragmentos de ADN de longitudes variables, no mayores de seis kilo bases
(6kb) en promedio.
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Fuente: Abrego, V.
Estas secuencias iniciadoras pueden ser aleatorias , semialeatorias o especificas,
con las cuales ha sido posible caracterizar genomas de diferentes organismos ,
detectar y aislar organismos , e incluso diferenciar organismos genéticamente
diferentes. Para esta tecnhologia, se pueden citar, se pueden citar por ejemplo las
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metodologias empleadas que generan los RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), AP-PCR (Arbitrarly PCR), DAF (DNA Amplification Polymorphic
Fingerprinting), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), entre otras.

c) La tercera categoria involucra las metodologias que combinan el PCR o sus

productos de ADN masSolua hhieorke@mnptbdactécnica det i p o

RAHM (Random Amplific Hybridization Microsatellites) , que requiere las sintesis
de ADN con cualquiera de las metodologias de PCR y la posterior hibridacién con
alguna sonda que detecte microsatelites. La combinacién de ambas permite la
optimizacion de un ensayo de amplificacién, ya que con el resultado de la PCR se

fi

detecta un patr-n particular de fragmentos, 1

al hibridar esas huellas gendmicas con alguna sonda radioactiva que detecte micro

satélites, es posibler evel ar otro patr-n total mente

g e n e r aconlo gonedse optimiza el ensayo. (Kahl, G.,2000 ; Valadez , E. 2000)

2.7 Amplificacion del ADN por PCR

La reaccién en cadena de la polimerasa o PCR, es una tecnologia que se utiliza para
sintetizar in vitro fragmentos especificos de ADN con la finalidad de detectar una
secuencia o gen de interés en el genoma del individuo. Esta tecnologia se ha venido
utilizando con bastante éxito desde que fue patentada en 1985 y se ha emplaedo en
diferentes campos de conocimiento, tales como la medicina, taxonomia, biologia,
agronomia, area forense y criminalistica, principalmente. Tiene varios requerimientos,
entre los cuales es indispensable un molde de ADN, moléculas iniciadoras llamadas
A pr i mea enzima de ADN polimerasa resistente a fluctuaciones de temperatura, una
mezcla de desoxirribonucleotidos trifosfato (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), un amortiguador
apropiado y un equipo llamado it er mo c i ¢Figd3),oquedtiene la capacidad de
cambiar las temperaturas dependiendo del ciclaje programado.

Termociclador
(PCR)

Figura 12: Termociclador.

El PCR consiste en tres pasos esenciales: el primero es la desnaturalizacion del ADN y
sirve para separar mediante temperatura de 94°C la molécula doble del ADN a cadenas
sencillas, que sirvan como moldes para la sintesis del o los fragmentos respectivos.
(Fig.13), En el segundo paso, la temperatura se reduce para permitir el alineamiento (o
reconocimiento) de las moléculas iniciadoras a la secuencia del ADN blanco molde. Las
moléculas iniciadoras pueden variar de longitud, composicion de bases nitrogenadas y
especificidad para aparearse con la secuencia blanco y dependiendo de esto, la
temperatura de alineamiento puede variar de 25 a 65° C. En el tercer paso, se lleva acabo
el alargamiento o extension de la molécula iniciadora mediante la enzima ADN
polimerasa a 72°C. (Kahl, G.,2000 ; Valadez , E. 2000)

di fe
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PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :
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Figura 13: Separacion de la cadena de ADN medlante la técnica PCR
Fuente: Abrego, V.

Lo mas recomendable es que el ADN polimerasa seleccionada tolere la temperatura de
desnaturalizacion y se mantenga activa durante el nimero de ciclos que se requieran; por
ejemplo, en muchas investigaciones se utiliza el ADN polimerasa Tagq, proveniente de la
bacteria termdfila Termus aquaticus debido a que tolera la temperatura de
desnaturalizacion sin alterar su funcién de polimerizacion.

Estos tres pasos se repiten en el termociclador, permitiendo obtener de manera
exponencial el fragmento o fragmentos discretos sintetizados a partir del modelo de ADN
(Fig.14); por ejemplo, en una molécula de ADN, estas secuencias amplificadas
(sintetizadas de novo), pueden ser visualizadas en un gel de agarosa con técnicas de
tincion convencionales. (Kahl, G., 2000; Valadez, E. 2000)
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Figura 14: Division exponencial de los fragmentos de la cadena de ADN.
Fuente: Abrego, V.

2.7.1 Marcadores Basados en la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR)

Esta metodologia utiliza el ADN a investigar como plantilla, para sintetizar
convenientemente fragmentos discretos de ADN, la cual presenta ventajas para el analisis
de genomas a diferencia de los RFLP's que requieren grandes cantidades de ADN de
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buena calidad para la deteccidon de copias Unicas y alto grado de manipulacién de las
muestras para detectar una fraccion variable de secuencias existentes en el genoma, lo
cual hace que su informacion sea limitada.

Existen muchas metodologias de PCR pero todas ellas requieren de pequefias cantidades
de moléculas sintéticas iniciadoras (oligonucle6tidos) de secuencias conocidas y de
enzimas de polimerasa para ADN que sea termoestable; por ejemplo la ADN polimerasa
Taq (Fig.15). (Kahl, G., 2000; Valadez, E. 2000)

Catién divalente Opamizacion Mg

¢ Los iones de magnesio
estimulan a la enzima
Taq Polimerasa para que
incorpore los dNTP ’s.

¥ ¥ ¥
Figura 15: Optimizacién de las bandas de ADN en las geles de agarosa
Fuente: Abrego, V.

Ademas la técnica de PCR permite la duplicacion exponencial (sintesis de novo) de
regiones especificas de ADN a partir, incluso, de ADN's complejos como es el caso del
genomico. Las pequefias muestras del ADN duplicado (fragmentos) pueden compararse
directamente por su polimorfismo al separarlas en geles de agarosa y tefirlas con
bromuro de etidio. (Kahl, G., 2000; Valadez, E. 2000)

2.7.2 Endonucleasas de Restriccion

Las endonucleasas de restriccion se encuentran en las bacterias como parte de un
mecanismo que utilizan para degradar al ADN extrafio o exégeno (Fig.16). Son proteinas
que se pegan en particularmente a la doble cadena del ADN y la rompen en sitios
especificos.

Taq Polimerasa

¢ La enzima Taq polimerasa
fue aislada de la bacteria
Thermus aquaticus en
1976.

Esta bacteria vive en
ambientes con altas
temperaturas por las
enzimas que se extraen de
ella son termoestables.

Figura 16: Morfologia y distribucion de la bacteria Thermus aquaticus
Fuente: Abrego, V.

Esta clase de enzimas se han clasificado en tres categorias principales, cada una de ellas
son caracteristicas particulares: (Kahl, G., 2000; Valadez, E. 2000)

a) Clase I: son endonucleasas compuestas de tres subunidades (R, restriccion; M,
metilacién; S, secuenciacion de reconocimiento) y exibentanto funciones de
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restriccion como de modificacion. Por ejemplo la enzima Eco B, que reconoce la
secuencia TGA(N)s TGCT, en donde N puede ser cualquier nucleotido, se pegay
corta al ADN de manera no especifica con una reaccion de ATP en el extremo 3"a
una distancia de 1 kb aproximadamente.

b) Clase Il: la mayoria de las enzimas que se utilizan en la tecnologia de ADN
recombinante pertenece a este grupo. Ellas conocen secuencias particulares de
bases nitrogenadas que consisten de tetra, penta, hexa, hepta, u octanucleotidos
llamada i p a | i n dcoo umeefe de simetria rotacional. Al ser cortados estos
sitios de reconocimiento se da lugar a dos mitades simetricas, por ejemplo, la
enzima Eco R1 reconoce |l a siguiente secuenci ¢
(Fig.17)

EcoRl
cutsat
red arrows
1 1
CGATCCAGGAATTCATCCAGCC AGGCTCTAGAATTC
GCTAGGTCCTTAAGTAGGTCGE TCCGAGATCTTAAS

i i

AATTCATCCAGCC AATTCTTCTAGCT

GTAGGTCEE CAAGATCEA
CGATCCAGG AGGCTCTAG

GCTAGETCCTTAA TCCEAGATCTTAA

CGATCCAGGAATTCTTCTAGCT
GCTAGETCCTTAAGAAGATCGA

| s i

Figura 17: Corte de las enzimas de restriccion dentro de la cadena de ADN.
Fuente: Abrego, V.

c) Clase Illl: son endonucleasas compuestas de 2 subunidades, reconocen

secuencias asimétrica estrecha, se pegan y catalizan el corte a una distancia de
24 a 26 pb (pares de bases) con una reaccion que requiere ATP, ademas de Mg**,
utiliza a la S-adenosil metionina solo para la estimulacion.
Cuando el ADN se fragmenta con endonucleasas de restriccion y los fragmentos
se separan por electroforesis en geles de agarosa, relativamente poco se puede
apreciar acerca de su estructura. Sin embargo, si los fragmentos se transfieren a
una membrana de nailon o nitrocelulosa y se prueban para secuencias especificas,
puede resultar un namero limitado de fragmentos de diferente tamafo, lo que
proporciona una evidencia interna del ADN ubicado alrededor de la secuencia que
fue usada como sonda. Lo cual lo hace muy importante para la deteccion de
marcadores genéticos.

2.8 Separacion de Fragmentos de ADN por Electroforesis
2.8.1 Principio

Para estimar la longitud de los fragmentos de ADN producidos por el corte de las enzimas
de restriccion, es necesario utilizar una matriz inerte y semisélida. Esta matriz o soporte,
puede ser de agarosa o poliacrilamida y dependiendo de la longitud esperada de los
fragmentos, se pota por utilizar alguna de las dos.

La agarosa normalmente separa fragmentos que van desde 200 pb a 30 kb; mientras que
la poliacrilamida resuelve fragmentos inferiores a 200 pb. La movilidad del ADN a través
de la matriz esta en funcion de su carga negativa, por lo que los fragmentos tenderan a
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emigrar hacia el polo positivo de la camara de electroforesis. (Kahl, G., 2000; Valadez, E.
2000)
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Figura 18-19: Electroforesis horizontal (agarosa) o vertical (poliacrilamida)
Fuente: Abrego, V.

Separacion solo por TAMARO Densidad de carga igual para todas las moléculas por los grupos fosfato
Acidos nucleicos = carga (-)

2.8.2 Electroforesis en Geles de Agarosa

La electroforesis en geles de agarosa es un método simple y eficiente para la separacion,
identificacion y purificacion de fragmentos de ADN de varias longitudes (Cuadro 1). Los
geles estandares de agarosa separan y resuelven fragmentos de 0.1 a 25 kb. Cuando se
requiera resolucion de fragmentos mayores de 10 a 2000 kb, se recomienda el uso de
electroforesis de pulso de campo.

Cuadro 2: Espectro de resolucion de fragmentos lineales de ADN

% de Agarosa Fragmentos de ADN
0.5 30a1.0
0.7 12a0.8
1.0 10a0.5
1.2 7a0.4
15 3a0.2

El porcentaje de agarosa con el que se elabora el gel, depende del tamafio de las
moléculas de ADN que van a separarse. Normalmente, la agarosa al 0.8% separan
fragmentos provenientes de la digestiébn con enzimas de restriccion que reconocen seis
pares de base, mientras que la concentraciéon de 1.0%, se utiliza para separar fragmentos
generados por las enzimas que reconocen cuatro pares de bases, debido a que son
pequefios, sin embargo, el uso de otras concentraciones de agarosa, permiten hacer mas
eficiente la separacién de los fragmentos. (Kahl, G., 2000; Valadez, E. 2000)

2.8.3 Tincién con Bromuro de Etidio.

El ADN puede visualizarse en el gel por previa tincion con una solucion de bromuro de

etidio (0.4 a 1.0egg/ ml) durvacidncen lut Gitravivieta (Fiy.o s

20). El bromuro de etidio (bromuro de 3,8 diamino-6-etil-5-fenilfenantridio) es un colorante
fluorescente y cancerigeno que se intercala entre las paredes de las bases de la doble
cadena de ADN o ARN, la cantidad de ADN que puede visualizarse dependera del grosor
del gel y del tamario del pozo. En un mini gel (de 10 a 11 ml de agarosa en una placa de
vidrio de de 7.5 por 5 cm) y un pozo de 0.3 cm, la cantidad minima de ADN que se puede
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visualizarse es de 1ng. También es posible la deteccidon de acidos nucleicos cuando el
bromuro de etidio se incorpora a la muestras de electroforesis. (Kahl, G., 2000; Valadez,
E. 2000)
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Figura 20: Tincién de agarosa con bromuro de etidio
Fuente: Abrego, V.

Deteccion por tincion con Bromuro de Etidio (BrEt): se intercala en el DNA y al irradiarlo
con luz UV. Emite fluorescencia.

En el caso de los fitoplasmas, las técnicas moleculares son de particular importancia si
consideramos que estos patdgenos no se pueden cultivar en medios nutritivos y ademas
generalmente estan presentes en concentraciones muy bajas, lo que dificulta seriamente
su deteccion por técnicas convencionales como la microscopia (Dollet, 1999).

3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Fase Pre-experimental

Ubicacion Geogréfica:

La fase de campo se realizo en el Canton San Antonio Tras El Cerro, Finca San Pedro,
Municipio de San Vicente, especificamente en las faldas del Volcan Chinchontepec,
Departamento de San Vicente a una elevacion de 985 msnm.
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Figura 21: Volcan de San Vicente
3.1.2 Reconocimiento y Colecta de Informacion Béasica del lugar

La fase pre-experimental comienzo con una gira de campo a la parcela, en la cual se
realiz6 una entrevista al productor para obtener informacion basica de la zona, dando
como resultado que este tiene un area de total de terreno de 2.14 mz, de las cuales 1.37
mz son dedicada a la produccién de Jocote de Corona, la cantidad de arboles dentro de
esta area es de 150 &rboles a un distanciamiento de 8x8 m, de los cuales solo 70 de ellos
estan en produccion, estos tienen una edad promedio de 29 afios, los arboles restantes
tienen una edad promedio de 8 afios. La plantacién fue establecida en un primer momento
por su padre en un area pequefia y posteriormente extendida por él. Esta informacion fue
muy importante ya que dentro de su parcela solo registra un caso de aparente
ajobamiento o apitarramiento en el Jocote de Corona. Lo cual fue de suma importancia
para la investigacion, puesto que era un buen punto de partida para la obtencion de
material sano.

3.1.3 Colecta de Muestras Previas

Esta actividad consisti6 en conocer de antemano por medio de la vista en campo, la
sintomatologia que presentaba el Gnico arbol de Jocote de Corona infectado con
fitoplasma en la parcela del productor, y que de acuerdo con la vivencia y experiencia de
él, este habia reducido su tamafio, calidad, apariencia y sabor del fruto, posteriormente se
obtuvieron 6 estacas. Asi mismo se optd en ese momento cortar y obtener 3 estacas,
esto se realizo con el propésito de dejar llorar las estacas durante un periodo de 15 dias
para luego sembrarlas en bolsas de polietileno y evaluar dos tipos de sustrato; uno con
tierra negra mas materia organica y el otro solo con tierra negra. La finalidad de esto fue
observar el comportamiento y desarrollo de las estacas. Para luego obtener informacion
de cual sustrato fue el mas adecuado para el desarrollo de éstas.

3.1.4 Evaluacién Previa de Emergencia y Crecimiento de Brotes en
las Estaca de Jocote de Corona

Esta practica consistié en observar y anotar cuantos dias tardaron las estacas en emerger
el primer meristemo o primordio vegetativo, para lo cual se llevo un registro a diario en
una libreta de campo, al mismo tiempo se midié la longitud (cm) y desarrollo en cm del
meristemo o brote lateral. Esta actividad se llevo a cabo hasta los 53 dias de sembradas
las estacas. La finalidad de esta practica fue comparar el patrén de crecimiento de los
brotes en las estacas.
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3.2 FASE DE CAMPO:
3.2.1 Compra de Materiales

El primer paso para la compra de materiales consistio en estimar en nimero de varillas de
hierro de ¥ pulgada cilindrica lisa que se necesitaban para elaborar las jaulas. Para esto
se definioé primero el disefio que deberian de tener las jaulas, para ello se consenso junto
con los asesores que el mejor disefio era la forma cilindrica, puesto que los insectos no
tendrian esquinas en las cuales ocultarse. Posteriormente se definieron las dimensiones
gue tendrian las jaulas y se calculo el total de material a utilizar. Ademas se compraron 3
libras de electrodo HO dulce B3/32P, para el soldado de hierro de las jaulas.

Asi mismo se definié con los asesores cual seria la tela idonea para elaborar las fundas
tomando en cuenta el costo, resistencia y espacio entre agujeros, llegando a la conclusion
que el mejor tipo de tela a utilizar seria la comercialmente conocida como Tricot de color
blanco. Ademas se compraron zipper plastico de 18 pulgadas e hilo para complementar
el disefio de las trampas, asi como la compra de retazos para la elaboracién de las
mangas y por ultimo se compraron 2 yardas de plastico de forro de 0.5 de grosor para la
elaboracion de las ventanas.

3.2.2 Corte de tela

Esta actividad consistio en adecuar el corte de tela de acuerdo con las dimensiones
requeridas de las jaulas al largo de estacas de Jocote de Corona. Dado que el rollo de
tela Tricot tenia una altura de 1.40 m de alto, se tuvo que cortar a una altura de 90 cm y
un largo de 2.60 m, esto fue asi porque el largo del rollo era 104 ”® yardas.

3.2.3 Elaboracion de funda

A la funda se le cre6 un disefio que constaba de una ventana elaborada con forro plastico
transparente  cuya funcion era facilitar la observacién del desarrollo, crecimiento,
comportamiento y sintomatologia de las estacas, como también la movilidad de los
insectos dentro de la jaula, ademas se le cre6 una manga de tela la cual permitié
introducir el brazo para realizar maniobras de volteo de hojas, captura y extraccién de
insectos muertos dentro de la jaula.

Cada jaula contaba con una zipper a un costado de la jaula, el cual ayudo a la entrada de
atomizadores que permitian la aplicacién de hormona en las estacas, asi como la entrada
de recipientes plasticos para el riego de las estacas (Fig. 22).

Figura 22: Jaula cilindrica para insectos
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3.2.4 Elaboracion de Jaula

Esta fase consistio en la elaboracion de 48 jaulas de forma cilindricas, con varilla de hierro

de 1/46, en |l as cuales se consider o unFigdd3)gasiet r o de
mismo estas fueron cubiertas con una funda de tela o malla comercialmente conocida
como fATricoto cuya funci-n era no permitir | a

evaluar dentro del experimento.

Figura 23: Cubricié‘n\de jaulés con fundas

3.2.5 Traslado de jaulas a la parcela

Para el traslado de las trampas a la parcela fue necesario el uso de un camién que
pudiera transportar un gran volumen, puesto que el esqueleto o armazon de las jaulas era
pesado, pero si ocupaba un gran espacio. Por lo cual se pens6 en un camion. El cual fue
proporcionado por la Facultad Multidiciplidinaria Paracentral, de la Universidad de El
Salvador, con sede en la ciudad y departamento de San Vicente.

3.2.6 Instalacion de fundas en las jaulas.

Esta actividad se realizo en conjunto con cada uno de los asesores y consistié en coser a
mano cada uno de las trampas al pie de la estructura metélica con el propésito de darle
rigidez a la tela y sellar las trampas para lograr un mayor confinamiento de las estacas de
Jocote de Corona (Fig. 24). Posteriormente estas fueron cosidas y unidas con una bolsa
plastica de color negro a nivel del suelo para no permitir la entrada de pulgones u otros
animales que salieran de la superficie del suelo.

."[.:«‘ (s | -
Figura 24: Cosido de jaulas
3.2.7 Muestreo fitosanitario en arboles de jocote de corona
(Spondias purpurea) dentro de la parcela.

Para la realizacion de esta practica, se conto con la ayuda del productor, la cual consistio
en realizar un recorrido dentro de su parcela (Fig. 25), con el proposito de observar e
identificar arboles de Jocote de Corona que aparentemente estuvieran sanos o enfermos
con fitoplasma.
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Figura 25: Muestreo de arboles de Jocote de Corona en la parcela

Durante el muestreo se abarco un area de 640 m? dentro de la parcela, seleccionando
aleatoriamente dentro de ella un lote de 10 arboles de Jocote de corona aparentemente
sanos, los cuales fueron identificados y marcados con atomizadores de pintura de aceite
( d@sprayd )de color naranja fluorescente en su base (Fig. 26), escribiendo nimeros
correlativos desde el 1 al 10.

Figura 26: Identificacion y numeracién de arboles de Jocote de Corona.

3.2.8 Colecta de muestras vegetativas para analisis de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Para la recoleccion de muestras vegetativas el arbol fue dividido en tres partes: parte
baja, media y alta del follaje (Fig.27). Para lo cual a la parte baja del follaje se le asigno el
namero 1.1, a la parte media se le deS|gno el valor de 12,ya la parte alta del follaje se le
dio el valor del.3. e LN W

Figura 27: Muestreo estratificado del arbol
Después a cada uno de los arboles muestreados, se les colecto 1 gr de tejido vegetal de
los foliolos més jovenes (Fig.28).
Luego fueron colocados en pedazos recortados de papel de empaque con su respectiva
identificacién (arbol de procedencia).
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Figura 28: Colocacion de brotes tiernos en sobres de papel

Después fueron humedecidos con agua purificada para conservar la humedad (Fig. 29),
después estos fueron colocados en una bolsa plastica de 2 Ib.

'/' " »

Figura 29: Humedecimiento de muestras con agua

Y posteriormente rotulados con un pedazo de tirro con la informacion correspondiente

(fecha, arbol de procedencia y lugar) y guardadas en refrigeracion para su respectiva
conservacion.

3.2.9 Almacenado de Muestras Vegetativas

Las muestras vegetativas se colocaron dentro de una bolsa plastica de 5 libras (Fig. 30),
las cuales fueron rotuladas con plumoén permanente sobre un pedazo de tirro grueso que
fue pegado sobre la bolsa plastica.

Figura 30: Introduccion de muestras vegetativas en bolsas plasticas

Posteriormente estas fueron colocadas dentro de otra bolsa plastica de la misma
capacidad (Fig. 31), con el propdsito que estas quedaran bien selladas.
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L V7 i
Figura 31: Sellado y rotulado de muestras
Luego estas fueron enviadas al Centro de Diagnostico de Patdégenos de la Escuela

Agricola Panamericana (Zamorano), Honduras. Para ser sometidas a pruebas de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), para comprobar su estado fitosanitario.

3.2.10 Corte y recoleccion de estacas en los arboles muestreados

Durante esta fase, también se conto con la ayuda del productor y esta consistié en la
poda de ramas de los arboles de Jocote de Corona ya identificados, para lo cual se
cortaron ramas con un promedio de 3 a 4 m de largo (Fig. 32). De las cuales se
obtuvieron estacas de aproximadamente 50 cm de longitud con diametros variables.

2

a) Corte con cola de Zorro b) Medicién de longitud 50 cm

Fig. 32: Corte y medicion de estacas de Jocote de Corona

A las cuales se dejo un bisel en la parte superior de la estaca con el propdsito de un
mejor escurrimiento del agua de lluvia y otro bisel de menor &ngulo en la parte inferior
para propiciar un area de mayor enraizamiento.

Luego estas se dejaron reposar dentro de jaulas durante un periodo de 12 dias después
de haber realizado la poda (Fig.33), ya que de acuerdo con la experiencia del productor
Alejandro Serrano duefio de la propiedad en donde se ubico el presente estudio. Esta
actividad permiti6 que la estaca produzca resina y vuelva mas efectivo el enraizamiento
en el suelo.

Fig.33: Exudado de savia
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Cada una de las estacas fue identificada con el nimero del arbol seleccionado durante el
muestreo y fueron cubiertas con tela para conserva su aislamiento.

3.2.11 Confinamiento de estacas dentro de la jaula metélica y funda
de tela sintetica.

Esta actividad consistié en cubrir o tapar las estacas con las jaulas elaboradas (Fig. 34),
con lo cual se evito la llegada de insectos succionadores que pudieran alterar el estado
fitosanitario de las estacas colectadas. El tiempo que pasaron las estacas bajo la
protecciéon de las jaulas fue de 12 dias antes de ser sembradas en las bolsas de
polietileno.

Fig. 34: Cubierta de estacas con fundas de tela Tricot
3.2.12 Delimitacion, Limpia y Preparacion del Terreno

Para la delimitacion del terreno, primero se procedié a definir el area de trabajo en donde
se colocarfa las trampas, para cual se tomo en cuenta un area 91 m?, considerando una
dimensién de 13 m de largo por 7 m de ancho. Una vez definida esta area se procedio a
la limpieza o desmonte del terreno (Fig.35), la cual se realizo por medio de labranza
minima.

Fig.35: Limpieza del Terreno

Luego se procedié a la preparacion del terreno realizando terrazas tipo bancal con un
ancho de 1.60 m de superficie plana en donde se colocaron las jaulas (Fig.36), luego se
dejo una caida de 1m para la division de la segunda terraza y asi sucesivamente para la
tercer terraza.
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s Rt o

a) Extraccionde tierra b) Construccion de terrazas ) finalizacion de terrazas

Fig.36: Elaboracion de terrazas individuales
3.2.13 Llenado de Bolsas

La siguiente fase consistié en la recoleccion de tierra para el llenado de 200 bolsas de
polietileno, para esta actividad se procedié a extraer y colectar tierra del mismo lugar con
el propdsito de crear un medio adecuado y familiar a las estacas, y reducir al maximo el
estrés de estas, evitando transportar tierra con problemas desanidad.

Posteriormente se tamizo por medio de tela saran (Fig.37), esto se hizo con la finalidad de
eliminar piedras y otros materiales que obstruyeran el proceso de enraizamiento de las
estacas.

8

Fig.37: Tamizado de la tierra

Luego esta tierra fue colocada en las bolsas de polietileno (Fig. 38) con dimensiones de
9 x 1 3 oposteriormente estas fueron trasladadas en jabas plasticas al lugar del
experimento.

b)Transporte de Bolsas

b) Llenadode blsas

Fig. 38: Llenado y transporte de Bolsas de polietileno



56

3.2.14 Siembra de Estacas

Posteriormente las 200 estacas que habian sido confinadas durante 12 dias se
introdujeron o se sembraron dentro de las bolsas de polietileno (Fig. 39) con el sustrato
conformando grupos de 4 estacas dentro por cada jaula elaborada.

Fig. 39: Siembra de estacas e Jocote

=
Corona

3.2.15 Instalacién y distribucién Previa de los Tratamientos
Experimentales.

Esta actividad consistio en realizar un diagrama del disefio experimental y distribucién de
los tratamientos (Fig.40 y Fig. 41), luego se realizo una azarisacion de los tratamientos en
cada una de las repeticiones dentro de cada terraza.

Figura 40: DIAGRAMA DEL DISENO EXPERIMENTAL
VISTA FRONTAL

< 13 m
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TRATAMIENTOS:

P.D, Graphocephala sp.; poblacion 5 Coelidia sp. ; poblacién 5
P,D, Graphocephala sp.; poblacién 10 P D, Coelidia sp.poblacion 10
P,D; Graphocephala sp.; poblacién 15 P D2 Coelidia sp. poblacion15
P.D, Insecto 0; poblacién 0 Insecto 0; poblacion 0

P 3D Psyllidae sp.; poblacion 5

P D> Psyllidae sp.; poblacion 10
P 3Ds ) i

Psyllidae sp.; poblacion 15
P 3Dy

Insecto 0; poblacién 0

Figura 41: Descripcion de las unidades experiméntales con su respectivo nivel de poblacion

3.2.16 Instalacion del Experimento en Campo.

El montaje del experimento fue una de las actividades principales dentro de la
investigacion (Fig. 42.), la cual consistié en trasladar las bolsas de polietileno llenas a
cada una de las terrazas que conformarian cada repeticion, posteriormente estas se
cubrieron con las jaulas conformando 12 jaulas por terraza y haciendo un total de 48
jaulas en los 3 terraza.

Preparacion de terrazas del experimento

colocacion ae jaulas

) montaje

Figura 42: Actividades principales para el Montaje del Experimento

3.2.17 Colecta y confinamiento de Insectos mediante redes
entomoldégicas en San Vicente.

Se dispuso la colecta con base a 10 pasos de red de cada uno de los arboles dentro de la
finca, aumentandolo cada vez mas conforme fuera necesario (Fig. 43), con el objetivo de
capturar la mayor cantidad de. Graphocephala sp. Y Coelidia sp., para su consecutivo
confinamiento.




58

d) Proceso de colecta en 10 e) Registro de insectos recolec- f) Confinamiento de insectos
pasos de red entomoldaica tados

Figura 43: Proceso de Colecta y Confinamiento de insectos Graphocephala sp. Y Coelidia sp., En el
Departamento de San Vicente.

3.2.17.1 Colecta con succionadores.

Se utilizo un dispositivo de succionh ech o con man g u e r yatgbosplasticos
transparente, esqueletos de boligrafos, con revestimiento en ambas puntas del esqueleto
con tela Tricot, cuya funcion es evitar el paso del insecto hacia la cavidad bucal, de esta
manera se garantiza la retencion del insecto dentro de este esqueleto, dando mayor
resultado en la manipulacién del mismo.

Al identificar el insecto en la planta se procede a la captura del insecto mediante la red
batidora, esto para reducir el paso del insecto, para luego proceder a la aspiracion y
captura.

Con tubos de ensayo de vidrio con su respectiva tapadera se colectan los insectos,
teniendo el cuidado de poner en diferentes tubos (Fig. 44).

Luego se coloca el insecto en bolsas revestidas con tela Tricot a ambos lados, para que el
insecto no muriera por falta de oxigeno, las bolsas conteniendo los insectos se colocaban
alrededor de la rama de Jocote de Corona para que continuaran alimentandose (Fig.45),
teniendo el cuidado de colocar cinta adhesiva entre la bolsa y la rama para que el insecto
no migrara de un lugar a otro manteniéndose concentrada en las hojas de la rama.

5/

1



a) Preparacion del b) Identificacion de los

succionador __Insectos en estudio.

c) Colecta del insecto d) Confinamiento del insecto en tubos de vidrio

Figura 44: Proceso para la Captura, mediante succionadores
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La cual no estuviera en contacto directo con el sol para evitar muertes por las elevadas
temperaturas dentro de la bolsa. Durante un mes, esto con el fin de que el insecto se

alimentara de las hojas.

Para el confinamiento de los insectos, se disefiaron bolsas de capacidad para 25 Ib con
respiradores a ambos lados con tela Tricot con una dimension de 17 cm X 17 cm. Para

facilitar evo transpiracion dentro de la bolsa.

~g

Figura 45: Confinamiento de insectos con bolsas plasticas

Esta actividad se realizo en época lluviosa (Fig. 46), dandonos como
acumulacion de agua dentro de las bolsas.

resultado
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Figura 46: Resultado de esta técnica en época lluviosa

Para contrarrestar esto, se opto por abrirle una serie de perforaciones debajo de la bolsa
para que sirviera de drenaje del agua (Fig 47).

Figura 47: Perforaciones en la parte final de la bolsa contenedora de insectos en estudio
3.2.18 Limpieza del terreno

Esta actividad consistio en la eliminacion de la maleza desarrollada en las jaulas y calles
del experimento (Fig. 48), para lo cual se procedi6 a limpiar, la maleza de hoja ancha y
angosta que ocupaban un gran espacio dentro de las jaulas, provocando en algunos
casos el enredamiento de estos en las estacas.

Figura 48: Problemas de malezas en el area del experimento.

Asi mismo se realizo la limpieza de maleza fuera de la jaula y entre las calles (Fig. 49)
teniendo cuidado de no cortar la funda de la jaula con el filo de la cuma.

Figura 49: Limpieza de malezas en el area del experimento
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3.2.19 Elaboracion de la hoja de campo

Para la recoleccién de datos en campo fue necesaria la utilizacién de una hoja de datos
(Fig.50), se contemplo que debia tener la ubicacion e informacion individual de cada una
de las jaulas dentro de cada tratamiento, asi como la ubicacion de este dentro de cada
blogue para lo cual fue necesario tener en cuenta los siguientes aspectos

—

Numero de Estacas

Estacas enraizadas

Numero de Estacas sin Brotes

Numero de Brotes/ estacas

Promedio de Brotes por Estaca enraizadas

Promedio de brotes por Estaca enraizadas en repeticion
% de estacas enraizadas por repeticion

% de estacas sin Brote por repeticion

Observaciones generales

T T T T T

HOJA DE CAMPO FECHA
REGISTRO ¥ OBSERVACION DE ESTACAS CON DESARROLLO DE BROTES DENTRO DEL EXPERIMENTO

Prom [Bya.
Promedia de brotes por repetisén,
Promedia de =stams pegadas por repeticion
Promedic de estacs muertas

From B

de brotes por repeticén
de estams pagadas por repsticién

Prom./Boat.
Promedic de brates por repetién
Promedia de =stams pegadas por repeticion

Pramedic de estams musrtar

Figura 50: Esquema de la hoja de campo

3.2.20 Recuento de brotes desarrollados en las estacas de
Jocote de Corona en San Vicente

Una vez terminado el disefio y elaboraciéon de la hoja de campo se procedi6é a la toma de
informacién de cada una de las jaulas para lo cual se conto el nimero de brotes
desarrollados en cada una de las estacas a los 50 dias después de sembrada las estacas
en campo (Fig. 51). Se conto con el apoyo logistico de la Direccién General de Sanidad
Vegetal y Animal (DGSVA) del Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG).
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s W
b) conteo de estacas C) Conteo de brotes

a) Area del experimento

Figura 51: Proceso para el recuento de brotes desarrollados en estacas de Jocote de Corona

Una vez que los datos eran recolectados se procedié a realizar el andlisis estadistico,
para conocer cual habia sido el comportamiento de las estacas y brotes desarrollados en
cada uno de los recuentos siguientes; 58, 69 y 101 dias después de sembradas las
estacas.
Ademas esta recoleccion de datos facilito informacion real para la toma de decisiones en
campo.

3.2.21 Aplicacién de hormona bio-Q en las estacas

Esta actividad consistié en aplicar un estimulador hormonal a cada una de las estacas,
con el fin de mejorar la nutricion y acelerar de alguna forma el proceso de formacién de
callo en las estacas, puestos que estas aun no habian desarrollado raices absorbentes
(esta actividad se repiti6é 3 veces).

3.2.21.1 Disolucién y aplicaciéon de la hormona

La preparacion de la hormona consistio en diluir la hormona de acuerdo a las dosis
recomendadas en el panfleto por medio de una jeringa y un recipiente con capacidad de
100cc (Fig. 52), posteriormente se agito para tener una mejor homogenizacion del
producto, después este se introdujo dentro de la jaula aplicandose 3 rociadas por estaca.

i

Figura 52: Aplicacion de hormona Bio- Q a las estacas de Jocote de Corona
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Cabe mencionar que la aplicacion se hizo en horas frescas en horas frescas y dirigirse a
las partes verdes para obtener una mejor absorcion de la hormona por parte de las
estacas.

3.3. Traslado de Jaulas

Esta actividad consisti6 en mover las jaulas a unos 15 metros de donde habia sido
montado el experimento inicialmente (Fig. 53), ya que por problemas econémicos de
transporte y acceso al lugar se hacia muy dificil una vista constante para el riego y
mantenimiento de las estacas. Por lo cual se busco un lugar donde se aprovechara la
sombra y que mantuviera la humedad de las estacas dentro de las bolsas de polietileno,
ademas que este lugar proporcionara una cobertura vegetal buena por arboles para que
actuara como barrera rompe vientos y evitar asi un nuevo volteo de las jaulas.

Asi pues, se decidié realizar un sondeo rapido dentro del terreno lograndose ubicar dentro
de la parcela un conglomerado de bambu de la india, el cual proporcionaba un buen
microclima para ubicar las jaulas por debajo de ellos y reducir asi la perdida de humedad
por las horas de exposicion al sol, ya que la época lluviosa habia concluido y las bolsas
de polietileno donde habian sido sembradas las estacas estaban perdiendo la humedad
contenida en el suelo, pasando de la capacidad de campo al punto permanente de
marchitez.

a) Preparacion del lugar b) Reordenamiento de jal
Fig. 53 Traslado de Jaulas

Por lo cual las jaulas fueron trasladadas sin ningun problema a este lugar, para lo cual se
tomaron las siguientes medidas; primero se limpio la superficie del suelo por medio de un
azadodn y luego se ubico sobre la superficie del suelo pedazos de tela Tricot o fundas
dafiadas por la accion del viento (Fig.54).

Después cada una de las bolsas de polietileno fuerén colocadas por encima de estas
como medida de proteccion contra insectos del suelo (medida que no tuvo mucho éxito
porque dentro de cada muestreo realizado; siempre se encontraron insectos dentro de las
jaulas).

a) Puesta de estacas lon@inamiento de estaca
Fig. 54 Reordenamiento de estacas después de traslado
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Seguidamente, aquellas estacas que habian sido trasladadas fueron identificadas

nuevamente con marcador permanente con el nimero del arbol muestreado, para evitar

gue se borrara por la accion del tiempo o la lluvia (de acuerdo con esto creemos que; una

practica y facil para conservar la identificacion de la estaca es la utilizacion de papel

plastificado con la codificacion escrita a lapiz y amarrado con hilo en la estaca). Partiendo

se identificaron las estacas; pero durante el proceso se encontraron algunos
inconvenientes como el borrado de los cédigos o niumeros en las estacas dificultando de

la identificaciébn de estas (Fig.55). Por lo cual se opto por una nueva codificacion o

identificaci - n | a cual emarest amaa ®BEi mum¥r o correl ati
1, el cual se abrevio de | a siguientedanmaaner a @S
de las estacas no identificadas.

\
n

a) Colocacién de estacas b)Y Numeracion de estacas c¢) ldentificacion de estacas

d) Reaistro de estacas f) Redistro de estacas g) Corrobaracion de cédigo

Fig 55. Identificacion, rotulacion y apertura de nueva base de datos de estacas de Jocote de Corona.

Posteriormente cada una fue cubierta con tierra en su base (Fig.56), con la finalidad de
proporcionar una mayor rigidez a estas y evitar asi nuevos volteos.

Fig. 56 Colocacion de tierra alrededor de la base de la jaula conteniendo estacas de Jocote de Corona
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Por ultimo de las 48 jaulas existentes solo 10 fueron colocadas en linea y luego
reforzadas por medio de 3 pitas de nylon, las cuales pasaban en la parte superior, parte
media y parte baja de las jaulas (especificamente a unos 20 cm del nivel del suelo), para
gue después fueran fijadas sobre dos estacas ubicadas al inicio y al final de la linea
formada por las jaulas (Fig. 57), asi mismo se pusieron dos estacas en la parte media de
la linea para evitar el volteo de estas en la parte de central.

Fig. 57 Amarre de Jaulas conteniendo estacas de Jocote de Corona

En conclusion el nuevo lugar brindo mejores condiciones para de crecimiento y desarrollo
para las estacas (Fig. 58), facilitando de esta forma: el control de malezas, los problemas
de riego de las estacas y facilitando el manejo e introduccion de insectos en las jaulas.

Fig. 58 Colecta de insectos Graphocephala sp. Y Coelidia sp confinadas en la microjaula e introducciéon hacia
las jaulas conteniendo estacas de Jocote de Corona

3.4 Observacién de sintomas de fitoplasma en Santa Ana en arboles de jocote
corona, en plantaciones de avanzada edad.

Para la realizacion de esta actividad se conto con la ayuda y participacion del Ing.Agr.
Adamid Beltran técnico en jocote de corona del Programa Frutales de CENTA. El cual nos
llevo por varios recorridos por Santa Ana especificamente a aquellos cantones y caserios
donde el fitoplasma habia acabado con plantaciones enteras de mas de 40 afos de edad
y donde se conoce la enfermedad desde hace unos afios atras (Fig.59).
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Arbol de Jocote de Corona co
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e) Comparacion de arboles sanos y enfermos con fitoplasmo:

Fig. 59 Observacion de sintomas de fitoplasmosis en Santa Ana

¢) Momificacion de fruto d) Incapacidad de desarrollo de ramas
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Asi mismo se aprovecho este viaje para observar la entomofauna del lugar y constatar la
abundancia de 2 vectores de fitoplasma entre ellos Graphocephala sp. y Coelidia por
medio de redes entomoldgicas (Fig.60), ademas de otras especies de homdpteros
sospechosos de transmitir la enfermedad.

Fig. 60 Observacion de insectos presentes en Santa Ana

3.5 Colecta de insectos Homoptera: Graphocephala sp y Coelidia sp., por medio
de redes entomoldgicas.

Una semana después de haber realizado la gira en campo en Santa Ana y ver la
abundancia de los insectos aparentemente transmisores de la enfermedad y compararla
con la poca abundancia o presencia de estos insectos en San Vicente, se toma la
decision con los asesores de colectar estos insectos en Santa Ana e introducirlos en las
jaulas cilindricas con estacas de jocote de corona en el volcan de San Vicente (Fig. 61).

Asi que se procedio a la busqueda y colecta de insectos en arboles de jocote de corona,
siendo muy dificiles de ubicar puesto que los arboles eran muy altos por su avanzada
edad y por tener muy pocas hojas en sus ramas, asi que se fue un poco mas minucioso
en la busqueda de estos insectos.

Fig. 61 Colecta de insectos en Santa Ana en arboles de Jocote de Corona

Después de unas horas de busqueda y con la ayuda del Ing. Agr. Adamid Beltran se logro
observar que estos insectos se encontraban en las hojas de los cafetales (Fig.62), que se
encontraban en asocio con Jocote de Corona, asi que se decidié buscar insectos en un
radio de 3 mt del tronco del arbol de Jocote de Corona, asumiendo que los insectos que
estaban en los cafetales podrian haberse infectado al alimentarse del arbol de Jocote de
Corona por estar cerca de él y por ende podrian haberse alimentado de ambos arboles
debido a su cercania.
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Fig. 62. Observacion y colecta de insectos en cafetales aledafios a arboles de Jocote de Corona en Santa Ana

Entonces se procedié a sacudir las partes altas de los arboles de café donde se ubican
las hojas mas tiernas con ayuda de la red entomolégica, logrando exitosamente la captura
de insectos como Graphocephala sp. y Coelidia sp. (Fig.63), siendo los primeros un poco
mas dificiles de capturar por ser muy activos y poco frecuentes.

Fig. 63 Colecta de insectos en zonas cafetaleras del Departamento de Santa Ana, mediante redes
entomoldgicas

Luego estos eran succionados con ayuda de aspiradores hechos de tubo de vinil
transparente (Fig.64 y 65) seguido de un pedazo de 1 x 1 cm de tela Tricot metido sobre
la estructura de un lapicero transparente.

Fig. 64 Proceso de captura y confinamiento de insectos Graphocephala sp. Y Coelidia sp para su traslado
desde Santa Ana a San Vicente

3.5.1 Traslado de insectos Homopteros:
Graphocephala sp. Y Coelidia sp. a las jaulas.

Esta fue una de las etapas mas dificiles de la investigacién en cuanto al manejo de los
insectos; ya que la poblacion de insectos colectados en Santa Ana rondaba en promedio
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los 30 a 40 insectos por viaje por lo cual se procedié a evaluar diferentes técnicas de
transporte las cuales se describen de la siguiente manera.

a) Coelidia sp., en fruto
de Jocote de Corona hojas jovenes de café

Fig. 65 Observacion e identificacion de insectos Graphocephala sp. Y Coelidia sp., en Jocote de Corona y
Café

3.5.1.2 Traslado de insectos en tubos de
Ensayo

Esta fue la primera técnica empleada la cual consistié en introducir insectos colectados en
campo dentro de un tubo de ensayo con brotes tiernos de Jocote de Corona para que se
alimentaran durante el recorrido (Fig. 66), sellandolos con tela Tricot en la superior del
tubo.

/)
P44

’ \\‘
B . )i

Fig. 66. Tubos de ensayos conteniendo insectos Graphocephala sp. y Coelidia sp.y brotes de Jocote de
Corona

Luego los insectos colectados se manejaron de la siguiente manera; primero se colocaron
dentro de cajas plasticas con respiradores hechos de tela Tricot, y un agujero de entrada
en la parte inferior en donde se colocaron los insectos Graphocephala sp. y Coelidia sp.

A los insectos confinados dentro de las cajas plasticas se les introdujo brotes tiernos de
Jocote Corona de forma pendulante, es decir que a un costado de las cajas plasticas se
les hizo un orificio lateral, quedando dentro de la caja las hojas tiernas y del lado de
afuera la base del brote cubierto por un algodén para mantenerlo hidratado y con vida la
mayor cantidad de tiempo posible para que los insectos se alimentaran, luego cada uno
de estos brotes se cambiaba tres veces al dia.
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3.5.1.3 Traslado de insectos en bolsas plasticas

En la segunda colecta de insectos en Santa Ana se tomo la decision de transportar los
insectos capturados en bolsas arroberas (Fig. 67), estas bolsas con respiraderos que
permiten proporcionar oxigeno a los insectos, hechos con tela Tricot, pero en esta ocasion
no se les introdujo material vegetativo.

Fig. 67: Bolsas plasticas de 25 Ib, conteniendo insectos Graphocephala sp. y Coelidia sp.
3.5.1.4 Traslado del Insecto en micro jaula.

Este fue uno de los instrumentos claves para el manejo sin dafios de los insectos,
consistié en elaborar una jaula pequefia de forma rectangular a base de madera cuyos
laterales tenian un alto de 30 cm, con una base de 25 cm de ancho y un piso de madera
tipo plywood. Ademas en su parte alta fueron introducidos dos pedazos de alambre
galvanizados No. 16, los cuales fueron arqueados con el propoésito de regularlo en base a
la altura de la planta (Fig.68). Luego se le creé un sostén con alambre de amarre para
proporcionarle fijeza cuando se le introdujera la planta y poder soportar movimientos
bruscos durante el traslado.

a) Red de alambre para b) Estructura de Micro-Jaula c) Finalizacion de Micro-
snstener Ins fithetes Jaula

Fig.68: Armazon de la microjaula

3.5.2 Seleccion de la planta a
Introducir en la Micro jaula.

Antes de seleccionar el tipo de planta que se le introduciria en la micro jaula, se observo
qgue; cuando algunos insectos sobrevivian al traslado en los tubos de ensayo eran
liberados a las jaulas que contenian las estacas de Jocote de Corona, estos morian
rapidamente, puesto que se asume que durante el recorrido estos no se alimentaban ni



71

tenian la disponibilidad de oxigeno adecuada para poder sobrevivir, y estos al ser
liberados dentro de las jaulas de Jocote de Corona no se alimentaban y morian.

Es decir que en las jaulas con las estacas de Jocote de Corona, los insectos no eran
capaces de sobrevivir a mas de un dia, asi que se pensoé lo siguiente, si los insectos se
encontraban de manera libre alimentdndose de las plantas de Café (Fig.69), existiria la
posibilidad que al usar plantas de Café estos podrian alimentarse durante todo el camino
y el anico factor que se le modificaria seria el cambio de temperatura al traslado de un
lugar a otro.

Asi que se recurrié a la busqueda de plantines de café, pero sembradas en tubete, ya que
estas ocupan menos espacio y son mas faciles de movilizar y su estructura radicular
permite una gran fijeza en la tierra donde se ha desarrollado y no permite el
desparramamiento de esta dentro del tubete. Asi pues se procedié a buscar tres plantines
de Café, los cuales fueron donados generosamente por PROCAFE especificamente por el
Dr. Adan Hernandez. Los cuales eran procedentes de la finca San Antonio de esa misma
institucion la cual esta ubicada carretera a Santa Ana, por consiguiente fue una ventaja
porgue ya estaban adaptadas al clima.

Fig.69 Introduccidn de tubetes de café a la microjaula

Una vez que se obtuvieron las plantas estas fueron introducidas en el sostén de alambre
de amarre y luego fueron cubiertos por una funda pequefia de tela Tricot con un zipper al
frente, finalmente esta fue pegada a la base de madera con una cinta gris para ser sellada
y no permitir la salida de los insectos en campo. Para lo cual se utilizaron dos
estereoscopios disponibles en el laboratorio de Proteccién Vegetal de la facultad de
ciencias agronomicas de la Universidad de El Salvador (Fig.70).

3.6 Sexado de insectos, Graphocephala sp,
Coellidia sp.

Esta actividad consistio, sexar cada uno de los insectos colectados en Santa Ana (Fig.71).

Coellidia sp.

Graphocephala sp.

Fig. 70 Insectos, Graphocephala sp, Coellidia sp.
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Fig. 71 Identificacion del sexo de los insectos Graphocephala sp, Coelidia sp

La identificacion de los insectos machos se baso en la presencia o ausencia de Clasperes
(Fig. 72) localizados en la parte abdominal del insecto en el cual se ubica el aparato
genital del macho y en el caso de la hembra el sexado se baso en la ausencia de los
Clasperes.

Ausencia de Clasperes.

Fig. 72 Macho y Hembra Graphocephala sp.

3.7 Ensayo sobre la evaluacién de tres concentraciones de
Hipoclorito de sodio en la sobrevivencia de explantes
In-vitro de Jocote de Corona (Spondias purpurea L.)

Para la realizacion de esta actividad se conto con la ayuda de la Ing. Agr. Dora Antonia
Villeda Castillo, encargada del laboratorio de cultivo de tejidos del departamento de
fitotecnia de la facultad de Ciencias Agronémicas, Universidad de El Salvador.

El objetivo principal del ensayo fue determinar el tiempo en que el explante se mantuvo
vivo para alimentar al insecto vector causante de la enfermedad en arboles de Jocote de
Corona.

Las muestras de los explantes recolectadas en campo estaban identificadas como: T7, T8
y T9 para el ensayo se introdujeron 5 explantes de cada tratamiento, obteniendo los
nuevos tratamientos identificados como: T1: Tallo joven, T2: Tallo méas hoja joven y T3:
Brotes tiernos, estos fueron previamente lavados con agua destilada y se aplico 2 gotas
de quita grasa Tween 20, posteriormente fueron introducidos en una soluciéon de alcohol
al 70% como desinfectante durante un minuto y finalmente se colocaron en otra solucion
desinfectante de hipoclorito de sodio a tres concentraciones (Fig.73). Luego en camara
de flujo laminar se realizaron tres enjuagues con agua destilada y esterilizada. El medio
de cultivo utilizado fue de Murashige y Skoog (MS) se adiciono 2 mg de regulador de
crecimiento al inicio de BAP (Bencil amino purina), finalmente los explantes se inocularon
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en tubos de ensayo que contenian 15 ml de medio de cultivo (Fig. 73), se sellaron con
plastiwrap y se rotularon manteniéndose a una temperatura de 25°C y 80% de humedad
relativa con un fotoperiodo de 8 horas.

Cuadro 3: Explantes de jocote de corona (Spondias purpurea L.) a diferentes
concentraciones de Hipoclorito de sodio como desinfectante para el crecimiento celular.

N° DE TIPO DE HIPOCLORITO HIPOCLORITO @ HIPOCLORITO DIAZ A
TUBOS EXPLANTE DE SODIO AL DE SODIO AL DE SODIO AL | CONTAMINACION
5% 10% 15% DESPUES DE
INOCULACION
T1:15  Tallo joven X 4
T2:15 | Tallo + hoja X 3
joven
T3:15  Brotes tiernos X 8

Fig. 73 Inoculacién de explantes vegetativos de Jocote de Corona en tubos de ensayo con
Solucién nutritiva de Murashige y Skoog (MS)

La finalidad de esta actividad era poder establecer brotes capaces de desarrollar y
mantener alguna cantidad de follaje fresco para la alimentacion de los Cicadelidos (Fig.
74) y luego observar si estos era capaces de transmitir la enfermedad.

Fig. 74 Establecimiento del ensayo en el Laboratorio de Fitotecnia
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3.8 Recoleccion de brotes vegetativos procedentes
de estacas sanas para verificar el estado
Fitosanitario.

Esta actividad consistio en cortar y colectar brotes de 5 cm de largo (Fig.75), para lo cual
se tuvo que utilizar guantes de latex para agarrar los brotes y luego cortarlos con una hoja
de afeitar (teniendo el cuidado de cortar solo un brote). Ademés fueron cortados brotes
con tres pares de hojas tiernas y lavados con agua destilada contenida en una pizeta.

a) Colocacion de Guante b) utilizacion de hojade  c) Corte de brotes
Afeitar

| “*/.;;/ ’

TN

d) Obtencion de brotes e) Corte de foliolos d) Lavado del material
con agua destilada

Fig.75 Proceso de colecta de muestras de tejido vegetal (brotes) en estacas de Jocote de Corona

Después los brotes fueron envueltos en papel de empaque y rotulados con lapiz, luego
introducidas en una bolsa de dos Ib. con un papel que contenia la misma informacion el
proposito de esto fue asegurar que la informacién no se borrara ni extraviara, luego fueron
colocadas en una nueva bolsa de 2 |b. y amarradas para ser enviadas al laboratorio.

a) Colocacion de la muestra b) C L
olocacion de la muestra
en papel de empaque en bolsas pasticas ¢) Guardado de muestras

Fig. 76 Manipulacion, envoltura y rotulacién de muestras de tejido vegetal (brotes) para su
respectivo andlisis PCR
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3.9 Metodologia Empleada para Liberacién de
Insectos dentro de la Jaula

La metodologia que se emple6 para la liberacion de insectos dentro de la jaula se baso en
dos grandes objetivos tales como; la supervivencia del insecto durante un periodo de
mayor de 48 horas y el otro la velocidad de transporte del insecto desde su lugar de
coleccién (Santa Ana) hasta el lugar de su liberacion (jaulas confinadas en San Vicente),
por lo cual durante el desarrollo de la investigacion se utilizaron dos técnicas de liberacion
las cuales se describen a continuacion:

3.9.1 Liberacion del Insecto Mediante
la Técnica de Doble Succion.

Esta técnica consisti6 en la liberaciébn de insectos vectores mediante el uso de
succionadores (Fig.77), los cuales fueron utilizados en dos momentos:

El primero de ellos fue cuando se succionaba el insecto directamente de la hoja o dentro
de las redes para luego ser liberado dentro de la micro jaula.

Insecto
Capturado

d) Introduccion de insectos a ¢
Jaula con succionadores

S

d) Colecta de insectos con

a) Colecta de insectos con succionadore -
redes entomolgicas

Fig. 77 Liberacion de los insectos Graphocephala sp, Coelidia sp, mediante la técnica de doble succién

El segundo cuando era succionado desde el interior de la micro jaula para luego ser
liberados dentro de las jaulas del experimento (Fig 78 y 79).
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a) Succionado de insecto: b) Basqueda de ninfas ¢) Introduccién de insectos

Fig. 78 Liberacion de insectos Graphocephala sp, Coelidia sp, en San Vicente

3.9.2 Liberacién del Insecto Mediante
la Técnica de Frascos de Vidrio.

La segunda técnica de liberacion consistié en atrapar los insectos que estaban dentro de
la micro jaula mediante la utilizacion de pequefios frascos cilindricos de vidrio (Fig. 79),
los cuales se utilizaron de la siguiente manera:

Primero se ubicé la posicion del insecto dentro de la micro jaula, después el ziper de esta,
era abierto cuidadosamente para no dejar escapar ninguno de los insectos dentro de la
micro jaula, después se trataba de ubicar el frasco sobre el cuerpo del insecto y se
acercaba lentamente hasta que el cuerpo del insecto entraba completamente en el vial.

Adulto
Graphocephala

- . Ninfa de
Micro Jaula ' . Graphocephala

Fig. 79 Liberacién del Insecto Mediante la Técnica de frascos pequefios de Vidrio

Después se levantaba el ziper de las jaulas en donde estaban confinadas las estacas y
luego se introducia el vial con la mano (Fig. 80 y 81). Una de las primeras practicas fue
dejar los viales sobre las bolsas que contenian las estacas.
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Insectos en
frascos de vidrio

Fig. 80 Puesta de tubos pequefios de vidrio dentro de las jaulas

Otra de las formas que se utilizo para liberar los insectos fue golpear suavemente el vial,
para permitir la bajada de los insectos que usualmente no buscan la salida del vial si no el
fondo de este (Fig. 81), una vez todos los insectos eran colocados dentro de las jaulas se
procedio a cerrar el ziper de estas.

Fig. 81 Liberacion de insectos Graphocephala sp, Coelidia sp mediante golpeteo suave al
tubo pequefio de vidrio

Posteriormente las jaulas se sellaron con tirro grueso para evitar que estos pudieran
escaparse (Fig. 82) o evitar que por accidbn humana estos fueran abiertos.

Fig. 82 Sellado de las jaulas
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Por dltimo esta actividad se realizo tres veces en un lapso de un mes, dejando una
semana para que el insecto se alimentara e interactuara con las estacas de jocote corona.

3.10 Colecta de tejidos vegetales una semana después
de la interaccién Insecto - Planta

Esta actividad consistié en colectar brotes de las estacas para su respectivo analisis de
PCR (Fig. 83), para ello se tomaron partes vegetativas de las estacas, auxilidndose
guantes de latex y hojas de afeitar individualmente para cada corte, ademas se utilizaron
bolsitas de papel de empaque (tipo sobre), las cuales eran rotuladas con el numero de
estaca, la jaula donde procedia, el insecto con el cual interactud, fecha, lugar de colecta.

b) Elaboracién de sobres ¢) Finalizacion de sobres

.

d) Introduccion de muestras  €) ldentificacion, rotulacion y guardado de muestras para el labora

Fig. 83 Colecta de tejido vegetal (brotes) una semana después de la interaccién insecto -planta

Luego estas se introdujeron en bolsas de dos libras (Fig. 84), las cuales se sellaron y
fueron enviadas al laboratorio de biologia molecular del CENTA, para su analisis.

a) ldentificacion de muestra: b) Envoltura de muestras ¢) Almacenado de muestras

Fig. 84 Identificacion por cadigos de las estacas muestreadas y el dia de recoleccion
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Esta actividad se realizaba cada semana después de haber introducido los insectos en las
jaulas y se repitié durante tres semanas (21-28 dias después de haber introducidos los
insectos a las jaulas).
3.10.1 Colecta de Raices 1 Mes Después de la
Interaccion Insecto i Planta.

El final de esta fase consistié en tomar muestras vegetativas de raices de las estacas que
habian interactuado con el insecto; con el propdsito de saber si el fitoplasma portado por
los insectos era capaz de movilizarse o traslocarse dentro del floema de las estacas en
un periodo corté (aproximadamente 1mes).

La recoleccion de las raices, se realiz6 de la siguiente manera: primero se levantaron
cada una de las jaulas de forma cuidadosa (Fig. 85), con el propésito de evitar un posible
volteo de las estacas.

Fig. 85 Levantamiento de jaulas para toma de muestras de raices

Después cada una de las estacas era revisada e identificada de acuerdo a su respetivo
cédigo (Fig. 86) y de la misma forma los sobres de papel de empaque donde se
introducirian las muestras se rotulaban con el codigo de las estacas muestreadas.

Fig. 86 Rotulacién del codigo proveniente de cada estaca

Luego cada una de las bolsas de polietileno donde fuerén sembradas las estacas se
abrieron cuidadosamente para no dafar el pildbn que contenia las raices (Fig. 87) y poder
facilitar asi la colecta de raices absorbentes las estacas.
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Fig. 87 Observacion del crecimiento radicular y colecta de raices absorbentes

Cada una de las raices fue revisada cuidadosamente con el fin de extraer una cantidad
adecuada de raices (Fig. 88), para su manipulacién en el laboratorio.

Fig. 88 Extraccion de la mejor muestra

Ya que en algunos casos las raices estan muy desarrolladas o grandes y era dificil ubicar
las raices absorbentes (Fig. 89), por lo cual se utilizo una lupa, luego estas eran cortadas
con una pequefia tijera y después introducidas a los sobres de papel.

B

Fig. 89 Corte de raices para su respectivo andlisis
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Luego las raices colectadas se introdujeron dentro de la bolsa de papel de empaqgue con
su respectiva identificacion (Fig. 90).

Fig. 90 Empaquetado y rotulaciéon de muestra radicular

Por ultimo las bolsas y las estacas a las cuales se les habia extraido las raices fueron
agrupadas y confinadas nuevamente (Fig. 91).

Fig. 91 Agrupamiento y confinamiento de estacas de Jocote de Corona

3.11 Colecta y Recopilacién de informacion
con CENTA

Esta actividad fue coordinada con el CENTA; ya que parte de la informacion colectada en
la Zona Occidental correspondiente a Santa Ana fue proporcionada por el Ing. Adamid
Beltran, Técnico del Programa Frutales del CENTA, quien proporciono una base de datos
de georeferencia de las zonas sobre las cuales el ha observado y analizado la presencia
de fitoplasma (Cuadro 3), especificamente en El Cerro Verde y El Volcan de Santa Ana
(Fig. 92)



Cuadro 4: Georeferenciacion de las fincas productoras de Santa Ana

Finca Propietario Coordenadas Altura
Latitud Longitud (msnm)
Alex 13 52385 N |89 35388 W 1520
Montenegro
Argelia Adan 13 52543 N |89 34985 W 1528
Arévalo
Aquilina 13 52.56 N |89 34. 946 W 1380
Aguilar
Las Brisas Ricardo Ortiz | 13 52.827 N | 89 34.884 W 1356
El Borbollon Salvador 13 53.194 N | 89 04.672. W 1198
Molina
Divina Providencia | Fernando 13 53261 N 89 04.675 W 1204
Chamul
Caserio Menéndez | Luis 13 52.876 N | 89 34.664 W 1298
Menéndez
El Recuerdo Juana A, | 13 52877 N |89 34619 W 1282
Lucero
Cantoén Potrerillo Ricardo Ortiz | 13 53.084 N 89 33.863 W 957
Ernesto 13 50. 56 N | 89 35.10 w 990
Javier

Fuente: Beltran A.

Fincas Productoras de Jocote de Corona

A

Leyenda

1: Alex Montenegro

AN

Fig.92: Georeferenciacion de fincas con presencia de fitoplasma en la zona Occidental del pais.

3.11.1 Colecta y Recopilacion de informacion
con Direccion General de Sanidad

Vegetal y Animal (DGSVA)

Asi mismo se coordino un viaje con la Direccibn General de Sanidad Vegetal y Animal
(DGSVA)) la cual tuvo como objetivo en un primer momento colectar material vegetativo
de la Zona Oriental del pais (Fig. 93 y 94), especificamente en La Laguna de Alegria en
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Santiago de Maria, Usulutan; siguiendo la misma metodologia utilizada en las colectas

anteriores.

Kk

g)yh)

a) Laguna de Alegria.

b) arboles de Jocote de Corona.

c¢) Pizeta con agua esterilizada.

d) y e) Colecta de material vegetativo
f) Obtencion de muestras

I m n

0]

avado de muestras

i) y j) introduccion de muestas

en bolsas de papel de empaque
k) introduccion de muestras

I) y m) identificacion de muestras
n) y o) rotulacion de muestras.

Figura 93: Colecta de muestras en Santiago de Maria, Usulutan

Figura 94: Rotulacién de arboles muestreados en Santiago de Maria, Usulutan

Posteriormente se coordino un nuevo viaje para la toma de muestras vegetativas pero de
la zona Occidental del pais, después estas muestras fueron enviadas al laboratorio

Biologia Molecular del CENTA, para conocer su estado fitosanitario.

Por dltimo se agregaron los puntos muestreados y georeferenciados de la zona
Occidental y Oriental del pais, esto se hizo con el propésito de incrementar en numero de
lugares muestreados en el pais (Figura 95).

Figura 95: Toma de puntos geoespaciales mediante GPS de los arboles muestreados



