Rev. Proteccién Veg. Vol. 30 No. 2 (Mayo.-ago. 2015): 148-157
ISSN: 2224-4697

ARTICULO ORIGINAL
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RESUMEN: El objetivo dd trabajo fue identificar los saltahojas presentes en plantas de chaya (Cnidoscolus
chayamansa (Miller) I.M. Johnst.) eindicar |a presencia de fitoplasmas en los insectos y las hojas con sintomas.
Se recolectaron 40 saltahojas adultos y 50 hojas de tres plantas con sintomas asociados a fitoplasmas en d
municipio 10 de Octubre, provincia La Habana, Cuba, durante & periodo de febrero a abril de 2015. Para la
identificacion de los saltahojas se utilizaron claves dicotomicas, luego de realizar montajes de estos insectos
en portaobjetos planos, bajo un microscopio estereoscdpico Stemi DV4 y analizarlos en Microscopio Axiol ab.
A1 con monitor y camara fotografica acoplada. Los fitoplasmas se detectaron mediante la extraccion del &cido
desoxirribonucleico (ADN) por € méodo de CTAB 2%, con cebadores universales para la amplificacion
genérica delaregion ADNr 16S (R16mF2/R16mR1, R16F2n\R16R2). Parala primera amplificacion se empled
la combinacion de los iniciadores universales R16mF2 y R16mR1 y para la reaccidn anidada R16F2n/ R16R2.
Para confirmar los resultados alcanzados, los productos de la digestion se analizaron en una camara de
eectroforesis en un gel de agarosa (1%) y se compararon con los controles positivos de fitoplasmas, obtenidos
de plantas de Catharanthus roseus (L.) G. Don. Los saltahojas identificados fueron Empoasca canavalia
Del ong y Empoasca papayae Oman. Se encontré la presencia de fitoplasmas en hojas sintomaticas y en los
insectos. La determinacion de las dos especies de saltahojas y defitoplasma en chayay en insectos constituyen
los primeros informes en Cuba.

Palabras clave: Cnidoscolus chayamansa, Typhlocybinae, Empoasca, fitoplasmas.

First report of Typhlocybinae aspotential vectorsof phytoplasmasin Cnidoscoluschayamansa
(chaya) in Cuba

ABSTRACT: With the aim of identifying the presence of phytoplasmas in insects and leaves, forty leafhopper
adults and 50 leaves of three plants with symptoms associated with phytoplasmas, were collected at the
municipality of 10 de Octubre, Havana, from February to April 2015. For leafhopper taxonomical identification
by using dichotomic keys, they were mounted on flat slides under a Stemi DV 4 stereo microscope and observed
under an AxioLab. A1 microscope with a monitor and camera attached. Phytoplasmas were detected by
extracting the DNA by the 2% CTAB method and using universal primers for the generic amplification of the
region ADNr 16S (R16mF2/R16mR1, R16F2n\R16R2). For the first amplification, the combination R16mF2
and R16mR1 was used, and R16F2n/ R16R2 for the nested reaction. The products of amplification were
analyzed by dectrophoresis on agarose gel (1%). The profiles obtained were compared with phytoplasma
positive controls from Catharanthus roseus (L.) G Don. plants. The leafhoppers identified were Empoasca
canavalia Delong and Empoasca papayae Oman, and the presence of phytoplasma was found in leaves
with symptoms as well as in the insects. The presence of these two leafhopper species and phytoplasmas in
chaya and insects are the first reports in Cuba.

Key works: Cnidoscolus chayamansa, Typhlocybinae, Empoasca, phytoplasmas.
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INTRODUCCION

Cnidoscolus chayamansa o Cnidoscolus
aconitifolius (Miller) I.M.Johnst., conocido cominmen-
te en Cuba como «chaya», es un arbusto robusto de
hojas perennes, trifoliadas, perteneciente a
Euphorbaceae (1). Se introdujo en Cuba desde Méxi-
Cco; es de origen maya y se consume por esas comu-
nidades. En México y Centroamérica se sefiala como
el &rbol espinaca, pepinillo, frutabomba de jardin y
papallina; se utiliza ademas para garantizar, a bajo
costo, la alimentacion de pecesy aves (2, 3, 4).

A la chaya se le atribuyen innumerables propieda-
des que favorecen la cura o mejoria de enfermedades
como son la perturbacién en la presion arterial, circu-
lacion sanguinea, colesterol y &cido Urico altos, diabe-
tes y cancer. La planta motivd interés cientifico y exis-
te una detallada compilacion realizada por cientificos,
de diferentes especialidades, que ponen de manifiesto
el potencial de la planta con fines antidietético y medi-
cinal en la prevencion, el tratamiento y el control de la
diabetesy de las patologias que la acompafian (5,6).
En Reino Unido, se comprob6 que el extracto acuoso,
suministrado intraperitonealmente a ratas masculinas
Wistar con diabetes dependiente de insulina, provoco
cambios favorables en el peso corporal, glucosa en
sangre y sueros lipidicos, propuesta por sus autores
como planta eficaz para el tratamiento de esta enfer-
medad (6). Del mismo modo se aislé del extracto ce-
roso de sus hojas triterpenoides (7). En Nigeria se de-
terminaron constituyentes fitoquimicos en el extracto
de las hojas y no encontraron efectos toxicos sobre
las células del higado (8). En Cuba se considera, po-
pularmente, como una planta medicinal.

En la literatura consultada se hace referencia a la
presencia en las plantas de Meloidogyne incognita raza
2 (9), del mosaico potexvirus de la yuca (10) y del
fitoplasma amarillo de la chaya (11). En el desarrollo
del presente trabajo, durante las revisiones periddicas
realizadas, se observaron &caros, pulgones, chinches
de encaje y, esencialmente, colonias de saltahojas.

Los saltahojas pertenecen a Hemiptera y repre-
sentan un grupo ampliamente distribuido en el mundo.
Dentro de los hemipteros se encuentra Membracoidea,
familia monofilética en la cual esti Cicadellidae (12),
gue atesora un grupo numeroso de insectos de gran
importancia para la agricultura. Muchas de sus espe-
cies pueden ser abundantes y causar considerables
darios a los cultivos, tanto directamente por la produc-
cién de secreciones salivales y la accion mecénica de
los estiletes bucales y el ovipositoro, como transmi-
sores de patogenos de plantas (13, 14). Typhlocybinae
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merece gran atencion por ser una subfamilia de
Cicadellidae (12), que presenta ambas funciones en
la planta (15, 16); es cosmopolita, particularmente las
especies del género Empoasca Walsh, donde la ma-
yoria tienen notable importancia por ser capaces de
producir dafio directo en los cultivos y como vectores
de enfermedades (17, 18).

Los fitoplasmas son patdgenos de plantas limita-
dos al floema, identificados por primeravez en 1967, a
través de secciones ultrafinas del floema de plantas
con sintomas de amarillamiento, atribuidos, presunta-
mente, a virosis (19). Su estudio morfolégico demostrd
gue son bacterias que carecen de pared celular y su
identificacion se basa en la deteccion del ARN
ribosomal 16Sr en plantas e insectos infectados, para
los cuales los cebadores universales amplifican la
mayoria de los fitoplasmas de ese grupo (19). Los
fitoplasmas se transmiten por diferentes vias, prefe-
rentemente por insectos de las superfamilias
Membracoidea, Fulgoroidea y Psylloidea; la transfe-
rencia se produce durante la alimentacion, de forma
persistente y propagativa sobre una planta infectada a
plantas aparentemente sanas después de un periodo
de latencia, durante el cual los fitoplasmas se mueven
y multiplican en el interior del cuerpo del vector (15,
16,17).

A pesar de estarelacion, Bosco y D"Amelio (20) in-
dicaron que solamente las especies selectivas pueden
actuar como vectores, y el traspaso por insectos involucra
algunos aspectos a tener en cuenta. Los saltahojas
donadores pueden ser polifagos, oligéfagos o estricta-
mente mondéfagos; los fitoplasmas, moné6fagos o
generalistas, que infectan una o mas plantas y pueden
ser transferidos a una 0 mas direcciones o por un estre-
cho margen de insectos. Este hecho trae como conse-
cuencia la necesidad de abordar esta temética como
un sistema complejo de interacciones donde, necesa-
riamente, se tenga en cuenta la correcta identificacion
de los insectos, la presencia de fitoplasmas, los meca-
nismos de transmision y el entorno.

Es por ello que los objetivos del presente trabajo
fueron identificar los saltahojas presentes y detectar la
presencia de fitoplasmas en las hojas con sintomas e
insectos recolectados.

MATERIALESY METODOS

Los muestreos se realizaron en plantas de chaya
ubicadas en jardines domésticos en el municipio 10
de Octubre, provincia La Habana, Cuba, en el periodo
de febrero a abril de 2015. Con un exhaustor se reco-
lectaron 40 adultos de saltahojas y 50 hojas, de tres
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plantas con sintomas asociados a la presencia de
fitoplasmas. Se documentaron los sintomas con una
camara semiprofesional marca Polo D3200 (16X-21X
zoom) con lentes: F3.2, 2.85mm; WAL-83E 0.5X @
42mm; OSTL «~0.25m/0.82FT & 42mm.

I) Identificacion de saltahojas

Los insectos se trasladaron al laboratorio de
Entomologia del Centro Nacional de Sanidad
Agropecuaria (CENSA) donde se sexaron y se sepa-
raron los machos que se utilizaron en la identificacion.
Los especimenes se midieron con una regla
milimetrada, desde la parte mas alta de la corona has-
ta el extremo distal de las tegminas en posicion dor-
sal. Posteriormente, se conservaron en frascos de cris-
tal en alcohol al 70 %. Para el montaje en portaobjetos
planos, se utiliz6 la metodologia de Caldwell y Martorell
(21) con modificaciones. Para ello se separ6 el abdo-
men completo del resto del cuerpo con la ayuda de
dos agujas entomoldgicas, bajo un microscopio
estereoscapico Stemi DV4, se maceraron en solucién
de KOH (10 %) y calentaron durante 3 minutos; luego
se enjuagaron con agua destilada en vidrio reloj y se
montaron en preparaciones fijas con liquido de Hoyer;
se secaron en una incubadora a 30°C durante 72 horas
y se sellaron con Balsamo de Canada. Las prepara-
ciones se observaron al Microscopio AxioLab. A1, con
monitor y cAmara fotogréfica acoplada utilizando los
lentes de 10X, 20Xy 40X.

Para la identificacion de los ejemplares se consi-
deraron la coloracion, el tamafio, las caracteristicas
generalesy genitalia. Se emplearon diferentes claves
dicotomicas (21, 22, 23, 24).

II) Deteccién molecular de fitoplasmas en los in-
sectos y muestras foliares

Se extrajo, de las hojas con sintomas asociados a
la presencia de fitoplasmas, el &cido
desoxirribonucleico (ADN) por el método de CTAB
2%(25). Para la deteccion de fitoplasmas se utilizé la
técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa Ani-
dada (nPCR) con los cebadores universales para la
amplificacion genérica de laregion ADNr 16S (R16mF2/
R16mR1, R16F2n\R16R2) (25). Se empled la combi-
nacién de los iniciadores universales R16mF2 y
R16mR1 para la primera amplificacion y R16F2n/
R16R2 para la reaccion anidada (26) de acuerdo a lo
descrito por Arocha et al. (27).

Enlamezcla de la primera amplificacion se utilizé
la solucion amortiguadora de PCR 1X (Invitrogen, Bra-
sil); MgCl, 2,0 mM; dNTPs 0,2 mM; iniciadores a 0,4
MM cada uno; 2U de Taq Polimerasa (Invitrogen, Bra-

sil); agua desionizada estéril y 50 ng de ADN totales
para un volumen final de 50 pl. El programa de amplifi-
cacion consistio en una desnaturalizacion inicial a 94°C
(2 min), 35 ciclos de desnaturalizacién de 94°C (1 min),
alineamiento a 60°C (2 min) y prolongacién a 72°C (3
min), seguido de una extension final a 72°C durante 10
minutos.

En la reaccion anidada se preparé una mezcla de
reactivos de solucion amortiguadora PCR 1X (Invitrogen,
Brasil), MgCl, 2,0 mM, dNTPs 0,2 mM, iniciadores a
0,5 UM cada uno, 2U de Taq Polimerasa (Invitrogen,
Brasil), agua desionizada estéril hasta un volumen fi-
nal de 24 pl y se adicioné 1 pl de ADN de la mezcla
resultante de la primera reaccion. Luego se sometie-
ron a desnaturalizacion inicial de 95°C (cuatro minu-
tos), 35 ciclos de desnaturalizacion de 95°C (un minu-
to), alineamiento a 55°C (un minuto) y prolongacion a
72°C (dos minutos), para finalizar con 10 minutos de
extension a 72°C. Para ambas amplificaciones se us6
un termociclador programable (MJ Research, RU).

Para confirmar los resultados obtenidos, los pro-
ductos de la digestion se analizaron en una cadmara
electroforética en un gel de agarosa (1%) durante 45
minutos a 70 voltios. Los perfiles obtenidos se obser-
varon en transiluminador (UV) SyngenelnGenius L
(Syngene, EE.UU) (28) y se compararon con los con-
troles positivos de los fitoplasmas obtenidos de plan-
tas de Catharanthus roseus (L.) G. Don. (Vicaria). Para
el tratamiento de las fotos se emple6 el programa Ado-
be Photoshop CC.

RESULTADOS

I) Identificacion de saltahojas

Las colonias de saltahojas se desarrollaron por el
envés de las hojas asintomaticas maduras de C.
chayamansa. Una colonia (especie del tipo 1) presen-
t6 adultos y ninfas de diferentes edades, de estas, las
maés jévenes eran verde claro, las mayores de verde
mas intenso y la otra (especie del tipo 2) presentd
ninfas amarillas de todas las edades y los adultos,
amarillo-verdosos. En ambos casos con numerosas
exuvias.

Especiedel tipo 1. Esta especie pertenece al com-
plejo Empoasca solana, explicado por Ross (22) y
gue se caracteriza por ser un grupo de especies que
comparten aspectos morfoldgicos similares entre si.

Coloracion: Todo el cuerpo es verde palido,
tegminas subhialinas con macula pardo-claro en posi-
cion distal. Cuando estan vivos, los ojos compuestos
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son blancos con una mancha circular pardo oscuro.
Cabeza con vértex producido presenta en la corona
una banda longitudinal blanca y dos mas cortas para-
lelas a la central, en el pronoto dorsalmente se desta-
can dos maculas blancas y en el escuto dos bandas
blancas y una central formando como una solapa. Son
especies fragiles.

Tamarfo: Promedio de 3,2 mm.

Genitalia: En la regién anterior del abdomen del
macho presentan el terguito 9, que consiste en una
banda esclerosada que se extiende entre las porcio-
nes laterales del pigofer y una banda dorsal media,
gue va desde el margen posterior de la banda a la
antecosta del noveno segmento, formando un patrén
en forma de H. La banda transversa da origen a dos
apodemas (2S), separados entre si, paralelos lateral-
mente y que cubren los tres primeros esternitos abdo-
minales; los extremos distales (4pices) son redondea-
dos, muy esclerosados y separados entre si. Los
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apodemas 3T son mas cortos que los 2S, con los ex-
tremos distales redondeados. No se observan el
apodematergal (1S) (Figura 1 a).

La espina media dorsal del segmento 10 es mode-
radamente grande, forma un plato redondeado sin es-
puelas, solamente ligeramente esclerosadas e
inconspicuas. El aedeago, en aspecto lateral, tiene
una columna (preatrio) robusta con 3 procesos que
salen del atrio y se extienden hacia el dorso. Las espi-
nas del aedeago continGian la columna, pero van hacia
afuera; estas son ligeramente mas pequefias que la
columna, anchasy separadas entre si, ambas de igual
tamafio (Figura 1 b, c). El aedeago constituye una par-
te del conectivo (Figura 1 d); es una estructura muy
esclerosada y formada por dos arcos concavos que
confluyen en una quilla costal. Los estilos son ligera-
mente mas anchos en la base con largos apodemas,
se estrechan y forman un apice fino, dirigidos hacia
afuera, que sostienen 10 dientecillos ubicados
ventralmente y se encuentran a cada lado del conectivo
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FIGURA 1. Genitalia Empoasca canavalia Delong a) Apodemas 2S, 3T, tergito 9. b) Vista ventral de las piezas que
conforman lagenitaliadel macho. ¢) Vistaventral del &picedd procesolatera de pigofer, dpicedd estilo con losdientesen
posicién ventral y vista aumentada de las espinas 'y procesos del aedeago. d) Conectivo e inicio del aedeago. €) Placa
subgenital./ Genitalia Empoasca canavalia DeLong a) Apodemas 2S, 3T, terguite 9. b) Ventral view of the pieces
forming the male genitalia. c) Ventral view of the apex of the lateral process of the pigofer, apex of the stile with the
teeth in ventral position and magnified view of the spines and processes of the aedeagus. d) Connective and beginning

of the aedeagus. €) Subgenital plate.
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(Figura 1 b, c, d). Los procesos laterales del pigofer
(paréfisis o bracones) se ubican a los lados de los
estilos que, en vista lateral, son més largos que el
pigofer, delgados, ligeramente inflados antes del api-
ce, este es puntiagudo con dos oquedades en el 4pi-
ce. Los procesos, a partir de la zona media, estan
cubiertos de pequefiisimos pelos (Figura 1 b, c). Las
placas subgenitales (Figura 1 e) son anchas en la base
y separadas desde ahi, lameliforme; en la mitad del
margen dorsal y envista lateral se dobla abruptamente
hacia arriba. Las placas subgenitales presentan nu-
merosas setas que se han clasificado en grupos. Las
setas subgenitales del grupo C presentan 19
macrosetas dispersas en la base, y practicamente al-
canzan al 4pice del plato; no se observan las setas
subgenitales del grupo A (setas basales marginales).
Las setas subgenitales del grupo B (setas marginales
distales), bien diferenciadas en nimero de 10, son
continuas desde la mitad hasta el apice. Las setas
subgenitales del grupo D (largas y finas), superan en
longitud a las del grupo C, muy numerosas y disper-
sas a través de todo el plato. En la superficie dorso
medial presentan pequefias setas en nimero de 20.

La especie del tipo 1 guarda relacion con Empoasca
plebeya DelLong y Davidson (29), pero también con
Empoasca canavalia DeLong (21). Empoascini es una
tribu de compleja taxonomia, agrupa la mayoria de las
especies de pequefio tamafio y fragilidad; son muy
parecidas externamente, por lo que solamente acu-
diendo a la genitalia del macho es factible la identifi-
cacion hasta especie. Aun asi, las estructuras genitales
presentan gran variabilidad (21, 22, 23, 24, 29). Las
caracteristicas de esta especie la ubican como
Empoasca canavalia DeLong.

Las diferencias con E. plebeia consisten en que la
columna del aedeago de la especie del tipo 1 no corre
caudalmente sino dorsalmente hacia el ano (Figura 2 b).
Diversos autores describen que parten del aedeago dos
procesos (21, 29). En realidad se observan 3, tal como
seindica en E. canavalia (21) (Figura 1 c). Esta espe-
cie se describi6 por primera vez en Haiti sobre Canavalia
ensiformis (L) CD (21). En Puerto Rico, es comln que
aparezca en las &reas costeras de todas las islas que
incluye St. Thomas; en otras localidades del mismo
pais, sobre lirio de mar (Pancratium maritimum L.),
yerba mariposa [Jaranusia guaranitica (A. St. Hil)],
higuereta (Ricinus communis L.) y en Volkameria
aculeata L. (21).

Especie del tipo 2: Las caracteristicas de la es-
pecie del tipo 2 se corresponden con Empoasca
papayae Oman 1937 (21, 23).

Coloracién: Amarillo verdoso; la corona, el pronoto
y el escuto con manchas poco conspicuas. Vértex
poco producido.

Tamafio: Promedio de 2,9-3 mm. Caldwell y Martorell
(21) y Neilson (23) dan un tamafio entre 3-3,3 mm.

Genitalia masculina: En la region anterior del
abdomen los apodemas esternales (2S) son cortos y
despuntados. El terguito 9 es una banda transversa
de donde parten 2 apodemas en forma de V. Presenta
el apodema (1S) similar a los de las especies del com-
plejo Empoasca fabae (Harris) (Figura 2 a, €). Los proce-
sos laterales del pigofer se originan desde la base, se
curvan dorsalmente a lo largo del margen caudal, apice
bifurcado, la bifurcacion posterior dos veces mayor que
la anterior (Figura 2 b, d); el aedeago, en vista lateral,
con la columna larga, estrecho en la base y ancha la
parte distal, ligeramente curvado; con el gonoporo apical
(Figura 2 b, ¢, d); el aedeago parte de la quilla central
del conectivo, formado por un apodema esclerosado trian-
gular; estilos, en vista dorsal, con 2/3 de largo, estiliza-
do y atenuado apicalmente, con 7 u 8 dientes ventrales
y 5 setas antes del apice (Figura 2 b).

La espina media dorsal es elongada, recta, con el
cuarto apical estrecho y doblado, muy esclerosada
(Figura 2 b,c). Las placas subgenitales separadas des-
de la base, lameliformes. Las setas subgenitales del
grupo C presentan aproximadamente 16 macrosetas
dispersas en la base hasta cerca del apice; no se ob-
servan las setas subgenitales del grupo A (setas basales
marginales). Las setas subgenitales del grupo B (se-
tas marginales distales) bien diferenciadas en nimero
de 10, estan continuas desde la mitad hasta el 4pice.
Las setas subgenitales del grupo D (largas y finas)
superan en longitud las del grupo C, muy numerosasy
dispersas a través de todo el plato. En la superficie
dorso medial presentan pequefias setas en nimero de
20, aproximadamente.

Esta especie esta ampliamente distribuida en al-
gunas islas del Caribe: Puerto Rico, Antillas, Santo
Domingo, Haiti, Jamaicay Cuba; no se conoce su dis-
tribucién en Estados Unidos de América (21). Se se-
fiala que su Unico hospedante es Carica papaya (21,
23, 29, 30); no obstante, los resultados demuestran
gue la chaya es un hospedante de E. papayae.

En Puerto Rico, desde 1938, se sugirié la posibili-
dad de que E. papayae transmitiera Bunchy top a la
frutabomba; en 1946 se comprobd, de manera experi-
mental, en 71 de las 90 plantas evaluadas (23). Mas
recientemente, se informé que E. papayae es activo
en frutabomba infectada (28, 30) y vector de BTS en
Cuba (31, 32).
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FIGURA 2. Genitaliade macho de Empoasca papayae Oman. a) Region anterior del abdomen apodemas esternal estruncas
y terguito 9. b) Genitalia completa con todas las piezas, aedeago en posicion ventral. ¢) Extremo final del ano, placas
subgenitales y procesos laterales (bifurcacidn) y gonoporo del aedeago. d) Ubicacidon del conectivo y los puntos de
insercion del pigofer, estilos y procesos laterales. €) Regidn anterior del abdomen./ Genitalia of the male of Empoasca
papayae Oman. Anterior region of the abdomen, blent sternal apodemas and terguite 9. b) Complete genitalia with all
the pieces, aedeagus in ventral position. ¢) Final end of the anus, subgenital plates and lateral processes (bifurcation)
andgonopore of the aedeagus. d) Position of the connective and the points of insertion of the pigofer, stiles and lateral

processes. €) Anterior region of the abdomen

I) Deteccidn de fitoplasmas en los insectos y mues-
tras foliares

Las hojas presentaron sintomas de amarillamiento
(Figura 3 a), moteado (Figura 3 b) y deformaciones
(Figura 3 c), los cuales guardan relacion con los des-
critos en plantas asociadas con fitoplasma por diferen-
tes autores (19, 31, 32).

EI 80% de las muestras con sintomas resultd posi-
tivo a fitoplasmas. De los insectos recolectados, en 10
de ellos se determind la presencia de fitoplasmas. Los
cebadores utilizados (28) y las condiciones de PCR
empleadas permitieron la amplificacion especifica de
un fragmento de 1250 pb en las plantas y los saltahojas,
similar al tamafio de la banda correspondiente al con-
trol positivo utilizado (Figura 4). El control negativo em-

pleado no mostré amplificacion de bandas visibles.
Estos resultados ratificaron la presencia de fitoplasmas
en plantas de chaya y en los insectos asociados a
esta planta en las condiciones de Cuba.

En el pais no existia conocimiento de Cnidoscolus
chayamansa como hospedante de E. canavaliay E.
papayae.

DISCUSION

La correcta identificacion de las especies de insec-
tos involucradas en la transmision de enfermedades
es una condicion indispensable para manejarlas con
éxito. El estudio taxonémico requiere de habilidades y
experiencia del investigador y de la existencia de mu-
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FIGURA 3. Sintomas observadosen losfoliolosde C.chayamansa. @) amarillamiento; b) moteado; ) deformacion./ Symptoms
observed in folioles of C. chayamansa. a) chlorosis; b) speckled leaves; c) deformation.

<—=1250pb

FIGURA 4. Deteccion defitoplasmas en muestrasfoliares dechayay en saltahojas con cebadores genéricos mediante PCR
anidada. Linea 1, marcador de peso molecular 1kb (PromegaEE.UU), linea2-4, muestrasfoliares de chayatestadas por nPCR
parafitoplasmas; lineas 5y 6 muestras deinsectosrecol ectados, linea 7: control positivo de fitoplasmas (Ca. Phytoplasmas
asteris)./ Phytoplasma detection from chaya folioles and |eafhoppers with generic primersby nested PCR. Lanel: 1 kb
molecular weight marker (Promega USA); lanes 2-4: chaya |eaf samplestested by nPCR for phytoplasms; lanes5 and 6:

samples of insects collected; lane 7: phytoplasma positive control (Ca. Phytoplasmas asteris).

seos e instituciones cientificas que poseen materiales
de referencia. En Cuba no existen colecciones de
especimenes o de las genitalias de los saltahojas que
se han informado en el pais pararealizar consultas, lo
que complejizé el trabajo de identificacion de los in-
sectos asociados a la chaya.

La familia Cicadellidae incluye el mayor nimero de
vectores confirmados de fitoplasmas: Deltocephalinae,
Aphrodinae, Cicadellinae, Coelidiinae, lassinae,
Idiocerinae, Macropsinae, Scarinae y Typhlocybinae
(33). Sin embargo, el hecho de detectar fitoplasmas
en los insectos recolectados en plantas con sintomas

no implica que estos insectos sean los vectores de la
enfermedad, pero representa el punto de partida del
camino a transitar en el estudio de esta interaccion.
Parala verificacion de la transmisién es necesario po-
ner en practica ensayos de transmision; por lo que
resulta imprescindible establecer las crias de insec-
tos; en este caso, si la identificacion de los fitéfagos
involucrados no es correcta, se incurriria en sesgos.

Empoascini y, muy particularmente, Empoasca re-
sultan grupos de especies de suma complejidad para
su tipificacion. Son especies endebles y de pequefio
tamafio, con apariencia similar externay variabilidad
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en sus estructuras, incluso en la genitalia (23, 24, 25,
27). Estos elementos, asi como la falta de uniformidad
en la denominacioén de sus estructuras y en el manejo
de los aspectos a tener en cuenta en las claves
dicotdmicas, dan al traste con la comprension para la
determinacion; de tal manera que en el sitio que con-
fecciona un connotado taxénomo Dmitriev de Hemiptera
Auchenorrhyncha no aparecen concluidas las claves
interactivas de Empoascini y Empoasca (34).

Al considerar estos elementos antes mencionado,
addemas de las consecuencias que sobre las comuni-
dades puede ejercer el efecto del cambio climético (35,
36) en los requerimientos de alimentacion (37), en el
incremento sustancial de las poblaciones en diferen-
tes cultivos, en la alta movilidad -hechos observados
en el desarrollo del presente trabajo-, se deben abor-
dar los estudios de la interaccion entre los vectores y
los fitoplasmas en su ambiente, profundizar en los es-
tudios morfolégicos y moleculares de los saltahojas y
en los bioldgicos y ecoldgicos como un todo, para al-
canzar resultados exitosos. Es por ello que no debe
apelarse a la deteccion de fitoplasma basandose en
los insectos capturados en trampas (38). Se recomienda
profundizar en los estudios morfoldgicos, bioldgicos y
la iniciacién de los moleculares de los saltahojas im-
plicados y los ensayos de transmision como via segu-
ra para conocer los mecanismos involucrados en la
interaccion del sistema. Estos resultados son de gran
valor para el perfeccionamiento de esta linea de traba-
jo que contribuird a su manejo del sistema.
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