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RESUMEN

Hartison, Bérbara, 2000, Diagndstico molecular v evaluacion de la resistencia de los
hibridos MAPAN al Amaiillamiento Letal del Cocotero (ALC) en Honduras, Proyecto
Especial del Programa Ingeniero Agronomo. Zamorano. Honduras. 49 p.

El Amarillamiento Lectal del Cocotero {ALC) es una enfermedad dcvastadora que se
reportd en Honduras por primera vez en 1995, Se calcula que ha aniquilado e] 6€% dc
las poblaciones de cocoteros Alto del Atlantico (Cocos nucifera) en el litoral Norte e Islas
de la Bahia y se estima quc acabe con 90% de la poblacidn de estas palmas. Esw
enfermedad presenta una sintomatologia similar a la de otras enfermedades del cocotero,
por lo que un diagndstico molecular es la inica manera confiable de detectar la presencia
del fitoplasma cavsante Y estudiar su epidemiologia. En este estudio sc op¥mizo el
método de diagnostico molecular de la enferrmedad para obtener resultados ¥ emitir
conelnsiones confiables, Se utiliaaron dos primers, los P1 & P7, universales para la
deteccion de fitoplasmas, ¥ tos LYF1 & LYRI], espacificos para la deteccion del
fitoplasma de ALC octurente en Florida, EE,UU. Debido a que ¢l ALC no tene cura, es
necesario iniciar programas de replantacion con variedades de coco resistentes. En la
plantacién de hibridos resistentes MAPAN en Salado Lis Lis, propiedad de la Standard
Fruit Company, sc rcgis¥d una alta morselidad de las palmas después del Hiracén Mitch,
situacion que p1s0 en duda la resistencia de estos hibridos a la enfermedad. Por lo
antcrior, se 1ealizd un muestreo en el que se determind que, aunque la enfermedad esta
prescaote en la plamacion, su incidencia se encuentra denwo de @5 limites accptables para
el hibrido (20%). El insccto vector de la enfermedad, Ayndus credus, se encuenwa
ampliamente distribuido en la Coste Atlantica del pais, pero no se descaita la presencia
de otros vectores, por lo gque se recolectazon e identificaron owos posibles vecteres. Se
utilizo la técnica de RFLPs para comparar e] fitoplasma de distintas procedencias de
Honduras, pero no s¢ encontré diferencia alguna.

Palabras claves: Cacos nucifera, fitoplasma, hibridos MAPAN., Myndus crudus,
primers, RFLPs.
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Dr, Abelino Pitty
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NOTA BE PRENSA

VAREDADES RESISTENTES:
UNICA SOLUCI®N VIABLE PARA EL MANEJO DEL
AMARILLAMIENTO LETAL DEL COCOTERO

El Amarillamiento Lewa!l dc) Cocotero (ALC)llegd a Honduras en 1993
continuando von su devastador paso por las costas caribebas. Afortunadamente, se han
desatrollado hibridos resistentes a laenlenmedad, tales como el MAPAN, utlizado ya
para replantaciones de Jocalidades como Salado Lis Lisy Cuero ) Salado en fincas
propiedad de la Standard Fruit Company.

En Honduras, se estima que el ALC arrasard con el 90% de las Palmas A lto del
Atléntco, vaniedad predominante en la Coswy Alantica. Este problema se agrava si
adem4s del deteriozo del paisaje, se considera que las comunldades garffunas dependen
de vstas palmas, en gran proporcion, paca su dicta y cultura en general,

El vector de Ja enfermedad es la chichurrita Myndus crudus, distibuida
ampliamente en el territorio honduredo. Los inmadures de este insecto habitan Jas rajees
de todo tipo de pastes, lo que na pcrmite controlar la enfermedad atacando al vector.

La enfermedad del ALC es causadu por un fitoplasma, organismo similar a una
bacteria, pero sin pared celular que puede controlarse por algin t.empo con antibiéticos
de la lamiliade las Tetraciclinas; sin embargo, el trasemiento es caro y li muertede la
palma ocurre eventualmente. Hasta el momento sc cree que Ja Uinica solucion viable para
1a replantacion de las zonas afectadas son Jos hibridos resistentcs.

Sin embargo, durante un estudio realizado sobre e] ALC surgieron dudas con
respecto a laresistencia de los hibridos cuando aproximadamente e] 70% de los
especimenes de la finca Salado Lis Lis presenteron sfntomas que, en Su momento, fueron
atribuides al ALC.

Zamoruno, dnica instin:eion en Honduras que cuenta con el equipo adecuado para
realisar diagnosticos molecula: es realizé un estudjo para verificar la causa de los
sfntomas dctcctados en Jas plantas afectadas.

Para determinar Ja posible incidencia del ALC en la plantacién se realizd un
muestreo al 2mar. De un total de 21 muestras unalizadas,-salamente al 19% se le detectd
¢l fitpplasma. Si se considera Que los hibridos ticnen un 80% de resistencis, csta
incidencia se encuentra dentro de los Ifmites aceptables.

Sin embargo, antc Ja incogpita de qué estaba tausando 105 sintomas. se tomaron
muestras de 14 hibriclos enfermos. Sc analizaron las muestrzs, pero en ninguna se detectd
el fiteplasma.



Con el resultado anterior se cencluyé que, aunque la enfermedad estd presente en
la plantacion enun 19%, la mayor causa de mortalidad prebablemente es afribuible a un
factor abidsico,

Aunque Jos costos ecenomicos y sociales que ha ocasionado la enfermedad en
Honduias son altos, no tedo esté perdido. La replantacion con hibridos resultaré cara y

los resultados se verdn de mediano a largo plazo, sin embargo es, hoy per hey, la Gnica
solucion viable,
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1. INTRODUCCION

[l cocotero (Cocos nucifera), una planta de la familia Palmae, monocotiledénea. es
caracieristica de los paisajes tropicales alrededor de! mundo. Esta planta llego al Caribe
v posteriormente al restn de América, hace aproximadamente 450 afios. Su origen se
ubica en la Islas del Pacifico en la zona Suruccidental de Asia y Africa Occidemel
(Ucbina, 1997).

La planta del cocotero se explola principalmente para la extraccién de aceite de la copra
(carne de coco o cndosperma dv [a semilla). Ademas del acelte, la came de coco es
insumo importante en [a manufactura de dulces, ¢rema, leche de cocn y variedad de
productos comecstibles.

Segiin Urbina (1997), una caracteristica importante de vsw palmers es su resiswncia, no
solamente a suelos salines. sino también a la brisa salada, condicién guc en owas palmas
produce secado de las hojas. Esta caracleristica coloca al ce«:otero en una situacién
privilegiada en relacién a onas oleaginosas.

Por otru lado, vna de las mayores limitantes de esta planta es su susceptibilidad a ataques
por una eran varicdad de patdogenos. Segun Proceedings of the werkshop en lethal
diseasc of cocenut causcd ¥ phyioplasma and their impenance in Southcast Asia (1998)
tos problcmas fitosanitarios méds comunes quc afectan al cocotero en Honduras son: la
pudricion del cogollo (Phyrophtora paimivore), el anillo rojo causado por un nemsdtodo
(Rhadinaphelenchus  cocophilus) y el “Hartror” causado por un Tripanosoma
(Phytomenus); sin embargo, ¢l mas importante en la acwalidad es el Amarillamicnto
Letal del Cocetery (ALC), una devassedora enfermedad cansada por un fitoplasma. En
Ameérica existen reportes de la enfermedad en Jamaica, Islay Gran Caiman, Cuba, Haiti,
Republica Bominicana, Bahamas, FEstatlos Unidos, México, Belice y Ilonduras
(Villanueva, e7 ¢/, s.f.) y es posible que ya cstd en Guatemala. Aunque la enfermedad
fue reportada como un serio problema en la cuenca del Caribe ¢n la década de los 70’s, se
reporté en !{onduras hasty 1993 en los Islas de la Bahia. De ahise desplazd, en 1996, a
tiena firne, cspeeificamente al municipio de Sania Fe, departamento de Coldn. El ALC
sc ha ido dispersando al Este, a otros municipios de Coldn, tales como Trwillu, Aguan,
Limén, iriona ¥ Balfate, ¥ al Oeste al departamenw de Atantida, no solamente en ticrra
(inne, sino que salté a Cayos Cochinos'. Se espera que cventualmente la enfermcdad

' RAUDALES, S.T. 2080. Charla sobre ALC en Hondwas, Tela, Hendurzs, SENASA. (Cemunicacitn
Persenal)
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cubra tode el tenitorio hondurcho, por lo que es necesario impulsar plunes de
replantacion incluso en los lugares donde 1odavia no ha llegado la enfermedad.

La enfermedad es transmitida por la chicharrita Myndus crudus. Bebido a que la cste
insecto es endémico al cocotero en el pais, exislen dos hip6tesis principales acerca de
como [legaron vectores infectados a Honduras, La primera dice que, debido a que sas
cstadios inmadures habitan v se alimentan de las raiccs dc pastos, ninfas infecwedas
vinieron en pastos imponados dec Miumi o México durante Ja consuuccién de hoteles en
Roatdn, Islas de la Bahia. Por otro lado, se cree que individues infectados del vector
fueron simplcmente arrastrados por ¢l viento hasta territoriv hontlurerio.

En las comunidades garif unas, en las que aproximadamenie el 75% dc sus habjantes vive
en extrema pobreza. los pobladores dependen en gran parte dc su alimentacién en los
productos que ellos mismos producen. Elcoco constituye parte fundamental cn la dicta y
cultura de estas comunidadcs, pero desde 19935, esta importante fuente alimentaria ba sido
devastado por el ALC (Cartholic Rclicf Services ]londuras/Caritas de Honduras, sin
publicar).

Lasintomatologia de] ALC incluve la caidade lrutos de todos Ing tamafios, Ja necrosis de
las inflorcscencias, un amarillamiento progresivo desde las hojas bajeras v, finalmente, la
muerte de la corona. dejnndo solamente el estpitc con un aspecto de poste telefénico.
Esta sintomatologia es muy similar a la del anillo rojo y la del “Harmot™, por lo que el
método de diagndstico basado ¢cn sintomas visuales no es confiable, El desarrollo de
métodos apropiados para distinguir e identificar las enlermedades presentes cs de suma
importancia. I.as pruebas moleculares, ademds de constituir un método de diagndstico
muy preciso, permiten el estudio de la epidemiologia de la enfermedad y la
caracterizaciOn del patdgeno, pasos indispensables para el desarrollo de un manejo
integrado de la enfermedad. Ademdss, debido a que los fitoplasmas no pueden ser
cultivados en medios antificiales, lo que fucilitaria su diagndstico, las pruebas
moleculares adquiercn aun mayor importancia.

Una vez que la planta contrze la enfermedad, 1a mucrte de la palma ocuire en un periodo
de 6 2 9 meses y su posterior dispersién ¢s sumamente rapida,

El ALC hoy en dia no ticne cura, Solamente se conoce ¢l ratamiento en base a
inyectiones de oxitewraciclina que rctrasa la aparicion de los sfntomas y pucde causar
remision de fos mismos ¢n etapas lempranas de la infeccién. Su efecto dura de tres a
cuatro mescs, momenta en el cual debe volverse @ aplicar, Esta técnica se utiliza con
tines de investigacion como herrsmicnta de diagndstico para confirmar la etivlogia de un
fitoplasma. Como estiategiade control, se usa solomentc cn palmas omamentales de alto
valor econdmico debido a su costo elevado ¥ su poca cficacia para controlar una
epidemia.

La unica solucién viable hasta la fecha es la n:pluntacion con material resistentc a la
enfermedad. Se conoce que los Cocoteros Altos del Atldntico de Honduras son altamente
susceptibles al ALC. mienmas que las variedades enanas, como el Malayo Amarillo,




Malayo Rojo y Malayo Verde, presentan un alto grado de resistencia. El problema paru
la adopcidn de las variedudes enanas radica en que las comunidades costeiras han
utilizado siempre la variedad Alto del Atlantico, con caracterlsticas agronémicas muy
especificas v diferentes a la de los Lnanos Malayos. Estos tiltimos, por otro lado, sc
considcran para las replantacioncs por ¢l bajo costo y facil disponibilidad de su semilla.
Ademis de variedades resistentes. desde la déceda del 70, cuando inicié la epidemia dc!
ALC en Jamaica. se bhan desarwllado hibridos resistentes mecdiante el cruce entre
Cecercros Altos del Pacifico y variedades cnanas, Los Cocoteros Alwos del Pacifico
preéentan un grado de resistencia alrededor del 40% (Berlin, s.1%) y poseen caracteristicas
dcl fruto de calidad similar a las del Alto del Atléntico, que son muy apreciadas por las
comunidades costeras. FEjemplos de hibridos desarrollados incluyen el MAYPAN, un
cruce entrc Enano Malave y Alto de Panama (un tipo de Alto del Pacifico), el MAPAN
el MAREN, dos hibridos producidos en Costa Rica. El MAYPAN, desarrollado en
Jamaica, y las varicdadcs enanas han sido utilizados con mucho ¢xito en la rehahilitacien
de planseciones de cocoteros en varias islas del Caribe. El MAPAN v el MAREN han
sido utilizados por la Stmandard Fruit Company para resembrar sus plansaciones en las
localidades de Salado Lis Lis v Cuero y Salado. Sin embargo, la plantacién dec Sulado
Lis Lis estd siendo afectada por una sintomatologia similar a la del ALC. Actualmente.
existe un fuerte programa en el Centro de Investigacién Cient fica de Yucatdn (CICY) cn
México que se ocupa de la cvaluacién y promocién de estas palmas (Haries, 1999).

Es imponante detemuinar i la cepa del patégenn es la misma en Honduras v en los
lugarcs donde se han desarrollado los hibridos y viardedades resistentes para predecir si
preéentardn cl mismo grado de resistencia y produccién bajo condiciones localcs, Para
lograr csto es necesario establecer ensayos de resistencia varietal en plantaciones en
bloque en zonas de alta ¥ mediana incidencia (11arvies, 1999), €s importante también
caracterizar muestras del fitoplasma de distinias procedencias de Honduras v
posterionnente, cempararlas con mucstras provenientes de otros paises, tales como
Jamaica, Haiti, Estados Unidos, M¢Xico y etros lugares afecsedos, Utilizando enzimas de
restriccidn, se ha encnntrado cicrias diferencias entre el fiteplasma del ALC ocurrente en

Miamy v el fitoplasma dc Jamaica®.

Actualmente, en Honduras, existen diferentes instituciones y organizacioncs que trabajan
en las dreas de investigacion. extensién/difusién y rehabilitacién en comunidades
afectadas por el ALC, tales como FHIA y la “Red Salvemos el Coco”. conformada por:

—~ Pasworal Social — Cériias de Honduras

— Pastoral Social ~ Céritas de Trujillo

~ PROLANSATE (Fundacion para Ia Pretcccién de Lancetilly, Punta Sal y Texiguat)

— C@®NPAH (Confedcracién de Pueblos Autéctlonas)

~ CIDH (Cenmur Indcpendieate para ¢l Desarrollo de Honduris)

— Coopcrativa Alianza Garinagu

~  APROSA (Asociacidn de Profesionales de Sangrelaya)

~ FUCAGUA (Fundacién Capiro, Calentura y Guaymoreto)

P HARRISON, N. 1999. Conyersacion subre ALC. Florida, EE.UU
. Universidad de Florida. (Cemunicacion Persunul)




— OFRAMEH (Organizacion Fraiernal Negra de Honduras)

— BAYAN (Asociacion de Desarrollo Bahai)

— Programa Nacional del Coco - Direccion de Ciencia ¥ Tecnologfa Agraria (DICTA)
v Servicio Nacional de Sanidad Agropecuana (SENASA)

— Zamorano

{Catholic Relief Services Honduras/Ciritas de Honduras, sin publicar).

Una de las principales preocupaciones tratadas por la Red actuslmente, cs la variedad a
utilizur para la replantacion de las zonas aleceadas. LEn un principio se creyo civgamente
en los hibridos, sin embargo, luego del problema surgido con los hibridos en Salado Lis
Lis, se creaton preocupaciones sobre su desempeno. Es ahi donde surgio el interés de
Zamorano por clarificar la situacion.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo General

Estudiuar la epidemiologia del Amarilamiento Letal del Cocotero en Honduras. utilizanda
técnicas moleculares. pam apoyvar ¢l desarollo de un manejo de la enfermedad.

1.1.2  Objetivos Especificos

. Opumizar ¢l método de diagndstico molecular para el fitoplasmadel ALC.

2. LEvaluarlaresistencia de [os hibridos MAPAN al ALC,

3. Confirrnar la presencia del fitoplasma c¢n el vector repottado, Myndus crudus. en
Honduras e idenficar oxos posibles vectores.

4. Dercerar el fitoplasma en plantas jovenes asintomdticas.

5. Caracterizur parcialmente el fitoplasma del ALC ocurrente en Honduras por medio de
LEnzimas de Restriccifn o “*Restriction Fragment 1.ength Polimmphisms™ (RFLPs),



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 COCOTERQO {Cecus nucifera)

2.1.1 Taxonomia

La ubicacidn (axonomica del cocotero, segun Robert y Zizumbo {1990), es la siguiente:

Reino: Vegetel
Divisidn: Trachcephyta
Sub.division: Ptcrepsidae
Clase: Angiospermae
Sub-clase: Monocotilceneae
Orden: Arecales
Familia: Palmaccae
Tribu: Ccroxelinae
Género: Cocos
Especie: (Cneos nucifero L.

La familia Pafmae es una de las monocotiled§ueas mas importantes. El género Cocos es
monotipicu debido a que solamentc contiene Ja especie C. nuciferu (Robert ¥ Zizumbo,
1990).

2.1.2 Descripeion betanica

La palma de coco pucde vivir hasta 100 atios. Ticne un solo tronco, de 20 a 30 m de
altura, color gris y marcado por cicatrices en forma de anillo dejadas per hojas caidas,

Tiene hojas pinadas de 4 a 6 m de largo.

Las infloreseencias. provenientes de las avilas de las hojas, emergen envueltas por una
cspata. l.as flores femeninas se situan en la base de la inflorescencia. mientras que las
masculinas [o hacen en o dpice. Las flores estan compuestas de pétalos lanceolados, seis
estambres y un evario de ues carpelos. L.a polinizecion couzada ecwre con ayuda de]
viento o inscctos.

El fruto pesa entre 1 y 2 kg. Es una drupa con un cpicarpo delgado y liso, un mesecarpo
fihroso con un grosor de 2 a § cm y un endecarpo ledoso. La semilila es rica cn reservas
incalizadas en un endospermo, parte solido (came del coco) vy patte liquido, Durante la
germinacidn, la radicula sule a navés de uno de los ures peres germinativos.




2.1.3 Importancia

Pequenos agricultores mantiencn la produccién de coco en m4s de SO paises
subdesarrollados alrededor del mundo (Proceedings of the workshop on lethal discases of
coconut caused by phytoplasma and their importance in Southeast Asia, 1998). En los
trdpicos se considera al cocoterey 1a principal fuente de obtencion de acetic (Robert v
Zizumbo,1990). Eswa imporiancia se deriva de los siguientes beneficios que acompaian
¢l cultivo del cocotero:

« Tolerancia a variedad dc condiciones agroclimaticas
Produccién continua haste por 60 afios
« Constanic provisien dc productos de utilidad a lus {amilias
e Mantcnimicnto de la plantacion sin necesidad de inversion de capitl
¢ Procesamiento artesanal del producto pruvee ingreso familiar exra
(Proceedings of the workshop on lethal discases of coconut ctused by phytoplasma and
their Imporsance in Southeast Asia, 1998),

2

.2 FITOPLASMA DEL AMARILLAMIENT® LETAL DEL COCOTERO
(ALC)

2.2.1  Agenie causal

En 1967, los investigadores Doi. Teranaka. Yora y Asuyama (citado por Agrios, 1993).
observaron al microscopio clectronico microorganismos similures 8 los micaplasmas,
pero sin pared celular, cn los tubos cribosos del floema de plantas inf:ctadas con
enfermedades del tipo “amariilumiento™ (ver Figuro ). Hasta entonces se pensabu que
los agentes causales de cstas enfermedades eran virus, Ademds de la deteccion de esos
microorganismns en las plantas, también se encontrarou en lus inscctos vectores de las
enfermedades (Agijos. 1993).  Ahors sc¢ conocen fitoplasmas wusociados con
enfermedades de mas de 300 especies de plantas (Tymon, ¢/ ol.. 1997). El numbre
Amarillamicnto Lesal fuc aplicado por primera vez por Nutman y Roberts en 1955
(citado por Robert y Zizumbo,1990).

Bos caracteristicas propias de los [iloplasmas, que los permiten diferenciur de otros tipos
de microorganismos son: su susceptibilidad al tratamicnto con los antibidticos e la
familia de Ias rcuaciclinas. mas no al tralamienio con penicilina, suprimiéndose los
simomas de la enfermedad por algunos mcsces y el hecho de que no pueden cultivarse en
medios artificiales (Agrios, 1995). La aplicacion de antibidticos a los drboles ¢y miy
exitosa cuando sc¢ inyccwan directamente al trontu, ya sca por presidn o llujo por
gravedad y tienc mcjor resultado si sc aplica durante Jos primeros estadios de la
enfermedad (Agrios, 1995).

Las células de los filoplasmas carecen de pared celular, esiin rodeadas por una
memhrana “upitaria” cumpuesta dec tres capas ¥ poseen citoplasma, ribosornas



filamentos de material nuclear. Su forma va de esferoidal a ovoide o de iregularmente
tubular a filamentosa {Agrios. 1995). La falta dc pared celular verdadera se debe a que
los fitoplasmas carecen de la habilidad necesaria para sintetizar las sustancias requeridas
para formar la pared celular (Castane-Zapata, 1994).
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Foto: Compendium of friut discases (1994).

Figura 1. Imagea del fitoplasma del ALC visto
¢n un microscopio electronico.

222 Sintomas

E) patogeno aparece en ua iniciv tn las cdlulas jewvenes del floema. La necrosis en Jas
inflarcscencias aun cerradas se manifiesta cun puntas ennegeecidas y la mayoria de flores
masculinas mucrias y negras {Agiios, 1995), Las palmas muercen de 6 a 9 meses después
de la apaiicion del primer sintoma {Proccedings of the workshop on lcthal discase of
coconut caused v phytuplasma and their importancc in Southeast Asia, 14/98),

Los primeros sintomas especificos en las palmeras infectadas econ ALC estan
relacionados con tejidns en crecimicents activo:

Cuida premarura de nueces de todos los tamasios

Neerosis de las infiorescencias inmaduras

Muerte de terminacioncs radiculares en crecimienio activo

e Amaiillamienio v necrosis dce las frondas comenxando de las més vie jas

e Necrosis cventual de la hoja bandera

+ Necrosis de los tejidos alrededor del muristema, donde s¢ desarmolla una pudricidn
interna malolienic

(ver Figura 2) (Proccedings of the workshop on lethal ditcasc of coconut caused y

phytoplasma and thcir importence in Southcast Asia, [1998).




Fotoe: ALAL Doyvle

Figura 2. Secuencia de los sintomas en Cocotcros Altos de Atlémteo infectados con
ALC. (a) Caida de cocos de todos los tamanos. (b) Necrosis dc las inflorescencias.
(e). (d) y (e) Amaillamicato progresivo desde l1a base de la corona. (f) Muertc de la
planta, sintoma conocido como “poste telefdnico™.



Diferentes actividadcs fisioldgicus que se ven entorpecidas por el agente causal de la
enfe¢riedad son causantes de los distinws sintomas. Ll aborto de frutos y la necrusis de
las infloresceneias se pudrfan deber a una disminucion en el suministro de nuttimentos.
va que los fitoplasmas estan confinados a los tubos ciibosos del flocma v las células
vecinas, aumentando as{ el contenido de sdlidos de las exudaciones del misma. Estos
piimeros sfntomas padi{an deberse tambi¢n a un desbalance hormonal, El amarillaniento
de I#s hojus puede dcberse al cieire de cstomas, provocando una deficiencia de
nutrimentos ¥ fotosimatos en gencral, 0 una dlsminucitin en el suminisire de citocininas y
giberelinas, ocasionando sintomas tipicos de senestencia. La necrosis en la ralz puede
debherse a la disminucion en e[ transporte de nutnimentos a esta parte de la planta por el
daino e¢n el floema (Robert v Zizumbo,1990). En resumen, segiin Casweno-~Zapata (1994):
“Los fitoplasmas provucan la formacion de polisscdridos que bloguean parcialmente el
movimiento de la s2via, impidiendo la distribucion noimal de {itohormonas y enzimas”.
lo que provoca los sintomas.

Varios investigadores han mostrado que las planias jovenes, menores de tres ilus son
raramente afectadas por ¢l ALC bajo condicionas de campo (Alvarado, s.t%),

2.2.3 Dispecsién

Unaenfermedad con la sintomatologiadel ALC en Améiica fuc per primera vez descrita
en las Islas Gran Caimin en 1834, El primer reporte de 12 enfermedad como tal fue en
Jamaica cn 1891. Desdc cntonces se ha reportado por todo ¢l Caribe con diferentes
nombres. En Africa existe esta v otras enfemuedades causadas por un (itoplasma desde
1917 v, a) igual que cn Amériea Latina. se han ido dispersando a otros paises (ver Cuadro
1) (Robert ¥ Zizumbo, 1999).

Las enfermedadecs de tipe Amarillainienty Lewal en coco han matado aproximadamente a
15 millones de palmas de coco (Procecdiny’s of the \workshop on lcthal disease of coconut
caused y phitoplasma and their importance in Southcast Asia.1998).

La disuibucion del ALC es un claro ejemplo de la distribucion por salto que se considera
tipicade la dispersion por viento. La prepagas:idon ocurre de dos maneras:

a) Disperyion radial o en fecos. Ensu mayoria. el ALC se produce denuo de una zona
local de unos 100 m de didmetro alrededor de un foco de alta incidencia de la
enfermedad. Deniro de esta zen4a, la dispersion no es continua, sino que infecta un
drbel v pasa por alto algunos antes de atacar a otro. Esto causa que los focos de la
tnftrmedad scan difusos.

b) Wispcrsion en “saltos™. La enfermedad puede producirse brincando 180 km o mss
antes de eswmblecersc un nucvo foco de infeecion (Robert \v Zizumbo, 1990;
Alvarado. s.i%).
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Cuadro 1. Allo en que sc repontd por primera vez una eafermedad con simtomatologia
tipica del ALC y el nombre que se le dio en distintos pajses de los continentes americano

y afficano.

. , Adie de reporte Nombre gue se le dio a
Continente  Pais del ALC la enfermedad
América Isla Caiman 1834 Desconocido

Jamaica 1S9) West end bud-rot
Cuba 1870 Pudricitn del cogollo
Hait 1920 Desconocido
Repablica Dominicana 1929 Desconocido
Bahamas 1946 Desconocido
Estados Unidos 1937 Desconocido
Mé.xico 1977 Amarillamiento Letal
Belice 1990 Amarillamienty Letal
Honduras 1995 Amarillamiento Letal
Afiica Ghana 1932 Desconocido
Togo 1932 Desconocido
Camertan 1937 Kribi
Nigera 1951 Desconocido

Fuenle: Retert y Zinmbo (1920); L. Alvarado (s.f.).

2.3 VECTOR DEL ALC: Myndas cradus

2.3.1 Descripcion

La chicharrita o saltahojas M. crudus es un insecto de aproximadamente 4.5 mm de largo,
con alas formando un tridngulo, como techo de dos aguas, transparentes con venacion
café El cuerpo cs color pajizo. Poseen dimorfismo sexual, las hembras son mas grandes

y uscuras que los machos ' (ver Figura 3),

Foto: Compendium of fmit discases (1994),

Figura 3. Myndus crudus adulto.

SLASTRES, L. 1999, Charla sobre \Myndus orndus, vector de! ALC. Choluleca. Honduaas.

(Conwnisacion Personal),
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232 Ciclodevyilda

E] M. Crudus ticne un ciclo de vida pavromewébolo (Nault ¥ Rodriguez, 19835), pasando
por las etapas de huevo (11 dfas), ninl'a (4] dias) y adulto (50 dias). Durante |z ctapa de
ninfa o inmaduro, el insecto es subterraneo, permaneciendo en las maices de pastes
(Villanueva, er al, sl.; Nault y Rodriguez. 1985), dificultando asi su deteccidn,
reconocimiento y control (ver Cuadro 2).

Cuadro 2. Hospederos reportados de ninfas de M ymdus crudus.

Nombre cientifico _ Nombrecomun  Familia
Ponicum maXimum Jacq. Pasto Guinea Giaminca
Cyperus rotundus l.. Coyolilln Ciperacea
Stenotaphrum secundatum (Walt) O, Kunze  Pasto San Agustin Graminea
Cynodon pleyisstachyuy Pilger Pasto Estrella de Africa  Graminca
Bruchiorio mutico (Forsk) Stapf. Pasto Para Graminea
Digitariu decumbens Stent. Pasto Pangola Graminca
Chloris petreu Sware Barba de Judfo Graminea
Chloriy inflata Link. -- Graminea
/ndrapagon dicornis L. Cola de zorre Graminea
Cyperus sp. Coyolillo Ciperscca
Fimbristylis spathaceae Roth, Junquillo, Tule Cipericea
PPas polum notutum Flugge Bah{a Gramfnea
Cenchris sp. Mozote Graminea
Cynadem daciylon  =eeememmemeee—ees Graminca
Verbena scahraVahi e Vervenaceac

Tuente: Robert ¥ Zizumbe (1990); Villanvevn, e? o, (s.f.); Alvarado (s.f.).

Durante la etapa de aduito, como es camacteristica propia de los cixidos, el M. crudus
permancce en el envés de las hojas de monocotileddneas (Nault y Rodriguez, 1983).

Los fitoplasmas se desarrollan cn el tracto digestivo, la hemolinfa. glandulas salivales e
intracelularinente en varios de los érganos corpotales de los insectos vecteres (Agrios,
1995). Existe transmision de la enfermedad del ALC de una generacion de insectos  la
siguicnte de manera transovaricy, multiplicdndose, en forma exponencial, el nimero de
vectores a traveés del ticmpo (Castano-Zapats, 1994).

2.3.3 Confirmacisndel Myndus credus ceme vector
Sewin Proceedings of the workshop on lethal disease of coconut caused y phytoplasma

and their importance in Sontheast Asia (1998); “Repetidas prucbas con M. crudus
(Homoprera: Cixiidae) han dado evidencia contundente de que esta cspecic es vecwr del




ALC y probablemente sea la tinica™. A continuaciOn se presentan una serie de evidencias
que conliomnan al M, crudus como vector:

e Exteosos muestreos confirman que se alimensen de palmas susceptibles.

e Ladistribucion geogrifica del insecto coincidio con alta incidencia de la enfermedad.

= Una reduccion en la dispersion de la enfermedad fue asociada con una supresion de
las poblaciones dc M. crudus al aplicar con insecticidas extensas zonas de Florida,
Estados Unidos.

s Bajo condiciones de laboratario, en la Universidad de Florida se fzansmiti0. ¢n
repetidas ocasiones. el fitoplasma a palsras expuestas al iasecto. Falmas que no
estuvieron expuestas, permanecicron libres de la enfermedad. Sin embargo, otros
investigadores no han podido repetir cstc cxpcerimento.

« Pruebas en base a deteccion de ADN han demostrado que M. ¢rudus adquicre cl
fitoplasma causantc de] ALC al alimentatse en palmas enfermas

{Howard y Hanvison, 1999).

Los insectos se Vuelven vectores infecciosos con mayor eficiencia cuando se alimentan
de hojas y tallos jovenes de plantas infcctadas a diferencia de cuando se alimentan de
tejido senesceme. Ademsas de volverse infecciosos al consumir tejidos de plantas
infectadas, pueden hacerloal serinyectados con extractos de plantas {Agrios, 1993).

Los insectos vectores de fitoplasmas son saltahojas que se alimentan del flocma
miembros de las familias Cicadellidae, Coceidea, Fulgoroidea, y Psilloidea, que
transmiten el fitoplasma de manera persistente {Proceedings of the workshop on lethal
disease of coconut ¢aused y phytoplasma and their importance in Southeast Asta, 1998).
Se han repostado otros cixidos como vectorcs de otros fitoplasmas, tales como Hyalesthes
obsolerus Signoret, que transmite el fitoplasma del tomato big bud y ®liarus atkinsoni
Myers, vector del phormium yellow leaf (Nault y Rodriguez, 1985).

Segin Nault y Rodriguez (1935), el M. crudus es un vector ineficiente del fitoplasma
causante del ALC, pero es tan abundante en los cocoteros, quc una baja tasa dc
transmisidn es consistente con Ja incidencia observada del AIC. Por el conwario,
también se dice que @ un vector muy eficiente, ya que propaga la enferinedad a una alta
tasa de dispersion ain cuando solamente el 1% de la poblacion de adultos adquiere el
fitoplasma*,

En un entonces. también se creyveron vectores del ALC los insectos Ollarianus balli Van
Duzee y Planicephalus flavicostu Stahl (Nault y Rodriguez, 1985). Recientemente se
confrmo que Ollarianus sp. @ el vector de la Escoba de Bruja del frijol gandul® y es un
posible candidato como vector del fitopfasma causente de la Hoja Pequeia de la
Gliricidia (Saballos, 1999).

‘HOWARB, F.W. 1999. Vectores de fitoplasmas. Florida, EE . UU,, Universidad de Florida.
gComnnicacifm petsonal)

DOYTLE. M.M. 2800. Vectores de fitoplasmas. Fco. Momzén, Honduras, Zemorano, (Cormunicacién
Parsonal)




234 Truosmision del ALC

La wansmision de los fitoplasmas es circulaiiva {Mount v Lacy, 1982). Los periodos
necesarios para que el insecto transmita el fitoplasma son los siguientes:

a) Periodo de adquisicion durante la alimentacion de upa palma infectada,

b) Periodo de latencia, en el que ¢l fitoplasma pasa del intestino del insecio a la
hemolinfa y a las glandulas salivales, invadiendo las células del insecto hospedero.

e) Perfodn dc ineculacitin, donde In enfermedad es transmitida debido n posterior
alimentacion del insectn de una planta Sana.

{Proceedings of the workshop on lethal diseasc of coconut caused y phytoplasma and

their importance in Southeast Asia, 1998).

Por lo general, se considera que el perfodo de latencia de un fitoplasma en un insecto es
de 10 a 435 dfas {Agrios, 1995). Anles del cumplimiento de ¢ste periodo, las gldndulas
salivales del insecto vector permanceen libres de infectividad (MicCoy, 1983). Una vez
adqairida la enfermedad, la propagacion de la misma dentro del vector es circulativa
(Castafio-Zapata, 1994).

Se considem que los fitoplasmas pucden reproducirse tanto ¢n los exudados del floema
de las plantas como en la hemolinfa del insecto debido a ]a cantidad de similitudes que
cxisten entre ambos. Ambos transpotiun mewebolitos v producios asimilados a lo largo
de sus respectivos organismos Y ambos contiencn una gran cantidad de nutrimentos
orgdnicos e inorgénicos, resultando en presiones osmaticas sintlares (McCoy, 1983).

Hasw ahora, no ha sitlo confiimada owa forma de wansmision del ALC. Segin
Proceedings of the workshop on lethul disease of coconut caused ¥ phytoplasma and their
importance in Southeast Asia (1998): “No existc evidencia de que las enfermedades
causadas por fitoplasmas son transmitidas por semillas”, Esau (1993). citado por
Proceedings of the workshop on lethal disease of'coconut cause'd y phytoplasma and their
importance in Southcast Asia (1998), repora que no hay conexiones vasculares entre el
embrion v los tejidos de la planta madre ¥ segin Maramosch (1976). citado mor
Proceedings of the workshop on Icthal disease of coconut caused ¥ phyteplasnia and their
importance in Southeast /Asia (1998), el lugar donde se produce la semilla en plantas
infectadas ¢y usualmente estéril. Si embargo, segin estudios realizados por Harrison y
Cdrdova ya se ha detectado la presencia del fivoplasma del ALC en el embrién de palmas
enfermas’. Saballos {1999) report la presencia del fitoplasma de la Enfernv-dad de la
Hoja Pequciia de la Gliricidia (EHPG) en las semillay provenientes de &rboles infectados;
el estudiv [ue validado por Campana (sin publicar). Esto ultimo puede ser explicado
porque existe uaa ventana de tiempo cn la que puede haber conexiones vasculares entre el
fruto ¥ el resto de la plania, pero es muy poco probablc’.

‘CORBDOVA. t. 1999. Estudins sobre la mansmisién por scrmilla del ALC. \Krida, Méx., Centro de
Investizacién Cientffica de Yveatsn (Comunicncisn pesonal)

"HARRIES, H, 2000. Gira of ensayo de resistoncia varietal al ALC. Méada, Méx, Centro de
Invesigracion Cienrifica de Yucauin (Comunieodcidn personal)



2.4 RESISTENCIA YARIETAL AL ALC

2.4.1 Origen de la enfermedad

Segun Robert v Zizarnbo (1990), existen dos tcorias principales acerca del origen de la
enfermcdad:

a) Origen en Oceania @ el Sur-Este de Asia, Kn esta regidn se han desarrollado
cultivares resistentes, como el Enano Malayo y alzunos tipos altos ¥ cultivares
presentan cierto grado de resistencia que puede scr producto de la seleccion de los
agricultores a través del tiempo.

b) Evolucidn en la region curibena. Las palmas susceptibles al ALC ¢n América
fueron introducidas en un inicio a la Regidn Caribena v la mayoria de las palmas
nativas son resistentes o irwnuncs, Ademas, el insecto vector es originaiio de
Armdrica y se encuentra wanto ¢n palmas nativas como eu las introducidas.

2.4.2 VYariedades de cocetero

Los cocoteros del Atlantico se originaron de una plantacion original en Mozambique y
fueron introducidos por los espafioles ¢n el siglo XVI1 a América. Los del Pactfico, en
cambio fiueron m¥oducidos tambi€n por los espaiioles. pero provenientes de varios sitios.
Ambas poblaciones permnanecieron aisladas probablemente por 300 ahos, hasta la
crcacion del Canal de Panama y el fertocarril del istmo de Tehuantepee, a principios del
Siglo XX (Robert v Zizumbo, 1990). Esta teoria no ha sido comprobada, por el
conuario. es objeto de debates en el dmbito cientilico.

En México, el Alto del Atldntico ha mostrado una susceptibilidad al ALC cercana al
100%. Por otro lado, las variedades del Pacifico, o Alto del Pacifico, aumque no han sido
expuestas a la enfermedad, por experimentos realizados en Jamaiea, se espera presenten
unaresistencia del 30% ai 8% (Robert y Zizumbo, 1990). Estas Gltimas han sido la base
para la generacion ¥ produccién de hibridos comerciales resistentes en Jamaica. Existen
también los ecotipos resistentes procedentes de Malasia y Filipinas, conocidos con Enano
Malayo, Enano Filipino-Malayo. entre owos (Robert v Zizumbo, 1990).

2.4.3 Caracteristicas diferenciales de los genotipus «ltos

Debida al aislamiento genético en el que se han mantenido las sraniedades aulws de
cocotero, presentan algunas diferencias, cemo st uprecia en el Cuadro 3.



Cuadro 3. Diferencias entre las varicdades de coceteros Alta del Atlantico y Alto
Pacifico.
Caracteristica Varnedad

Alto del Atlanlico Alto del Paceffico
Apariencia del fruto Verde, lurgo, Verdc, hronce o amarillento,
______________ _Apgular __eslénico
Mesocarpo | Grucso. fibroso . Delgado
Semilla Alargada, puntfagud& ‘Grande, casi esférica,

bueso grueso __Hueso delgado _
Endos'perma Grueso ... Deigado S
Camidad de agua Menor .Mayor o
‘Contenido de aceite Mayor \1cr10r

Pawen de [leracion

Tallo

_i—iojas

Resistencia al ALC

Polinizacion cnlzada

Delgado, curvado, cicatrices

Jde fas bojas frregulares

Largas, cuelgan cuando
‘t"erde\q
+10%

" Pelinizecion cmz crirada, a veces
autoganiia

Robusto, crecro, base grande
~ Menos largas, raras veces
cuelgan cvando verdes
50-80%

del

Fuente: Robert ¥ Zizumbo (1990), Harmws (1999).

2.4.4 Enane Malayo (EM): Varicdad resistente

En Jamaica, desde que llegd la enfcnnedad, en los amos 70s se observd que una
plantacion de palmas enanas con frulns rajos e introducidos de Malasia, era resistente al
ALC. Estas palmas hablan sido introducidas por sus caracteristicas de precocidad y
cnanismo (Ver Figura <), caiacteristica deseable ¢n una zona azotada muy a menudo por
huracanes. Aunque el nivel de resistencia del EM alio ) es capaz de mantener un
rendimiento constante, cualidad necesaria para un programa de resiembra, posce cierses
caracterfsticus que lo hacen menos popular entre los agricultores, com¢ una menor
calidad de copra, una menor robusiez que lus vuricdades altas ¥ un fenotipo de baja
aceptacién, Por estas razones sc considere nccesaria la production de hibridos (Robert v
Zizumbho, 1990).

2.4.5 Produccién de hibridos resistentes

La tnica solucién sostenihle a la problemdiica del ALCes la replantacidn de palmas de
coco resistentes (Pruceedings of the workshop an lethal discases of coconut caused by
phytoplasma and their imporsance in Southeast Asia, 1998).

El primer hibrido resistente producido cnmercialmente fuc ¢l MAYPAN ¢n Jamaica,
producto del cruce EiM X Alto de Punami. un tipo de *Alto del Pacifico” (Robert ¥
Zizumbo, 1950).
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El primer hibrido resistcntc preducido comercialmente fue el MAYPAN en Jamaica,
producto del cruce EM x Alto de Panamai, un tipo de “Alto del Pacifico” (Robett y
Zizumbo, 1990).

En Costa Rica se han evaluado wes hibiidos principales;

¢ MAREN (Enano Malayo x Alto de Rennell)

¢ MAPAN (Enano IMalayo x Alto de Panama) - igual al MAYPAN de Jamaica

+ MAWAT (Enano Malayo x Alto del Oeste Africano)

(Mingworth, 1999).

Fotos: NLM. Doyle
Figura 4. Comparacidn entre (a) un Emano Malayo y (b) un hibrido NMAPAN.

Ulingworth (1999) considera que Ia resistencia al ALC del hibrido MAPAN podria
alcanzar el 98%, aunque un $0% es aceptable,

Los cocos hidbridos MAPAN, combinan las mejores caracteristicas de ambos padres (ver
Cuadro 4), por le que su aceptacion es mejor entre los habitantes dc la Costa Adantica
Sin embargo, su mayor limitante es el alto costo de adquisicién de [a semilla



Cuadro4. Comparacidn entre hibridos MAPAN y Enanos Malayos.

Caracteristica Hibridos MAPAN Enanocs Malayos

ivfaduracién 3.5afos 3-3 atos

Altum de la palma adulta #0m 30m

Color de la nuez Dorado Verde. amarillo o r0jo

Nimero de nueces Alo Al

Tamafio de nuez Mayor Menor

Contenido de copradela  Mayor Menor

nucz

Contenido de agua de la Mayer Menor

nucz

Estipite Ensanchado en la bane Diametro continuo desde [a
base

Resistencia al ALC 90% 30%

Dispenibilidad de semilla  Baja Alta

Rusticidad Mavor Menor

Fuente: Llingwaorth (1999).

25 DIAGNOSTICO® MOLECULAR

2.51 La técnica “Polimeruse Chain Reaction™ (PCR) o Reacclin en Cadena de la
Polim.erasa

El PCR fue aplicado por primcra vez, de manera exilesa, en el tiagndstice de patégenos
dc plantas con métodos descritos para la «ivteecion del Virus del Mosaico Comiin del
Frijol (VMCF) (Mills, 1994).

El principio de la técnica PCR es la amplificacién exponencial de una secucncia mcta de
ADN, tal ¥ como se mucsiras en la Figura 3.

Dehido a que los fitoplasmas no pucden ser cultivados en medios arificiales. su
diagndstico se ha basatlo principalmentc e¢n pruchas moleculares ¢ hihridaciones de ADN
(Gundersen ¥ Lee, 1996}, Las reaccioncs de PCR utilizando “primcrs"a especificos o
universales, derivados dec secuencias del gen 16S rRINA ha preporcionado un diagnastico
altamente scnsible para la deteccién de un amplio 1ango dc [itoplasmas en plantas
infectadas o en insectos vectores (ver Cuadro 3) (Lee, er. 2,1998). Sin embargo, los
pares de primers seleccionados pueden afectar la especificidad (e la amplificacion
{Proceedings of the workshop on lethal discascs of coconut caused by phytoplasma and
their importance in Southcast Asia. 1998). La sensibilidad de los primers universales
basados en la deteccidn de ciersa secuencia del gen 16S rRNA e¢s limitads para la
detcecién de fitoplasmas debido a que sccuencias no propias del fitoplasma son

' “primer” = palabrs cn inglés pam imprimidar, iniciador, echador,
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thcir imporsance im Southeast Asia, 1998), La sensibilidad de lus piimers universales
basados en la deteccidbn de cienta sccucncia del gen 16S RINA es limitada para la
deteccion de fitoplasmas debido a que secuencias no propias del fitoplasma son
frecuentcmente coamplificadas {Gundersen y Lee, 1996). Lo ideal es el disciio de
pimers que distingan los fitoplasmas del cocotero de fitoplasmas que afecten owras
planras y, de ser posible, diferencien los distintos fitoplasmas que atacan al cecotero
(Proceedings of the workshop on Jethal diseases of cocomut caused by phytoplasma and
their importance in Southeast Asia 1998).

Treinta o mas ciclox

ADN mcta
Primer “F™

! “R'u . (]
Primer Ciclo Segundo Ciclo

Fucntc: Sabollos (1999).
Figura 5. Reaccién en Cadcena dc la Polimcrasa (PCR).

De los primers en el Cuadro 5, si se considera necesario realizar PCR anidado, scgiin Leg,
er. al, {1998), se puedean utilizar ias siguientes combinaciones:

e PCR: RI6mF2 & RI6mR1; PCRanidado: R16F2a/RI16R2,

e PCR: P1&P7 ;  PCRandado: R16F2n/R16R2.

También se han desarrollado primers a partir de una sccucncia dc ADN gendmico del
fitoplasma, como los primers LYFI & LYRI, desarrollados por N. Harrison de la
Universidad de Florida (ver Cuadro 6),
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Cuvadro 3. Secuvencias de algunos primers uvniversales desarrollados a partir del gen 168
rRNA para ¢l diagnastico de fitoplasmas.

Primer Secuencia (57— 37) Autores
R16mF2 CAT GCA AGT CGA ACGGA n.d.*

R16mR] CIT AACCCA ATCATCGAC 0.4

R16F2n GAA ACGACTGCTAAGACTGG n.d.

RI16R2 TGA CGGGCGGTG TACAAA CCCG n.d.

LDl6-1 CGGAAACCTTCG GGTTTT AG Harrison & QOropeza
LDSR GGT GCC ATA TAT ATTAGA Tymwon & Joncs
Rohdc for- GAGTACTAAGTG TCGGGCAA Rohde

ward primer

Rohdec re- AAA AAC TCG CGTTTC AGC TAC Rohde

verse primer

rpFl GGA CAT AAGTTA GGT GAA TTT nd.

pRI1 ACGATATTT AGTTCT TTT TGG n.d.

P1 AAG AGTTTG ATCCTG GCT AGGATT Deng & Hirvki
»7 TTCTCG GCTACT TCCTGC Deng & Hiruki

*n.d. = no hay datos
Fuente: Praceedings of the workshop on Icthal discases of cocenut caused by phytoplasma and their
importance in Southeast Asla(1998): Lee, ¢ al., (1998).

Cuadro 6. Sccuencia de los primers especificos desarrollados para la deteccién del
fitoplasmadel ALC,

Primer Secueageiy (3°=3" _ _ Axteres
LYFI CAT ATITTATTTCCTTTGCAATCTG Harrison
LYRI CAGTTTACTTICTAATAGTITIGCT Harrison

252 “Restriction Fragment Leagth Polimorphism™ (RFLPs) o Fragmentos
Polimérfices de Restriecion

El anglisis utilizando enzimas de restriccion determina ¢l nivel de homologia de la
secuencia de ADN expresado en porcentaje de homologia. El principio de fa técnicaes la
sepatacidn de fragmeatos de ADN de acuerdo a tamafio, pern no puede distinguir entre
dos fragmentos de emano similar pero distinta secucncia (Mills, 1994).

La técnica consiste en lu digestion de ADN con enzimas o endonucleasas de restriccion,
las cuales coran el ADN en sitios especificos de reconocimiento (ver Figura 6). Los



L.a técnica consiste en la digesMon de ADN con enzimas o endonucleasas de restricaion,
las cuales cortan el ADN en sitos especificos de reconocimiento (ver Figura 6). Los
fragmentos yue resultan del corte’ Son scparados de acuerdo a tamano al correr las
muestras en una gel de electroforesis (Milis, 1994),

Sesn Lec, er. al (1998), ya sea por secuenciacion directa d¢e ADN o por anilisis de
productos wmplificados de PCR del gen 16S rRNA uilimndo RFIP, los fitoplasmas
pueden ser diferenciados y clasiicados, Segin Tymon, eral. (1998), el gen 16S tRN'A ha
sido utilizado para estudios de filogenia y taxonomia ¢en la clasificacién de fitoplasmas,
pero opinan que aunque el andlisis por RFILP ¢s conveniente para divtinguir entre
fitoplasmas muy relacionados, no lo cs para deteqminar su posicion taxonémica 0
filogenética de uno respecto al otro.

T/CC —.
1]
1300 pb
TAGCALTCCGATGCA
53 3’
ATCGT
700 pb 800 ph
| S
TAGCAAT CCGATGCA
s!’ 3) 57 —_— 3,
ATCGTT A GGCTACGT
% Enzima

Figura 6. Restriction Fragment l.cngth Polimorphism (RFLPs) o Fragmentos
Polimdrficos de Restriceion

Diferencias impertantes entre la epidemiologia y la susceptibilidad varietal sugiricron
diferencias entre los patGgenos dc enfermedades de #po amarillaminenio letal del
cocotero ©n los distintos continentes, americano y afrieano, y también ence el Este y el
Ocste de Africa (Tymon, ¢t al, 1997) Lucgo, utilizando la bibtidacién de ADN v
andlisis por RFLP del gen 165 tRUNA, se demostro que los patdgenos encontrados
causantes de las enleimedades de tipo “amarillamiento™ cn palma en el Caribe, en el Este
y en el Oeste de Afiica, aunque similares, son gendéticamente diferentes, formando cada
uno un subgrupo deantro del giupo principal de los fitoplasmas del coco. La similitud
enue los fitoplasmas del ALC en Floride, el Coconut Lethal Yellewing, subsirain



substtain  Ghanaian Cape St. Paul Wilt disease e “LDG" son hemdleges
aproximadamente entre un 94.8% v 97.98% (T ywon, «/ af., 1998),



3. MATERIALES ¥ MET@OD@S

3.1 @PTIMIZACI®ON DEL METQDO DE DIAGNOSTICO
2.1.1 Nomenclatura dc Jus muestras

Para la nomenclatura de las muestas se consider el nombre de 12 enli:emedad, ¢l sitio de
rccoleecion, el nimero del viaje realiaado a ese sitio v el namero de muesira obtenido en
dicho viaje de recolecciin.

Cjemplo: 2SLL-AL6 significa que es la sexta muestra de ALC obtenida duante el
segundo viaje a Salado Lis Lis. En el Anexo 1 se indican las abreviaturas utilizadas pamu
cada uno de los sitios dc recoleccion visitados.

3.1.2 @btencién de lus muestras

.o importancia dc cvoluar diferentes métodos de obrtencion y conservacién de las
muesuas es para facilitar el enviode lus muestras al laboratorio.

Se prowo ¢l mucstrico de tres tipos de tejido para evaluar con cudl se obtenian los mejores
resultados. Los tcjidos recolecwdos fueron el tejido inmaduro recién diferenciado que se
¢ncuentra alrededor del meristema apical o corazon de la palma, la base del 1aquis de las
hojas y aserrin del troneo (ver Anexo 2).

Para la obtencion dc las muestras de aseirin, se desinfesid el taladro o el wépano con
alcoho! al 70% para lucgo flamearlo con un soplete y dejar enfiiar,

3.1.3 Conservuciton de las muestras
L.as mueswas de palmito ¥ de raquis se almacenaren directamente en una hielera,

Con ¢l método tradicional de conservacion del aservin en buffer CTAB de extaccion 1 +
B-mercaptoetenol al 2 % es necesario que $eu personal capacitado cl que obtenga las
muecsiras ¥ tener acceso a los rcactivos necesarios para preparur ¢l buffer, y no asf
cualquier particular que esté interesado cn una diagndstico.

Se ¢valuaron diferentes métodos de obtencion ¥ cunservacion de aserrin, Se mueswrearon
cinco palmas con sintomas clasicos al ALC. De cada palma, se ebtuvieren tres muestras,
trulwdas de la siguiente manera:
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= Asenin ohienido con taladra y conservadn en tubos Falcon en une solucion de 235 ml
de buffer CTAB de extraccién 1 con B-mercapto-etanol al 2 % como antioxidante
(ver AneXo 2).

= Aseurin obtenidv con taladro ¥ almacenado directamente cn bolsas pldsticas sin
ningin bufl'er antioxidante.

= Aserrin obtenido con wépano y almacenudo directamente en bulsus plasticas sin
ningin buffer antioxidante.

En los tres casos, las muesiras fueren muntenilas a temperatura ambicnte,
3.1.4 Extraccién de ADN

fPara la extraccion de AUN se utilizo el méwdo de extraceion con CTAB modificado por
llanrison (ver Ancxo 3). dvicdiante obsetrvaciones, se evalué: la camitiul de tejido inicial
de ascrrin a macerar (30 y 100 mg). la velocidad de la cenmifiuga (5.000 y 12,000 rpm) ¢n
lans fases de precipitacidn de lipidos, de dcidos nucleicos y de ADN y el tiempo de cada
centrifugacion (5 v 10 min). La resuspension final del ADN extraido se hizo ¢n agua
destilada estéril,

3.1.5 Amplificaciée de ADN

Para la amplificacion del ADN del ALC se utilizaron dos pares de primers;

o P1 & P7: primers universales, hasados en una secuencia de ARN rbosomal (rRNA),
para la deteccion de {itoplasmas,

« LYFl & LYR]: primers especificos desarrollados por N.A. Harrison de la
Universidad de [lorida paia ]a deteccion del fitoplasma dc! ALC presente en la
Florida, Estados Unidos, detectan una secucncia de ADN genomico.

Cuadro 7. Secuencia de nucledtidos y wnarye del producte de PCR para les primers Pl
& P7y LYF1 & LYRL.

Primer Sccuencia (5'~3") Tamaio del producte
de PCR {kb}

P1 AACGAGTTTGATCCTG GCT AGGATT

P7 CGT CCTTCATCGGCT CTT 1.8

LYF1 CATATTTTA TITCCTTTC CAATCTG
LYRI CAGTITACTTICTAATAGTTTTGCT 1.0

Para los primers LY'F] & LYRI se evaluo ¢l uso de una perla compieta de “PCR beud
Ready to Go €” (Amcersham Pharmacia Biotech, Inc,) para [a amplificacion de ABN y
reacciones de media perla.



Cada perla contiene aproximadamente:

- 1.5 unidades de la enzima Taq ADN polimciasa

- 1.5 mMde MgCl

- 50 mM de KClI

« 10 mid de Tris-IHC! {pH 9.0)

« 200 nM de cada didcoxinucledtido trifosfato

- [Estabiliaadores como Albimina de Suero Bovino (BSA\)

Cada perla se diluy® en:

- 22l deagua destilada estéril
- 1 pldeiprimer LYTFI

- 1 pl del primer LYRI

Para la reaccién compleia, se le agregd | ul de ABN de la muestra a la mezcla de
rcacrivos. Para la amplificacién wilizando la mitad de la concenuucion de los reactivos,
de la mezcla inicial se traspasaron 12 il a ovo mbo de micrecentrifuga v a cada mitad de
la reaccién se ie agregé 1 p! de ADN de la respectivamuestra. Las muestras I Teol. 1To32
¥ 1To3 sc analizaron con ambos procedimientos.

Los resultados de la amplificacién de ADN [uerun visualizados por un wansiluminador,
luego de separacion clectroforética a 95 voltios realizada en una gel de agarosa al 0.75 %
contenmiendo bromuro de etidio al 2%. La gel fue cargadacon 6 il de nuesta v 2 ul de
buffer de carga.

3.2 DETECCION DEL FITOPLASMA EN EL YECTOR REPORTADO Myndus
crudus Y DETERNMINACI®N DE POSIBLES YVECTORES

En csw fase sc rccolectaron especimenes de Myndus crudus v de otros insectos
chupadores de savia ¢n [us localidades de Santa Fe, Tela. Trujillo y Salado Lis Lis en la
cos1a atlanuica hondurceha,

3.2.1 Recoleccien de Insectos

Los inscctos fueron recolectados en el envés de frondas de palmos de cocotero. Se
encerraron foliolos en bolsas tansparentes y se golpearon para desprinder los insectos.
teniendo cuidado de mantener la base de la bolsa hacia aniba por la tendencia que tienen
los inseclos de volar hacia esa direccidon. Se almacenaron en frasens con cianol ai 70 %.

3.2.2 Identificacion de insectes

L.os insectos fueron identificados por el Dr. Ronald Cave de la scccién de Proteccion
Vegetal de Zamorano, londuras y owos especialistas contactados por él.
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3.2.3 Prueba de PCR 2 insectos

El ADN de insecios sc extrajo utilizando el método Doylc & Doyle para insectos (ver
Anexo 3). La amplificacion del ADN sc realizd utilizando los primers P1 & P7 y LY
& LYRI. Adcmas de que la conceniracién de ADN obtenido de los insectos fue baja, no
sc pudo realizar PCR anidado por no tener disponibilidad de los primers necesurios. Los
primers LYF] & LYRI detectan una secuencia de ADN genémico, mientras que los Pl
& P7 detectan una sccuencia de ARN ribosomal.

33 EVALUACION DE LA RESISTENCIA DE LOS HIBRIDOS MAPAN AL
ALC

Esta investigacion se realizd en una plantacion de hibridos MAPAN de la Standard Fruit
Company. La finca Salado Lis Lis, como se le denomina. contaba con una plantacion de
Altos del Aildadco que sucumbié al ALC hace aproximadamente 5 ados, sin embargo
ellos, adelantandoye a la epidemia. habian comenz.adn a scmbrar hibridos hace
aproximadmnenic ocho ados. Actualmente, cuenta con uma poblacidn de 15,000 hibridos
dc cdadcs entre wes y ocho afos. Ll material de sicmbra utilizado fue comprado a la
Hacienda Victnria en Costa Rica.

En la finca Salado Lis Lis se presem6 una alta mortalidad de los hibridos en los ¢ltimos
dos anos, luego del Huracan Mitch, Dichas pluntus presentaron una sintomatologia
similar 2 la dcl ALC por lo que se considerd necesario el analisis de muestras por
métodos moleculares, luego de un muestreo representativo.

3.3.1 DMletodologia de muestreo

En esta linca sc realizaron dos mucstrcos utilizando diferentes mctodologias. En el
primer muestreo se tomaron 21 muestras al azar sisicmatizado Y sitte muestras de palma.sy
c¢on caracterisiicas especificas. tales como presencia de sintomas clasicos de ALC (caida
de futos, necrosis de inflorescencias ¥ amarillamiento progresive desde las hojas hajeras)
y palmas de la variedad Alto del Atlantico sanas. En el segando mucstreo, realisado por
M. Dellet, del CIRAD en Montpellicr, Francia y M.M. Doyle de Zamorano, Honduras, se
tomaron muestras dec siete cocoleros ¢on sintomas de amarillamiento severo y de tres
palmas sanas. Durante este muestreo sc introdu jo la variante de 1a desinf'esiacion, con un
soplete, de la supcrficie del tronco en el sitio donde se exuaw la muesta v la ala de
varias paimas paia cstudiar otras posibles causas del amarillamiento. como hongos.
nematodos o Phytomonas.

El muestreo al azar se realizd, principalmente, para determinar la incidencia del ALC en
la finca. Por otro lado, los muestrecos en basc a sintomatologia se realiz.aron para
confiimar o desmentir la responsabilidad del ALC como agente causal de los sintonias
presentes cn la {inca.
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3.32 Obtencién de ias muestras

En ambos muestreos. el tejido recolectado de cada arbol muestreado fue aserrin, el cual
se conservo en 23 ml de buffer CTAB de extraccion 1 + $-mercapto-ctanol al 2 %.

3.3.3. Diagnostico

El ADN de las muestras se extrajo utilizendo ¢l método de extraccion con CTAB (Doyle
& Doylc) modificado por Harrison (ver Amexo 3) v se amplifico el ADN exwaido
utilizando los primers P1 & P7 ¥ LYF] & LYRI (v-er Anexo 4). Dcspués de realizar el
PCR, los productos fueron separados por electroforesis a 95 voltios en geles de agarosa al
0.75% conteniendo 0.5 prg/ml de bromuro de etidio. Posteriormente se visualizaron las
geles en un transiluminador para la interpretacion de resuliados,

3.4 COMPARACI®N DE DISTINTOS AISLAMIENTOS DE ADN DEL
FITOPLASMA DEL ALC UTILIZANDO R¥LPs

Se utilizaron enzimas de restriccion para detectar diferencias en la secuencia de ADN de
muestras de las localidades honduresias de Salado Lis Lis, Tomabé, Cayos Cochinos ¥
Cuero Salado.

3.4.1 Enzimas de restriccion utilizadas cen cada primer

Las enzimas de restriccion disponibles para realizar el estudio fueron BemH I, Hinf I, Alu
I. Pst1. EcoR I, Ksa | y Hind 111. Cada un2 de eslas enzimas se coloco en presencia del
producto de PCR de un con¥ol positivo proveniente de la localidad de Tomabé (ITo-
ALIl) con los primers Pl & P7 y LYFl & LYRI. Las enzimas de resticcion se
colecaron de acuerdo a las especificaciones dictadas por el fabricantc;

= Para las enzimas del fabricante GibcoBRL® (Alu 1. BamH 1y Hinf1):
Se prepararon reacciones de 20 pl conteniendo 1 il de producto de PCR, 7 pl de
agua destilada estéril, 2 pl del buffer correspondicnte indicado para cada enzima (ver
Cuadre 8) y | ul de la enzima dc restriccion, Se incub6 durante 4 horas a 37°C.,

¢ Paralasenzimas del fabricante Promega® {EcoR I, Hind 11, Rsa 1y Pst1):

Inicialmente se prepararon reacciones de 20 ul contenicndo 1 ul de producto de PCR,
16.3 pl de agua destilada estéil, 2 pl del buffer correspondicnte indicado para cada
enzima (ver Cuadro 8}, 0.2 pl de Suero Albvmina Bovina (BSA) a una concentracion
de 10 pg/ul y 8.5 ul de la enzima de restriccién. Se mezclaron bien y se incubaron
durante 4 horas a 37° C. Sin embargo. debido a quc con este protocolo no se
obtuvieron buenos resultados, se modificaron las cansidades a 1 pl de producto de
PCR 15.6 nl de agua destjlada estéiil, 2 ul de buffer, 0.4 pl de BSA y 1 pl de enzima,
conservando un volumen final de 20 ul.



Los resultados dc 1a digesién de las enaimas se corrieron en una gel de agarosa al 1.5 %
en un tapque de electrofaresis a 70 voltios. La gel se cargé con 6 ul del producto de la
digestion de enzimas con 2 il de buffer de carga,

Cuadro 8. Micreerpanismo del que previene cada enzima de resticcién, buffer
correspondiente Y sitio de reswiccién.

¥

Enzimza de | Microorganismae del | Boffer Sitio de restriceidn
Restriccién | que proviene' correspondiente’
FeoR 1 Fseherichio [0x Buffer H 5LGFAATT CLL3°
eoli RY 13 3.0 TTAAJG.S
Pl Providencia stuartii | 10x Buffer H 5700 TGCA CLLF
3°...G ACGT/G...5
Rsal Rhodopsendomonas | 1{x Buffer C 5.LGTH ACLS
sphaeroides 3..Cald 1G5
Hind 11 Haemophilus 10x Buffer B LA AGCT T...3°
influenzae F.. T TCGATA.S
BamH1 Eacillus React® 3 5GGT GATC G
ammeliquetaciens H 3L CTAG/ G5
Hinf1 Haemophilus React® 2 5%.GF ANT CL.3
influenzae 3.0 THA/G.LLY
Alul Arthrobacrer React® 1 SLOAGS CTLL Y
Liteus 3..TC /GALS

T Literatura adjunta con cada enzima de restrictitn




4. RESULTAD®S Y DISCUSION

4.1 OPTINMIZACION DEL METO®® DE DIAGNOSTIC®
4.1.1 @btencién de las muestras

Dc la mueswa 1SLL-AL2, una muestra con sintomas clasicos de ALC, se extrajo tejido
dc ascrrin con un 1aladm eléctrico, conservado cn CTABI con B-mercapto-ewnol al 2%;
tejido del raquis de 1a huja y tcjido del comzedn. El tcjido provenicnic del aserrin y del
palmito resultaron positivos al analiserlos con los primers Pl & P7, micntras que las
mucstras de raquis arrojaron resultados negativos, Esto ultimo se debe a que el tejido del
raquis es allamente lignificado, lo cual dificulta la maccracién del tejido ¥ no permite la
oblencidn de una bueni concenteacion de ADN,

En base al resultado anterior, se decidié implementar en este estudio la metodologa de
abtencién de mucswa de asertin para la extraccidn de ADN, debidu a las siguientes
ventajas que presenta en relacidn con cl corazén de la palma:

= No es necesario sacrificar a la planw para la obtencion de la muesun,

= Facilidad de obtencién (el aserrin se obtiene a la altura del muestreador).

» Facilidad dc conservacion (el tejido no necesita de refrigeraciin),

4.1.2 Conservacion de las muestras

Sc obuuvicron mejores resultados al conservar las muesuas en buT'er CTAB de extraccion
| + B-mercapto-etanol. Sc observaron ciewtas dilerencias en la dcteecidn del fitoplasma
en una misma mucstra con los primers P1 & P7 y los LYF1 & LYRI {ver Cuadro 9).

Bcbido a estos resultadys se prosiguié ¢l estudio de tesis obteniendo mueskas de tejido
de tronco y conscrvindulu en buffer CTARB de extraccion 1 + B -mercapto-ctanol al 2%.

Se concluyé que al conservar el aserrin en una sustancia antioxidnnte, se logra una buena
extraccion de ADN v posterior diagndstico.  Sin embargo, dado a que se detectd el
fitcplasma en algunas muestras de aserrin sin antioxidante, cste método de conservacion
pucde ulilizarse en casos de emergencia en los yue el material serd llevado lo mas pronto
posiblc al laboratority para su cXxaccidon y/o no sc cuente con los rcactivos nccesarios
para formular un bu/Ter,

También, debido a que sc mostraron discrepancias al utilizar los prirners P1 & P7 ¥y LYF1
& LYRI. se continué amplificando todas las muestras con ambos primers. Las



discrepancias observadas en este ensayo pudieron deberse a falsos pusilivos obtenidos
por alguna fuente de cnntaminacién en ¢l laboratorio.

Cuadro 9. Resultados de la amplificacion de ADN de las muestras provenientes de tejido
de! wallo obtenido y conservade de dif erentcs mancras.

rluestra Obtencidn de Ceaservvacion del Resultados de PCR
dserrin con aserrin oo
P1 & P7 | LYF1
&
LYRI
3Ta-ALLI  Taladms eléetirico CTABI + B-mercapto- + -
ceanol al 2%
STo-ALL2 Taladro ¢lécwico sin buffer antin.xidante - -
3To-ALL3 Trépanc manuzl  sin bufler aniipxidanie - -
3To-AL20  Taladro glécuico CTABR] + B-mercapto- + +
etanol al 2%
JTo-ALZ.Z Taladro eléctrico  sin buffer sniiwxidante - -
ITo-ALZ2.3 Trépano manual  sin buffer antioxidante - -
3To-AL3.l Teladro cléetrico CTAB1 + B-mercaplo- + +
ewnol al 2%
3To.AL3.2 Taladrg eléctrico  sin buffer antioxidante + -
(banda
tenue)
3To-AL3.3 Trépano manual sin wuffer antioxidante + -
(banda
tenue)
3Tu-AL4.1  Taladro cléetrico  CTAB! + B-mercapto- + +
etanol al 2%
3To-AlL4.2  Taladro eléetrice  sin buffer antioxidante + +
3To-AL4.3 Trépano manual  sin bufler antigxidante + &
3To-AlS.l  Taladro eléetrico CTARBRI + f-mercapto- + +
etanal 4l 2%
ITe-ALS2  Taladro elfetneo  sin buffer antiosidarnte -+ +
ITo-ALS.3  Trépann manual  sin buffer antjoxidante + o+

4.13 Extraccidn de ADN

En esta fase de la optimizaciéon del método se realizaron obsvivaciuones que no fueron
Sc observ® sque la mejor consislencia 4l macerar aseirin se obtuvo al
utlizar 50 mg de tejido en 680 pl de CTAB1 + (3-mercapto-etanol al 2%; al aumentar a
100 me la cantidad d¢ tejido, ¢l producto macerado queds con una consistencia pastosa.

cuamilicadas.
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La mejor formacién de “pellets™ de ADN se observé al cenmifigar durantc S min a
12,000 tpm, cn todas las fases que reguieren cenwifugacién (precipitacién de lipidos,
precipiscion de acidos nucleicos y precipitacién de ADN), Al aumentar el tiempo de
cemrifugacion, se obtuvieron pellets “sucios™, o sca, precipitacion de material indeseable.

La resuspensiéon de ADN se realizé en 50 pl de agua destilada. Sc obscrvé quc de 19
muestias analizadas cuawo meses después de su exwaccion, nueve presentaban un
"pellet” no resuspendible (ver Cuadro 10). Debido a estos resultados, se recomienda
rcalizar la resuspension en TLE Buffer, como le indica el protocolo de extraccién Doyle &
Doyle (modificado por Harrison).

Cuadro 10. Mueswas con ADN en soluciéon y ADN no resuspendible cuatro meses
después dc su cxwaceion.

Mueswa Sol#/NR #+ Muestra Sol*/MIR**
ITr-ALl.l NR ITo-AL2.1  Sol
iTr-AL1.2 NR ITo-AL2.2 Sol
ITr-ALL3  NR 1To-AL2.2 Sol
ISF-ALl.1 NR 1To-AL2.3 Sol
ISF-AL]L.2 NR 1To-AL2.3 Sol
ISF-AL]L.3 NR 1To-AL3.1  Sol
ITo-ALl.i  Sol 1To-AL3.2 Sol
1To-ALL3  Sol 1To-AL34 NR
1To-AL1L4 NR 1To-AL3.S NK
ITo-ALL.5 Sol

*Sol - ADN en solucion

**NR - ADN no resuspendible

4.1.4 Amplificacién de ADN

Como se observa en el Cuadro ®. se preseotareu algunas incongruencias eutre los
resultados obtenidos al amplificar ¢! ABN con los primers P1 & P7 y al amplificar con
LYF! & LYRI, obtcniéndosc un mayor nimero de positivos con los P1 & P7. La razén
de estas diferencias pucde radicar en el hecho de gque los piimers P1 & P7 estén
amplificando secuencias del gen 16S TRNA no especificas a los fitoplasmas.

Las mucstras prcliminares amplificadas utilizando los primers LYFI & LYRI con un
“PCR bead Ready To Go ®" completo ¥y media reaccién. no presentaron diferencias en
sus resultados, como se muestra en ¢l Cuadro 11. Por lo anterior, se continué con el
estudio utiliaando solamente media reaccion para la amplificacion de cada mucswa.

“ *“pellet” ~grénulo, pefotita
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Cuadre 11. Resultado de la amplificacién de tres muestras con los primers LYF1 &
LYR] utilisando la reaccién completa de una perla de “PCR beads Ready to Go €” y
media reaccion.

Reaceion Mucstra

completa’media 1Fot ITal 1Ted
Complets + + -
Media + + -

4.2 PETECCION BEL FITOPLASMA EN EL VECTOR REPORTADO Myndus
crudis Y PETERMINACION BE POSIBLES VECTORES

4.2.1 Identificacion de insectos

Cuadro 12. Taxonomia de los insectos enconwades en el envés de las hojas
de palmas de cocotero.

Orden Familia Género Especie

Homoptera Cixiidae Myndus M. crudns
Homoptert Derbidae Neocenchrea e
Homoptera Derbidae Neocenchrea N
Homoptesra Cicadellidae Erythrogonia E. Jandara
Homaonptera Cicadellidae T s ———

Estos resultados confirman la presencia de Myndus crudus en teriitorio hondurefto. Los
insectos de la familia Werbidae prebablemente no sean vectores del ALC, ya Gue no se
conoce ningun insecto miembro de esta familia como vector de alguna enfermedad. Sin
embargo, en Africa actualmente se realizan pruebss de tsnsmisién de fitoplesmas del
cocotere con insectos de este familia’*.

Los insectos de la familia Derbidae fueron enviados para su ident.ficacion a la
Univesidad de Florida, pero su clasificacién a nivel de especie fue imposible debido a
que, por su conservacion el alcohol, los especimenes llegaron deteriorados. El tiltimo
insecto recolectado se puado identificar selamente a nivel de familia (Cicadellidae)., Por lo
anterior. €s necesano conservar los espacimenes secos para facilitar la labor de los
taxxénomos.

P HOWARD, F.W. 1988 Vectorcs dc Fisoplasmas. Flarida, EE. UL, Universidad de Florida.
{Comunicacion personal).



4.2.2 Prueba de PCR a insectes

Se rea'izaron exwacciones de ADN a 23 individuos de la especie dyndus crudus. de los
cuales ninguno lanzo resultados positivos al ser amplificado su ADN. tanto con los
priters Pl & P7 como con los LYFl & LYRI. Estos resultados son razonablcs si se
considera que solamente el 1% de la poblacion de A cru#us adquiere el fitoplasmal!,
aunque no se¢ descartan falsos negativos debido a una baja concentracion de ADN
extraida del insecto. Otro factor que pudo haber influido negativamente en la deteccion
del fitoplasma en los insectos es la recoleccion de los espccimencscen el cnvés de hojas de
palmas jovenes asintumdticas por tazones logisticas. lo que disminuye la probabilidad de
haber recolcctado individuos infectados.

Se extrajo también el ADN a tres individuos de la cspecie Erythresenia laudata. a tres
individuos de una de las especies del género Neocenchrea v a un individuo de la otra
especie del género Neecenchrea, Con ninguno se obtuvo resultados positivos al
amplificar e] ADN con ambos pnmers.

En estudios firrwros, para compensar la baja concentiacion dc ABN que sc cXirae de
arsectos, se puede realizar PCR anidado. Se ha reportado que se puede realizar PCR con
los primers P1 & ®7 y PCR anidado con los primers RI6F2n & RI6R2 cuya secuencia
se describe en el Cuadro 3.

43 EVALUACION PE LA RESISTENCIA DE LOS NiBRID®S MAPAN

En los Cuadros 14, 16 v 17 sc muestran los resultados de los muestwreos realiaados en las
Finca Salado Lis Lis. propiedad de la Standard Fruit Company, plantada con hibridos
MAPAN. provenientes de la Hacienda Victotia. en Costa Rica.

En el muestreo al azer realiaado en Salado Lis Lis, el 33% de las muestras amplificadas
con Pl & P7 fucron positivas, pcro sélo un 19% lo fueron con LYRI & LYRI (ver
Cuadro 12). Sin embargo, en las res muestras en que se observan discrepancias cntrc
ambos primers, las bandas correspondientes al product; amplificado por Pl & P7 se
ubican a una altura mayor a la correspondiente para el producto de 1.8 kb esperado para
el ABN del fitoplasma.

Cuadre 13. Incidencia del fitoplasma del ALC en a finca Salado Lis Lis detectado con
los primers Pl & P7y LYFI & LYRI en el muestieo al azar.

Par de primers Muestras fomadas Resaltados incidencia del
POsitivos fitoplasma
LYF] & LYR] 21 3 19%

"HOWAR®D, F.W. (998 Vectores de Fitaplasmas. Florida, EE.UU., Universidad de Flotida.
(Comunicacién pcrsonal).
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Cuadre 14. Descripcion y diagnoéstico de las mueswas tomadas al azar en la finca Salado
Lis Lisel 28/01/2400.

Muestra | Edad Inflores- | Frutos Hojas Ohsevaciones Resultados
planiz | cencia
{si05) PLP7 LYT1, LYRI1
2ELLI & Mecrdrica | Caldos Aplicacion - -
Ridomi]
1] e S Mo parida 100%% En zona con - -
amarillas | alta humedad
28LL3 3 o parids Asintomdtiea - -
28LL4 (43 o parida 10095 En zona con - -
amarillas | alta humedad
25LLS 5 Tecién Asintomatica - -
parda
25LLA ul Recién Asinrornatica +* -
parida
25LLY 5 Cuedan 2 | Muerta + +
hafas
SUPETIOTES
arpari]las
2S5LLE {3 Mg vuzia | Neo cargads Abo del +t -
fluracidn Atlantico
IELLY {3 Mo parida 1% En zona con - -
amarillas  {alta humedad
ZELLIG (4 No parida Hojas + +
bajeras
cafdas
2ELLI1 [3 Mo parida Asintomatica - -
25LLT2 |3 Cargada Comicnra a - -
baotar frnos
25LLI3 |5 Reeten Asintomitica - -
parida
25LL14 (& Cargada En zona con . -
alta humedad
25LL1S |3 No parida Hajus -+ +
bajerus
vaidas
2ELLIG |3 Mo parida Asimomdrica - -
2ELLLT (3 Mo parida Asintomdtica; + =
raguitica
25LL1E 4.5 No parida Asimtomatica ++ -
ISLL1T (4.5 Mo parida Astmomidtica - -
Z5LILF0 | & Cargads Asintemitica - -
25LL21 |8 Hecrditica - -

* Produeto de PCR de estas muestras e de mayor tamadio que las 1.5 kilobases esperadas.
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Figura 7. Rcsultados de la amplificacion de ADN con los primers P} & P7 ¥y LYF1 &
LYRI de algunas muestras tomadas al azar durante el primer muestreo en Salado Lis Lis.
Las {lechas sefialan las muestras con resulmdes posisivos con P1 & P7, pero negativas
con LYF] & LYRL.

Los resultados de las tres mueswas positivas con P1& P7, pero negativas con LYF],
LYRI1. pueden explicarse, al igual como s¢ menciona en la seccién 4.1.2, en la
posibilidad que los primers P1 & P7 estén amplificando secuencias del gen 16S RNA de
alglin organismo contaminante que no sea el fitoplasma del ALC. Si se observa
cuidadosamente la fotografia de Ja gel con los productos de PCR amplificados por P1 &
P7 (Figura 7), se distingue que las muestras con discrepancias tienen una altura de bandas
diferente, lo cual denota un producto amplificado de PCR de mayor smafio que lo
esperado para el fitoplasma, por lo que es una prueba de la posible amplificacion de ADN
de otro niicroorganismo.

Por lo amerior, se toman como resultados del muestreo los obtenidos con ILYF] & LYRI.
Se concluve que. aunque se detecté un 19% de incidencia de ADN del fitoplasma. no es
una prueba fehaciente de que sea la incidencia de ]a enfermedad, porque no se pudo
confirmar que el fitoplasma estuviera causando los sintomas. Por el contrario, ¢n ese
mismo muestxeo, de las seis muestras tomaclas por la presencia de sintomas considerados
clésicos de] ALC en palmeras hibridas, ninguna resulte positiva al amplificar su ADN
wnto con los primers P1 & P7, como con los LYR1 & LYFI. Los mismos resultados se
obtuvieron del segundo muestreo por sintomas, en el que de siete muestias analizadas en
ninguna se detecté el firoplasma (ver Cuadre 15), Esto, ademés indica, una vez mas, la
poca confiabilidad de un diagndstico visual.
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Cuadro 15. Incidencia del fitoplasma del ALC en a finca Salado Lis Lis detectado con
los primers P1 & P7 y LYF1 & LYRI en ambos muesweos por sfnntomas.

Par de primers Muestras tomadas Resultados Incidencia del
DOSElEY 08 Titoplasma

Pl & F7 13 ¢ 0%

LYT] & LTRI 13 0 0%

Cuadro 16. Pescripcion ¥ diagnostico de las muestras tortadas por presencia de sintomas
en la finca Salado Lis Lis durante el primer muestreo (28/1/2000).

Muestra | Edad Inflares+ | Frufos Thojas Obzevaciones Resultados
planta | cencia
(afos) | emerzida P1, P7 LY¥F1, LYR1
IFLL2T |4 Mecrdiica | Caldos Hojas Hibrido " -
bajeras
arriar{las
I5LL23 |48 Mecrdtica | Caldos Haojas Hibrido - -
bajeras
SECES
ASLL24 |5 Meerdtica | Caldos Hajas Hibrido . -
Bajers
sy
JELLAE |8 Mecrdtice |Caldos Hibrido - -
ISLL2E 6 Eotando Hibrido - -
SLL2T |6 Mecratica | Cafdos Hirjas Hibride - -
hajeras
caldas
25LL2ER | 5050 Alta del " "
Atlantieq
| Asintomitico

Los resultados de muestrso al azar y los muestreos por sintomas {(Cuadros 16 y 17) llevan
a concluir que la causa de mortalidad de estos hibridos es algun factor abidtico que eeta
causando la aparicién de sintomas que pueden confindirse con los provocados por el
ALC. Sin emburgo, la enfermedad si estd atacando la plantacidn, ya que ¢f muestreo al
azar revela la presencia de la enfermadad en algunos ludridos, aunque una mortalidad de
basw 20% de los hibridos cs accpaable.
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Cuadro 17. @escripcién y diagndstico de las muestas tomadas por presencia de sintomas

en la finca Salado Lis Lis durante ¢l scgundo mucsco (15/2/2000).

Meeswa | Edad Inflores- |Frutes Hojas Obsevacionss Resultados
planta | cencia PLPT  |LYF1, LYRI
{aBos)
3SLLI & Necritica | Caidos 100% Traladacon - -
amarillas | Tetraciclina
ASLL2 6-8 Cargada Trawda con - -
boost
3SLL3 3 NecréNea | Cafdos amariltami | Tcatada con - -
cnto leve | 1ewaciclina
3SLL4 6-8 Neqratica | Caidos Trawda con - -
tetraciclina
3SLLS | 6-8 Necrotica | Caides Rajeras - -
necrdticas
3SLLS 8 Nucrética | Bowando Verdes Tratada con - -
{apareate} tetraciclina
JSLL7 6-8 Carsada Asintomatica - -
(zocos
verdes}
3SLLS |68 Cargada - -
{cocos
armari]as}
3SLLS ) Necr@tica | Caidos 100% Tratada con - .
-| amavillas | tewaciclina
3SLLI0 |3 No parida 100% - -
amarillas

El muestreo al aser descarta la suposicion de que [a enfermedad no aweca plantes
inmaduras, como se ha reportedo en la literatura. De las cuatro muestras diagnesticadas
positivas para [a presencia del fitoplasma del ALC con LYF![ & LYRI en el muesweo al
azar, tres fueron de palmas inmaduras. Es necesario investigar si el periodu de latenciaes
mayor en estas palmas y realizar observaciones para determinar cuales sen [os primeros
sintomas visibles de [a infeccién por ALC.

También se detectd el fitoplasma del ALC en cinco muestras de palmas menores de dos
ares con sintomas de amari[[amiento severs,
plantacién de Cuero y Salado. Esto confitma, una ver m3s, que puede existir infeccién y
monelidad en palmas jévenes a cansa del ALC,

tres en Cayos Cochinos y dos en [a
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4.4 COMPARACI®N DE DISTINTOS AISLAMIENTOS DE ADN ‘DEL
FITOPLASMA DEL ALC UTILIZAND® ENZIMAS DE RESTRICCI@®@N Y
RFLPs

En cl Cuadro 18 sc presentan los resulsados de las pruebas preliminares con las enzimas
de restriccion ntliadas,

Cuadre 18. Nuniere de bandas obtenidas al digerir un producto
de PCR positivo para ALC con las diferentes enzimas.

Eozima Ne. de bandas
P, P7 LYFI,LYRI

BamH ] 1 2

Hinfl 0 0

Alul 4 1+

Pstl 1* 1+

EcoR 1 2 2

Rsal &? 3

liind 111 1* 1 *

*Sa gbsenva una banda z !a altura del praducto de PCK propia
del prmer, 1.8 kb para F1, P7y] @ kbpare LYF,LYK],
.2 Na sc puda inserprewr las resultados por presencia de bandas muy enucs.,

La visualizacion de la digestion realizada por algunas enzimas dio como resultado sélo
una banda a difcrente alturadel producto dec PCR esperado. Esto pudo deberse a que, por
limitaciones en el tamatio de la gel, no se dejd correr mayor distancia el ADN. Por Jo
antexior,

4.4.1 Prucbas con RFLPs 2 reuestras de distinms proccdencias €¢ Honduras

No sc detectd diferencias emttre muestras procedentes de }as localidades de Salado Lis Lis,
Tornabé, Cuero Salado y Cayos Cochinos (figuras S, 9 y 10). Sin embargo, estos
resultados no descartan la probabilided de una diferencia entre los fitoplasmas
provenientes dc wes localidades, ya que solamente se analizé el segmento de ADN
amplificado por los primers P1 & P7, v no asi todo el genoma dei fitoplasma.



Con los primers LYFl & LYRI se obtuvieron bandas muy tenues que no permitcn emitir
conclusiones, incluso al duplicar la concentracion de tos reactivos y la cantdad de ADN
para la digestién por enzimas,

No se pudo obtener el pese molccular de las bandas obtenidas con las enaimas por no
contar con un marcador molecular adccuado.

Es necesario conter con un mayor niimero de primers para analizar un mayor numero de
secuencias de ADN o ARN del fitoplaswa.

iCS-ALA
25LL-ALT
1CS-AL4
25L1-AL7

2CC-AL2

v, m
=
=
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1Ta-ALl
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ITo-ALI
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Figura 8. Perfil de resmiccién de las Figura 9. Perfil de resmiccién de las
procedencias de Tomabé, Cayos procedencias de Tomnabé. Cayos
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procedencias de Tomabé, Cayos
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S. CONCLUSIONES

Las muestras obtenidas en forma de aserrin del tejido de] tronco deben scr almacenadas
en un buffer con un antioxidante. Al desinlectar Ja superficie del wonco en el lugar
dondc sc obtiene la muestra, los resultades del diagndstico se vuelven aun mas
confiables. Una vez cumplidas ests dos condiciones, e] diagnéstico de muestras en
forma de ascirin constituyc una mancra viable de eswsablecer un diagnoswico sin la
necesidad de destruir Ja plane. Pero debido a que este constituye nn método de mucswreo
realizable con personal especialir.ado, para el envio de muestras por parte de personas no
cspcceializadas, se deberdn obtener las muestras de tejidos tales como el corazon de Ja
palma o los foliolos de la base de hojas tiemas.

El uso de los primers LYF! & LYR] es mas confiable que e] uso de P1 & P7, ya quc
permiten asegurarse que Jo diagnosticado es. en efecto, el fitoplasma de] ALC ¥ no
alguna secuencia de oxo organismo, Sin embargo, para los diagnésticos, es prelerible
continuar wtiliasndo ambos pates de primers para obtener resultados mis confiables.

El uso de la mitad de la reaccion del producto comercial “PCR beads Ready to Go € es
igualmente coafradle para €] diagndstico de muestras gue el uso de la reaccion complee,
cuando se utliaan los primers LYFI & LYRI, Esto tiene implicaciones economicas
positivas.

El vector reportado de] ALC en América, Myrdus crudus existe también en Honduras,
aunque no se logro confirmar la presencia del filoplasma del ALC en el insecto.

La sinfomatologia similar a Ja del ALC que se observa en Ja plantacién de luwidos
resistentes MAPAN de Ja Standard Fruit Company en Salado Lis Lis csta siendo causada
probablementie per un faclor abidtico y no por ALC, como se creyé en uo principio.
Aunque el fitoplasma es¥é presente en la plantacidn, su incidencia es menor a Jo esperado
(19%}), si se considera que los hibridos productos de] cruce entre un Enano Malayo y un
Alta del Pacifico tienen una resistencia namral dc] 30% a Ja enfermedad (Berlin, sf.).
Sin embargo, ne se Jogré detemminar Ja incidencia de Ja enfermedad ya que nn se
confmé si la deteccién del fitoplasma implica manifestacion de los sintomas de la
cnfermedad,

El fitoplasma del ALC. contratio a Jo que se reporse en alguna literatura, sf ataca
palmeras inmaduras,



6. RECOMENDACIONES

Evaluar diferentes métodos de conservacion del tijido, tales como detergentes caseres
con la adicién de antioxidantes naturales como limén, De lograrse los anterior, se
facilitaria Ja logistica en el envio de muestras a) laboratorio para su diagnéstico,

{Obtener otros primers que permitan la realiaaciéon de PCR anidado para la deteccion del
fitoplasma del ALC ¢n insectos. Por ejemplo. se pueden evaluar pares de primers
basados en el gen 16S rRNA, tales como:

« RI6mF2& R16mR1 y R1I6F2n/R16R2

« Pl & P7y RI6F21/R16R2.

Realizar un invensio de los insectos que se encuentren alimentandose del cocotero. Los
especimenes deberdn ser introducidos a un {rasco letal luego de ser amapadus paia
facilitar su posterior identificacion.

Realizar ensayos de transmision del fitoplasma del ALC con los inscctos recolectados,
identificados y que se consideren posibles vectores de la enfermedad. Puede considerarse
llevar a los ensayos en ulrss especies de palmas susceptibles al ALC con las que se pueda
trabajar mejor.

Realizar un mapeo de cada una de tas palmas muestreadas ¥ diagnosticadas para darles
un seguimiento y obtener aproximaciones del tiempo de latencia de la enfermedad en el
cocotero.

Aunque todavia se necesitan evaluaciones, la resiembra con hibridos es una altemativa
viable, siempre y cuando sc identifique el factor de mortalidad en la finca Salado Lis Lis
y pueda prevenirse en owas localidades.

Para obtener mejores resultado. en proximas piuebas que se realicen con enzimas de
resticcion, se recomienda utilizar emarcadores molcculares menores de 1 kb y correr las
mueswas en geles de poliacrilamida para obtener una mejor resolucién de las bandas y
una mayor distancia recorrida por el ADN.
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Anexo 1. ABREVIATURAS UTILIZAPAS PARA LAS NOMBRARLAS
PROCEDENCIAS ®E LAS MUESTRAS

Te
SLL
CcC
SF
Tr
To
CS
U

Tela

Salado Lis Lis
Cayos Cochinos
Santa Fe
Trujillo
Temabé

Cuero Salado
Utila
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Anexe 2. METODO PARA LA RECOLECCION DE MUESTRAS DE
ASERRIN DE COCO

Materiales

Taladeo

Broca de 5/16 de diametro

Tubos con buffer de extraccién CTAB 1 + -mercapto-etanol
Soplete

Etanol al 0%

Papel aluminio

Procedimicnte

N

Vids W

Pesinfestar la breca con etanol y flamearla con cl soplete durante } 0 seg.

Perforar el tronco del cocotero con el taladro, ubicando un trozo de papel aluminio
deba jo para recolectar 3 gr. d¢ asetnin.

Colocar el material reclectado en los tubos con buffer previamente preparados.
Kotular la muesira.

Agitar la muestra y almacenarla a temperatura ambiente.



Anexo 3. PROTOCOLOS PARA LA EXTRACCION DE ADN

Reactivos

+ Buffer CTAB1
2% CTAR (bromuro de hexadecilirimetilamonio)
100 mivi T1is-HCI pH § (wisma base)
20 mM EDTA pH 8§ (deido etilenndiaminotetraacetico)
1.4 N NaCl
1 % Polyvinilpytrolidona
0.2 % f}-mercaptoctanol

e Buffer CTAB2
[18% CTAB
0.7 M NaCl

¢  Cloroforme/Alcohol [scamflico (24:1)
+ TE alto en szl

0 mM Tns-HCl pH 8

Imd EDTA

1 M NaCl
» Isopropanol

¢+ Etanol al9%5%

¢ TE Buffer (500 ml) para resuspeader el ADN
Trizma base(PA1121.1:10mM)  1.21er

EDTA (] mM) 0.185¢gr
Agua destilada 300 ml
pH 8.0 (ajustado con HCI concentiado)

Autoclavar y almacenar a temperatura ambiente oa 4 *C

Equipo

e Morteros y pistilos vsidriles

e Arenade cuarzo ultmpura

« Micropipetwas de dil'erentes volinienes
e Puntas Je micropipetas

e Incubadura

« Tubos de microcentril'uga (1.5 ml)

e Microcenirifuga



Procedimiente pari la extracciin de ADN de aserrin de palma Sty

Método Dovle & Dovle modificadn por Harison

SRR

—_—— s =
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— O

I
[0%)

Tomar 680 wl de bufer de exirsccion CTAB 1 + f.mercaptoetanol y 50 mg de tejido
del tubo conlamuestray colocar cn un mortero.,

Agrcgor 50mg de arena de cuarzo ulirapum.

Macerar ¢l tejido con un pistilo.

Colocar el tejido macerado en un tubo de microcenrifuga.

Incubar a 60 °C por 30 min,

Adiiadir igual volumen de Cloroformo/lsoamil Alcohol 24:]

Mezclar bicn.

Centrifugar per 5> min a 12 000 ;pm.

Transferir el sobrenadante a oo tubn de microcenuifuga,

. Adiadir buffer de cxtraccién CTAB 2 (1/10 del volumen del sobrenadante),

. Repetir los pasos 6, 7, 8, 9.

. Anadir 2/3 del volumen de Isopropanol &ic.

. Centrifugar por > min a 12 000 rpm.

. Descartar ¢l liquido de¢jando cl sedimenic de ADN en ¢l tubo de microcentrifuge.
. Secar 4] aire el sedimento por 30) min.

. Resuspender el sedimento en 100 il de TE alto cn sal,

. Anadir 2.5 volumenes dc Etanol al 95% frlo.

. Centrifugar por > min a 12 000 rpm.

. Descartar el liquido dejando el scdimento de ADN en el tubo de¢ microcennifuga.
. Secar al airc cl sedimento.

. Resuspender el sedimento cn 30 j1l. de agua bidestilada.

. Almacenar a—20 °C.

Procedimicnte para la extraccidn de ,ABN de insectos

= Il e R

—
1S}

Pl P
v

Colocar 200 pl de buller de extraccién CTAB | en un tubo de micrcentrifugs.
Anadir un insecto por tubo.

Macemr el insecto.

Incubar a lemperatura ambicnte por 30 min.

Apadir 200 ptde Clornformo/Alcohol Jsoamfilico 24:1,

Mezclar bietw.

Cenwifugar por > min a 12.000 rpm.

Transferir el sobrenadante a otru tubo de microcenuifuga.

Anadir igual volumen de Isopropanol frio.

. Incubar por 30 min,

. Centrifugar por 3 min a 12,000 rpm.

. Descanas el liquido dejando el sedimento de ADN en el tubo de microcentriluga.
. Secar al aire el sedimento.

. Resuspender el sedimento en 50 ptl de agua biclestilada,

. Almacenara-20°C
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Anexo 4. PROGRAMAS PARA EL TERMOCICLADOR

Paraz Imprimidores P y P7

Fase de) ciclo Primer ciclo 28 ciclos Ciclo Final
Temp* [Tiempe |[Temp  [Tiemno |Temp | Tiemnpo
Desnaturalizacion |94 °C Ry 94°C If 94°C J1*
Ligzmicnto 54°C M 54°C S0 54°C 30
E.xrension F2eC 3 72°C R 72 °C 3
™ Temp = Temperatura
Para Imprimidorcs LYF1y LYRI1
Fase del ciclo Primer ¢iclo 38 ciclas | Ciclo Final
Temp® |Ticmpo [Temp Tiempo [Temp Tiempn
Desnaturalizacién  §94 °C 1°30™ 04 =C 30 o4 eC 30~
Ligamiento 33 307 53 °C 50 33°C w1Hi
*C
Extensién 172°C |1 207 72°C 17 20" 72eC 340"

* Temp = Temperatura
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Avero 5. MATERIALESPARA ELECTROFORESIS

Reaclivos

«  ADN amplificado por PCR

L]

Agarosa 2(0.75 % (ej. 400 ml) con Bromuro de Etidio (1§ mg/mi)
Agarosa 3.0 gr

Buffer TBE 0.5 X 400 mi

Bromuro de Etidio (10 mg/ml) 2023 pl

Buffer dc carga

0.03% azail de bromofenol

40% sutrosa
0..MEDTA,pHS.0

0.3% sodio laury) sulfato (SBS)

Buffer de cerrida (TBE) 5X

Tris-Bomto-EDTA (SIGMA T-3913)

Notu: esie bufier se diluye a 0.3X para hacer agarosa al 0,75 % o al porcentaje
descado ¥ para corrida eleciroforctica de los geles

Marcador de ADN
SIGMA DNA Ladder, 1kb ( Producto Na. D0428)

Equinn

Tanyue de elccirof oresis
Bande ja

» Puine

Fuente de poder

Pipews de precisién

*





