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RESUMEN

Jaramillo, G. 2008. Caracterizacion de la pudriciéon de cogollo como una enfermedad
independiente del amarillamiento letal del cocotero y evaluacion del uso de tetraciclina
para su manejo. Proyecto especial de graduacién para el programa de Ingenieria en
Ciencia y Produccién Agropecuaria, Zamorano, Honduras. 23 p.

El cocotero (Cocos nucifera) es una especie de importancia econdmica para la poblacién
que habita en la costa caribe de Honduras. En la dltima década ha sido afectado por
enfermedades que han disminuido su produccién, siendo el Amarillamiento Letal del
Cocotero (ALC) y la Pudricién de Cogollo (PC), las dos principales causas de mortalidad
observadas. Ambas enfermedades presentan sintomas diferentes en etapas finales de la
enfermedad, pero muy similares en etapas tempranas que puede llevar a un andlisis
erréneo a simple vista. Se desconoce el agente causal de la PC, pero se sospecha que se
trata de un complejo de hongos y bacterias. El estudio determindé que la PC es una
enfermedad independiente del ALC y no un efecto secundario de la PC, como se creia. Se
evalto la aplicacion de tetraciclina al tallo y a la raiz como posible agente de manejo para
PC. Otro objetivo del estudio fue determinar la presencia de infecciones mixtas entre PC
y ALC. Se seleccionaron 20 palmas y se dividieron en tres grupos: al primer grupo se
aplicé tetraciclina en la raiz, al segundo se aplico tetraciclina en el tronco y al tercer
grupo sin aplicacion se considerd testigo. La duracion y monitoreo del estudio fue de
cinco meses con observaciones periddicas de cuatro a siete semanas. Mediante técnicas
moleculares (PCR) se identificé una palma que presentd infeccion mixta (ALC y PC).
Aunque los resultados del tratamiento con tetraciclina son ambiguos, se determiné que la
PC es una enfermedad independiente del ALC.

Palabras clave: ALC, antibiético, PC, PCR.
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ABSTRACT

Jaramillo, G. 2008. Characterization of the Bud Rot Disease as an independent disease
from Coconut Lethal Yellowing and evaluation of  root and trunk applications of
tetracycline for its management. Special graduation project for the Program of
Agricultural Science and Production, Zamorano, Honduras, 23p.

The coconut palm (Cocos nucifera) is a species of great economic importance for the
coastal communities of the Honduran Caribbean coast. This species has been affected by
several diseases that have significantly decreased production. Coconut Lethal Yellowing
(LY) and Bud Rot Disease have been the main cause of palm mortality. The two main
mortality causes observed. Both diseases present different symptoms in the final stages,
but very similar symptoms in the early stages which at first glance could lead to wrong
analysis. The causal agent of the Bud Rot Disease is still unknown, but it is thought that
the disease is caused by a complex of bacteria and fungi. This study determined that the
Bud Rot Disease in coconut palm in Honduras is an independent disease from Coconut
Lethal Yellowing, and it is not a secondary effect of Lethal Yellowing , as it was thought.
The application of the antibiotic tetracycline, was evaluated as a management practice
for Bud Rot by applying it to the trunk and the roots of palms. Twenty palms were
selected and divided into three treatments: the first treatment received antibiotic
applications to the roots, the second treatment was to the trunk and the third treatment
had no antibiotic application and was considered the control. The study lasted five
months with periodic observations every four to seven weeks which included sample
collection for Bud Rot Diseases and Lethal Yellowing. Molecular techniques (PCR) were
used to identify LY and only one palm had mixed infection of Bud Rot and Lethal
Yellowing. Although antibiotic application to treat Bud Rot gave ambiguous results, the
study determined that Bud Rot is an independent disease from Lethal Yellowing.

Key words: Antibiotic, LY, BR, PCR
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INTRODUCCION

El cocotero (Cocos nucifera) es una especie de importancia econdémica para la poblacién
que habita en la costa Caribe de Honduras, debido a su utilizacion en la alimentacion y la
produccién de artesanias. Su importancia para la economia de las poblaciones rurales
costeras aumenta cada vez mads, ya que se puede extraer biodiesel de su aceite en lugares
donde la produccién industrial de palma de aceite no es posible, como en las zonas de
playa e islas.

El cocotero ha sido afectado por diferentes enfermedades que han devastado también a
otras palméceas, incluyendo la palma de aceite. En las ultimas décadas, en la costa norte
de Honduras se ha presentado un alto nivel de mortalidad de palmas a causa de
enfermedades como Pudriciéon de Cogollo (PC) (40-50%), Amarillamiento Letal de
Cocotero (ALC) (20-30%), anillo rojo causado por picudo (Rhynchophorus palmarum) y
otros factores bidticos y abidticos (10- 20%) (Roca 2007).

Los sintomas de estas tres enfermedades son similares, sobre todo en las etapas iniciales.
Histéricamente, se ha considerado que la PC es un efecto secundario de una infeccion
severa de ALC y no como un problema independiente. Los sintomas de PC sugieren que
en la enfermedad puede ser una infeccién mixta, provocadas por hongos y bacterias. La
PC se manifest6 a gran escala en los afios sesenta en palma aceitera en el norte de
Colombia. En los dos ultimos afios se han reportado pérdidas del 1.4 % de las
plantaciones de palma de aceite en Colombia, que dan como consecuencia pérdidas
econdmicas significativas para los productores (Rocha 2007). Otros reportes recientes en
periddicos nacionales, reportan pérdidas de més del 30% en algunas zonas (Roca '2008).

En Ecuador las pérdidas por PC han sido también importantes, llegdndose a perder mas de
4000 ha. de palma desde 1980 (Romén *2008). A pesar de las pérdidas en produccion
causadas por la PC en Colombia, Ecuador y Honduras, no se ha podido identificar los
agentes causales de esta enfermedad. En Ecuador todavia se sospecha la presencia de
Phytophtora sp. como agente causal de la PC, aunque investigaciones intensivas no han
logrado confirmar este hecho (Roman 2008)

Durante casi dos afios, en Honduras también se realizaron estudios exhaustivos para
determinar si Phytophtora era la causa de la PC. Se realizaron estudios de micologia
clasica (aislamiento, trampas, microscopia) asi como también pruebas moleculares
(Magandi Sanchez y Padilla Alduvin 2005). Se enviaron muestras de aislamientos al
CABI de Inglaterra y su personal vino a Honduras a apoyar en el esfuerzo.

!Comunicacién personal, Dra. Roca, laboratorio de diagndstico molecular. Zamorano. Honduras
*Comunicacién personal, Dr. Roman, InvestigaciOn de palma Ecuador.



Ademads se colaboré con el Central Science Laboratory (Inglaterra) para desarrollar
primers para Phytoptora para PCR en tiempo real. Todos los resultados confirmaron la
ausencia la Phytophtora en palmas con sintomas de PC.

En un estudio paralelo a esta investigacion (Suazo Tejada 2008) se realizaron pruebas de
patogenicidad y los andlisis bioquimicos revelaron dos bacterias que se pueden considerar
como candidatos a agentes causales de la PC en Honduras: una bacteria crema con
caracteristicas del género Erwinia (denominada BCTE) y una segunda bacteria de color
rojo intenso (denominada BR), también con caracteristicas bioquimicas del género
Erwinia. Estas dos bacterias continuardn siendo caracterizadas en los laboratorios del
CABI en Inglaterra.

Este estudio tuvo como objetivo caracterizar los sintomas de la PC desarrollando una
escala de severidad. Ademads de estudiar si la enfermedad de la PC es independiente del
ALC o si es un efecto secundario de ésta. Finalmente se evalué la respuesta de
aplicaciones de tetraciclina aplicada a la raiz y al tronco, como préctica de manejo para
PC en palmas que se encontraron en el grado 0 al 2 dentro de esta escala de severidad.



MATERIALES Y METODOS

Después de una busqueda prolongada para encontrar el sitio idoneo para el estudio, se
seleccion6 una plantaciéon comercial de cocoteros en la localidad de Esparta
(Departamento de Atlantida), propiedad de la compaiifa Dinant.

El criterio de seleccidn para establecer el ensayo fue seleccionar las palmas con sintomas
clasicos de PC en etapas tempranas, para lo que se utilizdé una escala de severidad del
dafio causado por la PC (Figura 2). En el estudio se seleccionaron palmas que tuvieran el
grado 0 al 2 dentro de esta escala.



Descripcion de sintomas de PC

La Pudricién de Cogollo (PC) se caracteriza por producir inicialmente una pudricién de la
base de la hoja flecha, acompaiiada, en ocasiones con clorosis de las hojas jévenes. Estas
se desprenden con facilidad, luego las que siguen y después de 2 6 4 meses la mayor parte
de las hojas de la planta han caido (Figura 1). Las hojas viejas, cuyos tejidos de unién con
el tronco son mds fuertes permanecen unidas por varios meses, ddndole a la corona del
cocotero un aspecto caracteristico inconfundible que denota presencia del mal (Fremond
et al. 1969). Posteriormente se produce una pudriciéon himeda en la zona del meristemo
induciendo, eventualmente, el colapso de la corona que cae hacia un lado de la
palma(FONINPAL 2003).

Es posible que los insectos que atacan a esta especie sean los vectores mecdnicos que
trasmiten la enfermedad porque permiten la entrada de microorganismos en los tejidos
internos de la palma al provocar perforaciones. En las palmas atacadas, los frutos que se
encuentran en proceso de desarrollo rara vez llegan a su estado de madurez. Una vez se
han presentado los primeros sintomas de la enfermedad, no se vuelve a formar ningin
fruto (MAG, 2002)

: 8 L33 - el
Figura 1. Sintomas de Pudricién de Cogollo. (Fotos MM Roca). A. Hoja flecha caida. B.
Palma necrética a punto de doblarse, C. Tejido interno putrefacto y emite un olor fétido.



Desarrollo de la escala de severidad para Pudricion de Cogollo.

N
SEND.
=~
o
(Sh]
=
NS
(=]
o
oo

Figura 2. Escala de severidad para PC

0) Palma sana: Visualmente no presenta

sintomatologia.

1) Daiio leve: Clorosis de hojas jovenes,
inclinacion de hoja flecha, hojas bajeras
caidas.

2) Daiio moderado: Clorosis en un 50%,
hojas bajeras caidas con necrosis,

aborto de frutos.

3) Daiio severo: Necrosis avanzada,
defoliacién de 75%

4) Palma muerta: Defoliacion de 95%,
necrosis total, meristema apical doblado
y flacido.



Descripcion de sintomas de ALC

Los sintomas iniciales del ALC, se relacionan con la caida prematura de los cocos, la cual
puede ser parcial o total. Posteriormente se da el amarillamiento de las hojas bajas de la
palma y necrosis de las inflorescencias nuevas (Fig. 3).

Las hojas bajas alcanzan una coloracién marrén y pueden permanecer pegadas al tronco
de la planta o caer. Las hojas del medio presentan una coloracién amarilla y las espatas se
encuentran totalmente ennegrecidas. La mayoria de las hojas secas y fracturadas caen y la
planta se asemeja a un poste telefénico (Castillo Lépez 2005).

EE e 1= (o) 5 ()
Figura 3. Sintomas de Amarillamiento Letal de Cocotero: a) Planta sana b) Caida
prematura de cocos, estadio 2. ¢ y d) Necrosis de la inflorescencia y hojas amarillas,
estadio 3. e) hojas se tornan amarillas y marrén, estadio 4. f) palma se asemeja a un poste
telefonico, estadio 5.



Desarrollo de la escala de severidad para Amarillamiento Letal del Cocotero.

Figura 4. Escala de severidad para ALC

0) Palma sana: Visualmente no presenta sintomatologia, 1) Dafio leve: Clorosis de hojas jovenes, inclinacién de hoja flecha, hojas
bajeras caidas, 2) Dafio moderado: Clorosis en un 50% hojas bajeras caidas con necrosis, aborto de frutos. 3) Dafio severo:
Necrosis avanzada, defoliacién de un 90%, 4) Palma muerta: Defoliacién de 100%, tronco parece un poste telefénico.



Diferencias de las infecciones de PC y ALC
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Figura 5.Diferencia de sintomas del Amarillamiento Letal del Cocotero (ALC) y de la

Pudricién de Cogollo (PC)



Criterio de seleccion de palmas con PC para el estudio.

Se utiliz6 la escala de severidad (Figura 2), desarrollada para el estudio, como criterio
para seleccionar las palmas que se utilizaron en el estudio. Se encontraron algunas
limitantes que hicieron la seleccion de palmas ambigua; ya que los sintomas de clorosis
del follaje en etapas tempranas pueden ser confundidos con factores abidticos como
nutricion deficiente y estrés hidrico. En el estudio se utilizaron palmas que tuvieron del
grado 0 al 2 dentro de la escala de severidad (Figura 2).

Seleccion de palmas
Se seleccionaron 20 plantas utilizando la escala de severidad (Figura 2). Las que se
rotularon y dividieron en tres tratamientos. La asignacion de las palmas a los tratamientos
se hizo completamente al azar (Figura 6).
Tratamientos y palmeras involucradas:

1) Seis con aplicacién a la raiz (1, 3,6, 16, 18, 20)

2) Siete con aplicacién al tronco 2,4,7,9,10, 11, 13)
3) Siete sin aplicaciéon (Testigo) (5,8,12,14, 15,17, 19)

’ T1. (Tetraciclina al tronco) T2. (Tetraciclina a la raiz) T3. (Testigo)

Figura 6. Distribucion de las palmeras con sus respectivos tratamientos.
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Rotulacion de palmas para diferenciar tratamientos
Luego de la asignacién de las palmas por tratamiento, se procedié a numerarlas con
pintura de colores, dependiendo el tratamiento:

e Verde para palmas con aplicaciones a la raiz
® Rojo para palmas con aplicaciones al tronco
e Negro para palmas testigo

Posteriormente se membretd el tronco con su tratamiento correspondiente con cinta
Scotch® (Figura 6) y se les dio un nimero dentro de la escala de severidad al principio y
al final de los tratamientos (Cuadro 2).

Aplicacion de Tratamientos
e Tratamiento con tetraciclina a la raiz

En este tratamiento se escarb¢ al pie del tallo del cocotero hasta encontrar una raiz. Esta
fue cortada en la seccién final llamada cofia, para que permitiera una mejor absorcién
de la solucién de tetraciclina. La solucion estaba compuesta de 4 gr. del antibiético y 60
ml de agua, que se aplicé en una bolsa plastica de (20 x 15 cm), amarrada a la raiz.

Aplicaciones.- Se realizaron cuatro aplicaciones con un intervalo de un mes entre
aplicaciones.

»
O

y
N

4 Wt K- N
((. 3/ - ]

02/03/2008 Iﬁ

Raiz dentro de lasolucion e~ ; \ A
o 03178 ‘ 02/03/2008
de tetraciclina J -\ 3 ¥ / /\\\\\\

Figura 7 . Tratamiento a la raiz.

1) Se prepard la solucién en una bolsita plastica de (20 x 15 cm). 2) La raiz se introdujo
dentro de la bolsa con el antibidtico para permitir su absorcion. 3) Se tapd la bolsita con
un poco de tierra como proteccion.
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e Tratamiento con tetraciclina al tronco

Con un taladro manual se a abrié un orificio en el tronco del cocotero con un dngulo de
inclinacién de 40°C y una profundidad de 5 cm. En este se aplicaron 12 ml de tetraciclina
en presentacion de 100 mg/ml. Posteriormente se sell6 el orificio con plastilina para evitar
la entrada de posibles microorganismos contaminantes (Fig. 8). Por sugerencia de
Oropeza (comunicacién personal, & 2008). Se realizaron cinco aplicaciones con un
intervalo entre aplicacion de dos dias. Cabe recalcar que se aplicé el tratamiento en el

mismo orificio todas las veces por lo que solamente fue necesario herir la palma una vez
con el taladro.

Aplicaciones.- Se realizaron 5 aplicaciones con un intervalo entre aplicaron de dos dias.

' Inyeccion de tetraciclina
4 en el orificio

Abenura deI orificio en 1

el tronco del cocotero
. A~ ez v A
Figura 8. Tratamiento en el tronco.

1. Abertura del orificio en el tronco del cocotero. 2. Inyeccién de tetraciclina. 3. Sellado
del orificio con plastilina.

Sellado deI orificio
con plastilina

Comunicacién personal, Dr. Carlos Oropeza, unidad de biotecnologia. C ICY- México.
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Toma de muestras para PC

La toma de muestras para PC no es una préctica bien definida. La norma comun es
derribar la palma y tomar un trozo de tejido interno del meristema con signos de pudricion
y trasladarlo a un laboratorio (normalmente al dia siguiente) para proceder con analisis
fitopatoldgicos. Estas practicas conllevan a un alto grado de contaminacion de la muestra,
al momento del anélisis y no han permitido obtener resultados claros o confiables.

Es dificil identificar los cocoteros enfermos en las primeras fases ya que los sintomas no
son visibles hasta que la enfermedad se encuentra muy avanzada y los sintomas son
comunmente confundidos con el ALC (Rivera Vega 2007). Para muestrear cocoteros con
PC es necesario sacrificar palmas que estén en un estado avanzado de la enfermedad
(grado 3 — 4). Se realiza cortes transversales en el tallo de aproximadamente 80 cm de
longitud, a una altura por encima del meristema apical, para posteriormente hacer un corte
longitudinal, que divida a la palma talada en dos y asi poder tomar una muestra del tejido
interno (FiguralO).

Posteriormente se procedié a tomar la muestra e inocular un frasco de cultivo agar (Figura
10). Los andlisis se realizaron en el laboratorio de Zamorano. En este estudio se pudieron
tomar dos muestras para PC de las palmas ocho y once cuando se encontraban con un
grado cuatro dentro de la escala de severidad (Figura 2).
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Hoias Necraticas

1 Primer corte

2
Se talan las hojas

[

Corte longitudinal
para exponer tejido
con pudricién

| |

|

| #
| o
| |
3 Corte Transversal

del tallo a la altura
del meristema apical

) ]

D

5
Tejido donde se

obtiene la muestra.

Figura 9. Gréfica de toma de muestras para Pudricién de Cogollo
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Identificacion del tejido blando
y fétido

Figura 10. Toma de muestras para PC.
A) Tala y cortes de cocotero. B) Localizacién de pudricién en el cogollo. C) Inoculacién
de la muestra en un medio de cultivo.

Toma de muestras para ALC.

Para establecer si la PC es una enfermedad que ocurre independientemente del ALC, se
procedi6é a tomar muestras para ALC de todas las palmas seleccionadas en el ensayo, sin
tomar en cuenta los sintomas. Se queria investigar si en las palmas con sintomas clasicos
de PC se podia detectar el fitoplasma del ALC, lo mismo que en palmas aparentemente
sanas.

Las muestras se colectaron del tejido interno (floema) del tronco en un buffer CTAB para
evitar la degradacién del ADN (Figura 11) y siguiendo el método descrito en el manual de
Zamorano (Castillo Lisardo 1999) se analizaron las muestras en el Laboratorio de
Diagndstico Molecular de Zamorano.
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1) Recoleccién de la muestra. 2) Muestras de los 20 cocoteros de este estudio.
Analisis de muestras
Analisis de muestras para ALC (PCR)

Las muestras del tejido interno para el andlisis de ALC se procesaron en el Laboratorio de
Diagnostico Molecular de Zamorano, con los siguientes procedimientos:

Extraccion de ADN

El ADN de las muestras se extrajo segin el método Doyle y Doyle (1990) modificado por
Harrison, (1998).

Amplificacion de ADN por PCR directo y por nPCR

Se realizaron pruebas de diagndstico de ALC a través de PCR (Polimerase Chain
Reaction). Se utilizaron los primers universales para fitoplasmas (P1, P7) (Harrison 1998)
y para aumentar especificidad y sensibilidad en el diagnostico, los productos obtenidos en
el PCR directo fueron sometidos a una prueba de PCR anidado (o Nested PCR), técnica
que utiliza primers especificos para el grupo de Amarillamiento Letal. Para primers
(LY16S/LY16S23rs) (Harrison 1998) (Cuadro 1).

Electroforesis horizontal
Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1% a 80 voltios.

Posteriormente el gel fue tefiido en una solucién de bromuro de etidio para visualizar los
resultados con luz ultravioleta.
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Cuadro 1. Primers universales y grupos especificos del Amarillamiento Letal de
Cocotero

Primer Secuencia Autores

P1 AAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG GATT  Dengy Hiruki 1991
P7 CGT CCTTCATCGGCTCTT Scheneider 1995
LY16S CAT GCA AGT CGA ACG GAA ATC Harrison 1997
LY16S/23sr TTG AGA ATT TAC GTT GTT TAT CTAC  Harrison 1997
LYRI1 TCG TTT TGA TAATCT TTC ATT TGA C Harrison 1997
LYF1 CAT ATT TAT TTC CTT TGC AAT CTG Harrison 1997
Analisis para PC

El andlisis para PC fué realizado en un estudio paralelo (Suazo Tejada 2008) quien
realizé una caracterizacion bacteriolégica clésica, pruebas bioquimicas, un anélisis
molecular por PCR y pruebas de patogenicidad (bioensayos).



RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de sintomas de ALC y PC

La caracterizacion sistemdtica de los sintomas del Amarillamiento Letal del Cocotero
(ALC) y de la Pudricién de Cogollo (PC) permiti6 establecer sin ambigiiedad que ambas
enfermedades tienen una sintomatologia parecida al inicio de la infeccién (grado 1-2),
pero a medida que la enfermedad avanza (grado 3-4), los sintomas de infeccién se tornan
muy caracteristicos y es posible distinguir el ALC del PC. (Figura2). La enfermedad de la
PC en cocotero en Honduras es una enfermedad independiente del ALC y no un efecto
secundario del ALC.

Tratamiento con tetraciclina al tronco

En las aplicaciones de tetraciclina cada dos dias la palma absorbié el volumen total del
antibidtico solamente durante las dos primeras aplicaciones. En las aplicaciones
subsecuentes hubo saturacién en las palmas, que llegaron a expulsar parte del antibidtico
inyectado. Se concluye que este no es el procedimiento apropiado para inyectar
antibidtico en palmas de coco.

De las siete palmas tratadas se obtuvieron: cuatro palmas con aparente reversiéon de
sintomas de grado uno a cero, una que mantienen el grado de severidad desde el inicio
hasta el final del estudio y en estados terminales de la enfermedad (Cuadro 3).

Tratamiento con tetraciclina a la raiz

Al realizar la aplicacién de tetraciclina a la raiz con intervalos entre aplicacién de un mes,
se observé que hubo una absorcién total del producto en un tiempo de dos a tres dias.
También se observé retardo del avance de la enfermedad en tres palmas (Cuadro 2).

De las seis palmas tratadas se obtuvieron: tres palmas con reversion de sintomas de grado
uno a cero, dos que mantienen el grado de severidad desde el inicio hasta el final del
estudio y una en grado tres en la escala de severidad (Figura 2)

Testigo
De las siete palmas se obtuvieron: una palma con aparente reversion de sintomas de grado

uno a cero, cuatro que mantienen el grado de severidad desde el inicio hasta el final del
estudio, una en grado tres en la escala de severidad (Figura 2)
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La reversion de sintomas en algunas palmas, en especial la nimero cinco crea
ambigiiedad por cambiar de grado 1 a 0 en la escala de severidad, sin que se le haya
aplicado ningun antibiético. Posiblemente esta observacion se deba a que la planta no
presentaba clorosis por PC si no por otros factores no determinados en este estudio. Una
de las dificultades para determinar infecciones tempranas por PC en palmas es la similitud
de sintomas de la enfermedad con los de deficiencias nutricionales o estrés hidrico.
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Cuadro 2. Resultado de los tratamientos con tetraciclina a la raiz o al tronco

Fechas de monitoreo

Palmas Tratamientos 12/03. 18/04. 22/05. 08/07. 06/10. ALC PC
1 A laraiz 0 0 0 0 0 - n
3 A laraiz 1 0 0 0 0 - n
6 A laraiz 0 0 0 0 3 - n

16 A laraiz 1 1 0 0 0 - n
18 A laraiz 0 0 0 0 0 - n
20 A laraiz 1 0 0 0 0 - n
2 Al tronco 1 1 0 0 0 - n
4 Al tronco 0 0 0 0 0 - n
7 Al tronco 2 2 2 2 3 - n
9 Al tronco 1 1 0 0 0 - n
10 Al tronco 1 1 1 0 0 - n
11 Al tronco 1 2 3 4 4 - X
13 Al tronco 1 1 0 0 0 - n
5 Testigo 1 1 0 0 0 - n
8 Testigo 0 2 3 4 4 + X
12 Testigo 0 0 0 0 0 - n
14 Testigo 0 0 0 0 0 - n
15 Testigo 0 0 0 0 0 - n
17 Testigo 0 0 0 0 0 - n
19 Testigo 0 0 0 0 0 + n

+ Plantas positivas para ALC; - Plantas negativas para ALC; x Plantas positivas para PC, n No se hizo prueba
0. Palma sana, 1. Dafio leve, 2. Dafio moderado, 3. Daifio severo, 4. Palma muerta.
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Analisis de tratamientos

Cuadro 3. Evolucién del grado de severidad del dafio en las palmas.

Grado de severidad (al tronco) (ala raiz) (testigo)
Inicial Final (7 palmas) (6 palmas) (7 palmas)
0 0 1 2 4
0 3 1
0 4 1
0 4
1 0 4 3 1
1 4 1
2 3 1 1
7 6 7

Analisis de muestras para PC.

La toma de muestras para PC se realizo unicamente en las palmas 8 y 11, cuando se
encontraron en la etapa terminal de la enfermedad. De las muestras obtenidas se pudo
aislar colonias de bacterias las cuales se encuentran en etapa identificacion (Suazo Tejada
2008).

Analisis de ALC por PCR

Después de realizar el andlisis para ALC de las 20 palmas se observd que las plantas 8 y
19 resultaron positivas para ALC en la gel de electroforesis (Figural2). Dando como
resultado la senescencia de la planta 8 que presentaba a parte de los sintomas de ALC,
sintomas de PC en escala 3 (Figura 2). Por lo que se clasifico como una palma con
infeccion mixta (ALC y PC). Por el contrario la planta nimero 19 no present6 sintomas de
ALC pero mostré resultado positivo al realizar el PCR.
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Cuadro 4. Relacién entre sintomas y presencia de patégenos.

Muestreos Sintomas de severidad al muestreo Analisis de laboratorio
Palmas  12/03/2008 06/10/2008 Sana ALCo PC Mixta ALC PC
1 0 0 X - n
2 1 0 X - n
3 1 0 X - n
4 0 0 X - n
5 1 0 X - n
6 0 3 X - n
7 2 3 X - n
8 0 4 X + +
9 1 0 X - n
10 1 0 - n
11 1 4 - +
12 0 0 X - n
13 1 0 X - n
14 0 0 X - n
15 0 0 X - n
16 1 0 X - n
17 0 0 X - n
18 0 0 X - n
19 0 0 X + n
20 1 0 X - n

+ Plantas positivas para ALC o PC; - Negativas para ALC; x Plantas positivas para PC; n No se hizo
prueba; 0. Palma sana; 1. Dafio leve; 2. Dafio moderado; 3. Dafio severo; 4. Palma muerta; oo No presentd
sintoma

En consecuencia se comprueba que el ALC y el PC son dos enfermedades independientes
y establecen que el PC no es un efecto secundario del ALC, como se lo ha considerado
(Cuadro 4).

La palma 8 y 20 no mostraron sintomas clasicos de ALC, pero sin embargo fueron
positivas al fitoplasma del ALC al analizarlo por PCR. No fue posible analizar todas las
palmas para PC ya que el muestreo requiere sacrificar la palma y un andlisis subsecuente,
laborioso y costoso.
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Figura 12 Gel de electroforesis para Amarillamiento Letal de Cocotero al 1% mostrando
productos del PCR con P1P7

Productos de la amplificaciéon obtenida por PCR con primers P1P7. E: Escalera
molecular, C+: Control positivo, C-: Control negativo. Flechas indican los productos de
la amplificacién obtenidos 1,700pb en las muestras 8 y 19.

Ya que el ALC es causada por un fitoplasma (bacteria sin pared celular) sensible a
antibidticos, y el PC es posiblemente causado por bacterias del genero Erwinia (Rivera
Vega 2007; Suazo Tejada 2008), se considera apropiado tratar palmas con infecciones de
ALC o PC, con tetraciclina. El tratamiento de ALC con inyecciones de tetraciclina es
ampliamente utilizado en la Florida y otros lugares donde se cultivan palmaceas como
ornamentales.



CONCLUSIONES

Se determiné que la PC es una enfermedad independiente del ALC, y no un efecto
secundario del ALC como se creia histéricamente. Este resultado es significativo para
las plantaciones de coco en Honduras.

La clorosis que presentaron algunas palmas al principio de los tratamientos pudo
deberse a factores no determinados en este estudio y que se consideraron
erréneamente sintomas de PC. Este hecho dificulto la interpretacién posterior de
resultados, con los tratamientos de tetraciclina.

La tetraciclina inyectada al tronco no es absorbida por la palma de coco.

Se encontrd una palma con infeccién mixta de ALC y PC.

RECOMENDA CIONES

Encontrar una plantacion comercial de cocotero de mayor escala que permita ampliar
considerablemente el nimero de palmas analizada y permita aplicar un anélisis
estadistico al estudio.

Evaluar un sistema de inyecciéon Emicina® diferente, como el utilizado para el manejo
de ALC.

Se recomiendan practicas culturales (control de malezas, distanciamiento adecuado,
fertilizacion, drenajes) y como medida de proteccion contra enfermedad, la aplicacion
de fungicidas.

Se recomiendan seguir las précticas realizadas en Jamaica, monitoreando sintomas
tempranos de cualquier enfermedad y derribar y quemar las palmas enfermas.



LITERATURA CITADA

Castillo Lépez, D. 2005. Evaluacién de la situacion actual de las variedades resistentes a
la enfermedad del Amarillamiento Letal del Cocotero (ALC) en Atldntida y Colon,
Honduras. Tesis Ing. Agr. Escuela Agricola Panamericana El Zamorano, Honduras. 53 p.

Castillo, M. 1999. Estudio basico de la diversidad genética del fitoplasma causante del
Amarillamiento Letal del Cocotero en Honduras. Tesis Ing. Agr. Escuela Agricola
Panamericana El Zamorano, Honduras. 53 p.

Doyle, J.; Doyle, L. 1990. Isolation of plant DNA from fresh tissue. Focus 12:13-15.

Fremond, Y.; Ziller, R.; Nuce de Lamonthe, M. 1969. El Cocotero; Pudricién del Cogollo,
Coleccion Agricultura Tropical. 1 * ed. Barcelona — Espana. 165 p.

FONINPAL (Fondo de Investigaciéon en Palma Aceitera). 2003; Pudricién del Cogollo,
Boletin informativo nro. 24. En linea. Visitado el 5 de octubre de 2008. Disponible en:
http://www.foninpal.org/boletines/boletin2