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RESUJ\'IEN 

Harrison, Bárbara. 2000. Diagnóstico molecular y evaluación de la resistencia de los 
híbridos MAPAN al Amarillamiento Letal del CocoteTO (ALC) en Honduras, Proyecto 
Especial de l  Programa Ingeniero Agrónomo. Zamorano. Honduras. 49 p. 

El Amarillamiento Letal del Cocotero (ALC) es una enfermedad devastadora que se 
reportó en Honduras por primera vez en 1995. Se calcula que ha aniquilado el 60% de 
las poblaciones de cocoteros Alto del Atlántico (Crxos nucifera) en el litoral Norte e Islas 
de la Bahía )' se estima que acabe con 90% de la población de estas palmas. Esta 
enfermedad presenta \lJla sintomatología similar a la de otras enfermedades del cocotero, 
por lo que \lJ1 diagnóstico molecular es la única manera confrnble de detectar la presencia 
del fitoplasma cau..-<ante y estudiar su  epidemiología. En este estudio se optimizó el 
método de diagnóstico molecular de la en fermedad p;ua obtener resultados y emitir 
conclllSiones confiables, Se utilizaron dos primers, los PI & P7, univerlK!les para la 
detección de fitoplasma.'i, y los L "YF! & L YRl, específicos para la detección del 
fitoplasma de ALC ocurrt"nte en Florida, EE.UU. Debido a que el ALC no tiene cura, es 
necesario iniciar programas de replantación con variedades de coco resistentes. En la 
plantación de híbridos resistentes MAPAN en Salado Lis Lis, propiedad de la Standard 
Fruh Company, se registró una alta mortalidad de las palmas después del Hurd.Cán lvfitch, 
situación que p1L'm en duda la resistencia de estos híbridos a la enfermedad. Por !u 
ante rior, se reali;,;ó un muestreo en el que se determinó que, aunque la enfermedad está 
presente en la plantación, su incidencia se encuentra dentro de Jos límites aceptables para 
el híbrido (20%). El insecto vector de la enfermedad, Afyndu.s crodus, se encuentra 
ampliamente distribuido en la Costa Atlántica del país, pero no se descarta la presencia 
de otros vectores, por lo que se recolectaron e identificaron otrOS posibles vectores. Se 
utilizó la técnica de RFLPs para comparar el fitoplasma de distintas procedencias de 
Hondurus, pero no se encontró diferencia alguna. 

Palabras claves: Cacos mi.cifera, fitoplasma, lu"bridos MAPAN, Myndus crudus, 
prirners., RFLPs. 

Dr:""Abelino Pitty 
-
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NOTA DE PRENSA 

V ARJEDADES RESISTENTES: 
ÚNICA SOLUCIÓN VIABLE PARA EL MA.'\EJO DEL 

AillARILLAi\IIEl\"1'0 LETAL DEL COCOTERO 

El Amañllamiento Letal del Cocotero (ALC)llegó a Honduras en 1995 
continuando wn su deya:;tador p= por las costns caribeiias. Afortunadamente. se han 
desarrollado híbridos resistentes a Ja enü:nnedad, tales como elldAPAN, utilizado ya 
para replantacione� de localidades como Salado Lis Lis y C1.1ero )'Salado en fincas 
propiedad de la Standard Fruit Company. 

En Honduras, s� estima que el .ALC ann.<;ará con el90% de las Palmas Alto del 
Atlántico, variedad pn.."domlnante en la Cosw AllHntica. Este problema se agrava si 
además del deterioro del paisaje, se considera que las comunldad�s garlfunas dependen 
d� �sta;; palmas, en gran proporción, para su d.icta y cultura en general. 

El vector de la enfermedad es la chich!i!rlta Myndus crudus, distribuida 
ampliamente en el territorio hondurello. Los iru:naduros de este insecto habitan las ralees 
de todo tipo de pastos, lo que no permite controlar la enfermedad atacan ti o al vemor. 

La enfermedad del ALCes causatla por un fitoplasma, organismo similar a una 

bacteria, pero sin paced celular que puede controlarse por algún tiempo con nmibióticos 
dt: ta!luniliade las Tetraciclinas; sin embargo, el tratamiento es caro y lu muerte d e  la 
palma ocurre eventualm�nte. Hasta el momento se cree que la Unica solución viable para 
la replantación de las zonas afectadas son los hibridos resistentes. 

Sin embargo, durante un estl.ldio renlizado sobre el ALC surgieron dudas con 
respecto a la resistencia de lo� híbridos cuando aproximadamente el 70% de los 
especimenes de la finca Salado Lis Lis presentaron sfntomas que, en su momento, fueron 
atribuidos al :\LC. 

Zamor-.mo, Unica instirución en Hondurns que cuenta con el equipo adecuado parn 
real! zar diagnOsticos moleculares realizó un estudio para verificar la causa de los 
sfntomas detectado� en Jas plantas afectadas. 

Para determinar la posible incidencio del ALC en la planración se realizó un 
muestreo al azar. De un total de 21 muestras unalizadas,-snlamente al !9% se le detectó 
d fituplasma. Si se con sidera que los híbridos tienen un SO% de resistencia, esta 

incidencia se encuentra dentro de los limites aceptables. 

Sin embargo, o me la incógnita de qué estaba t:ausando los sfntomas, se tomaron 
mut:slras de 14 híbritlos enfermos. Se analizaron las muestras, pero �n ninguna se detectó 
d fitoplasma. 



Con el resultado anterior se concluyó que, aunque la enfermedad está presente en 

la plantación en un 19"/o, la mayor causa de mortalidad probablemt:nte es atribuible a un 
factor abiótico. 

Aunque Jos costos económicos y sociales que ha ocasionado la enfermedad en 
Honduras son altos, no todo está perdido. La replamación con híbridos resultará cara y 
los resultados se verán de mediaoo a largo plazo, sin embargo es, hoy por hoy, l a  única 
solución viable. 
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l. INTRODUCCIÓN 

El cocotero (Cocos nucifera), una plantl. de la familia P:ilrnae, monocotiledónea. es 
caracKTistica de lo5 paisajes tropicales alrededor del mundo. Esta planlLI llegó aJ Caribe 
y posteriormente al restn de América, hace apmximlldamente 450 años. Su origen se 

ubica en la Islas det Pacifico en la zona Sun1L-r:idenml de Asia y Arrica Occidental 
(Urbina, 1997). 

La planta del cocotero se explota principalmente para la extr:�cción de aceite de la eopra 
(carne de coco o cndosperma d� la �emilla}. Además del aceite, la carne de coco es 
insurntJ importante en la manufucturot de dulces, crema, leche de coco y variedad de 
productos cumcstibles. 

SegUn Urbina (! 9Y7), una carncteristica imp<.ntantc <k L"Sta palmem es su resisu:ncia, no 
solnmcnte a suelos salinos. sino también a la brisa salada, condición guc en otras palmas 
produce secado de las hojas. Esta carac!erística coloca al CO<.:otcro en una situación 
privilegiada en relación a orras o!eagino�os. 

Por otro lado, una de las mayores limitantes de esm planta es su susc<:ptibilidad a ataques 
por una gran variedad de patógenos. Según Proceedings of thc workshop on lethal 
diseasc of coconut catL�cd y phymplasma and their imponancc in Southcast Asia (I9YS) 
los problemas fitosanimrios mUs comunes guc afectan al cocotero en Honduras son: )¡o. 
pudrición del cogollo (1'/lyruphtora palmirora), el anillo rojo CJ.uwdo por un nemátodo 
[Rlwdinapha!enchus cocophi!us) y el "Hartrol' causado por un Tripanosoma 
(Phywmonus}; sin embargo, el mas importante en la actualidad es el Amarillamicnw 
Letal del Cocotero (ALC), una devastadora enfermedad ca\L�ada por un fitoplasma. En 
America existen reportes de la enfermedad en Jamaica, Islas Gran Caimán, Cuba, Haiti, 
República Dominicana, Bahamas, Est.aclos Unidos, México, Belicc y Honduras 
(Villanueva, e¡ uf., s.f.) y es posible que ya está en Guatemala. Aunqu� l a  enfermedad 
fue reportada como un serio problema en la cuenca del Carih� en la década de tos 70's, se 
reportó en 1 londuras ru.�tu 1995 en los Islas de la Babia. D� ahl se desplazó, �n 1996, a 
tierra finne, cspccificaml'Ute al municipio de Sama Fe, departamento de Colón. El ALC 
se ha ido diopersando al Este, a otros mutticipio� de Colón, tales como Trujillu, Agu:m. 
Limón, lriona y 1:\al!>lle. )' al O"!<te al depanarrll'llW de Aú:intida. no so\anrente en tierra 
tlnne, sino que �altó a Cayos Cochinos1. Se espera que eventualmente la enfermedad 

1 RAUD,\tES, S.T. 2000. ChortasQbrc ALCen Hondwas. Tda, Hondu=. SF.NASA. (Comunirnci<ln 
Persono\) 
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cubra todo el territorio hondurcii¡¡, por lo que es necesario impulsar plan<$ de 
replantaciUn indu:;o en los lugares donde lOda'ia no ha llegado In enfermedad. 

La enfermedad es transmitida por la chicharrim Myndus crudus. Debido � que la este 
insecto es endémico al cocotero en el pais, existen dos hipótesis principales acerca d e  
como Ikgaron vectores infectados a Hond=. L.n primera dice que, debido a que Sl.lll 
estadios inmadums habitan y se alimenran d e  lns raiccs de pastos, ninfas infectadas 
vinieron en pastos impormdos de i;liami o México durame ]3 consuucción de hoteles en 
Roat:in, Islas de la 13ahia. Por otro lado, se cret que individuos infectados del vector 
fueron sin1plcmente arrastrados por d viento hastl territorio honllureño. 

En las comunidades garifunas, en la.� que aproximadamente el 75% de sus habhantcs vi1•e 
en el .. :trcma pobreza. los poblado.-.;� \kpenden en snm pane de su alimentación en los 
productos que ellos mismos producen. El coco constituye parte fundamental en la dicta y 
cultllni de estas comunidades, pero desde 1995, estn importante fuente alimento.ria ha sido 
devastado por el ALC (CaTholic Rclicf Serviees l Iondunl.s/Caritas de Honduras, sin 
publicar). 

La sintomatología del ALC incluye j¡¡ calda de l'rutu� de todos lnR tnmaños, la necrosis de 
la� inflorescencias, un amarillamiento progresiYo desde las hoja¡; bajeras y, finalmente, la 
muene de la corona. dcjnndo solamente el estfpitc con un a:;pecto de poste tdefónico. 
Esta sintomatología �mur similar a la del anillo rqjo y l a  dd "1-lartrotn, por lo que el 
método de diagnóstico basado en sfntomas 1�suales no es confiable. El desarrollo de 
métodos apropiados para distinguir e identificar la� enJt.rmedades presentes es de suma 
importancia. Las pruebas molecular�s, además de constituir un m�todo de diagnóstico 
muy preciso, permilen el estudio de la epidemiología dto la enferm�tlad y la 
camcteri�_:,ciún del patógeno. pa.<>os indispensables para el desarrollo de un mam•ju 
integrado de la enferme<bd. Atlemli.s, debido a que los fitoplasmas no pueden ser 
cultivados en medios artificiales, lo que JUci!itaria su diagnóstico, las pruebas 
moleculares adquieren aun mayor importancia. 

Una vez que la planta contr<te la enfermedad, la muerte de la palma ocurre l'll un período 
de 6 a 9 meses y su posterior dispernión �s sumamente rápida, 

El ALC hoy en día no tiene cura. Solamente se conoce d tr.ttamiemo en base a 
inyectiono:� de oxiletr:ldclina que re1msa l a  aparición de los slntomas y puede causar 

remisión de los mismos en etapas tempranas de lo inf=ión. Su efecto dura tle tres a 
cuatro meses, momenta en el cual debe volverse u apliGar. Esta técnica se miliza con 
line� de investigación como herramienta de diagnóstico para confirmar la dio logia de un 

fitoplasma. Como estrategia de control, se u._-m wlomcntc en paln1as omaml'11l3lcs de alto 
valor económico debido a su costo elevado y su poca cficncia para controlar una 

epidemia. 

La Unica solución viable hasta la fecha es  la n.:phmtación con material resistente a la 
enfermedad. Se conoce que los Cocoteros Altos del Atlántico de Hondums son altamente 
susceptibks al ALC, mienlr<!S que las variedade.� enanas, como el Malayo Amarillo, 



lvlalayo Rojo y Jvfalayo Verde, presentnn un alto grudo de res ist�ncia. El problema pam 
l a  adopción de las vuritdades enanas radica en que las comunidades cos teras han 
utilizado siempre la variedad Alto del Atlántico, con caracrer!sticas agronómicas muy 
especificas y diferentes a l a  de los Enanos lvlalayos. Estos Ultimos, por mm lado, se 
consideran para la> replantaciones por el bajo costo )' fácil disponibilidad d� su semilla. 
Además d� variedades resistentes. de�de la  déc<lda del 70, cuando inició la epidemia del 
.A.LC en Jamaica. se han desarrt�lludo híbridos resistentes mcdianre el cruce entre 
Cocoteros Altos del Pacifico y variL>dades enanas. Los Cocoteros Ahos del Pacífico 
presentan un grado de res istencia alrededor del 40% (Berlín. s.r.) )' poseen cameteristicas 
del fruto de calidad similar a las del Alto del Atlántico, que son muy apn:dadas por las 
comunidades costeras. �jemplos de hibridos dcsnrrollados incluyen el lvlA YPAN, un 
cruce emrc Enano />.·lalay() y Alto dt: Panamá (un tipo de Alto del Padfico), el MAPA!\' y 
el l'v1AREN, dos hibridos producidos en Co�ta Rica. El !v!J\ YPAi'J, desarrollado en 
Jamaica, y Jns variedades enanas han sido utilizados con mucho �xito en la rehuhilitación 
de plantaciones de cocoteros en varias islas de l Caribe. Ellv!APA.'I y el MAREN han 
sido utilizados por la Smndard Fruit Cmnpany para resembrar sus plantaciones en las 
localidades de Salado L.is Lis y Coero y Salado. Sin embargo, la plantación de Salado 
Lis Lis está siendo afectada por w1a sintomatolog!a sim ilar n In del ALC. Actualmente. 
existe un fuerte prob'TIDlla en el Centro de Investigaciún C ientífica de Yucauín (C!CY) en 
México que .�e ocupa de la evaluación y promoción de estas palma.� (Harries, 1999). 

Es importante detemlinar si  la cepa del pacógenn es la misma en Honduras y en los 
lugares donde se han de5mTollado los h!bridos y wriedadcs re.<:i ste ntes para predecir si 
presentnr<ln el mismo grado de resistencia y produ cción bajo condiciones locales. Para 
lograr esto es necesario establecer ensayos de resistencia varietal ¡;.¡¡ pl:mlücioncs en 
bloque en zonas de alt:l �·mediana incidencia (l!arries, 1999). Es importante también 
caracterizar muestr..;; del fimpla�mn de disdnw procedencias de Honduras y 
posterionne nte, compararlas con mu�stras provenientes de otros países, tales como 
Jamaica, Hailf, Estados Unidos, lvl6:ico y otros lugares afectados. Utilizando enzimas de 
re5l:ricción, se ha encnn!mdo ciertas diferencias en.tr� el fimplasma del ALC ocurrente  en 
l\.fiarn.i y el fi top!asma de Jarnaica2. 

Acmalmcntc, en Honduras, existen diferentes instituciones y organizaciones que trabajan 
en ]a<; ár�ns de investigación. extensión/difusión y rehabilit.ución en comunidades 
afectadas por el ALC, tales como FHIA y la .. Red Salvemos e l Coco". conformada por: 

Pa�mral Social - Cárilas de Hondurns 

Pastoral Social- CáritaS de Trujillo 
PROLANSATE (Fundación para In Prmccci ón de Lancctilla, P1.1nta Sal y Tcxig�.�at ) 
CONPAH (Con fedcrnción de Pueblos Autóctonas) 
CIDH (Cenrro Independiente paro el Desarrollo de Hondums) 
Coopero ti va Alianza GtllÍIIa!!U 

APROSt\ (Asodacic'm de Pro feoionales de San¡¡relaya) 
FUCAGU,\ (Fund�ción Capiro, Calentu.ra y Ouaymoreto) 

: HARRJSON, N. 1999. Cun1 c'f'Slioión 5<lbr< 1\LC. Florid•. E f.. UU 
., Universid"d do Florida. (Com"nicaciUn P�!'><>n"l) 



OFRA.'lli!-1 (Organiznción Frmernal Negra de Honduras) 
BA YAN (Asociación de De.oarrollo Bahni) 
Programa Nacional del Coco- Dirección. de Cien.cia y Tecn.ologfa Agr.uia (DICTA) 
y Servido Nacional Lh: S¡u:¡jdad Agropecunria (SEN ASA) 
Zarnonmo 

(Catholk Relief Services Honduras/Cáritao de Hondur:1s, sin publicar). 

Una de las principales preocupaciones tratadas por In Red actualmente, es la varieMd a 
utilizar para la replantación de las zonas afectadas. En un principió se creyó ci�grunente 
en los hibridos, sin embargo, luegn del problema surgido con. los hibridos en SalaLio Lis 
Lis, se crearon preocupaciones sobre su desempenn. Es ahi donde surgió el inter�s de 
Zamorano por clarificar la situación. 

1.1 OBJETIVOS 

1.1.1 Objetivo Gener.Jl 

Estudiar l a  epidcmiologia del Amarillamiento Letal del Cocotero en Hümluras, utili7.andn 
técnicas moleculares. pam apoyar el desarrollo de un manejo de la enferm�>dad. 

1.1.2 Objetiws Específicos 

l. Oprimiznr d método de diagnóstico molecular para el fitoplasma dd ALC. 
2. Evaluar la resistencia Lle Jo� hibridos MAf>AN ni ALC. 
3. Confirmar la preSl'llcia del fitoplasma �n el vector reportado, lvfyndus crudn¡. en 

Honduros e identiñcnr otros posibles vecto�s. 
4. De1ccrar el fiwplasma en plantas jóYen.es asintomá1icas. 
5. Caracteri�..ar parcialmente el fiwplnsma del ALC ocurrente en Honduras por m�dio de 

Enzima.s de Restricción o ··Rcstriction Frngment l .cngth Polimorphisms" (RFLPs), 



2. REVISIÓN DE LITERATURA 

2.1 COCOTERO {Cocos nudfera) 

2.1.1 Ta:.:onomía 

La ubicadún la"onómicu del cocotero. según Robert y Zizumbo ( 1990), es la siguiente: 

Reino: Vegetal 
División.: Tmcheophyta 

Sub-dh��ión: Ptcrcpsidae 
Clase: Angiospermae 

Sub-cla.�e: Monocotilconeae 
Orckn: Arecales 

Familia: Palmaccae 
Trihu: Ccroxelina� 

G�nero: Cocos 
Especie: (.'o�ns /1l1cifera L. 

La familia Palmae es unn de las monocotilcdóuens más importantes. El género Cocos es 
monotípicu debido a que �nlamentc contiene la esp�-cie C. nucijkru (Robert y Zi?.umbo, 
1990). 

2.1.2 Dc.M·:ripciiin botánica 

La palma de coco pu�!l� 1•ivir hasta 100 años. Tiene un solo tronco, de 20 a 30 m de 
altura, color gris y marcado por cicatrices en forma de anillo dejadas por hoja'i ca idas. 

Tiene hojas pinada� de .J a 6 m de largo. 

Las inflorc$ccncias. provenientes de las ax.ilas de las hojas, emergL'Il envueltas pur una 
espata. Las flores femeninas se sitUan en la bas� u� la inflorescencia. mientras que las 
masculina:; lo hacen en el ápice. Las !lores están compuestas d<.: p¿taJos lancenludos, seis 
estambres y un ovario •k u-es carpelos. La polini:-.nciiin cruzada oCUlTe con ayuda del 
viento o inscc10s. 

El fruto pesa entre 1 y 2 kg. Es una drupa con tm cpicarpo delgado y liso, un mcsocarpo 
fihroso con un grosor de 2 a S cm y un cndocarpo l�il.oso. La �emil!a es rica e n  reservas 
illcalizad:.s en un endospcrmo, parte sólido (carne de! coco) y parte liqnido. Dmame la 
germinación, la radicula sale a naves de uno de los tres poros gcrminativos. 



2.1.3 Importancia 

Pequeños agricultores mantienen la producción de coco en más de SO paises 
subdesarrollados alrededor del mundo (Procecdings ofthe worbhop on lcthal disea•es of 
cocor¡ut cau$�d by phytoplasma :md their importance in Southeasr Asia, 1998). En los 
trópicos se considera al cocot�rll la principal fuenle de obtención de acehc (Roben y 
Zizumbo,1990). Esta importancia se deriva u� los siguientes beneficios que acompañan 
el culdvo de] cocotero: 

4 Toleranciu a variedad de condiciones agroclimáticas 
• Producci6n continua hasta por 60 años 
.. Constante provisión de productos de utilidad a las iiunilias 
• ¡.,.tantcnimicnto de la plantación sin nee<.:sidad de inversión de capiml 
• Procesamiento artesanal del producto pruvee ingr�so familinr extra 
(Proceedings of thc worhhop on ]ethal discases of coconut cuused by phytoplasma and 
their importance in Southeast Asia, 1998). 

2.2 FITOPLASi\tA DEL AJ\lARILLAi\IIEl\"1'0 LETAL DEL COCOTERO 
(ALC) 

1.2.1 Agente C><usal 

En 1967 , los irwcstigadores Doi. TcranaJ.:a. Y ora y Asuyama (citado por Agrios, 1995), 
ob��ryaron al microscopio electrónico microorganismos similares a los micoplasmas, 
pero sin pared celular, en los tubos cribosos del floemn de plantas in!l:ctadas con 
enfermedades del tipo �amarillamiento"' (Yer Figuro !). Ha.�ta entonces se pensaba que 
lns agentes causales de estas enfermedades �nm \1rus. AdemD.s de la detección de esos 
micmorganismns en las plantas, también se encontrnrou en lu� insectos vectores de las 
enfermedades (Agrios. 1995). Alloro se eonoc<!Il fitoplasmas a!>e>ciados con 
enfermedades de mas de 300 ��pecies de plantas (Tymon, e¡ al.. 1997). El numbre 
Amorlllamicnto Letal fue aplicado por primera vez por Nutman y Roberts en 1955 
(cit:tdo por Rnhen y Zizumbo,l990). 

Dos earacteristicas propias de los fitoplasmus, que los permiten diferenCÍ!!r de otros tipos 
de microorganismos oon: su susc.:ptibilid:td al tratamiento con los antibióticos \k la 
familia de los reuacidina.�, mas no al  tr.namíenlo con penicilina, suprimii:ndose los 
sintomas de 1:.. enfermedad pnr algunos mc>cs y el hecho de que no pu�den eultivur.'<e en 
medio> artificiales (Agrios, 1995). La :tplíeacíún de anttbióticos a los árboles e:¡ rná;; 
exitosa cunndo se iny�ctan directamente al troncu, ya scu por presión o llujo por 
gravedad y tiene mejor r.,;ulmdo si se aplica durante los primeros estadios de la 
enfermedad (Agrios, 1 ')�5). 

Las células de los fi1oplasmas carecen de pared celular, están rodeadas por una 
m�-mhrana "unitaria� cumpuestn de tres capas y poseen citoplasma, ribosornas y 



' 

filamemos de material nuclear. Su forma va de esferoidal a ovoide o 1.k irregularmeme 
tubular a filamt:ntosa (,\grios, 1 995). La falta de pared cdulur verdadera se debe a qu� 
los fitoplasmas carecen de la habilidad nt:cesaria para sintetizar las sustancias requerida;; 
pam formar la pared celular (Castaño-Zapata, 199�). 

2.2.2 Sintllma.� 

Figuro 1 .  Imagen del fitoplasma del ALC visto 
�n un microscopio electrónico. 

El patógeno aparece en un inicio �:n las cCittlas j{ll'cnes del floema. La necrosis en las 
inflorescencias aUn cerradas se manifiesta cun puntas ennegrecidas y la mayoria de flores 
masculina� mucnas y negra� {Agrios, 1995). Las palmas mueren de 6 a 9 meses dcspui!s 
de la aparición del primer síntoma {Procccdings of the workshop on lcthal discase of 
coconut caused ':/ phytuplasma and dleir importancc in Southeast Asia. 1 \.In). 

Lo� primeros síntomas espccificos en las palmeras infectadas eon ALC están 
rdacionados con tejidos en crecimiento activo: 

• Caída prematura de ntiec:es de todos loo tamaños 
• N<:erosis de las inflorescencias inmaduras 
'" lvluene de terminaciones radiculares en crecimiento activo 
• Amarillamienw y necrosis de las frondas comen7Ando de las mis viejas 
• Necrosis eventual de la hoja bandera 

• Necrosis de los tejidos alrededor dd m�'ristema, donde se desarrolla una pudrición 
interna maloliemc 

(ver Figura 2) [Proceedings of the workshop on lethal di.<:casc of coconut eaused y 
phytoplasma and thcir importancc in Southcast Asia, !998]. 
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Figura 2. Secuencia dt: los síntoma.'l en Cocoteros Altos de Atlintico infectado� con 
ALC_ (a) Caida de cocos de todos los tamafios. (b) Necro�is de las inflorescencias. 
(e). (d) y (e) ,\marillarnicnto progresivo desde b base de la corona. (f) )\fuenc de la 
planta, sintorna conocido como "poste telefónico"_ 
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Diferentes actil•idadcs fisiológicas que se ven entorpecidas por el a¡;ente causal de la 
enf�nnOOad son calL�antcs de los distinros sintornas. Gl aborto de frutos y la nccru�i� de 
las infloresceneias se p0drfan deber a una di�minución en el suministro de nutrimentos. 
ya que los fitoplasmas cscin confinados a los tubos cribosos del flocma y las células 
vecinas, aumentando así el contenido de sólidos de las exmla�iones del mismo. Estos 
primeros síntoma� pndrian deberse tambi�n a un des balance hormonal, El amarillmnlemo 
de la.� hojas puede dc�rse al cierre de estomas, provocando una deficiencia ¿., 
nutrimentos y fotosimaws en general, o una dlsminucil'm en el suministro de citocininas y 
gibcrclinas, ocasionando síntomas tlpicos de sen��cencia. La necrosis en la ralz pllede 
deherse a la disminución en el trnnsporte de nutrimentos a esta parte de la planta por el 
daílo .:n el flocma (Roben y Zizumbo,i990). En resumen, segUn Castai'!o·Zapata {1994): 
··Los fitoplasmus provt)can la formución de polisvcAridos que bloquean parcialmente el 
movimiento de la sm�a, impidiendo la Uistribución normal de !itohormonas }' enzimas". 
lo que provoca los :sin tomas. 

Varios investigadores han mostrado que lns planta.-; jóvenes, menores de tres ru"\us son 
mmmente afedadas por el .-'I.LC bajo condiciones de cnmpo (Al varado, s.t:). 

2.2.3 Dispersión 

Una enfenncdnd con la sintomatología del ALC en América fue por primera vez descrim 
en las Islas Gran Caimün en 1334. El primer repone de la enfermedad como tal fue en 
Jamaica en 1591. Desde entonco:s se ha reportado por todo el Caribe con diferentes 
nombres. En Africa existe esta. y otras enfern¡edud�s causadas por un !itoplasmn desde 
1917 y. al iguul que en Amériea Latina se han ido dispersando a otros países (ver Cuadro 
1 ) (Roben y Zizumbo, 1 990). 

La� enfermedades de tipo Amarillrunientu Lew[ en coco han mntado aproximadamente a 
15 millones de pa1rnus de coco (Proceedings ofthe \\�lrk;;hüp on lcthal di.<>:a$e of coconut 
causcd y ph;.1oplasma and their imponancc in Southcast Asia. 1 9\!8). 

La disuibución del ALC es un claro ejemplo de la di�1ribución por salto que se considera 
ti pica de la dispersión por viento. La propa�a<:: iún ocurre de dos maneTas: 

a) Di�per.;i6n radinl o en focos. En su mayoría. el ALC se produce denuo de una wna 
local de unos 100 m de llifunetro alrede-dor de un foco de alta incidencia de la 
cnfermeclad. Dentro de esta 7.0(lll, la lli�persión no es continua, sino que infecta un 
árbol y pasa por alto algunos antes de atacar a otro. Esto cnusa que lo.« focos de la 
cnfo:rrnedad sean difusos. 

b) Ol�persión en "saltos". La enfermedad puede producirse brinCando 100 km o m.ás 
ames de establecerse un nuevo foco úe inl"ccción (Roben )" Zizumbo, 1990; 
Ah•arado, s.f.). 



Cuadro l. Ailo en que se repon6 por primera vez una enfermedad con sintomawlogía 
típica del ALC y el nombre que se le dio en distintos países de los continentes americano 
y africano. 

Continente País 

·! 
Jamaica IS91 
Cuba IS70 
Haití 1920 
República Dominicana 1929 
Babamas 1946 
Estados Unidos 1937 
l\[6.-cicD 1977 
Belice 1990 
Honduras 1995 

.Áfiica G""' 1932 
Tcgo !932 
Camerún 1937 
Nigeria 1951 

Fuelll�: Rot>.-TI y Zizumbo ( 1990); L. /.Jv=OO (s.f.). 

2.3 VECTOR DEL ALC: ldjmdus crudP..> 

2.3.1 Descripción 

West end bud-rot 
Pudrición del cogollo 
Desconocido 
Desconocido 
Desconocido 
Desconoddo 
Amarilianriento Letal 
Aruarillamientu Letal 
Amarillamiento Letal 

Desconocido 
Desconocido 
Kribi 
Desconocido 

La chicharrita o saltahojasAf. crudus es un insecto de aproximadamente 4.5 mm de largo, 
con alas formando un triimgulo, como techo de dos aguas, transparentes con venación 
café. El merpo es color .pajizo. Poseen dimorfismo se¡;cual, la-; hembras son más grandes 
y l!>curas que los macho� {ver Figura 3). 

Foto: Componruum o\"frnit d.Jsc:JSeS (199�). 

Figura 3. Afyndus crudus adulto. 

3 LASTRES, L. 1 ���- Chnrla soliD;: ,1/prd!lS cn;du.l", wclor del ALC. Cboluteca. Hond\lr3S. 
(Can•unicación Personal), 



2..3.1 Cid o de ,·itlli 

" 

El M. Crudus tiene liTI ciclo de vida p(lllromccibolo (Nault ;• Rodrigucz, 1985). pasando 
por las etapas de huevo ( 1 1  días), nin!"a (41 días) y adulto (50 dia�). Durante 1:1 etapa de 
ninfu o inmaduro, el in�cto es subterráneo, permaneciendo en las rníccs de pastos 
(Villanueva, er al., s.f.; Nault y Rodr!guez.. 1985), dificultando m;í su detección, 
reconocimiento y control (ver Cuadro 2). 

Cuadro 2. Hosp�d�ros reportados de ninfas de Myndus r:rudus. 

Nombre científico 

Panicum maximum Jacq. 
C;;perus rotundus L. 
Srvwtaphrum secundatum (\Valt) O, Kumzc 
C)•oodon pley10stachyu.\" Pilgcr 
llruchiaria mutica (Forsk) Stapf. 
Digitariu de(.•runhens Stcnt. 
Chlorls petreu Swurtz 
Chlari!; infla/a Link. 
,Jndmpagan bicarnis L. 
Cyperus sp. 
Fimbri.1·tylis �parhaceae Roth. 
l'ospulum na/ulum Fluggc 
Cenr:hrus sp. 
Cynadon dacrylon 
Verbena scahro Vnhl 

Nombre eomUn 

Pasto Guinea 
Cllyolilln 
Pas1:o San ¡\gusrin 
Pasto Estrella de África 
Pasto Pani 
Pn�to Pangola 
Barba de Judío 

Cola de zorro 
Coyo1:illo 
Junquillo, Tul� 
Bahía 
ll·!ozote 

l'uento: Roben )" Zizumbu (1990); Villonue\'11, e¡ al. (<.f.); Al varado (s.f.). 

Familia 

Gramínea 
Cipen:ícea 
Gramín�a 
Graminca 
Gramínea 
Gramínea 
Gr.uninea 
Gramínea 
Gramínea 
Cipenkca 
Ciper.icea 
Gram!nt:a 
Gramínea 
Gramínea 
Vcrvennecae 

Durante la e¡apa t.k adulto, como es caracteristka propia de los cixidos, el .11. crudus 
permanece en el envés d� las hoja� de monocotiledóneas {Nault y Rodriguez, !985). 

Los iituplasmas se desarrollan en el lr.1cto digestivo, la hemolinfa. glándulas salivales e 
intrncelnlann<:nte en varios de los órganos corporales de los insectos vectores (Agrios, 
1995). Existe transmisión de 1:! enfermedad del ALC de una generación de insecros l1 la 
siguiente de manera transováricu, multiplicándose, en forma exponencial, el nUmero de 
vectores a través del tiempo (Castaiio·Zapalll, !994 ). 

2..3.3 Confirmación dd .�fyndus cr!lifus como vector 

SL-gim Proct:cdings of thc workshop on lethal discase of coconut caused y phytuplasma 
nnd their importan�e in Sontheast Asia (1998): ·'R�petidas pruebas con M. crudus 
(Homop1cra: Cixiidae) h3n dad u e"\�dencia cnnnmdente de que esta especie e.� vccwr del 



ALC y pmbablemente sea la única". A continLl<l<'ión se presentan una serie de evidencias 
que GunJlrman al M. r:rndus como vector: 

• EA-teosos muestreos conftrman que se alimentan de palmas susceptibles. 
• La distribución geográfica del insecto coincidió con alta incidencia de la enfermedad. 
• Una reducción en la dispersión de la enfermedad fue asociada con' una supresión de 

la!< poblaciones de ivf. crudus al aplicar con insecticidas eA'l:ensa.s zonas de Florida, 
Esmdru: Unidos. 

• Bajo condiciones de lalmratnrio, en la Universidad de Florida se transmitió, <"n 
repetidas ocasiones. el fítoplasma a palmas expuestas al insecto. Palmas que no 
estuvieron expuestas, ¡x;rmanecicron libres de la enfermedad. Sin embargo, otros 
investigadores no han podido repetir este experimento. 

• Pruebas en lxtse a detecdón de ADN han demostrarlo que M crudus adquiere el 
fitoplasma causante del ALC al alimentarse en palmas enfermas 

{Howard y Harrison, 1999). 

Los insectos se vuelven vectores infecciosos con mayor eficiencia cuando se alimentan 
de hojas y tallos jóvenes de plantas infectadas a diferencia de cuando se alimentan de 
tejido senescente. Además de volverse infecciosos al consumir tejidos de plantas 
infectadas, pueden hacerlo al ser inyectados con extractos de plantas (Agrios, 1995). 

Los insectos vectores de fitoplasmas son saltahojas que se alimentan del flocma 
miembros de las familias Cicadellidae, Cocddea, Fulgoroidea, y Psilloidea, que 
transmiten el fitoplasma de manera persistente {Proceedings of the workshop on klhal 
disease of coconut caused y phytoplasma and their importance in Southeast Asia, 1998). 
Se han reportado otros dxidos como vectores de otros fitoplasmas, tales como Hyalesthes 
obsolerus Signoret, que transmite el fitoplasma del tomato big bud y Oliarus atkinsoni 
Myers. vector del phorrnium yellow leaf (Nault y Rodriguez, 1985). 

Según Nault y Rodríguez (1985), el M. crndus es un vector ineftciente del fitoplasma 
causante del ALC, pero es tan abundante en los cocoteros, que una baja tasa de 
transmisión es consistente con la incidencia obsen•ada del ALC. Por el contrario, 
también se dice que es un vector muy eficiente, ya que propaga la enfenn<"dad a una alta 
tasa de dispersión aún cuando solamente el l %  de la población de adultos adquiere el 
fitoplasma•. 

En un entonces, también se creyeron vectores del ALC los insectos Ollarianus balli Van 
Duzee y Pümicephalus flavicos/u Stahl (Nault y Rodríguez, 1985}. Recientemente se 
confirmó que Ollarianus sp. es el vector de la Escoba de Druja del frijol gandull y es un 
posible candidato como vector del fitoplasma caUSEJlte de la Hoja Pequei'ia de la 
Gliricidia (Saballos, 1999). 

• HOWARD, F.W. !999. Vectores de fitoplasmas. Florida, EE.UU., Universidad de Florida. 
}Comllllicaciim personal) 

DOYLE. M. M. :woo. Vecro= de fitoplasmas. Feo. Morazán, Horn!um;;, Zamur.1Ilu, (Cornunic•ciórJ 
Personal) 



23.4 Tr.msmisión del ALC 

La transmisión de los fitoplasmas es circul>Uh�d (11'1oum y Lacy, 1932). Los periodos 
necesario� pura que el insecto trnnsmita el fitoplasma son los siguientes: 

a) Periodo de adquisición durante la o.limentnción de nua palma infectada. 
b) Periodo de latenci�. en el que d fitoplasmo pasa del intestino del insecto a la 

hemolinfa y a las ghindulas salivales, invadiemlu las células del insecto hospedero. 
e) Período de hHienladlin, donde In enfermedad es transmitida debido n posterior 

alimentación del ins<Jctn de una plunta sana. 
(Proceedings of the wurkshop on lethal diseasc of coconut eaused y phywplasma and 
their importance in South.-:ast Asia, l ')9S). 

Por lo general, se considera que el período de latencia de nn fituplusma en un insecto es 
de 1 O a 45 días (Agrios, 1995). Antes del cumplimiento de este periodo, lao; gl:i.ndulas 
salivales del insecto wetur permanecen lihres de infcctividad (lvlcCoy, !9SJ). Una vez 
adquirida In enferm�dad, la propagación de la misma dentrO del vector es dreulariva 
(Castaño-Zapata, 1994). 

Se eon�hlem que los fitoplasmas pueden reproducirse tanto en los exudado� dd floema 
de las plamas como en la hemolinfu del insecto debido a la cantidad de similitudes qm: 
c.:dsten entre ambos. Ambos transpoiUUl metabolitos y produc1os asimilados a lo largo 
de sus respectivos organismos y ambos contienen una gran cantidad de nutrimentos 
orgánicos e inorgánicos, resultando en presiones osmóticas similare� (McCoy, 1 9R3}. 

Hasta ahora. no ha siilo confirmado orrn fomw de trnnsmisión del ALC. Según 
Proceedings oflhe workshop on lelhul disease of coconut caused y phytoplasma and lheir 
imponuncc in Southeast Asia (1998): "No exi�tc evidencia d� que las enfermedades 
causadas por fitop]$smas son transmitidas por semillas". Es:w {1995), citado por 
Proceedings ofthe worhhop on lethal disease ofcuconut caw;l-d y phytoplasrna and thdr 
importance in Southcast Asia (199S), repona que no hay conexiones vasculares entre el 
embrión y los tejidos de la plante madre y según Maramosch (1976). citado por 
Proceedings ofthe workshop on lcthal disease of cucunut causcd '/ phympl8SnHI und their 
importance in Southeast Asia (!99S), el lugar donde se produet: la semilla en plantas 
infectadas t:� w;ualment� esréril. ;;;¡ embargo, segUn estudios rt:3lizados por Harrison y 
Córdova �·a se ha dckctai.lu la presencia del fiwplasma del ALC en el embrión de palmas 
enfermas . Saballos (1999) reportó la presencia d�l fitoplasmn de la Enferm�-dad de la 
Hoja Pequeña de la Gliricidia (EHPG) en las semilla>; provenientes de á:rboleo infectados; 
el estmliu J'ue l'alidado pDr Campaila (sin publicar). Esto último puede s�r explicado 
porque e:dste nua ventana de tiempo en la que puede haber conexiones vasculares entre el 
fruto y el resto de la planta, pero es muy poco pruhablc7• 

' CÓRDOVA. t. 1999. Eotudlos sobre la trnn1mlsión por '"milla del ALC. ,\Jédda. Mex .• Cemro de 
lnvesti<!llción Ciem!ñoa de Yucnmn (Comunicnción perSonal) 
> HARii.TF.S. H. 2000. Gira nl ensavo de =i•Tc"nda varifia\ al AL C. Mérida, Mé.x., C<:ntro do 
lnl'=ig•ción CienTÍfica de YUo31án (Comunleocilin ¡KTional) 



2.4 RESIS'fENClA VARIETAL AL ALC 

2.4.1 Origen de la enfermedad 

Según Robcrt y Zizumbo (1990), existen dos teorías principales acerca del origen de la 
enfermcdnd: 

a) Origen en Oceania o el Sur-Este de A.!.ia. En esta región se han desarrollado 
cultivares resistentes, como el Enano Malnyo )' algunos tipos altos y cultivares 
pre��ntan cieno grndo de resistencia que puede scr produc!o de In ,:elección de los 
agricul!ores a través dd tiempo. 

b) Evolución en la rc�6ón c:uibeñ:l.. Las palmas susceptiblt:s al ALC en América 
fueron introducida� en un inicio a la Región Caribeila y la mayoría de las palmas 
nativas son resistentes o irununcs. Además, el inse;:to vector es originario de 
América y �e encuentra tanto en p:llmas nativas como en las introducidas. 

l..i.2 VariedadC$ de cocotero 

Lo� cocoteros del Atlántico se origino.ron de una plantación original en lvfozambique y 
fueron introducidos por los españoles �n el siglo XVI a Américn. Los del Pacifico, en 
cambio fueron introducidos �arnbién por los espal1oles. pero provenientes de varios sitio�. 
Ambas poblaciones permanecieron aisladas probablemente por 500 rulos, h<Gta la 
creación del Canal de Panamá y el ferrocarril del istmo de Tehuantcpcc, a principios del 
Sigla XX (Robert y Zizumbo, 1990). Esta tenría no ha sido comprobada, por el 
conn:ario, es objeto de debates en el :im.bito cientilko. 

En ]'v[é:dco, el Alto del Atlántico ha mostrado una susceptibilidad al ALC cercana al 
100%. Por otro lado, las variedades del Pacífico, o Alto del Pacífico, a=que no han sido 
e�]luestas a la enfermedad, por esp�rimentos realizados en Jamnka, se espero pr=ntcn 
una resistencia del 50% al SO% (Robcrt y Zizumbo, 1990). Estas últimas han sido la base 
para la generación '::' producción de hibridos C()mcrciales resistentes en Jamaica. Existen 
también los ecotipos re�istentes procedentes de /'.·lnla�ia y Filipinas, conocidos con Enano 
Malayo, Enano Filipino-Malayo, entre otros (Roben ":/ Zizumbo, 1990). 

2.4.3 Carncterisri� diferenciales de los genotipos altos 

Debida al aislamiento genético en el que se han mantenido las variedades altas de 
cocotero, preserrtan algunas diferencias, como se upr�cia en el Cuadro 3. 



Cuadro 3. Diferencias entre las variedades de cocoteros Alta del Atlántico y Alto del 
Pacífico. 

Característica Vruiedad 
Alto del Atlántico 

Apariencia del fruto V�r<k, laq;o, 
·---- --- --- _;\I_:tgt!)!l!___ " --------

.M��!!rpO ________ q_�g_, __ ª�rt¡�o 
_______

_
___ _ 

Semilla Alargada, puntfaguda 

Emlo�-pt:rma 
Cami�d di! agm¡ 
Contenido tk aceik 

··--------·· ------------

Patrón d� llOf'<l.ciún 

Tallo 

Hojas 

Resisten da al ALC 

hue,�QJil:lle:;n 
Grueso 
Menor 

----------

Mayor 
_____________ _ 

Polinización cruzada 

Delgado, curvado, cicatric�s 
.�!= lqs hoittS __ 

irreg)Jl
_
�s 

_ _  

Largas, cuelgan cuando 

\'erd� 
4-10% 

Foontc: Ro�rr )' Zizumbo (1 990); Harric� ( 1999). 

2.4.4 Enano /1-lalayo (8/1-1)' Variedad resistente 

Alto del Pndfico 

Verde, hmnce o amarillento, 
esli<rico 

.P.':'.l_g:a�o 
-------·· 

Grande. casi esf6rica. 
_ 

Hue�o dclgad? _
__ _ 

_ 
Delg?do 
,'v!avor 

----�----- ·---

ivknor 
-p�¡¡;¡¡z;;c¡ óñ. cruzftdii;-.; �;e�;;_;,---
autogamia 

__
_ _ 

Robusto, �1:ecro. base grande 
---------- ___________ _. . .. --

lvienos largas, raras veces 
cuelgan cuando verdes 
50-SO% 

En Jamaica, desde que llegó la enfcnnedad, en los anos 70s se obse!>'Ó que una 
plantación de palmas enanas con frutns mjos e introducidos de Malasia, era resistente al 
ALC. Estas palmas hablan sido introducida:; por sus características de precocidad )' 
enanismo (ver Figura 4), caract�-ristica dese:ilile t:n una zona azotada muy a menudo pnr 
h=anes. Aunque el nivel de resistencia del El\-1 alto )' es capaz de mantener un 
rendirnit:nto cons1antc, cualidad necesnria para un programa de resiembra., posee ciertas 
caracterlsticas que lo ha�en menos popular entre Jos agricultores, comn una menor 
calidad de copra, una menor robusl�z que lru: wricdades altns y un fenotipo de baja 
aceptación. Por estaS razones se consideró necesaria la produc�iUn de híbridos (Roben y 
Zi=ho, 1990}. 

2.4.S Producción de híbridos rc�istentes 

La Unica solución !;O�tenihle a la probkmátic:a dd ALCes la replantación de palmas de 
coco resistt:nles (Pruceedings of thc Workshop nn lethal disC<!Ses of coconut cau.<;ed by 
phytoplasma and thdr importance in Southeast Asia, 199S}. 

El primer híbrido resistente producido cnmerdnlmente fue el MA YPAN �n Jamaica, 
producto del cruce Elvl X Alto de Panam:f. un tipo de �Alto del Pacifico" (Roben y 
Zizumbo, 1990}. 



El primer híbrido re.�i.�tcntc producido comercialmente fue el l\1AYPAN tm Jamaica, 
producto del cruce E/'.·1 ,-.: ;\lto de Panamoi, un tipo de ""Alto del Pacifico" (Robert y 
Zizumbo, 1990). 
En Costa Rica se han evaluado tres hlbridos principales: 
• MAREN {Enano Malayo x Alto de Rennell) 
• tlAPAN (Enano lvtalayo x Alto de Panaro.áJ - igual al lvfA YP AN de JamaiM 
• .l>fA.WAT (Enano Malayo X Alto del Oeste Africano) 
(lllingworth, 1999). 

Fotos: I>D.l Doylc 

Figura .J.. Comparación entre (a) un Enano ;..[alayo y (b) un lnDrido "1\!APA..'\'. 

lllingwurth (1999) considera que la resistencia al ALC del híbrido l\•lAPAN podria 
alcanzar el 90Y,. aunque un SO% es aceptable. 

Los cows ln'bridos ;...IAPA..'i, combinan las mejores caracteristicas de ambos padres (ver 
Cuadro 4), por lo que su acept.aciún es mejor entre los habitantes de la Costa Atlántica 
Sin embargo, su mayor limitante es el alto costo de adquisición de la semilla. 



Cuadro 4. CompanJdón cnrre hibridos ]\,1APt\N y Enanos !Vlalayos. 

Característica 

/v!adurnción 
A!tum de la palma ad1.1lta 
Color de la nuez 
Número de nue-:es 
Tamaño de nuez 
Contenido de copra de In 
nuez 
Contenido de agua de In 
nuez 
Estípite 

Resistencia al ALC 
Disponibilidad de semilla 
Rusticidad 

Híbridos MAP AN 

3-5 años 
.Wm 
Dorado 
Aho 
/viayor 
Mayor 

lvlayor 

Ensanchado en la bas� 

90% 
Baja 
Ma or 

DIAGNÓSTICO MOLECULAR 

Enano� 1\blayos 

3-5 aiios 
30 m 

Verde, amarillo o rojo 
Al m 

Menor 
Menor 

ldennr 

Di:imetro cominuo desde la 
-
SO% 
Al m 
Menor 

2.5.1 La técnica "'Pulimer-.l.."' Chain Rcactiunn (PCR) o Re:�cdoín en Cadena de la 
Poliroerasa 

El PCR fue aplicado por primera vez, de manero exi\Clsa, en el rlingnóstico de patógenos 
Uc pbntas con métodos descritos para la i.lete�ciún del Virus del ]\·losaieo Comlln del 
Frijol (Viv1CF) (l\lills, 1994). 

El principio de la tecnica PCR es la amplificación exponencial de una secuencia mem de 
ADN, tal y como se muL>;;!ras en la Figura 5. 

Dehido a que los fitopi!!Smas no pueden ser cultivados en medios artificiales. su 
lliugmi�tico se ha busntlo principalmente en prucho.s moleculares e hihridnciones de ADN 
(Gunderseu y Lee, 1 99G). Las reacciones de I'CR utilizando "primcrs"R específicos o 
universales, derivados de secu.!ncias del g�-n 165 rR.i'\'A ha pmporcion.ado un diagnóstico 
o.ltamen¡e sensible paro. la de!ección de un amplio rango de fitopi!!Smas en plantas 
infcCUidas o en insectos vtctores (ver Cuadro 5) (Lee. er. al.,199�). Sin embargo, los 
pares de primers seleccionados pueden afectar la especificidad (.]� la ampli(ieaeiún 
{Prnceedings of the workshop on lcthal discasc� of coconut caus�d by phy!oplasma and 
th�ir importance in Southcast Asia, 1998). Ln sensibilidad de lo� primers universales 
basados en la detección de cierta secuencia del gen 16S rRNA es limitailit para la 
detección de fitoplasmus &:birlo a que secuencias no propias del fitoplasma son 

1 Mpdmcr' � ¡>alabrn en in�6 paro. imprimidm, inioiodnr, edudor. 



thcir importance in Southeast Asia, 1998). La sensibilidad de lus primers universales 
basados en la detección de cierta =cncia del gen 16S rfu'!A es limitada para la 
dtl�cción de fitupla�mas debido a que secuencias no propias del fitoplasma son 
frecuentemente coamplificadas (Gundersen y L��. 1996). Lo ideal es el diseño de 
primers que distingan los fitoplasmas del cocotero de :fitoplasmas que afectan otras 
planras y, de ser posible, diferencien los distintos fitoplasmas que atacan al cocotero 
(Proceedings ofthe worbhop on Jethal diseases of coconut causad by phytoplasma and 
thcir impottance in Southeast Asia 1998). 

Treinta o más ciclo� 

ADN mc\:1 

Pümer ''F" 
Primer �R" 

Primer Cielo Segundo Cielo 

Fuente: Saballos (1999). 
Figura 5. Reacción en Cadena de la Polimcrasu (PCR). 

De los primers en el Cuadro 5, si se considera necesario realizar PCR anidado, según Lec, 
e t. al. {1998), se pueden utilizar las siguiente¡¡ combinaciones; 
• PCR: Rl6mF2 &. Rl6mR1; PCR anidado: R16F2n/R16R2. 
• PCR: PI &P7 PCRanldado: R16F2n1R16R2. 

También se han de¡;arrollado primers a partir de una secuencia de ADN genómico del 
fitoplasma, como los primers LYFl & LYRI, d=ollados por N. Harrison de la 
Universidad de Florida (ver Cuadro 6). 



Cuadro 5. Secuencias de algunos primers universales desarrollados a partir del geu 16S 
rRNA paro el dia::-nUstieu de fitoplasmas. 

Primer 
Rl6mF2 
Rl6mR1 

Rl6F2n 
R16R1 

LD16·1 
LDSR 

Rohdc for­
ward primer 
Rohdc re-
verse pnmer 

;pFI 
q>Rl 

PI 
P7 

Secuencia (5' 3')_ 
CAT GCA AGT CGA ;\CG GA 
CIT /v\C CCA A TC ATC GAC 

GAA ACG ACT GCT AAG ACT GG 
TGA CGG GCG GTG TAC AAA CCC G 

CGG AAA CCT TCG GGT TTT AG 
GGTGCC ATA TAT A TrAGA 

GAGTACTAAGTG TCGGGCAA 

AAA AAC TCG CG'I'TTC AGC TAC 

GGA CAT AAG TI A GGT GAA TIT 
ACGATATIT AGTTCT TTf TGG 

AAG AGT TTG ATC CTG GCT AGG ATf 
TIC TCG GCT ACT TCC TGC 

*n.d. - no hay datos 

Autores 
n.d.� 
o. d. 

o.d. 
n.d. 

Hmison & Oropeza 
Tymon & Joncs 

Rohde 

Rohde 

n.d. 
n.d. 

Deng & Hiruld 
Deng & Hiruki 

Fuente: Prooeedings af tho warkshop on )cthnl dis=cs of coconm ooU>ed by phytopla>mo and lhdr 
imp<Jrumoe in Sourhe:m Asla (199S): L.,., �� al., (1993}. 

Cuadro 6. Secuencia Ut: los primers especifico� desarrollados para ]a detección del 
titoplasma de) ALC. 

Primer 
LYFI 
LYRI 

Secueocb (5' 3') --------
CA T AJT 'JTA TIT CCT TTG CA;\ TCT G 
CAGffi' ACTTICTAA TAG TITTGC T 

Autores 
Harrison 
Harrison 

2.5.2 "'Restriction Fraf{ffient Lcnf!:lh Polimol'jlhism., (RfLPs) o frAgmentos 
Polimórficas de Re:;Irieeicín 

El analisis utiJizanUo enzimas de restricción determina el nivd de homología de la 
s�cuenda de t\DN e..xprcsado en porcentaje de hornologia. El principio de la técnica es la 
S"Jlaración de fragmeotus de ADN de acuerdo a \tuJlañO, pero no puede dislinguir entre 
dos fragmentos de tamWo similar pero distinta secuencia (lvfills. 1994). 

La técnica consiste en lu digestión de ADN con enzimas o endonuclcasas de restricción, 
las cuales conan el ADN eu sitios es�cificos de r�conocimiemo (ver Figuro 6). Los 



La técnica consiste �n la digestión de ADN con enzimas u eodonudeasas de restricción, 
las cuales eonan el ADN en sirios específicos de reconocimienw (l'er Figura 6). Los 
fragmentos l.jl.le resultan del cone· �on separados de acuerdo a tamaño al con-er las 
muestras en una gel de ekctro fure&is (Milis, 1994). 

Según Lec, et. al (!998), ya sea por secuenciación directa d� ADN o por :málisi� de 
productos wnplificados de PCR del gen l6S rR.o'!A utilizando RFLP, los fitopJasma..; 
pueden ser diferenciados y dasificadus. Según Tyrnon, eral. (1998), el gen 16S rRJ\'A ha 
sido milizado para estudios de filogenia y taxonomía en la clasificaci6n de fitoplasmas, 
pem opinan que aunque el análisis por RFLP l'5 conl'enlente para dh.tinguir entre 
fitoplasmas muy relacionados, no lo es para determinar 51.1 posición ta.-..:onómica o 

filogenetica de uno respecto al otro. 

T / C C  

1500 pb 

T A G C A  

5' 
A T C G T  

�; 
� 

T t\ G C A A T  

5' 
t\ T C G T T A 

� Enzima 

3' 

3' 

� T A C G T  

A / GG  ¡soo pbl 

C C G A T G C A  

5' 

G G C T A C G T  

3' 

Fi¡,>Ura 6, Restriction Fragment l.cngth Polimorphism (RFLPs) o Fragmentos 
PolimUrfico� d" R�tricción 

Diferencias impurtante$ entre la epidemiologia y la susceptibilidad varietal �ugmcroo 
difereocias entre los pat6genos de enfermedades de tipo amariliaminenlo letal del 
cucutem "n los distintos continentes, americano y afn"eano, y tl!mbiéu entre el Este y el 
Oeste de ,\mea (Tymon, et al, 1997). Luego, utilizando la h.ibridaci6n de ADN y 
an:ilisi..s por RFLP del gen 16S rR.o"'!A, se demo:;trO que los patógenos "neootrados 
causantes de las enlt:rmt:dades de tipo "arnarillamiento" en palma en el Caribe, l'"ll el Este 
y en el Oeste de África, aunque similares, wn genéticamente diferentes, fom11mdo cada 
uno un subgrupo daotro del grupo principal de los fitoplasmas del coco. La similitud 
entre los fitoplasmas del ALC en Florida, el Coconut Lethal Yellcw.ing, subsrrain 



substrain Ghan.airu:J Cape St. Puul Wilt diseo..<>e o "LDG" son homólogos 
aproximadamente entf" un 94.S% y 97.98% (Tymun, el al., 199:1). 



3. i\1ATERIALES Y i\JÉTODOS 

3.1 OPTil;flZACIÓN DEL i\IÉTODO U8 U!AGNÓSTICO 

3.1.1 Nomenclatura de las muestra.� 

Para la nomenclatura de las muestras se consideró el nombre d" lu cnli:rroedad, el sitio de 
rceolccdón, el nUmero del '�aje realizado a ese sitio y el número de muesua obtenidu en 
dicho viaje de recoleccil'm. 

Ej�-mplo: 2SLL-AL6 significa que es la se.�\a muesln'- de ALC obtenida durante el 
segundo viaje a Salado Lis Lis. En el Anexo 1 s� indican las abreviaturas utilizadas para 
cndn uno de los sitios de recolección visitados. 

3.1.2 Obtención de las muestras 

T..n importancia de cvoluar diferemes métodos de ob1ención y conservación de ]te; 
muesuas es para facilitar el envio de las mucsnns al laboratorio. 

Se probó e l  muestreo de tres tipos de tejido para evaluar con cuál se obtcnian los mejore$ 

resultados. Los tejidos recolectados fueron el tejido inmaduro recién diferenciado que �e 
encuentra alrededor del meristema apical o corw.ón de la palma, la base del raquis de las 
hojas y ast:nín del tronco (\'er Anexo 2). 

Para la obtención de las muestras de aserrin, se o.lesinf�1.ó el taladro o e! uipano con 
alcohol al 70% para luego flameado con un soplete y dejar enfriar. 

3.1.3 Con�ervación d" las muestras 

Las muestras de palmito y de raquis se alma��naron directamente en una hiele m. 

Con el método tradicionnl ole conservad6n o.! el aserrín en buffer CT f\13 de cJ.:tracción 1 + 

j3-mcrcapto--ctanol al 2 % es necesario que sea personal capacitado el que obtenga las 
mucsuas y tener acceso a los reactivos necesarios par"- prepamr el boffer. y no as! 
cuo.lquier particular que c.�é interesado en una diagnó�ico. 

Se evaluaron dif�-r�-ntcs métodos de obtención y cun�ervaciún de a"errln. Se muestrearon 
cinco palmas con sintomus clásicos al ALC. De cada palma. se obtuvieron tres muestras, 
tml.ada.:; de la siguiente manem: 



,. _, 

• A�errin ohtenidn con taladm y eon�ervado en tubos Falcon en unn solución de 25 ml 
de buffer CTAB de extracción 1 con 13-mcrcapto-emnol al 2 % como antioxidante 
(1•er Anexo 2). 

• A�errin obtenido cQn taladro y alrnacenudo directamente en bolsas plásiicas sin 
ningUn buffer antioxidante. 

• Aserrín obtenido con trépano v almaccrw.do directamtmte �n bulsas plásticas sin 
ningún buffer antioxidante. 

En los tres casos, las mucsw<IS fueron manteniilas a temperatura ambiente. 

3.1 A Extracción de ADN 

f'arn la e:.:tracción de AON se utilizó el m�li.JdQ 1.k e;Hracción con CTAB modificado por 
l larrison (ver Anc.-:o 3). />.·!cdiante observaciones, se evaluó: la camiiliul d" tejido inicial 
de aserrín a ma.cemr (�0 y 100 mg), la velocidad de la centrifuga (5.000 y 12,000 rpm) en 
la� fa�es de precipitación de lípidos, de licidos nucleicos y de ADN y el tiempo de cada 
centrifugación (5 y JO ruin). La resuspensión final del ADN eximido se hizo en agua 
destilada esteril. 

3.1.5 Amplificación de ADN 

Para la arnpli!ic:aeiUn i.lcl ADN del ALC se utili7.aron dos pare:; de primcrs: 
• f>¡ & Pi: primcrs univCJSales. ba.'>l!dos en unn secuencia de AR..'! ribosomal (rR..'!A), 

para la detecció¡¡ de fitoplasmas. 
• L Yfl & L YRl: primeP.f �"Pe�ífico� desarrollados por N.,\. Harrison de la 

Universidad de florida para la detección del fitoplasma dd ALC presente en la 
Florida, Estados Unidos, detectan una secuencia de ADN genómico. 

Cuadro 7. Secuencia de nudeóridos y tamwlo del protlw:to de PCR para los primers PI 
& P7 y LYFl & LYR1. 

Primer 

PI 
P7 

LYFI 
LYRl 

Secuencia [5'- 3') 

AAGAGTTIG ATC CTG GCT AGG ATT 
CGT CCT TCA TCG GCT CTf 

CAT ATfn"A TIT CCTTTG CAA TCTG 
CAGTIT ACTTTCTAA TAO T1TTGCT 

Tamaño del productn 
de PCH. kb 

!.8 

l. O 

Para los primers L l'Fl & L YRJ se evaluó el uso de una perla completa de "PCR b�ai.l 
Rcady to Go ®" (Amcrsham Pharmacia Biolcch, lnc.) parn la amplificación de ADN y 
reacciones de media perla. 
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Cada perla comiene aproximadamente: 
1.5 unidades de la enzima Taq ADN polimcrasa 
1.5 mM de MgCI; 
50 rn..t>1 de KCl 
1 O ml\1 de Tris-HCI (pH 9.0) 
200 ¡.¡M de cada didcoxinuclcótido trifosfato 
Estabilizadores como Albúmi.n.a de Suero Bovino (BSA) 

Cada perla se diluyó en: 
22 ¡.i.l de agua destilada estéril 
1 fll del primer L Yr 1 
1 ¡.ti del primer L YRI 

Para la reacción complcm, se le agregó 1 ).11 de ADN de la muestra a la mezcla de 
rcncrivos. Para la amplificación lllilizando la mitad de \a concemr.tción de los reactivos, 
de la mezcla inicial se traspa.<;aron 1 2  ¡d a ou-o mbo de microcentrifuga y a cada mitad de 
la reacción se le agregó 1 pi de ADN de la respectiva muestra. Las muestras ITa!. !To2 
y 1 To3 se analizaron con ambos procedimientos. 

Los resultados de la amplificación de ADN J'uerun visualizados por un transiluminador, 
luego de separación clectroforética a 95 voltios realizada en una gel de agarosa al 0.75 % 
conteniendo bromuro d� �'tidio al 2%. La gd fue ,;argada con 6 ¡ti de nme�trn y 1 ¡rl de 
buffer de carga. 

3.2 DETECCIÓN DEL FTTOPLASJ\f,\ EN EL VECTOR REPORTADO Myndu� 
crudus Y DETERI\IINACIÓN DE POSIBLES VECTORES 

En esta fase se rccolccmron espedmene..'i de Myndus crud¡¡:; y de otros insectos 
chupadores de savia en !� localidades de Santa Fe, Tela. Trujil!o '/ Snlado Lis Lis en la 
CoS\a atl:intica hondureña. 

3.2.1 Recolección de lnsecta� 

Los insectos fueron recolectados en �1 envés de frondas de palmas de crx:otero. Se 
encerraron foliolos en bolsas tansparenles y se golpearon para dc�prt:nder los insectos. 
teniendo cuidado de mnntcncr la base de la bolsu hacia aniba por la wnd�"ntia que tienen 
los in!ieclos de Yo lar hacia esa dirección. Se almacenaron en frn,;cns con cmnol al 70 %. 

3.1.1 Identificaciim de insectos 

Los insectos fueron idcnlilicados por el Dr. Ronald Cave de la sección de Protección 
Vegetal de Zamorano, l·londuras y otros especialistas contactados por �1. 



3.2.3 Prueba de PCR a insectos 

El ADN de inseel:os se extrajo utili�.ando el método Doylc &. Doyle para insectos (ver 
Anexo 3). La amplificución del ADN se realizó utilizando los prin1ers P l  &. P7 y L Yfl 

& LYRI. Además de 4u� b conc�ntrución de ADN obtenido de los insectos fue baja, no 
se pudo reali= PCR anidado por no tener disponibilidad de lus prim�rs nece�arios. Los 
primen; L YFl &. L YRl detectan una secuencia de ADN gcnómico, mientras que los PI 
& Pi detectan una secuencia de ARN ribosomal. 

33 EVALUACIÓN DE LA RESISTENCIA DE LOS HÍBRIDOS l\IAPAN AL 
ALC 

Esta inYestigación se realizó en una plantación de hfbridos MAP AN de la Stundard Fruit 
Company. L.a finca Saludo Lis Lis, como se le denomina. contaba con una plantación d� 
Altos dd ALlánrico que sueumhi6 u! ALC hace nproximadame!lle 5 años, sin embargo 
ello� adelanrándo;;e a la epidemia. habian comen7..adn a sembrar híbridos hace 
aproximadmncmc ocho años. Actualmcmc, cucnta con una población de 15,000 hl"bridos 
de edades entre tres y ocho años. El material de siembra mili�.ado fue comprado a la 
Hacienda Vktnria en Costa Rica. 

En la finen Salado Lis Lis se pre:;�mó una alta mortalidad de los hibridos en los últimos 
dos anos, luego del Huracin Mitch. Dichas plll!ltm; preotmturon una sintomatologia 
similar � la del ALC por lo que se consideró n�cesario el análisis de muestras por 
métodos moleculares, luego de un muestreo representativo. 

3.3.1 i\letodolog:ia de muestn!o 

En esta linea se reali7.aron dos muestreos utilizando diferent�s mctodologfas. En el 
primer muestreo se tomaron 21 muestras al azar �islematizado y siete muestras d� palma� 
con caractcriscicas e:.-pecfficas. tales como pre�enci� de síntomas clásicos de ALC (caida 
de frutos, necrosis de inOorescencia.s y amarillamicmo progre:¡ivo desde las hnjn.� hajeras) 
y palmn.o de la variedad Alto del Atlántico sanas. En el segundo muestree¡, realizado por 
M. Dolld, del CIRAD en ll"lontpdlier, Francia y M.M. Doyle d� Zamorano, Honduras, se 
tomaron muestras de side cocott:ros con síntomas de amari!lamicnto severo y de tres 
palmas sanas. Durante este muestreo se imrudujo la variante de In desinfestadón, con un 
soplete, de la superficie del tronco en el sitio donde se exU"aju la muestra y la Tala de 
varias po.lma.s para estudiar otros posibles c:ausus del amarillamiento. como hongos. 
n=átodos o Phytomonas. 

El muestreo al a?.ar �e re��lizó, principalmente, para determinar lo incidencia Uel ALC en 
la finca. Por otro laUo, los muestreos en ba.<e n simomatología se realir.aron para 
confirmar o desmentir la responsabilidad del ALC como agente causal de los simonws 
presentes en la finca. 



3.3.2 Obtención de las muestras 

En ambos muestreos, el tejido recolectado de cada árbol muestreado fue aserrin, el cual 
se conservó en 25 ml de buffer CTAB de eA"tracción 1 + ¡3-mercapto-etanol a1 2 %. 

3.3.3. Diagnóstico 

El ADN de las muestras se extrajo utilizando el metodo de extracción con CTAB (Doy le 
& Doylc) modificado por Harrison (ver Anexo 3) y se amplificó el ADN e.-.:traído 
utilizando los primers PI & P7 y LYFJ & L YRI (,·er Anexo 4). Dcspues de realizar el 
PCR, los productos fueron separ-<1do� por electroforesis a 95 voltios en geles de agaro�a al 
0.75% contell.Íendo 0.5 ¡.¡gfml de bromuro de etidio. Posterionnente se visualizaron las 
geles en un transiluminador para la interpretación de resuliarlos. 

3.4 COMPARACIÓN DE DISTII"fTOS AISLAMIENTOS DE ADN DEL 
FlTOPLASMA DEL ALC UTILIZANDO RFLPs 

Se utilizaron enzimas de restricción para detectar diferencias en la secuencia de ADN de 
muestras de las localidades hondureñas de Salado Lis Lis, Tomabé, Cayos Cochinos y 
Cuero Salado. 

3.4.1 Enzimas de restricción utilizadas con cada primer 

Las enzimas de restricción disponibles para realizar el esrudio fueron BomH I, Hirr(I, Al u 
l. Pst l. EcoR l, lisa 1 y Himi lll. Cada una de e:;tm; enzimas se colocó en presencia del 
producto de PCR de un control positivo proveniente de la localidad de Tornabé (1To­
AL1) con los primcrs P I  & P7 y L YF1 & L \'Rl .  Las enzimas de restricción se 
colocaron de acuerdo a las especificaciones dictlldas por el fabricamc: 

• Para las enzimas del fabricante GibcoBRL® (Alu l. RamH I y Hinf!): 
Se prepararon reacciones de 20 ).11 conteniendo JO ).11 de producto de PCR, 7 j.il de 
agua destilada estéril, 2 ).11 del buffer correspondiente indicado para cada enzima (ver 
Cuadro S) y 1 ¡.11 de la enzima de restricción, Se incubó durante 4 horas a 37� C. 

• Para las enzimas del fabricante Pmmega® {EcoR l, Hind lli, Rsa I l' Pst l): 
Inicialmente se prepararon reacciones de 20 ¡JI conteniendo 1 ¡.ti de producto de PCR., 
16.3 ¡.ti de agua destilada estéril, 2 ¡.11 del buffer correspondiente indicado para cada 
enzima (ver Cuadro 8), 0.2 ).11 de Suero AlbUmina Bovina (BSA) a una concentración 
de 1 O ¡.tg/¡.tl y 0,5 fll de la en7.ima de restricción. Se me:.cdaron bien y se incubaron 
durante 4 horas a 37" C. Sin "mb'<U"go, debido a que con este prmocolo no se 
obtuvieron buenos resultlldos, se mudificaron las cantidades a 1 ¡.¡! de producto de 
PCR 15.6 fll de agua destilada estéril, 2 f1} de buffer, 0.4 ¡.tl de BSA y 1 ).11 de enzima, 
conservando un volumen final de 20 J.ll. 



Los resultados de la digestión de las enzimas se corrieron en una gel de agarosa al 1.5 % 

en un tanque de electroforesis a 70 voltios. La gd se cargó con 6 ¡.U del producto de la 
digestión de enzimas con 2 ¡.d de buffer de carga. 

Cuadro 8. Microorganismo del que proviene cada enzima de restricción, buffh 
correspondiente y sitio de restricción. 



..j., RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4,1 OPTThUZACIÓN DEL MÉTODO DE DIAGNÓSTTCO 

4.1.1 Obten.:i<in de las muestras 

Oc la muesrra JSLL-t\1.2, una muestra con simomas clásicos de ALC, se e:-.."trajo tejido 
de ascrrin con un raladm eléctrico, conservado en CTABI con ¡3-men:apto-ecanol a1 2%; 
tejido del raqui� de la htJja y tejido del comzl'ln. El tejido provcniemc del aserrín y del 
palmito resultaron positivos al analizarlo� con los primers P 1 & P7, mientras que las 
muestras de raquis arrojaron resultados negativos. Esto último se d�bc a que el tejido del 
raquis e� altamente lignificado, lo cual dificulta la maceración del tejido y no permite la 
obtenci6n de una buena concentración de ADN. 

En base al resultado anterior, se decidió impkmemar �n �te estudio la metodologia de 
obtención de mucstrn de aserrin para la extracción de ADN, debido a las siguientes 
wntajas que presenta en rel11ción con el corazón de la palma: 

• N u e.� necesario sacrificar a la planta para la Ob!<mción de la mueSUlt. 
• Fncilidad de obtención (el aserrín se obtiene a la altura del mu�stn:ador}, 
• Facilidad de conservación (el tejido no necesita de refrigeración), 

4.1.2 Consen':H:ión de llls muestras 

Se obruvicron mejores resultados al com;ervur las muesua:; en buiT�r CTAB de extracción 
1 + 13-mercapto-etanol. Se observaron cierw.s dift:rencias en la dctccciOn del fitoplasma 
en una misma muestra con los primers PI & P7 y los L YFl & L YRl (vrr Cuadro 9). 

Debido a estos reoultml0s �e prosiguió el e�tudio de tesis obteniendo muestras de tejido 
de tronco y conserl':lndulu en buffer CTAB de extracción l + ¡3 -mercnpto-etanol al 2% . 

.Se concluyó que al conservar el aserrin en una sustancia antio.-.:idnntc, se logra una buena 
extracción de ADN y posterior diagnóstico. Sin embargo, dado a que se deteL'ló d 
fitoplasma en algunas muestras de aserrín sin antioxidante, este método de consen'!lción 
puede ut.ilizar;;e en <;a�;OS de emergencia en los 4ue d material ser;\ llcvudo lo má.� pronTO 
p0siblc al laboratorin pnra su cxt:rncción y/o no se cuente con Jos reactivos nec�sarios 
pura formular un buffer. 

Tambi61, debido a que oc mostraron discrepancias nl utilizar los prirncrs Pl & P7 y L YFl 
& L 'I'Rl, se continuó amplificando todas las muestras con ambos primers. Las 
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di�crepancias observadas en este ensayo pudieron deberse a falsos p\Jsitivos obtenidos 
pm ulguna fuente de cnnmminación en cl labmutorio. 

Cundro 9. Resultados de la amplificación de ADN de las mue:.iras provenientes de tejido 
Ud tallo obtenido y con�ervndn de diferentes mnncms. 

Obtencioln de 
aserrín oon 

C'lncSer>>aciün del 
aserrin 

CTABl + 
etanol al 2% 

3To·ALl.2 Taladro déctrico sin buffer amio:ddantc 

Re,;ult:.J.dos de PCR 

& 

+ 

�+ �++---
etanol al 2% 

3To-AL3.2 Taladro eléctrico sin buffer antioxidante 

3To-AL3.3 Trepano manual sin buffer antioxidante 

CTABI + 

4.1.3 E:dracción de AD;-.,' 

+ 

+ 

(banda 
!enue) 

+ 

(banda 

+ + 

+ + 

+ + 

+ 

En esm fase de la optimización del metodo se realizaron obs.:!"\'aciune� que no fueron 
cuamilícadas. Se observó que la mejor consistGncia al macerar asGrrin se obtuvo al 
utilizar 50 mg de tejido en iíOO j.il de CT AB 1 + (3-mercapto-etanol al 2%; al aumentar a 
100 mg la cantidad d� tejido, d producto mac�rndn quedó con una consistencia pastosa. 



La mejor formación de "pdlets"9 de ADN se observó al eenrrifugar durante 5 min a 
12,000 rpm, en todas las fases que requieTen cenrrifugación (precipitación de lípidos, 
precipitación de ácidos nucleicos y precipitac:ión de ADN). Al aumentar el tiempo de 
ce=ifugación, se obtuvieron pellets "sucios'', o sea, precipitación de material indeseable. 

La resuspensión de ADN se realizó en 50 )11 de agua destilada. Se observó que de 1 9  
muestras anali7.ada.� cumro meses después de su extracción, nueve presentaban un 
"pellet" no resuspend.ible (ve, Cuadro 10). Debido a estos resultados, se recomienda 
realizar la resuspensión en TE Buffer, como lo indica el protocolo de extra<:ción D<>yle & 
Doy le (modificado por Harrison). 

Cuadro lO. Muestras con ADN en solución y ADN no resuspendible cuatro meses 
después de su extracción. 

Muestra Sol�fNRH 
lTr-ALl . l  NR 
1Tr-AL1.2 NR 
ITr-ALl.3 NR 
ISF-AL J . l  NR 
ISF-ALJ.2 NR 
1SF-ALJ.3 NR 
\To-ALJ.1 Sol 
1To-AL1.3 Sol 
!To-AL1.4 NR 
!To-ALI.5 Sol 
'Sol - ADN en solución 
**NR · ADN oo rcsu.,pcndiblc 

4.1.4 Amplificación de ADN 

Muestra So!�I}.'RM 
1To-AL2.1 Sol 
!To-AL2.2 Sol 
1To-AL2.2 Sol 
!To-AL2.3 Sol 
!To-AL2.5 Sol 
!To-AL3. !  Sol 
!To-AL3.2 Sol 
!To-AL3.4 NR 
1To-AL3.5 NR 

Como se observa en el Cuadro 9, se preserrtarou algunas incongruencias cutre los 
resultados obtenidos al amplificar el ADN con los primers P I  & P7 y al amplificar con 
L YFl & L YRl, obtcniCndosc un mayor nUmero de positivos con los PI & P7. La razón 
de estas difeTencias puede radicar en el hecho de que los primers PI & P7 estén 
amplificando secuencias del gen !6S rRNA no especificas a los fitoplasmas, 

Las muestras preliminares amplificadas utiliumdo los primers L YFI & L YRl con un 
--PCR bead Ready To Go ®'' completo y media reacción. no presentaron diferencias en 
sus resultados, como se muestra en el Cuadro 1 l. Por lo anterior, se continuó con el 
estudio utilizando solamente media reacción para la amplificación de cada muestra. 

' "'pellet� �gránulo, p<lotita 



Cuadro ]J .  Resultado de la amplificación de tres muestras con los primers L YFI & 
L YRl utilizando la reacción completa de una perla de "PCR beads Ready to Go ®" y 
media reacción. 

+ + 

4.2 DETECCIÓN DEL FITOPLASMA EN EL VECTOR REPORTADO Myndu¡; 
crudas Y DETERiWINACIÓN DE POSffiLES VECTORES 

4.2.1 Jdentificación de insectos 

Cuadro 12. Ta-.:onomfa de lo� insectos encomrados en el envés de las hojas 
de palmas de cocotero. 

Orden Familia Género Especie 
Homoptera Cixiidae Myndns IV!. crudns 
Homoptent Derbidae Neocenchrea ------

Homoptera Derbidae Neocenchrea -""._"""". 

Homoptera Cicade!lidae Erythrogonia E. Jmdata 
Homoptera Cicadellidae ---""""""" -·-··--·--· 

Estos resultados confirman la presencia de Myndus crudus en territorio hondureño. Los 
insectos de la familia Derbidae probablemente no sean vectores del ALC, ya que no se 

conoce ningún insecto miembro de esta familia como \"CC!or de alguna enfermedad. Sin 
embargo, en África actualmente se realizan pruebas de transmisión de fitoplasmas del 
cocotero con insectos de esta familiaw. 

Los insectos de la familia Derbidae fueron enviados para su identificación a la 
Universidad de Florida, pero su clasificación a nivel de especie fue imposible debido a 
que. por su conservación el alcohol, los especfmenes llegaron deteriorados. El último 
imecto re<:olectado se pudo identificar solamente a nivel de familia (Cicadellidae). Por lo 
anterior, es necesario conserYar los espedmenes se<:os para facilitar la labor de los 
taxónomos. 

10 HOW !'d<D, f.W. 1999. Vector<" de fitop]a.m�:B. Florida, EE.lnl., lJni\ crsidad de Florida. 
(CnmLlilicación pcr!<Onal). 



4.2.2 Pl:ucba de PCR a insectos 

Se realizaron extracciones de ADN a 23 individuos de la especie Myndus crucl:uo,, de los 
cuales ninguno lanzó resultados positivos al ser amplificado su ADN, tanto con los 
priroers PI & P7 como con los L YFI & L YRl. Estos resultados son razonables si se 
considera que solamente el I %  de la población de Ai crudus adquiere el fitoph<rrna11, 
aunque no se descartan falsos negativos debido a una baja concentr.«::iún de ADN 
extraída del insecto. Otro factor que pudo haber influido negativamente en la detección 
del fitoplasma en los insectos es la recolección de los <:Specímcncscn el envés de hojas de 
palmas jóv�n"� asinlurmí.ticas por <.uones logísticas. lo que disminuye la probabilidad de 
haber recolectado individuos infectados. 

Se extrajo también el ADN a tres individuos de la especie Erythrogonia laudata. a tres 
individuos de una de las especies del género Neacenchrea y a un individuo de la otra 
especie del género Neocenchrea. Con ninguno se obtuvo resultados positivos al 
amplificar el ADN con ambos pr:imers. 

En esrudios fururos, para compensar la baja concentración de ADN que se extrae de 
inse<:.tos, se puede realizar PCR anidado. Se ha reponado que se puede realizar PCR con 
los primers PI & P7 y PCR anidado con los primers Rl6F2n & Rl6R2 cuya �t:<Ouencia 
se describe en el Cuadro 5. 

43 EVALUACIÓN DE LA RESISTENCIA DE LOS HíBRIDOS MAP AN 

En los Cuadros 14, 1 6  y 17 se muestran los resultados de los muestreos realizados en las 
Finca Salado Lis Lis. propiedad de la Standard Fruit Company, plantada con híbridos 
lvlAP fu "f. provenientes de la Hacienda Victoria. en Costa Rica. 

En el muestreo al azar realizado en Salado Lis Lis, el 33% de las muestras amplificadas 
con Pl & P7 fueron positivas, pero sólo un 19"/u lo fueron con L YRl & L YRI (ver 
Cuadro 12). Sin embmgo, en las tres muestras en que se observan discrepancias entre 
ambos primers, las bandas correspondientes al producto amplificado por Pl & P7 se 
ubican a una altura mayor a la correspondiente para el producto de 1.8 kb esperado para 
el ADN del fitoplasma. 

Cuadro 13. Incidencia del fitoplasma del ALC en a flllca Salado Lis Lis delt:ctado con 
los primers PI & P7 y L YFI & L YRl en el muestreo al azar. 

LYFI & LYR! 21 3 19% 

11 HOWARD, f.W. l999. Vecto= de Fitopla,mas. florida, EE.UU., Universidad de Florida. 
(Comtmicaoión ¡x:rsnnal). 
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Cuadro 14. Descripción y diagnóstico de las muesnas tomadas al azar en la finca Salado 
Lis Lis el 28/01/2000. 
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Figura 7. Resultados de la amplifi=ión de ADN con los primcrs PI & P7 y L YFI & 
L YRI de alguna� muestras tomadas al azar durante el primer muestreo en Salado Lis Lis. 
Las flechas senalan las muestras con resultados positivos con PI & P7, pero negativas 
con L l'F l  & L YRL 

Los resultados de las tres muestras positivas con PI& P7, pero negativas con L '{fl, 
LYRL pueden explicarse, al igual como s-e menciona en la sección 4.!.2, en la 
posibilidad que los primcrs PI & P7 esten amplificando secuencias del gen 16S rRNA de 
algUn organismo contaminante que no sea el fitoplasma del ALC. Si se observa 
cuidadosamente la fotogr:¡.fía de la gel con los productos de PCR amplificados por PI & 
P7 (Figum 7), se distingue que las muestras con discrepancias tienen una altura de bandas 
diferente, lo cual denota un producto amplificarlo de PCR de mayor tamaño que lo 
esperado para el fitoplasma, por lo que es una prueba de la posible amplificación de ADN 
de otro nllcroorganismo. 

Por lo amerior, se toman como resultado� del muestreo los obtenidos con LYFI & L YRL 
Se concluye que, aunque se detectó un 19% de incidencia de ADN del Jltoplasma. no es 
una prueba fehaciente de que sea la incidencia de la enfermedad, porque no se pudo 
confirmar que el fitoplasma estuviera causando los síntomas. Por el contrario, en ese 
mismo muestreo, de las seis muestras tomadas por la pre:;encia de síntomas considerados 
clásicos del ALC en palmeras híbridas, ninguna resultó positiva al amplificar su ADN 
tanto con los primers PI & P7, como con los L YRJ & L YFl. Los mismos resultados se 
obtuvieron del segundo muestreo por síntomas, en el que de siete muestras analizadas en 
ninguna se detectó el firoplasma (ver Cuadro 15). Esto, además índica, una vez más, la 
poca confiabilidad de un diagnóstico visual. 
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Cuadro 15. Incidencia del fitoplasma del ALC en a finca Salado Lis Lis detectado con 
los primers PI & P7 y L YFI & L YRI en ambos muestreos por sfntomas. 

Par de primen Muestras tomadas Resultados Incidencia del 

LYFl & LTR! 13 o 0% 

Cuadro 16. Descripción y diagnóstico de las muestras torill!das por presencia de sintomas 
en la finca Salado Lis Lis durante el primer muestreo (28/1/2000). 

Los resultados de muestreo al azar y los muestreos por sintomas (Cuadros 16 y 17) llevan 
a concluir que la causa de monalidad de estos hibridos es algU:n factor abiótico que está 
causando la aparición de sintomas que pueden confundirse con los provocados por el 
ALC. Sin emb¡ugo, la enfermedad si está atar:ando la plantación, ya que d muestreo al 
azar revela la preser¡cia de la enfermedad en algunos lu'bridos, aunque una monalidad de 
hasta 20% de los luDridos es aceptable. 



Cuadro 17. Descripción y diagnóstico de las muestras tomadas por presencia de sin tomas 
en la finca Salado Lis Lis durante el segundo muestreo (151212000). 

Muest:r:> "'' lnflo<es" Frutos Hojas O�vaciones R=1tados 
planta cencia 

LYFI, LYRI {año<) PI, P7 

3SLLl ' Necrótica Caido; 100% Trdtadacon - -
amarillas Tetc>cidina 

JSLL2 �' Cargada Tratada con - -
"""" 

3SLL3 '' Newótica Cardos amarillami Tratada con - -
cnto ieve teu-acielina 

3SLL4 ó� Necrótica Caídos Tratada con - -
tetraciclina 

3SLL5 ,_, Necrótica Caídos Bajeras - -
nccróticas 

3SLL6 '-' N=ótica M�oo Ver(k, Trahdl. ron - -
a arcntc) tctcaciclina 

;JSLL7 '--' Cargada Asintomática - -
(wc��) 
verdes 

3SLL8 '' ""�' - -
(cocos 
=arillos\ 

3SU.9 " Necrótica Caldos 100% Tratada con - -
amarilla; wu-addina 

3SLLIO ' No parida 100% - -
amarillas 

El muestreo al azar descarta la supostcton de que la enfermedad no ataca plantas 
irnnaduras, como se ha reporWdo en la literatura. De las cuatro muestras diagnOSlicadas 
positivas p;rra la presencia del fitoplasma del ALC con L YFl & L YRJ en el muestreo al 
azar-, tres fueron de palmas inmaduras. Es necesario investigm- si el periodu de latencia es 
mayor en estas palmas y realizar observaciones para determinar cuiles son los primeros 
síntomas ''isibles de la infección por ALC. 

También se detectó el fitoplasma del ALC en cinco muestras de palmas menores de dos 
afms con síntomas de amarill;;mñento severo; tres en Cayos Cochinos y Uo� en la 
plantación de Cuero y Salado. Es1o confirma. una vez más, que puede existir infección y 
mortalidad en palmas jóvenes a causa del ALC. 



4.4 COi\JPARACIÓN DE DISTINTOS AISLA.'\1IENTOS DE ADN DEL 
mOPLASMA DEL ALC UTILIZAi"{DO ENZIMAS DE RESTRICCIÓN Y 
RFLPs 

En el Cuadro 18 se presentan los resultados de las pruebas preliminares con las enzimas 
de restricción utilizadas. 

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

Enzima No. de bandas 

PI P7 LYFI,LYRI 
BamH J t 2 
Hinfi o o 
Alu I 4 l '  
Psr i ¡• l '  
EwR I 2 2 
R.w l  ¿? 3 
Ilind Ill ¡• l '  
*Se ob>er.•• uno bmldo • la oltorn. del producto de PCR pr<lpEa 
del primor, 1.8 kh ¡=a Pl, P7 )'LO kh pan L YF, L YRl. 
¿? No se pudo intcJprcrru- la< resultados por presencia de hmld.as muy tenues. 

La visualización de la digestión realizada por algunas enzimas dio como resultado sólo 
una banda a diferente alrura del producto de PCR esperado. Ésto pudo deberse a que, por 
limitaciones en el tamaño de la gel, no se dejó correr mayor distancia el ADN. Por Jo 
anterior. 

4.4.1 Proebas wn RFLPs a muestras d e  distintas procedencias de Honduras 

No se detectó diferencias errtre muestras procedentes de las localidades de Salado Us Lis, 
Tomabé, Cuero Salado y Cayos Cochinos {figuras 8, 9 y 10). Sin embargo, estos 
resultados no descanan la probabili<bd de una diferencia entre los fitoplasmas 
provenientes de tres localidades, ya que solamente se analizó el segmento de ADN 
amplificado por los primers PI & P7, y no así todo el genoma del fitoplasma. 



Con Jos primers L YFl & L YRl se obtuvieron bandas muy tenues que no permiten emitir 
conclusiones, incluso al duplicar la concentración de los reactivos y la cantidad de ADN 
para la digestión por enzimas. 

No se pudo obtener el peso molecular de las bandas obtenidas con las enzimas por no 
contar con un marcador molecular adecuado. 

Es necesario contar con un mayor nUmero de primers para analizar un mayor nUmero de 
secuencias de AUN o ARN del fitoplaslllll.. 
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Figura S. Perfil de reslricción de las 
procedencias de Tomabé. Cayos 
Cochinos, Cuero y Salado y Salado 
Lis Lis con la enzimaAlu l. 
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Figura JO. Perfil de restricción de las 
procedencias de Tomabé, Cayos 
Cochinos, Cuero Salado y Salado Lis 
Lis con la enzima BamH L 
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Figura 9. Perfil de restricción de las 
procedencias de Tornabé, Cayos 
Cochinos, Cuero Salado y Salado Lis 
Lis con la enzima EcoR l. 



5. CONCLUSIONES 

Las muestras obtenidas en forma de aserrín del tejido del tronco deben ser almacenadas 
en un buffer con un antioxidante, Al desint�tar la superficie del tronco en el Jugar 
dónde se obtiene la muestra, los resultados del diagnóstico se vuelven aún más 
confiables. Una vez cumplidas estas dos condiciones, el diagnóstico de muestras en 
forma de aserrín constituye una manera viable de establecer un diagnóstico sin la 
necesidad de destruir la planta. Pero debido a que este constituye nn método de muestreo 
realizable con personal especiali7.ado, para el envío de muestras por parte de persona� no 
especializadas, se deberán obtener las muestras de tejidos tales como el corm:ón de la 
palma o los foliolos de la base de hojas tiernas. 

El uso de los primers L YFl & L YRl es más confiable que el uso de PI & P7, ya que 
permiten asegurarse que lo diagnosticado es, en efecto, el fitoplasma del ALC y no 
alguna secuencia de otro organismo. Sin embargo, para los diagnósticos, es preJerible 
continuar utilizando ambos par-es de primero para obtener resultados más confiables. 

El uso de la mitad de la reacción del producto comercial "PCR beads Ready to Go ®" es 
igualmente corrfiable para el diagnóstico de muestras que el uso de la reacción completa, 
cuando se utilizan los primers LYFI & LYRI. Esto tiene implicaciones económicas 
positivas. 

El vector reponado del ALC en América, Myndus crudus existe w.mbién en Honduras, 
aunque no se logró confirmar la presencia del fítoplasma del ALC en el insecto. 

La siniomatología similar a la del ALC que se observa en la plantación de 1ubridos 
resistentes 11'1APAN de la Smndard Fruit Company en Salado Lis Us está siendo causada 
probablemente por un factor abiótico y no por ALC, como se creyó en uo principio. 
Aunque el fitoplasma está presente en la plantación, su incidenda es menor a lo esperado 
(19%), si se considera que los 1u'bridos productos del cruce entre un Enano Malayo y un 
Alto del Pacífico tienen una resistencia namral del 80% a la enfermedad (Berlin, s.f.). 
Sin embar-go, no se logró determinar la incidencia de la enfermedad ya que nn se 

confirmó si la detección del fitoplasrna implica maniferutción de los sintomas de la 
enfermedad. 

El fitoplasma del ALC. contrario a lo que se reporta en alguna literatura, sí ataca 
palmeras inmaduras. 



6. RECOMENDACIONES 

Evaluar diferentes métodos de conservación del tejido, tales como detergentes caseros 
con la adición de antioxidantes naturales como limón. De lograrse los anterior, se 
facilitarla la logística en el envío de muestras al laboratorio para su diagnóstico. 

Obtener otros primers que permitan la realización de PCR anidado para la detección del 
fitoplasrna del ALC en Í!lSectos. Por ejemplo. se pueden evaluar pares de primers 
basados en el gen 16S rRNA, tales como: 
• Rl6mF2& Rl6mRl y Rl6F2niR16R2 
• Pl & P7 y RJ6f"J...wRJ6Rl. 

Realhar nn inventario de Jos insectos que se encuentren alimentándose del cocotero. Los 
especúnenes deberán �t:r introducidos a un frascu letal luego de ser atrapadus para 
facilitar su posterior identificación. 

Realizar ensayos de transmisión del fitoplasma del ALC con Jos insectos recolectados, 
identificados y que se consideren posibles vectores de la enfermedad. Puede considerarse 
llevar a los en¡;ayos en utn1� especies de palmas susceptibles al ALC con las qm: se pueda 
trabajar mejor. 

Realizar un mapeo de cada una de \as palmas muestreadas y diagnosticadas pan\ darles 
nn seguimiento y obtener aproximaciones del tiempo de latencia de la enfermedad en el 
cocotero. 

Aunque todavía se necesitan evaluaciones, la resiembra con híbridos es una alternativa 
viable, siempre y cuando se identifique el factor de mortalidad en la finca Salado Lis Lis 
y pueda prevenirse en otras localidades. 

Para obtener mejores resultado. en próximas pruebas que se realicen con enzimas de 
restricción, se recomienda utilizar marcadores moleculares menores de 1 kb y correr las 
muestras en geles de poliacrilamida para obtener una mejor resolución de las bandas y 
una mayor distancia recorrida por el ADN. 
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8. ANEXOS 



Anc�o l. ABREVIATURAS UTILIZADAS J'AR..l,. LAS NO/\!BRARLAS 
PROCEOEI'i'CIAS DE LAS MUESTRAS 

To Tda 
SLL Salado Lis Lis 
ce Cayos Cochioos 
SF Santa Fe 
Te Trujillo 
To Tomnbe 
es Cuem Salado 
u Utilu 



Anexo 2. 

Materiale$ 

Taladro 

1\lÉTODO PARA LA RECOLECCIÓN DE l\fUESTRAS DE 
ASERRÍN DE COCO 

Broca de 5/16 de diámetro 
Tubos con buffer de extracción CTAB 1 + 1}-mercaptO-etanol 
Soplete 
Etanol al 70"/, 
Papel aluminio 

Procedimiento 

l .  Desinfestar la broca con etanol y flameada con el soplete durante JO seg. 

2. Perforar el tronco del cocotero con el taladro, ubicando un trozo de papel aluminio 
debajo para recolectar 3 gr. de asen-in. 

}. Colocar el material redectado en los tubos con buffer previamente preparados. 
4. Rotular la muestra 
5. Agitar la muestra y almacenarla a temperatura ambiente. 



Anexo 3. PROTOCOLOS PARA LA, EXTRACCIÓN m: AOI'I" 

Reactivos 

<- Buffer CTAB 1 
2% CTM� (bromuro de hc;xadeciltrlmetilamonio) 
\Oll mivl Tris-HCl pH 8 (trisma base] 
20 m!vl EDTA pH 8 (;leido elilenodiaminotetraucetico) 
1 ..-l lvl NaCl 
1 % Poi}'\'Ínilp:nolidolla 
0.2 % 0-mercaptocmnol 

• Buffer CT AB 2 
I O % CTAB 
0.7 Ovl NaC\ 

• Cloruformo/Aicohul Isuamflico (24:1) 

• TE alto en sal 
O UlJ\·J Tris-HC\ pH S 
lm.M EDTA 
1 M  NaCl 

• hopropanol 

• Etanol al 95% 

• TE Buffer (500 ml) para n:suspender el ADN 
Trizma base(P0\1121.1:10mM) J.2lgr 
EDTA {l mM) O.JS5gr 
Agua destilada 500 ml 
pH S.O (ajtmado con. HCI concentrado) 
Autoclavar y almacenar a tempenuura ambiente o a 4 "C 

• Morteros y pistilos csb!riles 
• Arena de cuarzo ultmpura 
" }.Jicropipems de difcn.>nies volUnJCnCS 
• Puntas Uc micropipct:l.S 
• Incubadura 
• Tubos Uc microcentril"uga (1.5 mi) 
• Micro�""t!ntrtifuga 



l .  Tomar GOO ¡.tl de bufcr de e:-.nacción CTAB 1 + 0-mercaptnetnnol y 50 mg de tejido 
del tubo con la muestra y colocar en un mortero. 

2. Agregar 50mg de arena de cuarzo ullrapum. 
3. 1\·[acerar d tejido ron un pistilo. 
4. Colocar el tejido macerado en un tubo de microccmrifuga. 
:>. Incubar a 60 °C por 30 mio. 
6. Añadir igual volumen de Cloroformo/lsoamil Alcnhol 24:1 
7. Me<:clar bien. 
S. Centrifugar pm 5 m in a 1 2  000 rpm. 
9. Transferir el solm.'nndante a otro tuhn de microcenuifuga. 
10. Añadir buffer de extracción CTAB 2 (111 O del ''olumen del sobrenadante). 
1 I. Repetir los pasos li, 7, 8, 9. 
12. Añadir 213 del volumen de Isopropanol fria. 
13. Cenuifugar por 5 min a 12 000 rpm. 
\4. DesCI!rtar el liquido d�iando el s"dimen10 de ADN en d tubo de mi<.'Tocemriruga. 
15. Setar al aire el sedimento por 30 m in. 
l 6. Resuspender el sedimento en 100 ¡¡1 de TE alto en sal. 
17. Añadir 2.5 volúmenes de Etanol al 95% frlo. 
18. Centrifugar por 5 m in a 1 2  000 rpm. 
19. Descartar el liquido dejando el sedimento de ADN en el tubo de microcennífuga 

20. Secar al aire el sedimento. 
21. Resuspcndcr el sedimento en 50 )lL de agua bidcstilada. 
22. Almscenar a-20 "C. 

Procedimiento p::tr.1 la cxtmcción de ,\01\' de insedos 

l .  Colocar 200 )11 de bufT�r de extracción CTAB l en u n  mbo de micrcentrifugu. 
1 Añadir un inse<:to por tubo. 
3. Macemr el insecro. 
4. Incubar a iempernmra ambiente por 30 min. 
5. Añadir 200 ¡.t!de Cloroformo/Alcohol Jsoamflico 24: I .  
6. Mezclar bietL 
7. Centrifugar por 5 min a 12,000 rpm. 
S. Transferir el sobrenadante a otru tubo de microccnuifuga 
9. Añadir igual volumen de Isopropanol frío. 
lO. Incubar por 30 min. 
1 l .  Centrifugll! por 5 m in a 12,000 rpm. 
12, De=ur el líquido dejando el sedimento de ADN en el rubo de microcentrf!'uga. 
13. Secar al aire el sedimento. 
14. Resuspcnder el sedimento en 50 )11 de ¡¡gua bitle�tilada, 
15. Almacenar a -20 �e 



Anexo 4. PROGRAi\IAS PARA EL TERJ\10CJCLADOR 

l'am Imprimidor"S Pl y P7 

Fase del ciclo Primer ciclo 28 ciclos Ciclo Final 
Tcm • Tjem " Tom Tiem o Tcm Tiem o 

Desnamral.ización 94 "C 2' 94 "C 1 • '14 "C 1 '  
L\ icnto 54 oc se· 54"C se· 54 " C  50" 
E.x1ensión 

72 oc ,. 72 "C 2' 72 "C ,. 
• -Temp Temperatura 

Pnra ImprimidorcsLYFJ y LYRl 



Ane.�o 5. i'rl.ATERIALESP,\RA ELECTROFORESIS 

Reactivos 

• ADN :¡mplificado po; PCR 

• A�aro�a al 0.75 % (ej. -<00 m!) �on Bromuro d� Etidio (lO m¡dmi) 
Agarosn 3.0 gr 
BufferTBE 0.5 X 400 mi 
Bromuro de Etidio ( 1 O mglml) 20·25 ¡.¡! 

• Buffe¡- de carga 
0.05% a;.-..ul de brorntJfenoi 
40% suerosa 
O.lMElJTA,pHS.O 
0.5% sodio Iauryl sulfato (SOS) 

• Buffe¡- de C<Jrrida (TBE) 5X 
Tris·Bomto-EDTA (SIGMA T-39 13) 
n'om: es¡e buffer se diluye a 0.5X para hacer agamsn al 0.75 % o al porcentaje 

deseado y para corrida eleclroforctica de los gdes 

• Marcador de ADN 
S IG;\·lA DNA Ladder, lkb ( Producto No. DO-ES) 

Equino 

• Tanque de elcclroforesis 
• Bandeja 
• Ptine 
• Fu�nte de poder 
• PipelllS de precisión 




