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RESUMEN

H diagndstico rutinario del Amarillamiento Letal del Coctero (AL), es por sintomatologia,
el cual es poco confiable y se realiza en etapas tardias. En virtud de que en cualquier
programa de manejo y/o control de alguna enfermedad es esencial su diagnéstico oportuno
y seguro, sobre todo, en etapas tempranas, en este trabajo se planiearon los ohjetivos
siguientes: 1) Lograr la detectién molecular del fitoplasma causante del amarillamiento
letal del cocotero; 2) Determmar sus posibles relaciones filogenéticas con los fitoplasmas
que infectan a otras especies vegetales. Los iniciadores MMF/MMR, disefiados con base en
la comparacién de secuencias nucleotidicas del gene 16S del RNA ribosomal de diversas
espedes del género Phytoplasma (anteriormente oconocidos como organismos tipo
micoplasma), reaccionaron positivamente en las pruebas de 1a Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR), amplificando un fragmento de 269 pares de bases (pb), cuando se ufilizo
DNA extraido de palmas de cocotero con sintomas tipions de AL.  No se observd
amplificacién cuando se utilizé DNA proveniente de palmas sanas. Los iniciadores
MMF/MMR, presentaron resultados més consistentes en la deteccién del fitoplasma que
infecta al cocotero que los pares R16F2R16R2; LYF1/LYRL En la deteccién diferencal de
fitoplasmas, se logré la amplificacion de fragmentos del DNA de los fitoplasmas que afectan
a la palma de cocotero, teresita, cempaxichitl, yuca, papa y palma jipi. Los fragmentos
ampiificados por PCR, utilizando los iniciadores P1/Tint, y el DNA de cocotero,
cempaxvichitl, teresita, yuca y papa, se somelieron a un tratamiento con Alul
observindose cuatro patrones de restriccion, ¢l fitoplasma que afecta al cocotero tiene un
mayor indice de similitud con los fitoplasmas que afectan al cempaxiichit] y teresita con un
valor de 0.66, los fitoplasmas que afectan al cempaxichitl y teresita presentan el mismo
patrén de restriccibn. Dos fragmentos amplificados por PCR, fueron clonados en
Escherichia coli JM109 y se utilizaron como sondas en las pruebas de hibridacion. Las dos
sondas (AL269 y AL12), hibridaron con los DNAs extraidos de palma de coootero con
sinfomas tipicos de AL y palma de cocotero asintométicaa No se observd senial de
hibridacién de las dos sendas con el DNA proveniente de plantas sanas de cocotere, teresita
yyuca, En este estudio también se logrd transmitir de teresita a teresita el fitoplasma que
infecta a esta planta por medio de la especie pardsita Cuscuta spp. Los resultados obtenidos
permite anticipar el uso de las técnicas aqui desarrolladas en programas de manejo y
control del AL; en programas de mejoramiento genético orientados a la buisqueda de
material con resistencia o tolerancia a la enfermedad y en estudios epidemiolégicos.
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ABSTRACT

The current method for diagnosing the coconut lethal yellowing is by sintomatology.
However, this method is not reliable because the disease symptoms can be erroneusly
confused with other diseases witl different etiology, and only when the plant is close to
die. To establish a program of integrated management of any disease is important to
have a reliable and suitable diagnostic method. For this reason, the objetives of the
present study were: 1) Molecular detection of phytoplasma that causes the coconut
lethal yellowing; 2) Determine their possibles genetic relatedness with phytoplasmas
that affect other plant species. The oligonucleotide primers MMF and MMR were
designed on the basis of comparison of Phytoplasma spp. 16S rRNA gene sequence
and followed by Polymerase Chain Reaction. These primers amplified a 269 base
pair region on DNA extracted from coconut palms showing visual symptoms of
yellowing decline. No sign of amplification was obtained when using DNA from
healthy coconut palm. Under our PCR conditions the use of the pair MMF/MMR
yielded more reproducible results than the pair R16F2/R16R2 and LYF1/LYR1 in the
diagnostic of coconut lethal yellowing. In differential detection of phytoplasmas,
DNAs from phytoplasmas that affected coconut palm, cempaxuchitl, periwinkle,
potato, cassava and jipi palm were also amplified. PCR products of DNA extracted
from coconut palm, cempaxuchitl, periwinkle, potato and cassava, amplified with the
P1/Tint primers were analized by restriction endonuclease digestion Alul. Four
patterns of restriction were observed; the coconut pattern was similir with those of
cempaxuchitl and periwinkle with 0.66 of similitude rate. Cempaxuchitl and
periwinkle had a similar pattern of restriction. Two PCR products were cloned into
Escherichia coli JM109 and utilized as probes in hybridization tests. The probes
AL269 and AL1.2, hybridized with DNA extracted from both coconut palm with
symptoms of lethal yellowing and coconut palms symptomless. No signals were
observed between the two probes and DNA extracted from healthy coconut palm,
periwinkle and cassava. In this study, the phytoplasma that affects periwinkle was
transmitted by dodder (Cuscuta spp.) to healthy periwinkle. The results obtained
shows the potential use of molecular techniques developed here in programs of
integrated management of coconut lethal yellowing, in breeding programs directed to
search genetic material resistent to disease and epidemiologic studies.
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Capitulo 1
INTRODUCCION

El cocotero Cacos nucifere L., es un cultive tipico de las zonas tropicales y
subtropicales. En México prospera tanto en la costa del Pacifico, desde Sinaloa
hasta Chiapas, como en el Golfo de México, desde Veracruz hasta Yucatdn. La
superficie nacional explotada como cultive es de aproximadamente 204 mil ha
distribuidas en 13 entidades del pais, destacando Guerrero, Tabasco y Colima,
convirtiendo a México en lider productor de este cultivo en Latinoamérica. El valor

estimado de la produccién de copra es mas de 175 millones de pesos anuales
(Carrillo y Piiia, 1994).

El cocotero estd siendo devastado por la enfermedad Amarillamiento Letal, su
presencia en México fue determinada en 1977 en el estado de Quintana Roo, aunque
plenamente confirmada en 1982. En el afto de 1996, 1a enfermedad fué reportada en
las costas del Atldntico y del Caribe (Tabasco, Campeche, Quintana Roo y Yucatan),
devastando aproximadamente 10, 000 ha que implica la aniquilacién de 1 millén 200
mil palmeras (Almeyda et al., 1996; Cortazar y Carrillo, 1996).

Se tienen evidencias de que un miembro del género Phytoplasma
anteriormente conocidos como Organismos Tipo Micoplasma (OTMs), es el agente
causal del Amarillamiento Letal y ¢s transmitido por un insecto vector conocido
como chicharrita pdlida Myndus crudus Van Duzee (Homoéptera: Cixiidae). Esta
enfermedad afecta ademas del cocotero a por 1o menos 30 especies mds de palmas
(McCoy et.al., 1983).

El diagnéstico de la enfermedad se realiza comiinmente basado en la
sintomatologia que presentan las plantas enfermas. Desafortunadamente este
método es tardio y no confiable debido a que la sintomatologia que presenta el
Amarillamiento Letal es muy parecida al que ocasionan otras enfermedades como la
Pudricién del Cogollo ocasionada por el hongo Phytophthora palmivora Butl, el
anillo rojo ocasionada por el nematodo Bursaphelenchus cocophylus (Coob) Baujard,
y algunas deficiencias nutricionales. Por consecuencia el diagnéstico por
sintomatologia requiere la confirmacién de la presencia del fitoplasma en el floema
de la planta enferma.
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El uso de la microscopia electrénica (Thomas y Norris, 1980), y el marcaje del
DNA con DAPI (4°,6-diamidin-2-fenilindole.2HC]), en conjunto con microscopia de
fluorescencia, también ha sido usado como una herramienta alternativa para la
deteccién de fitoplasmas patégenos de plantas (Seemiiller, 1976; Sinclair et al.,
1992). Sin embargo, estos métodos no detectan al patégeno cuando su concentracion
es baja en el tejido muestreado y no proveen informacién acerca de la identidad del
fitoplasma causante de la enfermedad (Harrison et al., 1994).

Los métodos serolégicos usando anticuerpos monoclonales y policlonales
también han sido usados en la deteccidén de fitoplasmas (Bonnet et al. 1990; Chen et
al., 1993; Kirkpatrick et al., 1987).

La deteccion especifica y sensible de numerosos fitoplasmas tanto en plantas
hospederas como en insectos vectores, también se ha logrado por medio de
hibridacién molecular utilizando como sondas fragmentos del DNA de fitoplasmas
clonados al azar (Davis ef al., 1988; Kuske et al., 1991; Lee y Davis, 1988).

La introduccion de la técnica de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR),
ha incrementado la sensibilidad y especificidad en la detecciéon de fitaplasmas tanto
en plantas hospederas como en insectos vectores, superando los bajos limites de
sensibilidad observados con otros métodos cuando la concentracion de los
fitoplasmas es baja en las muestras procesadas, sobre todo cuando se trata de
plantas lefiosas (Ahrens y Seemiiller, 1992; Firrao et al., 1993; Gibb et al., 1996; Ko
y Lin, 1994; Liu ef al., 1994; Lorenz et al., 1995; Mullis y Faloona, 1987). Por otra
parte en virtud de que el fitoplasma causante del Amarillamiento Letal y otros
OTMs patégenos de plantas no pueden ser cultivados in vitro, su origen evolutivo y
diversidad genética eran desconocidas (Namba et al., 1993), y su diferenciacién y
caracterizacién estaba basada, principalmente, sobre su dmbito de hospederos y los
sintomas inducidos (Marwitz, 1990). Sin embargo, la introduccién de métodos de
hibridacién molecular, amplificacién de secuencias especificas de DNA por PCR,
andlisis de productos amplificados sometidos a tratamiento con enzimas de
restriccién, clonacién del DNA cromosomal y extracromosomal de OTMs, y las
técnicas serolégicas, se han convertido en un medio confiable y especifico para la
caracterizacién y clasificacién de estos Mollicutes (Deng y Hiruki, 1991; Lee et al.,
1992; Schneider et al., 1993).
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El peligro que representa el Amarillamiento Letal para el cultive del cocotero,
implica la urgente necesidad de coadyuvar en la Campaiia Nacional de Control y
Manejo de esta enfermedad. Por esta razén en este trabajo se plantea el desarrollo y
adaptacién de tecnologias que puedan ser utilizadas en: a). Programas de
mejoramiento genético orientados a la bisqueda de germoplasma con resistencia al
agente causal de la enfermedad; b). Medidas cuarentenarias y de certificacién en el
movimiento de material genético a regiones libres del problema en el pais y en la
introduccién de germoplasma de otras partes del mundo; c). Estudios
epidemioldgicos bajo condiciones de campo.
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HIPOTESIS

Para solucionar el problema que representa el diagnéstico del Amarillamiento
Letal del Cocotero por métodos tradicionales, se plantea la hipétesis que mediante la
adecuacién de técnicas de Biologia Molecular es posible:

a).- La deteccién del agente causal del Amarillamiento Letal del Cocotero en
etapas tempranas de la enfermedad.

b).- La determinacién de sus posibles relaciones filogenéticas con otros
fitoplasmas.

OBJETIVO GENERAL

Establecer un método sensible para la deteccién molecular del agente causal de
la enfermedad Amarillamiento Letal del Cocotero, basado en la amplificacion
enzimatica de secuencias gendmicas del patégeno, realizar el diagnéstico de la
enfermedad en etapas tempranas, principalmente en plantas asintomaticas, y
determinar sus posibles relaciones genéticas con otros fitoplasmas.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar cual es el tejido de la planta que nos permita la deteccién segura
del agente causal del Amarillamiento Letal del Cocotero.

Determinar el método de extraccién de DNA mas adecuado de acuerdo al tejido
muestreado.

Disefiar las secuencias nucleotidicas més adecuadas para ser utilizadas como
iniciadores en las Reacciones en Cadena de la Polimerasa y compararlos con
iniciadores disehados en otros laboratorios.

Establecer las condiciones de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa para
lograr la deteccién del agente causal del Amarillamiento Letal del Cocotero.
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Determinar la especificidad de los iniciadores disenados en la deteccién del
agente causal del Amarillamiento Letal del Cocotero.

Establecer las condiciones para la deteccion del agente caucal del
Amarillamiento Letal del Cocotero mediante Hibridacion Molecular con se:uencias
marcadas en forma no isotépica.

Muestreo a nivel de campo para la deteccidon de la enfermedad en plantas
asintomdticas y verificar la eficiencia de la metodologia de deteccidn.

Analizar las relaciones genéticas del fitoplasma causante del Amarillamiento
Letal del Cocotero con los fitoplasmas que infectan a otras especies vegetales.
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Capitulo 2
ANTECEDENTES

2.1. Importancia socioeconémica del cultivo.

La palma de coco Cocos nucifera L., es el cultivo lider en el trépico himedo. Su
importancia econémica se basa en el nimero de empleos que genera debido a la
diversidad de usos de la materia prima: fruta fresca y los derivados industriales
como grasas, aceite, mantequilla, jabones, vinagres, fibras, etc. (Elizondo, 1981). En
muchos paises un gran porcentaje de la poblacién depende de la produccién de
cocotero como su medio de vida y consideran al eocotero como su principal fuente de
alimentacién (McCoy et al., 1983; Carrillo v Pifia, 1993). Existen ciertas islas
tropicales donde la vida humana es posible solamente por la presencia de la palma
de coco (Oliver, 1961; Purseglove, 1975). Hasta 1982, en México la superficie
cultivada eon cocotero era de aproximadamente 207 mil hectdreas, actualmente esta
superficie se ha reducido, sin embargo, mantiene el primer lugar de produccién en
América Latina y el décimo a nivel mundial (Oropeza y Arellano, 1994). La
superficie cultivada se distribuye en 13 entidades destacando por su produccién
Tabasco, Guerrero y Colima. (Carrillo y Pina, 1993; 1994).

La Peninsula de Yucatdn tradicionalmente ha sido coprera y hasta 1982,
existian alrededor de 15,400 hectdreas ocupadas con el cultivo del cocotero,
correspondiéndole 7,200 al estado de Campeche, 4,500 al estado de Quintana Roo y
2,700 al estado de Yucatdn, que en conjunto representaban el 7.4% de la superficie
cultivada a nivel nacional, con un potencial productivo de 11,500 toneladas de copra
al afio, potencial que précticamente ha sido eliminado por el Amarillamiento Letal
(AL). (Carrillo y Pifia, 1993; 1994).

El cultivo es importante no sélo por el alto valor de su produccién, caleulado en
més de 150 millones de pesos anuales, sino también por las mds de 70 mil familias
que de €l dependen y por el atractivo turistico que significa (Carrillo y Pina, 1994).
Sin embargo, la produccién de copra en México ha ido descendiendo paulatinamente,
siendo el promedio en los iltimos 8 afies cercano a las 140 mil toneladas. Si de
manera global se distribuye esta produccién entre la superficie sembrada
actualmente, se observa que los rendimientos promedios no alcanzan los 700
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kilogramos por hectdrea, valor que refleja la critica situaciéon técnica, social y

econémica del cultivo (INIFAP, 1997).

La disminucién comercial (produ::ién, productividad, rentabilidad, etc.), del
cocotero, ha provocado que en muchas regiones cocoteras donde existen nuevas
opciones de cultivo, la palma de coco haya sido substituida gradualmente. En todo
este proceso, actualmente influyen varias razones donde destaca la enfermedad AL,
que ha ocasionado el devastamiento de aproximadamente 13,000 hectdreas de este
cultivo. Asi mismo, los efectos de la baja productividad en 30,000 hectdreas de
plantaciones viejas (edad fisiol6gica), han ocasionado su muerte por el abandono en
forma directa por parte del productor. Hasta la fecha esta superficie no ha sido
resembrada, esta reduccidn, aunada a una superficie de 15,000 hectareas que han
sido muertas por enfermedades como el anillo rojo y pudricién del cogollo, han

ocasionado que para 1996 la superficie total nacional se vea reducida en un 28%
(INIFAP, 1997).

El 70% de la superficie real existente (102,357 ha) presenta edades que
fluctian entre los 35 y 60 afios de edad con un promedio nacional de 48 afios. La no
reactivacién de esta superficie en un término de 5 anos, implicara su abandono por
parte del productor debido a su improductividad. La suma de estos factores tan
preocupantes para el cultivo de la palma de coco dejarian al pais una superficie total
en 5 anos de solo 43, 000 ha aproximadamente. Esta superficie que se localizaria en
el Pacifico mexicano, podria ser reducida un 40% (17,500 ha) en aproximadamente
10 afios, quedando para el aiio 2006 una superficie de 26,400 ha (INIFAP, 1997).

2.2. Aspectos generales del Amarillamiento Letal del Cocotero.

El termino "Amarillamiento Letal”, fue aplicado primeramente por Nutman y
Roberts (1955), a una desconocida enfermedad de las palmas de coco presente en la
parte occidental de Jamaica; después se siguié aplicando a enfermedades con
idéntica sintomatologia en varios paises. El AL es una enfermedad epidémica de la
palma de coco y se le ha considerado como un problema internacional de las
palmaceas. El AL ademads del cocotero afecta al menos 30 especies més de palmas,
entre ellas, la palma datilera Phoenix dactylifera L., palma canaria Phoenix
canariensis Horto ex Chabaud, palma manila Veitchia merrillii (Becc.) H.E. Moree y
palma pritchardia Priichardia spp. (Howard y Thomas, 1980, Villanueva, 1990) y

9
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posiblemente a la especie Pandanus utilis Bory, un miembro de la familia de las

Pandanaceas (McCoy et al., 1983). Algunos autores (Howard y Collins, 1978; McCoy
y Gwin, 1977, Them.as, 1979), se refieren a enfermedades de otras plantas con
sintomatologia similar al AL como Declinamiento Letal (DL). Algunos otros
nombres con los que les conoce a la afeccidon son: Enfermedad de Awka, Marchitez
del Cabo St. Paul, Eafermedad de Kribi y Pudricién del Cogollo (Simone, 1992).

En cuanto al origen de la enfermedad, Maramorosch (1978), sefiala que de
acuerdo a la sintomatologia descrita, los primeros reportes datan desde 1834 en las
Islag Caiman. Por otra parte Parthasarathy (1974), menciond que la enfermedad
conocida como AL fue referida por primera vez por Fawcett en 1891 en Jamaica. La
enfermedad ha estado presente en ciertas islas de las Grandes Antillas durante los
dltimos 100 afios y en el oeste de Africa durante los dltimos 50 afios, (McCoy et al.,
1983). En la actualidad se le encuentra en los siguientes paises: Islas Caimdn,
Cuba, Repiiblica Dominicana, Jamaica, Haiti, Bahamas, EUA (Florida y Texas), y
México (McCoy et al., 1983, Villanueva, 1990). Ademds en Africa occidental se ha
reportado una enfermedad similar en Camertin, Togo, Ghana, Nigeria y Tanzania
(Agrios, 1988; Harrison et al., 1994a; Maramosch, 1964). En México esta
enfermedad fue observada por primera vez en 1977 y confirmada en 1982 (McCoy,
1982), llevando casi al exterminio a la poblacién de cocotero en Isla Mujeres
(Villanueva et al., 1985).

2.2.1. Importancia e impacto econémico

El AL, representa un problema potencial para las zonas copreras del mundo, tanto
por su forma de dispersién como por la severidad de su ataque. Se ha observado que
se dispersa de dos maneras: local o radial cuando cerca o alrededor de una o més
palmas afectadas aparecen nuevas palmas enfermas y por saltos cuando a varias
decenas de kilémetros de distancia del foco de infeccion aparecen nuevas plantas
afectadas (Tsai, 1980). Ambas formas de dispersién han sido detectadas en Q. Roo
(Pifia y Carrillo, 1985).

En cuanto a su severidad, la planta infectada muere de 4 a 6 meses después de
los primeros sintomas. Todo esto se magnifica si se toma en consideracién que dos
terceras partes de las huertas comerciales de cocotero en el mundo consisten de
variedades susceptibles (Villanueva et al., 1985; Villanueva, 1990).

10
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En paises como Jamaica la enfermedad ha causado la muerte de
apr)ximadamente 8 millones de palmas en un periedo de 25 afos (Villanueva,
19¢(Q). En el sur de Florida se calcula que han muerto cerca de 500, 000 palmas en
un perfodo de 20 aiios teniendo un ritme inicial de 2000 plantas por aio (McCoy et
al ., 1983; Villanueva, 1990).

En México la mayoria de las plantaciones comerciales son susceptibles al AL, y
la zona norte de Q. Roo fue declarada oficialmente como drea afectada por el AL en
1982; las consecuencias se dejaron sentir, ya que en 1985, s6lo 3 afios después de
haberse comprobado la presencia del AL en ese estado, se reportaron cerca de 90,000
plantas enfermas en el 4rea de Holbox y Tulum (Carrillo y Pifia, 1990).

En el aiio de 1989 Carrillo y Pina, informaron la muerte de poco mas de
350,000 palmas en el drea costera de Q. Roo y Yucatdn. Para 1990 Carrillo, informé
nuevos frentes de avance en Q. Roo y Yucatan con lo que se generaliza la infeccién
en estas entidades y mencioné que en enero de 1990 en la poblacién de Hecelchakén,
en el estado de Campeche, se confirmé la presencia del AL. Con esta informacién se
determiné la infeccién total en la Peninsula de Yucatdn. Para 1996, se estima que
se han perdido aproximadamente 1 millén 200 mil palmeras por efecto del
Amarillamiento Letal y la enfermedad ya se ubica en el estado de Tabasco (Almeyda
et al., 1996; Carnillo et al., 1996).

Es importante indicar que si bien todos los argumentos anteriores parecieran
dar las bases para considerar la importancia que representa el AL, no hay que pasar
por alto que ademds del cocotero esta enfermedad también afecta a otras palmas,
incluyendo a plantas productoras de aceite y de la industria del sombrero y desde
luego el efecto desfavorable que representa en el dmbito ecolégico y sobre la
industria turistica.

2.2.2. Epidemiologia.

Los primeros indicies de la literatura sobre el AL y enfermedades similares en
palmas fueron frecuentemente hasadas sobre un diagnéstico incierto. Ahora se sabe
que al menos cuatro enfermedades de palma de coco en el Caribe fueron
consideradas como una sola enfermedad la cual se conocia cominmente como
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"Pudricién del Cogollo”. Ademas el dafio causado por condiciones desfavorables de

humedad, luminosidad, insectos y deficiencias nutricionales pudieron algunas veces
haber sido erréneamente diagnosticadas como la enfermedad "Pudricién del
Cogollo”. Por lo tanto al realizar la revisién de los primeros reportes del AL, se debe
tener cautela y las conclusiones basadas sobre esta informacién se debe considerar
de una manera tentativa (Mc Coy, 1983).

El AL, apareci6 en algunos paises de la regién norte del Caribe donde
virtualmente ha eliminado la variedad criollo-alto de cocotero. Solamente en
Jamaica se estima la pérdida de 3 millones de palmas (Anonymous, 1986).
Enfermedades similares se han reportado en el ceste de Africa (Dabek et al., 1976),
y mas recientemente en Tanzania (Schuiling y Mpunami, 1990), donde se estima la
muerte de 7 millones de palmas.

La enfermedad del cocotero en el oeste de Africa, presenta similitud con el AL
conocido en América. La variedad conocida como Alto Africano del Oeste o Tipico, es
el principal cultivar de cocotero en esta regién y es bdsicamente el mismo o muy
similar al Alto Jamaica, el cual es el principal cultivar en la regién del Caribe.
Ambos cultivares son altamente susceptibles al AL en sus respectivas regiones
(Harries, 1978). Los sintomas del AL, reportados de diferentes localidades de Africa
y de América son idénticos ( McCoy, 1976). En ambos casos se han observado
Organismos Tipo Micoplasma en los tubos del floema de tejidos de palmas
infectadas con el AL en Ghana (Dabek, et al., 1976), Togo (Dollet y Giannotti, 1976),
y Camerdn (Dollet, et al., 1977). Los tratamientos con oxitetraciclina en palmas
infectadas con la enfermedad del Kaincopé en Togo, resultan en la remisién de los
sintomas (Steiner, 1976), lo que apoya fuertemente la hipétesis que la enfermedad
letal del cocotero en Africa es causada por un fitoplasma (McCoy et al., 1983).

Algunos autores refieren la existencia de dos diferencias importantes entre la
enfermedad letal del cocotero en Africa y el AL del Caribe: 1.- El cultivar Malayo
Enano es altamente susceptible al AL en Africa, pero altamente resistente al AL en
América (Addison, 1978); 2.- El patron de dispersién del AL en Africa ha sido
sugerido por medio de un vector de suelo mds que por un vector en el aire (Steiner,
1976), y un insecto de h4bito volador se ha sefialado como vector del AL en América
(Heinze, et al., 1972; McCoy, 1976). En Florida, el insecto Myndus crudus Van
Duzee, ha sido demostrado como el vector del AL. Con base en las diferencias
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encontradas entre el AL de Africa y la regién del Caribe, se plantean tres

posibilidades : 1.- Dos especies o cepas diferentes de fitoplasmas pueden estar
involucradas; 2.- La variedad Malayo Enano que desarrolla en el oeste de Africa
puede representar una linea genética diferente a la que desarrolla en la regién del
Caribe; 3.- Los vectores del AL en Africa y en la regién del Caribe son muy
diferentes (McCoy et al., 1983).

El AL no solamente se dispersa rdpidamente si no que también elimina
rdpidamente. Las plantas afectadas mueren de 4 a 6 meses después del primer
sintoma visible. Desde que el agente causal fue considerado como un parisito
obligado, los 4rboles muertos no pueden servir como fuente de inéculo por un
periodo largo de tiempo. Por lo tanto cualquier analisis epidemioldgice debe
considerar la tasa de remocién de plantas infectadas para calcular la tasa de
dispersion de esta enfermedad.

La tasa de dispersion cailculada simplemente sobre un niimero acumulative de
plantas enfermas puede subestimar la tasa de dispersién del AL de planta a planta,
ya que la mayoria de las plantas infectadas se mueren y son removidas del lugar con
seis meses de mostrar sintomas.

Los andlisis epidemioldgicos han sido usados como una herramienta para
medir el grado de supresién de la enfermedad en experimentos de manejo de la
enfermedad McCoy et al., 1976), y puede ser usado para la determinacion del grado
de resistencia en varios cultivares que son hospederos del agente causal (Van der
Plank, 1963). El an4lisis epidemiolégico ha incrementado el entendimiento de los
procesos involucrados en la enfermedad, particularmente las relaciones con el
vector, y ha permitido estimaciones de la duracién de los periodos de infeccién y
latencia. (McCoy et al., 1983).

2.2.3. Etiologia.

2.2.3.1. Aspectos taxonémicos del agente causal del Amarillamiento Letal
del Cocotero.

En un estudio realizado en Jamaica por Leach (1946), durante los primeros anos en
que el interés por esta enfermedad crecié y mucho antes de que se descubrieran los
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micoplasmas, se concluyé que las posibles causas del AL podian deberse a un virus,

problemas radiculares y/o deficiencias o toxicidad de algin elemento menor.

Chen (1966), al estudiar lo concerniente a las condiciones nutricionales de
palmas de cocotero afectadas por el amarillamiento letal, no encontré evidencias de
que se tratara de una deficiencia o toxicidad de algin elemento, pero si de que 1 odia
existir un desbalance de nutrimentos.

Finalmente Beakbane y colaboradores (1972); Heinze y colaboradores (1972);
Plavsic-Benjac y colaboradores (1972), en estudios realizados por microscopia
electronica de palmas enfermas con AL detectaron OTMs en los elementos del
floema y la ausencia de ellos en plantas sanas. Aunque morfolégicamente los OTMs
patogénicos de plantas sen parecidos a los micoplasmas asociados con animales y
otros hospederos (Tully y Whitcomb, 1979; Whitcomb y Tully, 1990), los primeros no
han podido ser cultivados in vitro, por esta razdén su origen evolucionario y
diversidad genética es incierta (Namba et al., 1993). Con base en lo anterior la
identificacién provisional de los OTMs fue basada casi completamente sobre el
dmbito de hospederos, sintomatologia de la enfermedad y las relaciones patégeno-
vector (Lee y Davis, 1992).

Actualmente la clonacién del DNA cromosomal y extracromosomal de muchos
OTMs y su aplicacién en la deteccion y comparacion de estos patdgenos a nivel de
material genético por medio de hibridacién molecular, amplificacién de secuencias
especificas por PCR, andlisis de los productos amplificados por medio de enzima de
restricciéon y pruebas inmunolégicas, han sido usados para caracterizar a los OTMs
de la clase Mollicutes que no pueden ser cultivados in vitro (Ahrens y Seemiiller,
1992; Davis et al., 1992; Deng y Hiruki, 1991b, Lee et al., 1993a Lim y Sears, 1989;
Petterson et al. 1994: Petterson et al., 1996, Schneider et al., 1993; Zreik et al.,
1995).

De esta manera, Deng y Hiruki (1991b), mediante ensayos de hibridacién de
dcidos nucleicos y PCR determinaron que los OTMs que ocasionan la enfermedades
de la Proliferacién del Trébol y la Escoba de Bruja en Papa estdn genéticamente
relacionados y son distintos de los OTMs que causan las enfermedades de Filodia del

Trébol y el Amarillamiento del Aster.
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Griffiths y colaboradores (1994), determinaron que los OTM3 que afectan a 4
especies de Fresno y 2 especies de Lilac en 13 localidades desde M:issachussetts y el
sur de Quebec hasta Utha est4n estrechamente relacionados a las cepas AshYl y
AshY2 de Nueva York y propusieron que los OTMs tanto del Ast. y Lilac Witches™-
broom pertenecen al grupo del AshY pero que sus nombres delen ser mantenidos

por separado.

Schneider y colaboradores (1993), al examinar el DNA de 52 OTMs extraidos
de plantas monocotiledéneas y dicotiledéoneas herbédceas y de plantas lefiosas
provenientes de 4 continentes, pudieron diferenciar 7 grupos y cerca del 60% de los
OTMs quedaron comprendidos en el grupo I, al cual pertenece el fitoplasma
causante del AL.

2.2.3.2. Morfologia.

El interés del hombre por los micoplasmas inicio con la gran epidemia de la
pleuroneumonia del ganado vacuno que se extendié por toda Europa en el siglo XIX.
El organismo causal estaba presente en el pulmén de los animales afectados, pero no
pudieron ser cultivados en condiciones de laboratorio y por ¢l heche de pasar a
través de filtros para bacterias fueron considerados como virus. Cuando finalmente
el agente causal de la pleuroneumonia pudo ser cultivado en un medio artificial
(Nocard et al., 1898), se pudo determinar que este no era un virus y que era mas
pequeiio que una bacteria, su forma era variable desde pequefios cuerpos redondos a
filamentosos, en consecuencia los micoplasmas fueron colecados en una clase
biolégica Gnica entre las bacterias y los virus.

Los micoplasmas y los fitoplasmas han sido considerados como los organismos
celulares mds simples y pequefios, que no poseen pared celular ni estructuras
internas y est4n constituidos solamente de DNA y ribosomas (McCoy et al., 1983).

El fitoplasma de la palma de cocotero es variable en forma (se pueden observar
formas esféricas y filamentosas con un didmetro de 1.2 a 500 micras), sin pared
celular, con una unidad de membrana trilaminar, poseen ribosomas, DNA sin estar
organizado en un niicleo (Simone, 1992).
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McCoy y colaboradores (1980), sefala que en la palma Phoenix canariensis,
proveniente de Texas , se encontraron fitoplasmas que presentaban la forma
filamentosa y no se encontraron formas espirales. Dabek y colaboradores (1976),
citan que los fitoplasmas encontrados en Cocos nucifera afectadas por la marchitez
del Cabo St. Paul y la enfermedad de Kaincopé en Africa occidental, presentaron
formas esféricas de aproximadamente 100-800 nm. las formas ovoides 6 aquellas en
aparente fisién binaria podian exceder la micra de longitud; poseian la tipica unidad
triple de membrana rica o pecbremente poblada de ribosomas y el DNA parecia estar
organizado en forma fibrosa.

2.2.3.3. Fisiologia.

Existe relativamente poca informacién sobre la fisiologia del AL. Estudios sobre el
contenido mineral en plantas sanas y palmas enfermas han revelado poco o ninguna
diferencia entre ellos (Fiskell et al., 1959). Dabek y Hunt (1976), encontraron que
las hojas amarillas se tornaron verdes después del tratamiento con acido giberelico o
cobre, zinc o sales de hierro. Lo anterior llevé a estos autores a sugerir que un mal
balance hormonal podia en parte ser responsables de los sintomas del AL. Estos
mismes autores reportan que la aplicacién exégena de aminodcidos incrementa la
longevidad de las hojas sanas, pero no de las hojas enfermas, sugiriendo un
decremento en la tasa del metabolismo de protefnas en las hojas de las palmas
enfermas con AL. Leén y colaboradores (1996), indican que en palmas con sintomas
de AL, la velocidad de senescencia de las hojas se incrementa sustancialmente en
relacién a las palmas sanas, en palmas enfermas todas las hojas mueren en 2 meses
y en palmas sanas muere una heja por mes.

McDonough y Zimmermann (1979), reportaron que la fluctuacién diurna en el
potencial hidrico normalmente observado en plantas sanas estuvo ausente en
palmas enfermas; este fenémeno también fue observado en palmas aparentemente
sanas hasta 2 semanas previas a la aparicién de los primeros sintomas.

Charudattan y McCoy (1975), reportan la presencia de un antigeno en la savia
del floema de palmas de cocotero y de manila enfermas que no estd presente en el
exudado de plantas sanas. Lo anterior indica que la proteina puede estar presente
en el tejido de las plantas enfermas. Mediante un andlisis electroforético de
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proteinas en palmas de manila sanas y enfermas, se verificé la presencia de la

proteina caracteristica; sin embargo, no se detecté en cocotero, lo que indica
diferencia en la respuesta a la infeccién por fitoplasmas de acuerdo a la especie en

particular.

En un intento para determinar los factores fisiolégicos relacionados a la
susceptibilidad o resistencia de palmas al AL, se realiz6 un estudio sobre los
patrones de distribucién de aminodcidos libres en las hojas de 18 especies y
variedades de palmas. Los exudados del floema colectados de 3 especies y
variedades de palmas fueron examinados por Barcelon y colaboradores (1983), y
observaron correlacién entre la presencia de arginina libre y suceptibilidad al AL.
La arginina fue rdpidamente detectada en muestras de palmas susceptibles y no
detectada en palmas aparentemente inmunes al AL. La correlacién entre la
presencia de arginina y la susceptibilidad al AL puede ser considerada no solamente
como una alternativa para la formulacién de medios de cultivo para los fitoplasmas
si no también como una manera de tamizado para la seleccién de cultivares con
caracteristicas de resistencia al AL; sin embargo, no hay que perder la perspectiva
de que los altos niveles de arginina detectados en las palmas susceptibles pueda ser
un subproducte de la infeccién y no una caracteristica asociada a la susceptibilidad.

2.2.3.4. Relaciones hospedero-parasito.

Parthasarathy (1974), indica que los fitoplasmas de C. nucifera, V. merrilli y P.
pactfica, se confinan al protofloema recién maduro y a los elementos tempranos del
metafloema; raramente se encuentran en los elementos cribosos maduros del
metafloema tardio; ademads, aparentemente los fitoplasmas se mueven de un
elemento criboso a otro a través de los poros de las placas cribosas con la corriente
de asimilacién. Estudios complementarios han demostrado su alojamiento cerca de
los meristemos apicales en la base de los peciolos jévenes que atin no emergen.
Aunque se presentan elementos cribosos completamente llenos de fitoplasmas en
unos pocos haces vasculares, en general la concentracién es baja (Thomas, 1979).

Una de las reacciones que los fitoplasmas causan en las palmas enfermas con el
AL, es el cierre de estomas (Matteoni y Sinclair, 1983). Ledén y colaboradores (1996),
seftalan que no hay cambios en el potencial hidrico, ni en el potencial osmético, ni en
el turgor de las hojas durante los primeros estadios de la enfermedad (sintomas no
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visibles-amarillamiento de las hojas bdsales), sin embargo, estos parametros

fisiol6gicos decrecen significativamente a partir de que se observa el amarillamiento
de las hojas localizadas a la mitad de la corona.

2.2.4. Sintomatologia.

El término de AL fue usado por primera vez para indicar a una enfermedad
especifica de las palma%:“en Jamaica (Nutman y Roberts, 1955), y fue
subsecuentemente aplicada a otras enfermedades de sintomatologia similar en
palmas de cocotero en otros paises. En términos generales el nombre de
"Amarillamiento Letal", se refiere a la decoloracién progresiva de las frondas de las
palmas, que culmina con la muerte de la planta (Maramorosch y Hunt, 1981).

Carter (1966), mencioné que las palmas de cocotero no eran susceptibles al AL
hasta que tenian unos tres afios de edad, contando el tiempo desde que eran
trasplantados fuera de los almdcigos y que en raras ocasiones se habian conocido
palmas que se infectaran a los 18 meses.

Dabek (1974), citado por Oropeza y colaboradores, (1991), reportd que el agente
causal del Amarillamiento Letal requiere de 4 a 9 meses de periodo de incubacién
antes de que se presenten los primeros sintomas.

Los primeros sintomas del AL en palmas de cocotero madura es la prematura
caida de muchos o todos los cocos de diferentes tamafios y la muerte y decoloracién
de las inflorescencias, que es muy notorio cuando se abren las espatas, las cuales no
llegan a flores. Los frutos que primero caen son los de media corona o cocos de agua,
seguidos de los frutos mas j6venes y por Gltimo los frutos ya maduros (McCoy et al.,
1983; Villanueva, 1990, Simone, 1992). Posteriormente las hojas se tornan
amarillas , usualmente iniciando con las hojas mds viejas y avanzando hacia la
corona. En algunos casos, una sola hoja de la mitad de la corona se torna amarilla,
dando la apariencia de flacidez. Las hojas amarillas son notablemente tirgidas, no
se notan fldacidas como en el caso de algunas enfermedades. Las hojas amarillas
posteriormente se tornan cafés se secan y quedan colgando, caen rapidamente o son
facilmente arrancadas.
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La muerte de la yema apical ocurre mas ¢ menos cuando la mitad de las hojas
se tornan amarillas; la hoja nueva que emerge se colapsa y puede quedar colgando
en la corona. Finalmente todas las hojas caen quedando el tallo desnado el cual se
le conoce como "poste telefénico”. Los drboles infectados usualmente mueren de 3 a
6 meses después de la aparicion de los primeros sintomas (McCoy et al., 1983).
Basdndose en la serie de sintomas indicados anteriormente McCoy elaboré una
escala de severidad de la enfermedad que se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Escala para determinar el grado de avance de la enfermedad
Amarillamiento Letal del Cocotero.

Categoria | Rango numérico Sintomas
0 Sano o en etapa de incubaciéon
Primario 1 Caida de frutos solamente!l
2 Una inflorescencia necrétical
3 Dos o mds inflorescencias necréticas!
Amarillamiento 4 Amarillamiento solamente en las hojas
basales
5 Amarillamiento en las hojas basales y ala
mitad de la corona
6 Todas las hojas amarillas, 1a hoja bandera
buena
Muerte 7 Hoja bandera muerta, algunas hojas pueden
estar verdes
8 Hoja bandera muerta, todas las hojas
amarillas
9 Palma muerta (poste telefonico)

1= Puede o no tener una hoja amarilla flacida en el centro de la corona.

En otras especies de palmas, los primeros sintomas generalmente son similares
a los que se observan en el cocotero esto es, la caida prematura de los frutos y la
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necrosis de las inflorescencias nuevas. La etapa en la cual la necrosis de la hoja

ocurre y la forma de la decoloracién difiere entre especies. (McCoy et al., 1983),

En el caso de las palmas que no presentan la siatomatologia cldsica, como es el
caso de Borassus flabellifer L., Chrysalidocarpus cabadae H. E. Moore, Phoenix spp.
y Veitchia spp., exhiben manchas cafés en lugar Jel amarillo brillante. Aunque el
chupamiento de los frutos y la decoloracién de las inflorescencias son similares a las
del cocotero, la decoloracién de las frondas no es distintivo. La primera evidencia de
sintomas foliares es la aparicién de manchas cafés a lo largo de los margenes de las
pinas. Las inflorescencias que atin no se abren pueden retorcerse. En las especies
de Pritchardia, la muerte de los retonos foliares es el primer sintoma al igual que en
las palmas del género Phoenix. En Borassus la decoloracién es amarillenta,

mientras que en Phoenix es grisdcea y en Veitchia se tornan de colr café (Simone,
1992), citado por Leza, (1993).

2.2.5. Transmisién.

Un componente epidemiolégico de gran relevancia en cualquier enfermedad es su
transmisién, en el caso del AL aunque se han realizado una serie de experimentos
relacionados con este factor en algunos casos no han sido concluyentes y existe
todavia muchas dudas por discernir (McCoy ef al., 1983).

Al inicio de los 80°s, se sospechd que los insectos estaban asociados con el AL.
Las primeras observaciones en Cuba sugirieron que el AL posiblemente era causado
por toxina inyectadas a las palmas por ciertos insectos al alimentarse sobre ellas.
Especies de escarabajo (Coledpteros), insectos verdaderos (Heteropteros) e insectos
escama (Coccoideos), se sospecharon como vectores por varios investigadores (De La
Torre, 1906). Un segundo intento hacia el conocimiento de la posible relacién entre
insectos y el AL, fue basado sobre la creencia que un hongo o bacteria asociado con

el decaimiento del cogollo de las palmas en estados tardios de la enfermedad era el
organismo causal.

Diversas clases de insectos son atraidos por palmas afectadas por AL. Los
dipteros son los insectos que m4s consistentemente se encuentran en cogollos de
palmas enfermas. Debido a esto, fueron los primeros insectos en ser sefialados como
posibles vectores del AL (Johnston, 1912). Con base en las ocbservaciones realizadas
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sobre la errdtica dispersién de la ¢nfermedad en plantaciones de cocotero Jhonsten

(1912), supuso fuertemente que un insecto vector podria estar involucrado, y
propuso que insectos voladores o pdjaros como formas probables de dispersién del

AL (McCoy et al., 1983).

Bruner y Boucle (1943), sugirieron que la enfermedad probablemente era
causada por un virus y que el vector eran probablemente especies de trips
(Thysanoptera) o del orden Homoptera. Los trips se pueden localizar en las hojas de
las palmas de coco pero no se alimentan de ellas, y se les asocia alimentédndose del
néctar de las flores. Como el AL también afecta palmas de cocotero jovenes que
todavia no desarrollan flores, Bruner y Boucle (1943), desecharon la hipétesis de los
trips como vectores y sugirieron a Homépteros como los posibles vectores del AL,

Bruner y Boucle (1943), descartaron a las escamas (Homépteros) como vectores
del AL, porque no eran plagas comunes en las palmas de cocotero, ademas no es
conocido que las escamas trasmitan virosis. Su sospecha fue sobre una especie de
dfido no identificada, que aunque no muy comiin sobre el cocotero, fue la {inica
especie del orden Homoptera en Cuba que completaba su ciclo de vida en el cocotero.
Los reportes de Bruner y Boucle, tuvieron poca influencia en trabajos posteriores y
aunque la teoria del virus-insecto vector fue cuestionada por algunos autores
(Martyn, 1949; Mijailova, 1967), también fue favorecida por investigadores desde los
40°s hasta los 60°s (Carter y Suah, 1964; Ciferri, 1929; Corbett, 1959).

En los principios de los 60°s, se iniciaron las pruebas de transmisién en Florida
y Jamaica. Las pruebas que se realizaron durante ese periodo fueron basadas sobre
la hipétesis de que el AL era ocasionado por un virus (McCoy et al., 1983). Por lo
tanto el orden Homoptera fue el mas estudiado, debido a que muchos virus de
plantas son transmitidos por especies de este grupo taxonémico de insectos.

Las mosquitas blancas (Aleyrodidae), fueron intensamente investigadas,
ademsds de especies de escamas, 4fidos, trips y dipteros. Las mosquitas blancas se
consideraron como posibles vectores debido a que en Jamaica algunas especies
completan su ciclo de vida sobre el follaje del cocotero. Durante los 60°s estos
insectos fueron utilizados en experimentos de transmisién por diversos
investigadores. Sin embargo, cuando se descubrié en 1972 que Organismos Tipo
Micoplasma (OTMs), estaban asociados como agente causal del AL, las pruebas de
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transmision con estos insectos se eliminaron, ya que no existen reportes de que las

mosquitas blancas sean vectores de OTMs (Tsai, 1979).

Un millén ¢ m4s de insectos fueron involucrados en estas pruebas y también se
realizaron experimentos para determinar si los nemétodos podian transmitir el
agente causal del AL, o si causaban directamente la enfermedad (McCoy et al.,
1983).

La evidencia de que el AL es transmitido por insectos se obtuvo, cuando
algunas palmas localizadas en 4reas de alta ocurrencia del AL, se mantuvieron en
jaulas sin contacto con insectos y no adquirieron la enfermedad sino hasta después
de que las cajas fueron removidas (Heinze ef al., 1972; Rommey, 1972). Aunque los
experimentos de transmisién realizados durante los 60°s no concluyeron sobre cual

era el o los vectores del AL, tampoco se pudo descartar ninguna de las especies en
estudio.

De particular interés fueron los experimentos realizados por Heinze y
Schuiling, en los cuales dos palmas contrajeron el AL cuando fueron expuestas a la
mezcla de Omolicna cubana Myers, Myndus crudus Van Duzee y otras especies de
insectos no identificadas que se encontraban en plantaciones de cocotero.
Resultados similares fueron obtenidos por R.K. Latta y P. McKienzie con mezclas de
especies de las familias Cicadellidae y Fulgoroidea (Johnson y Eden-Green, 1978).
Johnson y Eden-Green (1978), reportan a Myndus crudus, aungue no fue
identificado en pruebas de fransmisién antes de 1969, estos insectos estuvieron
presentes en las colecciones de las areas donde las pruebas se llevaron a cabo.

Los insectos vectores de OTMs pertenecen subérdenes del orden Homoptera (Kranz
et al., 1977; Tsai, 1979), que a continuacién se mencionan:

Suborden: Coleorrhyncha: Un pequefio y primitivo grupo taxonémico confinado al
hemisferio sur.

Suborden: Auchenorrhynchia.

Superfamilia: Cicadoidea. Familias: Cicadidae, Membracidae, Cercopidae,
Cicadellidae.
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Superfamilia: Fulgoroidea. Familias: Delphacidae, Derbidae, Cixiidae,
Flatidae, mas 16 familias adicionales.
Suborden: Sternorrynchia

Superfamilias: Psylloidea, Aleyrodoidea, Aphidoidea y Coccoides.

La vasta mayoria de especies de insectos conocidos como vectores de OTMs,
pertenecen a la familia Cicadellidae. Unas pocas especies pertenecen a las familias
Delphacidae y Cixiidae y una especie a la familia Psyllidae. Especies de Coccoidea y
Aphydoidea han sido reportadas como vectores de OTMs asociados con

enfermedades de plantas, pero tales reportes no han sido lo suficientemente
sustentados (Tsai, 1979).

De acuerdo a resultados de inspecciones de campo realizados en Jamaica desde
1972, cinco especies de la superfamilia Fulgoroidea fueron encontrados cominmente
asociados con las palmas de cocotero. En el sur de Florida, dos especies de esa
misma superfamilia (Myndus crudus y Cedusa inflata Ball), y un membracido
(Idioderma virescens Van Duzee), fueron encontrados cominmente asociados al
cocotero (Howard, 1980; Howard y McCoy, 1980). Myndus crudus es la tnica
especie del suborden Auchenorrynchia comiinmente encontrada en palmas de
cocotero, tanto en Jamaica como en Florida y ha sido extensamente probada como
vector del AL. Los cicadellidos son ocasionalmente colectadas de palmas en Florida
y Jamaica; sin embargo, en Florida, las palmas pequeiias que desarrollan en

pastizales infestados con cicadelidos usualmente estan libres de estos insectos
{(Howard, datos no publicados).

2.2.5.1. Evidencias de Myndus crudus como vector del Amarillamiento Letal
del cocotero.

M. crudus, fue descrita por Van Duzee, de especies colectadas en el este de Jamaica
en 1907 (Kramer, 1979). Sin embargo, esta especie fue registrada en la fauna de
pPlantaciones de cocotero por diversos investigadores en Jamaica hasta 1969,

Myndus crudus Van Duzee, es la especie mds comin del orden Homéptera en
palmas de coco y en otras especies de palmas susceptibles al AL, tanto en Florida
(Howard y Mead, 1980) como en Jamaica (Schuiling, 1976). Los adultos de M.
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crudus, se alimentan sobre el follaje de las palmas, pero ovipositan en el suelo

(Eden-Green, 1978); las ninfas desarrollan bajo el suelo y se alimentan de las raices
de los pastos , uno de los mds comunes es el San Agustin. Aunque M. crudus se
incluyé en las primeras pruebas de transmisién del AL, en Florida (Tsai, 1975) y
Jamaica (Dabek y Waters, 1980), no se logré la transmisién del patégeno del AL.
Sin embargo, con base en evidencias de campo que favorecian a M. crudus como
vector del AL, se iniciaron estudios sobre su biologia y pruebas de transmisién bajo
condiciones experimenfales diferentes a las que previamente se habian realizado.

Estudios sobre insectos del suborden Auchenorrhyncha, se iniciaron
rdpidamente cuando se descubrié que los OTMs estaban asociados con el AL. En
trabajos realizados en Florida, M. crudus fue la tnica especie del suborden
Auchenorrhyncha colectada en todas las localidades donde el AL habia sido
reportado (Howard y Mead, 1980), y fue la especie mas abundante sobre palmas
maduras en las Islas Canarias (Howard, 1980). Basdndose en datos de muestreos
realizados en forma simultdnea en dreas afectadas y no afectadas por el AL, la
poblaciones de M. crudus, fueron 40 veces mayores en las areas afectadas. En
ciertas dreas donde se aplicaron insecticidas semanalmente durante 15 meses las
poblaciones de M. crudus, se redujeron y la tasa de dispersién del AL disminuyd;
estos resultados se interpretaron como evidencia de que un insecto (posiblemente M.
crudus), fuese el vector del AL (Howard y McCoy, 1980). La evidencia mas
convincente de que M. crudus es un vector del AL, fue reportado por Harrison y

Oropeza (1997), quienes detectaron al fitoplasma causante del AL en M. crudus

por
medio de PCR. .

2.2.5.2. Primeras pruebas de transmision por Myndus crudus.

Experimentos de adquisicién y transmisién controlada con M. crudus fueron
realizados en Florida (Tsai, 1977). Insectos en estado ninfal y adultos se
alimentaron sobre palmas de cocotero enfermas o sobre partes del cogollo y raices
obtenidos de palmas enfermas y en membranas con savia del floema colectada de
palmas de cocotero enfermas. Los insectos fueron liberados para que se alimentaran
sobre palmas de cocotero de 2.5 m de altura que se encontraban encerradas en cajas,
sin embargo, muy pocos insectos sobrevivieron més de 3 semanas sobre las palmas,

ninguna de las palmas evaluadas desarrollé los sintomas del AL después de un afio
de mantenerse en las cajas.
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Pruebas adicionales en las cuales se inyecté a M. crudus la savia de palma
manila enferma con AL, fracasaron en la transmisién de la enfermedad. Los
intentos para transmitir el AL de cocotero a palmas manila y viceversa también
fracasaron, asi como también la transmisién a teresita. En total mds de 70, 000
chicharritas fueron usadas en estas pruebas , pero no se tuve una transmisién
verificable (McCoy et al., 1983).

2.2.5.3. Pruebas de transmisién replicada.

Un experimento para la prueba de transmision fue diseniado, plantandose una
planta de cocotero, una de palma manila y una de la palma Thurston en cada una de
diez cajas. Ademds dos especies de pasto fueron establecidos por caja Paspalum
notatum y el pasto san Agustin. Las palmas fueron obtenidas de areas libres del AL
y los pastos libres de insectos. Cinco cajas recibian introducciones de M. erudus y las
otras cinco servian como control. El experimento tuvo un tiempo de duracién de 34
meses y se encontré que al menos una palma por caja fue infectada por el AL. En
dos de las cajas las tres especies de palmas contrajeron la enfermedad. Tres de las
cinco palmas de cocotero, cinco de siete palmas de Manila, y dos de tres palmas
Thurston en las cajas con chicharritas contrajeron la enfermedad. Estos resultados
aportaron una fuerte evidencia de que M. crudus es un vector del AL y adema4s se
determino que la enfermedad en estas tres especies de palmas son causadas por el
mismo patégeno (McCoy et al., 1983).

Estos experimentos difieren de otros estudios previos de transmisién en lo
siguiente: adems#s de las palmas de cocotero, palmas de otras especies fueron
probadas, se plantaron pastos dentro de las cajas como hospederos alternantes en
un intento de incrementar la longevidad de los insectos, y los insectos fueron
capturados usando una técnica para reducir la posibilidad de danio (McCoy et al.,
1983).

Actualmente se estdn realizando con éxito trabajos de transmisién para conocer
la respuesta de algunas especies de Fraxinus desarrollando en diferentes
portainjertos a la infeccién por fitoplasmas del grupo del Ash Yellows (Sinclair et al.,
1997) y para determinar la multiplicacién en sus hospederos adem4s de la expresién
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de sintomas. de organismos muy relacionados a los OTMs como los Spiroplasmas

(Foissac et al., 1997).
2.3. Diagnostico.

Las enfermedades producidas por fitoplasmas y Organismos Tipo Micoynasma en
general, son diagnosticadas con base en los hospederos y a los sintomas inducidos en
ellos. En el caso del AL su diagnéstico comin se basa principalmente en la
sintomatologia en campo; sin embargo, este diagndstico se realiza en etapas
avanzadas, por consecuencia el método es tardio y poco confiable debido a la
similitud en la sintomatologia del AL con la presentada por otras enfermedades que
afectan al cocotero. El diagnéstico de campo también puede ser complicado por otros
factores por ejemplo en plantas que estédn en estado juvenil carecen de la posibilidad
de un diagndstico por la sintomatologia en flores y frutos.

La microscopia electrénica fue la primera técnica que revelé la infeccion y/o
presencia de OTMs en plantas e insectos (Doi et al., 1969). Esta técnica no es
factible de utilizarse cotidianamente en estudios de campo para identificar en
reservorios de plantas o insectos vectores debido al alto coste y a que la infeccién de
los OTMs son morfolégicamente indistinguibles. Este ha impedido
significativamente e} estudio epidemiolégico de las enfermedades ocasionadas por
estos microorganismos, ademds el patégeno no es detectado por microscopia
electrénica cuando se encuentra a bajas concentraciones en el tejido examinado
(Harrison et al., 1994b). En consecuencia para estudios ecoldgicos, taxonémicos y de
filogenia de los OTMs es necesario el desarrollo de ensayos sensitivos y especificos.

En virtud de que los OTMs se encuentran asociados a los tubos del floema, su
presencia puede ser detectada en tejido fresco o quimicamente conservado por medio
de DAPI (4°-6"Diamino-2-fenilindole), el cual es un reactivo que se une al DNA y
fluorece bajo radiacién ultravioleta (Russel et al., 1975); sin embargo, al igual que el
método de la microscopia electronica su sensibilidad se reduce grandemente cuando
la concentracién del patégeno es baja en los tejidos analizados (Harrison et al.,
1994b), sobre todo en plantas lefiosas (Ahrens y Seemiiler, 1992).

Recientemente, el surgimiento de las poderosas técnicas de recombinacién del
DNA sin duda alguna ha propiciado no solamente una época dorada en la Biologia
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Molecular, sino en las Ciencias Biolégicas en general. Estas técnicas son

extremadamentes especificas, rdpidas y con alto poder de resolucién, en
consecuencia se constituyen como excelentes herramientas en el diagnéstico de
enfermedades y/o en la deteccién de los organismos causales (Roy, 1983). La
deteccién usando Acidos nucleicos como blanco es mas especifico que la deteccion
inmunolégica, ya que estd basado en secuencias n.cleotidicas especificas del
organismo causal (McLaughlin ef al., 1986), 1o que perrnite la deteccién directa del
patégeno. La sensibilidad alcanzados con estos métodos han llegado a niveles
inimaginables.

El uso de anticuerpos monoclonales (Bonnet et al., 1990; Chen y Jiang, 1988;
Lee y Davis, 1992, Lee et al., 1993a) y la extraccién de OTMs del tejido de sus
hospederos acoplado con el advenimiento de la tecnologia del DNA recombinante,
han hecho posible la clonacién del DNA de OTMs (Harrison et al., 1991; Kirkpatrick
et al., 1987; Nakashima et al., 1991). En particular la hibridacién de dcidos nucleicos
utilizando como sondas los fragmentos del DNA de OTMs clonados al azar, se
constituyen como un medio sensible y confiable para la deteccién de OTMs tanto en
plantas (Davis et al., 1988; Harrison et al., 1992), como en insectos vectores (Davis et
al., 1988; Kirkpatrick ef al., 1990; Rahardja et al., 1992) y para estudios de
distribucién y ecologia (Kirkpatrick et al., 1990; Kuske y Kirkpatrick, 1992).
Algunas sondas, presumiblemente representan secuencias altamente conservadas
del DNA cromosomal de OTMs, y detectan un amplio rango OTMs, mientras que
otras solamente detectan a ciertos patégenos en especifico (Harrison et al., 1993).

En contraste a los métodos convencionales como la microscopia electrénica y el
marcaje con DAPI utilizados en el diagnéstice de algunas enfermedades ocasionadas
por OTMs (Hibben et al., 1991), los métodos de diagnéstico basados en el DNA no
experimentan restricciones por el tamafio del patégeno o por la cantidad de tejido
utilizados en el diagnéstico (Davis y Lee, 1993). Por ejemplo, los ensayos de
deteccion del OTM causante del AL han sido consistentes a pesar de las bajas
concentraciones del patégeno en las flores y raquis de las inflorescencias de cocotero
parcialmente necrosadas. La deteccién con muestras de raices y hojas han sido
considerablemente menos consistente, lo cual indica una distribucién desigual del
patdgeno en la planta (Harrison ef al., 1993).
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Por otra parte, el método de hibridacién y el andlisis de la longitud del
polimorfismo por fragmentos de restric:ién del DNA cromosomal de los OTMs han
hecho posible la diferenciacién de algunos OTMs, ademds de elucidar sobre sus
relaciones filogénéticas (Davis et al., 1988; Kuske ef al., 1990; Marcone et al., 1997).
De esta manera se han establecido la: bases para agrupar a los OTMs, en algunos
grupos o cepas (Lee et al., 1992; Okuda et al., 1997).

Una de las técnicas moleculares de mayor aplicabilidad actualmente es la
conocida como "Reaccién en Cadena de la Polimerasa" que basa su popularidad y
poderio en la especificidad, sensibilidad y rapidez de la técnica. Por ejemplo, en
condiciones ideales, basta una molécula del acido nucleico del organismo deseado,
para detectar la presencia del mismo en unas cuantas horas.

El término "Reaccién en Cadena de la Polimerasa" (PCR), se aplica al proceso
bisquimico in vitro , mediante el cual las cadenas individuales del DNA blanco son
duplicadas por la DNA polimerasa en cada uno de los ciclos que integran la reaccion,
lograndose una produccién exponencial de millones de copias del gen o segmento de
DNA especifico sometido al proceso. Esta técnica fue inventada por Karry B. Mullis
en 1985 (Multis, 1990). Ese mismo afio la PCR fue perfeccionada por otros
investigadores y se aplicé exitosamente en el diagnéstico clinico de la anemia de
células falciformes (Marx, 1985; Saiki ¢f al., 1985). A partir de entonces el
desarrollo de ensayos basados en la utilizacién de la PCR se han incrementado

notablemente y su aplicacién a la fecha es cotidiana en las diferentes dreas de las
Ciencias Biolé6gicas.

La tecnologia de PCR permite la deteccién de un gen de secuencia conocida
presente en el genoma o en mezclas de genomas atn cuando la secuencia que es
buscada se encuentre en concentraciones muy bajas (Saiki ef al., 1988), y se pueden

detectar diferentes microorganismos como los micoplasmas en extractos crudos de la
planta,

Por otra parte mediante la técnica de PCR se requiere solamente de cantidades
pequeiias de tejido infectado, se evitan los largos, tediosos y frecuentemente
ineficientes procedimientos de separacién del DNA del agente causal y del
hospedero y se reduce el tiempo de trabajo. Ademds esta metodologia permite la
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obtencién de sondas para el diagnéstico especifico de ciertas enfermedades (Firrao et

al., 1993; Lee et al., 1993), y se pueden identificar directamente a los diferentes
OTMs cuya secuenc.a ha sido amplificada si se usan iniciadores especificos
(Malinowski et al., 1936; Schneider y Gibb, 1997; Stanoz et al., 1997).

Adicionalment:z la técnica de PCR, ha manifestado un gran avance en la
capacidad para detectar e identificar si mds de un tipo de OTM esta asociado con
una determinada enfermedad o si una planta o insecto hospedero es doblemente
infectado por un segundo OTM (Alma et al., 1996; Lee et al., 1994; Lee ¢t al., 1995;
Marecone et al., 1996; Namba et al., 1993).

2.4. Alternativas de manejo de la enfermedad.

2.4.1. Del patogeno.

El combate del Amarillamiento Letal, es posible mediante un programa integrado
que incluye medidas de resistencia, erradicacion y cuarentenas (McCoy et al., 1983).
Se pueden realizar inyecciones de oxitetraciclina al tronco de la palma, con lo cual se
logra detener el avance de la afeccion, sin embargo, el efecto no es permanente y
considerando que solamente dura de 3 a 4 meses, el costo de este antibiético es muy
alto, por consecuencia su uso no es recomendable para cultivos extensivos, por lo que

su aplicacién se restringe a palmas de un alte valor turistico o estimativo
(Villanueva, 1990).

El grado de respuesta al tratamiento con antibidtico varian mucho con la edad
de la planta, la severidad de los sintomas, el método de tratamiento y el tipo de
tetraciclina aplicada. La respuesta también es de duracién limitada, se necesitan
varias aplicaciones para mantener la reduccién de sintomas. La reduccién de los
sintomas se caracteriza porque el crecimiento no se acompana de dafios, aunque los

tejidos afectados no recuperan su forma normal, sélo las flores, hojas y tallos nuevos
son normales (McCoy, 1982).

La erradicacién por si misma nunca evitard la diseminacién del AL; sin
embargo, en las primeras etapas de la enfermedad, la rdapida remocién de las palmas
enfermas puede tener un papel importante para disminuir la rdpida dispersién de la
enfermedad (McCoy et al., 1983). Las cuarentenas son medidas regulativas
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disefiadas para prevenir el movimiento indiscriminado de palmas infectadas o

vectores hacia dreas libres de la enfermedad. Cada una de estas medidas son
recomendadas cominmente para el combate del AL; sin embargo, la obtencién de
matzrial resistente al AL, se constituye como la dnica alternativa verdaderamente
vichle para la convivencia con el AL (McCoy et al., 1983).

2.4.2. Del vector,

La tasa de dispersién de las enfermedades que poseen un insecto vector dependen en
parte de la densidad de poblacién del vector o de los vectores. Sin embargo, pocas
enfermedades de plantas que poseen un vector han podido ser combatidas
efectivamenteaplicando medidas contra sus vectores (McCoy et al., 1983). En el caso
del AL el grado de infeccién se ha logrado disminuir mediante la aplicacién de
insecticidas como el Diazinén y el Dimetoato (Villanueva, 1990).

Las posibilidades del uso de entomopatégenos o enemigos naturales contra el
vector se han estudiado en México, encontrandose adultos parasitados con el hongo
Hirsutella en Quintana Roo, Yucatdn Veracruz y Guerrero, exhibiendo una
frecuencia de parasitacién del 58%. En Centro América se ha observado hasta un
90% de parasitismo por un hongo ain no identificado. Ademéds de que se ha
detectado a un parasitoide y algunas hormigas depredadoras de las ninfas,
desafortunadamente poco se investiga al respecto (Villanueva, 1990).

El uso de variedades resistentes es el vinico método para combatir problemas
fitosanitarios en muches cultivos. En le caso del AL las variedades de cocotero como
el Enano Indio, Enano Ceildn, Enano Fiji y Rey han demostrado una alta resistencia
con menos del 10% de plantas con sintomas. Otras variedades como el Alto
Bougainville, Alto Kar Kar, Alto Malayo, Alto del Valle Markham, Alto de Panama,
Enano Malayo y el hibrido Maypan exhiben niveles moderados de resistencia
(Simone, 1992). Oropeza (comunicacién personal), menciona que el enano malayo y
el hibrido del Maypan presentan alta resistencia al AL.

Se considera que México posee una amplia diversidad del germoplasma de
cocotero, producto de introducciones antiguas y la hibridacion e infiltracion genética
de formas contrastadas. Los cocoteros en las costas del Golfo corresponden al grupo
Africano, mientras que en el Pacifico existe un enjambre conformado
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presumiblemente por cocoteros emparentados con los grupos Malayo-Tahilandés;

Melanesico y Polinesico (Zizumbo, 1998). De tal manera que se piensa que el
impacto del AL serd diferencial entre ambas regiones, es decir severa en la costa del
Golfo y menor en la costa del Pacifico. Por consecuencia es de primordial
importancia caracterizar detalladamente la variacién y su evaluacién en las zonas
afectadas por el AL de manera tal que permita seleccionar material para los
programas de mejoramiento genético (Zizumbo, 1993).
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Capitulo 3
MATERIAL Y METODOS

3.1. Ubicacién del lngar de trabajo.

El trabajo de investigacién se divide en dos partes: trabajo de campo y trabajo de
laboratorio. El trabajo de campo corresponde a las diferentes regiones del pais
donde se colectaron las muestras vegetales, tales regiones son descritas en el
apartado de colecta de muestras. El trabajo de laboratorio se realizé en el
Laboratorio de Patologia Molecular del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias-Universidad Auténoma de Nuevo Leén (INIFAP-
UANL), ubicado en el Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la Facultad
de Ciencias Biolégicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Leén, Monterrey,
México.

3.2. Colecta de muestras.

Las muestras de cocotero se colectaron en diferentes regiones afectadas por el
Amarillamiento Letal En e] estado de Campeche se colectaron muestras en los
municipios de Champotén, Escdrcega y el Carmen; en el estado de Yucatdn en el
municipio de Progreso; en el estado de Tabasco en el municipio de Paraiso. Los
érganos de la planta colectados fueron; el meristemo apical, inflorescencia, hojas
maduras e inmaduras no emergidas, tallo y fruto. Las muestras fueron tomadas de
plantas que mostraban los sintomas tipicos del ataque del Amarillamiento Letal y
también se colectaron muestras de plantas asintomaticas. En el municipio de
Tampico en el estado de Tamaulipas, se colectaron las mismos 6rganos de palmas de
cocotero sanas. Esta tltima, es una regién donde la enfermedad del Amarillamiento
Letal no ha sido reportada.

Adicionalmente se colectaron muestras de diversas especies vegetales que
mostraban sintomas tipicos ocasionados por fitoplasmas. Lo anterior con la
finalidad de evaluar la especificidad de apareamiento de los iniciadores disefiados en
este estudio con este grupo de patigenos. En el estado de Campeche también se
colectaron muestras de palma jipi (Caludovica palmaia R.); en el Estado de México
ge colectaron muestras de cempaxichitl (T'agetes erecta L); en el estado de Coahuila

32



TIsidro Humberto Almeyda Leon/ 1597
se colectaron muestras de papa (Solanum tuberosum L.); en el estado de Nuevo Leén

se colectaron muestras de teresita (Catharanthus roseus (L.) G. Don) y, en el estado
de Tabasco se colectaron muestras de yuca (Manihot esculenta). En todes los casos se
colectaron muestras de plantas con sintomas y plantas sin sintomas, las cuales se
consideraban sanas y se tomaron como testigos negativos.

3.3. Extraccion del DNA.

Para la extraccion del DNA gendémico total (incluye el DNA de la planta y del
patogeno), se partié del protocolo desarrollado en el laboratorio de Patologia
Molecular INIFAP-UANL (Leal Klevezas et al., 1995), el cual funcioné en forma
adecuada para obtener DNA de buena calidad y en cantidad suficiente para ser
utilizado en las pruebas de PCR. Para algunos érganos de la palma de cocotero
(hojas maduras, inflorescencias emergidas, tallo y raices), y otras especies como
cempaxuchitl y la papa, que tienen un alto contenido de compuestos fenélicos, fue
necesario optimizar la técnica de extraccién descrita por Rogers y Bendich (1985;
1988) y Doyle y Doyle (1990), para obtener DNA de buena calidad y ser utilizado con
éxito en las pruebas de PCR.

a). Metodologia para la extraccién del DNA genémico de especies vegetales
(Modificado de Leal-Klevezas et al., 1995).

Se tritura un gramo de tejido fresco en mortero en presencia de nitrégeno
liquido y se transfiere a un tubo de centrifuga y se le agrega 800ul de solucién de
kisis (2% Triton X 100, 4% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA
pH 8.0) y 800ul de la mezcla fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1). Se
homogeniza la solucién y se centrifuga a 10,000 rpm durante 10 min. La fase acuosa
es transferida a un tubo nuevo, se le agrega un volumen igual de cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1) y se centrifuga a 10,000 rpm durante 10 min, La fase acuosa se
transfiere a un tubo nuevo, se le agrega 0.5 vol. de acetato de amonio 7.5 M, se
mezcla por inversién, se deja en hielo durante 10 min y se centrifuga a 10,000 rpm
durante 10 min. La fase acuosa se transfiere a un tubo nuevo y se le agrega 0.5 vol.
de isopropanol y se deja a -20°C por un minimo de 2 h. EL DNA se recupera
centrifugando la muestra a 10,000 rpm por 10 min; posteriormente se lava con 1 ml
de etanol al 70% frio, se seca y se resuspende en 50 pl de solucién amortiguadora TE
(10 mM Tris-HCI pH 8.0 y 1 mM de EDTA pH 8.0). La concentracién del DNA se
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determina en un espectofotémetro, leyende su absorbancia a 260 nm. La muestra se

conserva a 4°C hasta su procesamiento.

B). Metodologia para la extraccion del DNA genémico de ¢species vegetales
(Modificado de Rogers y Bendich, 1985;1988 y Doyle y Doyle, 1990).

Se tritura un gramo de tejido fresco en presencia de nitrégeno liquido. La
muestra macerada se transfiere a un tubo de centrifuga y se le agrega de 2 a 4 ml de
solucién de extraccién 2-M/CTAB precalentada a 65°C (CTAB a una concentracién
del 2% p/v, 100 mM Tris-Cl pH 8.0, 20 mM EDTA pH 8.0, 1.4 M NaCl, polyvinyl-
pyrrolidona 40,000 1% p/v). Previamente a la solucion CTAB, se le agrega la
cantidad requerida de Beta-Mercaptoetanol para obtener la solucién 2-M/CTAB a

una concentracién final del 0.2%, se homogeniza la solucién y se incuba durante 30
min a 65°C, mezclando ocasionalmente.

Al extracto se le agrega 1 vol. de cloroformo-alcohol-isoamilico (24:1), se mezcla
por inversién y se centrifuga a 8,000 rpm durante 5 min a 4°C. Se extrae la fase
acuosa (parte superior) y se le aiiade 1/10 vol. de CTAB 10% (CTAB 10% p/v, NaCl
0.7 M). Se agrega 1 vol. de cloroformo-alcohol-isoamilico (24:1), y se centrifuga a
8,000 rpm durante 5 min a 4°C. Se extrae la fase acuosa y se le agrega 1 vol. de la
solucién de precipitacion (CTAB 1% pfv, 50 mM Tris-Cl pH 8.0, y 10 mM EDTA pH
8.0), y se centrifuga por 5 min a 2,000 rpm a 4°C.

El precipitado se resuspende en un solucién amortiguadora con alto contenido
de sales (10mM Tris-Cl pH 8.0, 0.1 mM EDTA pH 8.0, 1M NaCl), (de 0.5 a 1.0 ml por
gramo de muestra). El DNA se precipita adiciondndole 0.6 vol. de isopropanol, se
mezcla por inversién y se centrifuga a 8,000 rpm a 4°C. El precipitado se lava con

etanol al 80%, se seca y se resuspende en solucién amortiguadora TE (de 100 a 500
pl por gramo de muestra).

Para limpiar la muestra de compuestos fenélicos y restos de polisacdridos, se
agrega 0.5 vol. de acetato de amonio 7.5M y se deja en hielo durante 10 min, se
centrifuga 10,000 rpm durante 10 min. Se toma la fase acuosa y el DNA se precipita
adicionando 0.6 vol. de isopropanol y se centrifuga a 10,000 rpm durante 10 min. El
DNA se lava con etanol al 70% frio (2 veces), se seca y se resuspende en soluciéon
amortiguadora TE (de 50 a 100 pl por gramo de muestra). La concentracién del
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DNA se determina en un espectofotémetro, leyendo su absorbancia a 260 nm. La

muestra se conserva a 4°C hasta su procesamiento.

3.4. Diseno de iniciadores.

Lee et al. (1993c), reportaron el par de iniciadores R16F2/R16R2
(5-ACgACTgCTgCTAAgACTgeg-3") / (5° TgACgggClggTgTgTACAAACCCCg-3),
disefiados sobre la secuencia del gen que codifica para el 16S RNA ribosomal de
OTMs (Fig. 1), los cuales fueron utilizados con éxito en la deteccién del fitoplasma
asociado con el Amarillamiento Letal del Cocotero.

Ante la necesidad de contar con iniciadores que presentaran mayor
especificidad de apareamiento con el fitoplasma causante del AL y evitar el riesgo de
los falsos positivos al amplificar fragmentos inespecificos, se realizé la consulta a la
base de datos del GeneBank 86.0 y EMBL 41.0 del National Center for
Biotechnology Information of the National Library of Medicine (Bethesda,
Maryland, U.S.A.). Se obtuvieron las secuencias reportadas del gen que codifica
para el 168 RNA ribosomal de todos los Micoplasmas y Organismos Tipo
Micoplasma y se disefiaron dos iniciadores de 20 nucledétidos el MMF
(5-AAgACCTAgCAATAggTATg-3") y MMR (5-TCAgCAATgATTTTTCCATC-3"),
(Fig. 1), mismos que fueron sintetizados por Bio-Synthesis, Inc. (Lewisville, Texas,
U.S.A.). Se realizaron alineamientos y comparaciones de secuencias de DNA de la
base de datos del GeneBank y EMBL usando el programa BLAST 1.3 (Altschul et
al., 1990). Para el anélisis computacional y mapa de restriccion se uso el programa
de computadora DNA Straider 1.01 (Marck, 1988).

Adicionalmente se evaluaron los iniciadores,
PS5 AAgAgTTTgATCCTggCTCAggATT-3"), P3 (5-ggATggATCACCTCCTT-3"),
P7(5"-CgTCCTTCATCggCTCTT-3°), BLTVAint (5 gATgATTTTAgTATATATATCC-
37) AYint (6"-TACAATTTgCAAgCAAgTTAC-"3) y Tint
(6" TCAggCgTeTgCTCTAACCAZC-3"), (Fig. 2), reportados por Smart ef al. (1996).
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—_— Gen 16S RNA ribosomal —

MMF i»—a MMR
277 pb

R16F2 pp————-¢ MMR
332 pb

R16F2 pp— < RI16R2
1.2 kb

Fig. 1. Representacién esquemdatica del gen que codifica para el RNA ribosomal 16S
reportado para el Grupo I de Organismos Tipo Micoplasma. Los tridngulos
representan la posicién de los iniciadores utilizados en las PCRs. Las lineas
representan el fragmento amplificado.

Espacio
Intergénico
—— Gen 16S RNA Ribosomal Gen 23S RNA Ribosomal
ot > -
Pl P3 P7
P 3-P 7350 pb
tRNA * P 1-BltvAint 1450 pb
C P 1-Ayint 1500 pb
- g -¢ P 1-Tint 1600 pb
BltvAint Ayint  Tint P 1-P 7 1800 pb

Fig. 2. Representacién esquemdtica de los genes que codifican para los RNAs

ribosomales 16S y 23S y la regidn intergénica de fitoplasmas. Los tridngulos
representan la posicién de los iniciadores usados en las PCRs.
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3.5. Reacciones en Cadena de la Polimerasa (PCRs).

Las PCRs, se conformaron en tubos Eppendorf de 0.5 ml, el volumen total de la
reaccion fue de 251, que contenia 50 ng de DNA, 25 pmoles de cada iniciador, 1X
PCR so'acién amortiguadora, 2 mM MgClg, 200 uM de nucleétidos trifesfatados
{dNTP’s) y 2.5 unidades de Tag DNA polimerasa (GIBCO BRL, Inc., Gaithersburg,

Maryland, U.S.A.). Para evitar la evaporacién la reaccién fue cubierta con 25 pl de
aceite mineral estéril.

Las PCRs se realizaron en un Termociclador (Perkin Elmer DNA Thermal
Cycler), las condiciones iniciales de corrida fueron seleccionadas de acuerdo a los
reportes de la literatura (Lee et al., 1993c; Harrison ef al., 1994b). Sin embargo, las
condiciones se estandarizaron durante el desarrollo del trabajo y finalmente
quedaron de la manera siguiente: 1 ciclo con temperatura de desnaturalizacién de
940C 2 minutos; 30 ciclos con temperatura de desnaturalizacién de 949C 1 minuto,
temperatura de apareamiento de 559C 1 minuto, temperatura de polimerizacién de
720C 1 minuto. Cuando se procesaron muestras que procedian de plantas
asintomaticas, las condiciones se modificaron incrementando el nimero de ciclos a
35 y el tiempo de polimerizacién a 1 minuto con 30 segundos. Tanto en muestras
provenientes de plantas con sintomas, como asintomaticas se daba un periédo de
extensién a 729C durante 4 minutos. Una vez concluido el proceso de amplificacién
se tomaban ocho pl de cada reaccién y se fraccionaban en un gel de agarosa al 1.5%
conteniendo solucién amortiguadora TBE 1X (100 mM Tris-HCI, 90 mM &cido bérico
y ImM de EDTA), se tefiia con bromuro de etidio (0.5 jpg/ml) y se visualizaba en una
camara de luz ultravioleta (Sambrook et al., 1989).

3.6. Andlisis de restriccion de fragmentos amplificados por PCR.

Los fragmentos amplificados por PCR de las muestras de cocotero, cempaxiichitl y
teresita utilizando los iniciadores R16F2/R16R2, sometidos a tratamiento con las
endonucleasas EcoRI que reconoce la secuencia GIAATTC y Alul que reconoce la
secuencia AGICT. Los fragmentos del DNA de los fitoplasmas que infectan al
cocotero, cempaxiichitl, teresita, yuca y papa, amplificados utilizando los iniciadores
P1/Tint, también fueron sometidos a tratamiento con la endonucleasa Alul.
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Previo al tratamiento con enzimas de restriccién los productos de PCR se
purificaron por medio del sistema Geneclean (Bio 101 Inc.), resuspendiéndose el
DNA en agua mq estéril. Posteriormente a un volumen de 22.5 pl conteniendo de
0.3 a 0.5 ug del producto amplificado, se le agregaba 2 pl de la solucién
amortiguadora correspondiente y 0.5 jl de la enzima de interés y se dejaba incubar
toda la noche a 370C. El producto obtenido del tratamiento con enzimas de
restricci6n se fraccionaba en un gel de poliacrilamida al 15% conteniendo la solucién
amortiguadora 1X TBE, se tefifa con bromuro de etidio (0.5 pg/ml) y se visualizaba
en una cdmara de luz ultravioleta .

3.7. Estimacion de la relacién taxonémica de los fitoplasmas que infectan al
cocotero, cempaxuchitl, teresita, yuca y papa.

Con la finalidad de establecer el parecido taxonémico entre los fitoplasmas que
infectan al cocotero, cempaxichitl, teresita, yuca y papa, se realizé un analisis de
similitud a partir del patrén de restriccién obtenido al digerir con la enzima Alul los
fragmentos amplificados por PCR utilizando los iniciadores P1/Tint y el DNA blanco
de las especies vegetales indicadas anteriormente.

2a
Para la elaboracién de la matriz de similitud se utilizo la férmula de Dice= ———

2a+b+c
citado por Crici y Lépez (1983), donde:

a= Es el nimero de caracteres compartide por las dos variables
b= Es el nimero de caracteres que solamente posee la primera variable

c= Es el nimero de caracteres que solamente posee la segunda variable

3.8. Clonacién de fragmentos amplificados por PCR.

Se clonaron dos fragmentos amplificados por PCR, uno de 269 pb amplificado a
partir del DNA genémico de cocotero utilizando los iniciadores MMF/MMR y otro de
1.2 kb amplificado a partir del DNA genémico de teresita utilizando los iniciadores
R16F2/R16R2. Las dos plantas presentaban los sintomas tipicos inducidos por
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fitoplasmas. La clonacién se realizé mediante el sistema pGEM-T Vector (Promega,

1993-1996), v se utilizé6 Escherichia coli JM109. Para seleccionar las clonas
recombinantes que portaban el inserto de interés, se realizaron aislamientos de
plasmidos a pequefia escala (minipreps) Sambrook et al., (1989), y posteriormente se
realizaban pruebas de PCR con los pares de iniciadores MMF/MMR y R16F2/R16R2.

3.8.1. Etapas secuenciales para la clonacién de los fragmentos amplificados
por PCR.

a). Construccién de plasmidos recombinantes:

El sistema pGEM-T Vector (Promega, 1993-1996), es un kit comercial que no
requiere tratamiento con enzimas de restriccién para generar extremos cohesivos, ya
que viene preparado para utilizarse directamente en las reacciones de ligacién con el
inserto de interés y obtener los plismidos recombinantes.

b). Ligacién:

En tubos eppendorf de 0.5 ml se agrega, agua mq estéril 2 pl de solucién
amortiguadora de ligacién 10X 1 pl, DNA inserto 5 ul, DNA pGEM-T vector 1 ul, T4
DNA ligasa 1 jl. Se mezcla suavemente la reaccién golpeando ligeramente el tubo y
se centrifuga unos segundos para depositar los componentes de la reaccion en el

fondo del tubo y se incuba a 4°C por 16 h, la reaccidn se detiene inactivando la
enzima a 65°C por diez min.

¢). Preparacién de células calcio competentes:

De un cultivo stock de Escherichia coli JM109, mantenido en refrigeracién, se
toma una asada y se inocula en un tubo de ensaye conteniendo 3 ml de caldo LB
(triptona 10 g/, extracto de levadura 5g/l, NaCl 10 g/l}, y se incuba a 870C durante
toda la noche en agitacién continua a 150 rpm. Se toman 100 pl del cultivo anterior
¥y en asepsia se transfiere a otro tubo de ensaye con 3 ml de caldo LB y se incuba a
37°C por cuatro horas en agitacién a 150 rpm. Después se vierte el cultivo en tubos
eppendorf de 1.5 ml y se colocan en hielo por diez min. Se centrifuga a 4000 rpm a
40C por diez min para obtener el precipitado celular. Se decanta el sobrenadante y
se resuspende el precipitado en 1.2 ml de CaCl; 0.1 M frfo y estéril y se coloca en
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hielo por 20 min. Se centrifuga a 4000 rpm a 49C por diez min, se decanta el

sobrenadante y se resuspende el precipitado en 50 pl de CaCly estéril y frio y se
guarda la suspensién en refrigeracién por 12 h (las células pueden ser almacenadas
en nitrégeno liquido a -709C por varios meses).

Es importante que todas las etapas de esta practica se realicen en condiciones
estrictas de asepsia, asi como mantener el mayor tiempo posible las células en hielo
para evitar que se afecte la eficiencia de transformacién.

¢). Transformacién (método quimico):

Se transfiere 20 pl de la suspensién de células competentes a tubos eppendorf
de 0.5 ml estériles y firios y se le agrega 5 pl del pldsmido recombinante. Se mezcla
la reaccién golpeando suavemente los tubos y se coloca rdapidamente en hielo por 1 h.
Se coloca rdpidamente los tubos con las células en un bafio de agua a una
temperatura de 42°C por exactamente 90 seg. Es de vital importancia asegurarse
que tanto la temperatura como el tiempo sean los indicados, ya que es la etapa
crucial donde ocurre la toma del DNA por las células. Se colocan las células en hielo
por 1-2 min y se agrega 200 ul de caldo SOC [triptona 20 g/l, extracto de levadura 5
g/, NaCl 0.5 g/l, KCl (250 mM) 10 ml, MgCly (2M) 5ml, glucosa (1M) 20 ml], estéril a
cada tubo, y se incuba a 379C por 45 min a 150 rpm. Se toman 200 pl del cultivo y
con una asa de vidrio se inocula por extensién en cajas petri con agar LB (igual que
el caldo LB, excepto que contiene 15 g/l de agar-agar), con ampicilina (100 pg/ml).
Las cajas se incuban en posicién invertida a 37°C por no més de 24 h, para evitar la

aparicién de colonias satélite sensibles al antibidtico alrededor de las colonias
transformadas.

d). Aislamiento de pl4smidos a pequefia escala (minipreps):

Las colonias de interés se crecen individualmente en 4 ml de caldo LB por 18 h
a 379C con agitacién vigorosa (250 rpm). Se transfiere 1.5 ml del cultivo a un tubo
de microcentrifuga y se centrifuga por un min a 5000 rpm, eliminando
completamente el sobrenadante con una micropipeta. La precipitado celular se
resuspende en 100pl de solucién I (50 mM glucosa, 10 mM EDTA, 25 mM Tris-HCl
pH 8.0) y se incuba por 10 min a 0°C. Se anade 200 ul de la solucién II (0.2 M
NaOH, 1% SDS), e inmediatamente se mezcla suavemente y se incuba por 10 min a
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temperatura ambiente. Se agrega 150 yl de la solucién III (3 M KAec, 2 M 4cido

acético), se mezcla por inversién y se incuba 15 min en hielo. Se centrifuga por 5
min a <2000 rpm y se transfiere el sobrenadante por decantacién a un tubo nuevo.
Se agrega 1 ml de etanol al 95%, se da un pulso en vortex y se deja por 2 min a
temperatura ambiente. El DNA pldsmido se precipita por centrifugaciéon por 3 min
a 10C00 rpm, se elimina el sobrenadante y se lava el precipitado con etanol al 70%
frio. Se seca el DNA pldsmido con corriente de aire o en un evaporador-centrifuga y

se resuspende en 50 pl de solucién amortiguadora TE pH 8.0, quedando listo para
ser utilizado en las pruebas de PCR.

e). Deteccién del fragmento de interés por PCR:

Las PCRs se realizaron utilizando las condiciones descritas anteriormente,
variando tinicamente la concentracién del DNA molde a 5 ng.

3.9. Hibridacién molecular.

El objetivo principal de este estudio fue el diagndstico molecular del Amarillamiento
Letal del Cocotero. Para tal efecto se inicié con la estandarizacién de la técnica de
PCR; sin embargo, si bien es cierto que la PCR se constituye como una herramienta
segura, poderosa, rapida y confiable en el diagndstico de enfermedades, no es
desconocido su alto costo. Por tal motivo se procedié a la estandarizacién de la
técnica de hibridacién molecular con la finalidad de mantener la confiabilidad y
seguridad del diagnéstico de la enfermedad al mismo tiempo que se pueden realizar
muestreos masivos y se reducen los costos.

Para las pruebas de hibridacién se tomaron como sondas dos fragmentos
amplificados por PCR, un fragmento de 269 pb (AL269), fue amplificado a partir del
DNA genémico de cocotero utilizando los iniciadores MMF/MMR, el otro fragmento
de 1.2 kb (AL1.2), fue amplificado a partir del DNA genémico de teresita utilizando
los iniciadores R16F2/R16R2, tanto la planta de cocotero como la de teresita
mostraban los sintomas tipicos de infeccién por fitoplasmas.

El material vegetal utilizado en la prueba de hibridacién fue: cocotero,
cempaxichitl, teresita, yuca, papa, palma jipi. Como testigo nagativo se utilizé
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material de cocotero y teresita sanos y como testigo positivo los pldsmidos que

portaban los insertos de interés (269 pb y 1.2 kb).

El proceso de hibridacién se realizé utilizando el protocolo de marcaje y
deteccion de DNA de forma no radioactiva (Biochemica, Boehringer, Mannheim,
1989).

a). Marcaje con digoxzigenina:

1). Se diluye el DNA que se utiliza como sonda (0.5 - 3 pug), en un volumen total
de 15 ul y se desnaturaliza por calentamiento durante 10 min en un termoblock y se
enfria rdpidamente sobre hielo y cloruro de sodio.

2). Sobre hielo se afiade:

2 pl de 1a mezcla de hexanucleétidos

2 ul de la mezcla de dNTP’s

1 pl de la enzima Klenow

(reactivos incluidos en el kit comercial)

3). La mezcla se centrifuga brevemente y se incuba por un tiempo minime de 60
min a 370C.

4). Se anaden 2 pl de 0.2 M de EDTA, pH 8.0 para inactivar la reaccién.

5). El DNA marcado se precipita afiadiendo 2.5 pl de 4 M de LiCl y 75 pul de
etanol enfriado a -20°C.

6). Se mezcla la solucién y se deja por 30 min a -709C ¢ 2 h a -200C.

7). Se centrifuga por 15 min y se lava el precipitado con 50 pl de etanol al 70%
frio.

8). Se deja secar el DNA y se disuelve en 50 pl de solucion amortiguadora TE.

b). Hibridacién

1). Se prepara la membrana de nylén (marca Sigma), humedeciéndola en agua
y después con la solucién 20 x SSC (3 M NaCl; 0.3 M Na-citrato; pH 7.0). La
membrana se seca antes de colocar el DNA.

2). Se transfiere el DNA a la membrana (previamente el DNA se desnaturaliza
por calentamiento).

3). Se fija el DNA a la membrana dejandola por 2 h en un horno a 80°C.
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4). Las membranas se prehibridizan en un minimo de 20 ml de solucién de

hibridacién [5 x SSC; 0.1% (p/v) N-lauroilsarcosin; 0.02% (p/v) de SDS; 1% (p/v) del
blequeador (reactivo incluido en el kit comercial)l, por cada 100 cm? a 68°C por un
minimo de 1 h,

5). Se desecha la solucién de prehibridacién y se reemplaza con la solucién de
hibridacién conteniendo la sonda marcada (conteniendo 20 ng de la sonda marcada
en aproximadamente 2.5 ml de solucién para 100 cm2 de membrana). Las
membranas no deben secarse cuando se cambia de la solucién de prehibridacién a la
de hibridacién.

6). La membrana se incuba por un minimo de 6 h a 689C, redistribuyendo la
golucién ocasionalmente.

7). La membrana se lava dos veces por 5 min a temperatura ambiente con un
minimo de 50 ml de la solucién 2 x SSC; 0.1% (p/v) de SDS, por cada 100 cm2 de
membrana y dos veces por 15 min a 682C con la solucién 0.1 x SSC; 0.1% (p/v) de
SDS.

8). Las membranas pueden ser usadas directamente para la deteccién o pueden
gser secados para realizar posteriormente la deteccién.

¢). Deteccién

1). Se humedece la membrana brevemente (1 min) en la solucién
amortiguadora 1 (100 mM Tris-HCI; 150 mM NaCl; pH 7.5).
2). Se incuba la membrana por 30 min con aproximadamente 100 ml de

solucién amortiguadora 2 [0.5% (p/v) del blogueador (reactivo incluido en el kit
comercial), en la solucién amortiguadora 1].

3). Se lava la membrana brevemente en la solucién amortiguadora 1.

4). Se diluye la solucién conjugado-anticuerpo (reactivo incluido en el Kit
comercial), en una proporcién de 1:5000 en la solucién amortiguadora 1.

5). Se incuba la membrana por 30 min con aproximadamente 20 ml de la
solucién diluida conjugado-anticuerpo.

6). Se remueve la solucién conjugado-anticuerpo lavando la membrana 2 veces
por 15 min con 100 ml de la solucién amortiguadora 1.

7). Se equilibra la membrana por 2 min con 20 ml de 1a solucién amortiguadora
8 (100 mM Tris-HCL; 100maM NaCl; 50 mM MgClg; pH 9.5).

8). Se incuba la membrana en obscuridad por un minimo de 12 h con
aproximadamente 10 ml de solucién de color preparada recientemente (45 pl de

43



Isidro Humberto Almeyda Le6n/1997
solucién NBT; 35 pl de solucién fosfato-X;10 ml de la soluciénn amortiguadora 3), las

soluciones NBT y fosfato-X, estdn incluidos en el kit comercial.

9). Cuando las manchas son detectadas se para la reaccién lavando la
membrana durante 5 min con 50 ml de solucién amortiguadora 4 (10 mM Tris-HCl;
1mM EDTA; pH 8.0).

Todas las incubaciones son realizadas a temperatura ambiente y requieren
agitacién excepto la reacciéon de color.

3.10. Transmisién del fitoplasma que infecta a la teresita.

En este trabajo, se realizé un experimento de transmisién del fitoplasma que
infecta a la teresita C. roseus mediante una planta pardsita conocida cominmente
como cuscuta Cuscuta spp. Para tal efecto se localizé una planta de teresita
mostrando sintomas de infeccién por fitoplasmas de manera natural (la presencia
del fitoplasma en la planta se corroboré por medio de una prueba de PCR). La
planta enferma se colonizé con la cuscuta y una vez que la planta parasita se
estableci6 sobre la teresita enferma, se procedié a poner en contacto con una planta
de teresita sana (por medio de la prueba de PCR, se determiné que la planta estaba
libre de la presencia de fitoplasma), dejandose en contacto por 20 dias,
posteriormente la planta hasta entonces sin sintomas visibles de estar infectada por
el fitoplasma se traslado a un invernadero y se pod6 para promover la brotacién de
hojas nuevas. Cuando empezaron a brotar hojas nuevas se extrajo DNA para
realizar pruebas mediante PCR y corroborar la presencia o ausencia del fitoplasma.
En las pruebas de PCR se utilizaron los iniciadores universales R16F2/R16R2; los
iniciadores especificos MMF/MMR; y una combinacién de ellos Ri6GF2/MMR.
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Capitulo 4
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Optimizacién de la extraccion de DNA de cocotero y oiras especies
vegetales.

El aislamiento de DNA de alto peso molecular libre de inhibidores para la actividad
de diversas enzimas, es un escollo dificil de salvar en estudios moleculares de
diversos tipos. Las plantas son particularmente dificiles de trabajar, de manera tal,
que un procedimiento de extraccién que funciona bien con un grupo de plantas
puede fracasar con otro, esto es debido a la diversidad de plantas y sus compuestos
secundarios (Doyle y Doyle, 1990). Asimismo, muchos de los métodos utilizades
para la extraccién y purificacién del DNA de vegetales, implican el uso del cloruro de
cesio para eliminar polisacdridos inhibidores de enzimas (Bendisch et al., 1980;
Murray y Thompson, 1980; Taylor y Powell, 1982). Estos procedimientos son caros y
consumen demasiado tiempo debide a que requieren etapas de ultracentrifugacion
(Doyle y Doyle, 1990; Rogers y Bendich, 1985; 1988).

En el presente trabajo se parti6 de tres métodos de extraccién. Uno es
utilizando muestras de sangre (Leal Klevezas ef al., 1995), y los otros dos son
métodos de extraccién de DNA de vegetales (Doyle y Doyle, 1990; Rogers y Bendich,
1985, 1988).

El DNA obtenido a partir de la modificacién de los tres métodos fue de buena
calidad, usdndose con éxito en las reacciones de PCR. El método mds rapido y
sencillo fue una modificacién del descrito por Leal Klevezas et al. (1995). Sin
embargo, y coincidiendo con lo mencionado por Doyle y Doyle (1990), de que un solo
método de extraccién no necesariamente tiene éxito con todas las especies, el método
modificado a partir de Leal Klevezas et al. (1995), no tiene el mismo éxito entre
diferentes plantas evaluadas o entre diferentes 6rganos de una misma planta. De
manera tal que en muestras como el meristemo apical, hojas inmaduras no
emergidas, e inflorescencias no abiertas de cocotero el método funciona
perfectamente y se obtiene DNA de buena calidad y en cantidades suficientes (10
Hg/g de tejido inicial) (Fig. 3A), para ser utilizadas en las reacciones de PCR. Sin
embargo, en hojas maduras, raices y tallo de cocotero, asi como en algunas especies
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como teresita, yuca, cempaxichitl, papa, y en general, en muestras con cierto grado

de descomposici6n, es practicamente imposible el aislamiento y purificacién de DNA
partiendo del método de Leal Klevezas et al. (1995).

M 1 2 3

Fig. 3. DNA genémico de diversas especies vegetales. A. Método modificado de Leal
Klevezas et al. (1995). Linea M= Marcador de peso molecular pBR 322 digerido con
Ddel; Linea 1= DNA genémico de cocotero; Linea 2= DNA genémico de naranjo
dulce; Linea 3= Muestra sin DNA. B. Métodos modificados de Doyle y Doyle, (1990)
¥ Rogers y Bendisch, 1985; 1988). Linea 1= DNA genémico de cocotero (tallo); Linea
2= DNA genémico de cocotero (raiz); Linea 3= DNA gendémico de cocotero
(inflorescencia emergida); 4= DNA genémico de cocotero (hoja madura); Linea 5=
DNA genémico de yuca; Linea 6= DNA genémico de teresita; Linea 7= DNA
gendmico de cempaxichitl; Linea 8= DNA genémico de papa.

Alternativamente el método modificado a partir de los métodos de Doyle y
Doyle (1990), y Rogers y Bendich (1985, 1988), permiti6é obtener DNA en cantidades
suficientes (2 pg por g de tejido inicial), y de buena calidad (Fig. 3B), a partir de las
muestras en las que inicialmente se tuvo serios problemas para el aislamiento del
DNA debido al gran contenido de compuestos fenélicos y diversos inhibidores de la
Tag DNA polimerasa en las pruebas de PCR; sin embargo, este método presenta las
desventaja de que es m4ds lento y se requieren reactivos con mayor grade de
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peligrosidad y cuidado en su mansjo.

4.2, Iniciadores disefiados.

Los iniciadores MMF/MMR, fueron disefiados con base en el andlisis de todas las
gecuencias reportadas del gen que codifica para el RNA ribosomal 16S de los
Organismos Tipo Micoplasma, sus caracteristicas se indican en la Tabla 2.

Nombre Secuencia Posicién Tm (°C)
MMF | 5-AAGACCTAGCAATAGGTATG-3° 202-221 51
MMR | 5-TCAGCAATGATTITITCCATC-3" 459-478 49

Tabla 2. Secuencia, posicién en el gen que codifica para el RNA ribosomal 16S de
fitoplasmas y la Tm de los iniciadores MMF/MMR.

El fragmento que se amplifica al utilizar los iniciadores MMF/MMR, es de un
tamafio de 269 pb, su composicién de bases, mapa de restriccién y el mapa grafico de
sitios Ginicos de corte del fragmento amplificado, obtenido mediante el programa
computacional DNA strider 1.01 (Marck, 1988), se indican en el apéndice.

4.3. Optimizacién de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

En general se considera que los componentes indispensables para realizar in vitro el
proceso bioquimico de duplicacién del material genético (DNA), son: DNA molde,
iniciadores, nucleétidos (ANTPs), y una enzima termoestable (Tag DNA polimerasa).
Sin embargo, cuando se busca especificidad de apareamiento e incremento en la
sensibilidad de la reaccién, sobre todo cuando se trata de la deteccién de algin
patégeno en particular, es necesario la optimizacién de la técnica. Lo anterior se
logra a través del control de ciertos pardmetros criticos de la prueba, como el tiempo
de las etapas (desnaturalizacién, apareamiento y polimerizacién), la temperatura de
apareamiento y el ntimero de ciclos de amplificacién. Asimismo, es necesario la

estandarizacién en la concentracién de los reactivos (iniciadores, ion magnesio, DNA
blanco y dNTPs).

En este trabajo fue de particular interés la optimizacién de la prueba de PCR,
en virtud de que se pretendia ademds de realizar un diagnéstico confiable y seguro,
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sobre tode en etapas tempranas del AL (plantas asintomadticas), conocer la

distribucién del agente causal de la enfermedad en toda la planta. Con base en las
diferentes condiciones que se manejaron durante el desarrollo de esta investigacién
se establecieron dos condiciones de gran relevancia para el diagnostico del AL por

PCR.

Etapa Temperatura Tiempo No. de Ciclos
Desnaturalizacién 94 0C 2 min 1
Desnaturalizacién 94 oC 1 min 30

Apareamiento 55 oC 1 min 30
Polimerizacién 72 0C 1 min 30
Polimerizacion 72 0C 4 min 1

Tabla 8. Condiciones de la PCR para la deteccién del fitoplasma causante del

amarillamiento letal del cocotero en plantas con sintomas de infeccién.

Etapa Temperatura Tiempo No. de Ciclos
Desnaturalizacién 94 0C 2 min 1
Desnaturalizacién 94 0C 1 min 35

Apareamiento 55 °C 1 min 35
Polimerizaci6n 72 0C 1min30s 35
Polimerizacién 72 °C 4 min 1

Tabla 4. Condiciones de la PCR para la deteccién del fitoplasma causante del
amarillamiento letal del cocotero en plantas asintomaticas.

4.4. Deteccién del fitoplasma causante del Amarillamiento Letal del
Cocotero por PCR.

La prueba de PCR, se realizé con DNA genémico extraido de diferentes érganos:
meristemo apical, hoja inmadura no emergida, inflorescencia, hoja madura, tallo y
de la raiz de una planta con sintomas visibles de estar infectada por el fitoplasma
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causante del AL y también con DNA extraido de una planta de cocotero colectada en

¢l estado de Tamaulipas donde la enfermedad no esta reportada, la cual se consideré
como control negativo. Los iniciadores utilizados fueron el par MMF/MMR,

disefiados en este trabajo de acuerdo a la secuencias reportadas para el gen que
codifica para el 16S RNA ribosomal de diferentes OTMs.

La reaccién fue positiva con el DNA proveniente de la palma con sintomas de
estar afectada por el AL (Fig. 4), amplificando el fragmento esperado de 269 pb. La
amplificacién se consideré de mayor sensibilidad cuando se utilizé DNA proveniente
del meristemo apical, al observarse una banda de gran intensidad al fragmentar el
producto de PCR en un gel de agarosa al 1.5% y ser tefiide con bromuro de etidio.

M 1 2 3 4

396

344
298

221

Fig. 4. Fragmentos amplificades por PCR usando los iniciadores MMF/MMR y DNA
de cocotero sano e infectado con el fitoplasma causante del AL. Linea M= Marcador
de peso molecular pBR 322 digerido con la enzima Hinf I; Linea 1= Inflorescencia
inmadura de palma afectada por el AL; Linea 2= Hojas inmaduras (meristemo

apical) de palma afectada por el AL; Linea 3= Hojas maduras de palma afectada por
el AL; Linea 4= Hojas inmaduras de palma sana.

En las inflorescencias también se observa el fragmento amplificado (269 pb),
aunque de menor intensidad que el observado cuando se utiliza el DNA proveniente
del meristemo apical (Fig. 4). Cuando se utliliza DNA de hojas maduras, no se
observa amplificaciéon, siendo necesario en algunos casos, duplicar el niimero de
ciclos (60 ciclos), para hacerla visible. Tampoco se observa ninguna amplificacién
cuando s¢ utiliza el DNA molde proveniente del tejido de palma sana, incluso ni

{
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duplicando el nimero de ciclos de la PCR (Fig. 4).

Los resultados anteriormente seiialados corroboran el confinamiento de los
fitoplasmas en los tejidos ricos en floema y se confirmé la irregular distribucién de
estos microorganismos en los diferentes 6rganos de las plantas hospederas
reportada por otros investigadores (Lee et al., 1994; Thomas, 1979; Thomas y Norris,
1980). Por otra parte el hecho de poder realizar la deteccién del fitoplasma a partir
de inflorescencia, nos permite salvar el problema de eliminar la planta cuando la
deteccidn se realiza a partir del material genémico extraido del meristemo apical,
esto toma gran relevancia cuando se pretende realizar el diagnéstico del AL en
plantas asintomaticas.

4.5. Comparacién de iniciadores utilizados en las PCRs.

Un factor determinante en el diagnéstico de cualquier enfermedad es la seguridad y
confiabilidad del diagnéstico ya que de ello depende en gran medida un programa
eficiente de manejo y control. La PCR es una técnica cuya especificidad de deteccion
depende en gran medida de los iniciadores utilizados, cuando se utilizan iniciadores
que presentan caracteristicas de universalidad se tiene el riesgo de amplificar
fragmentos del genoma de algin organismo genéticamente relacionado con el
organismo de interés, entonces se corre el riesgo de realizar el diagnéstico de un
falso positivo. Ademés, en un diagnéstico a nivel practico, la ausencia de
amplificaciones inespecificas es critica para que los resultados sean confiables y
seguros (Nakamura et al., 1996).

En este estudio en primera instancia se evaluaron el par de iniciadores
R16F2/R16R2, que previamente habian sido reportados con éxito en la deteccién del
fitoplasma asociado con el amarillamiento letal del cocotero (Lee et al., 1993¢). Sin
embargo, los resultados obtenidos fueron inconsistentes. A pesar de que solamente
se observé amplificacién cuando se utilizé como blanco el DNA extraido de plantas
con los sintomas caracteristicos producidos por fitoplasmas, el fragmento
amplificado de 1200 pb (Fig. 5), siempre estuvo acompaiiado por otros fragmentos de
tamafio diferente al esperado de acuerdo a las condiciones sugeridas para la PCR
(Lee et al., 1993c; Lee et al., 1994). La modificacién de la temperatura de
apareamiento (559C a 60°C), y otros pardmetros de la PCR (ion magnesio,
concentracién de nucleétidos), no cambiaron los resultados en la reaccién.
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La razén o causa de la amplificacién de estos fragmentos inespecificos es
desconocida. Sin embargo, algunas posibilidades pueden ser hipotetizadas: 1) De
acuerdo a un andlisis de computadora se determiné que los iniciadores
R16F2/R16R2, tienden a ser inestables debido a una alta incidencia en la formacién
de dimeros y autoapareamiento de los iniciaderes. 2) Otra posibilidad es que los
iniciadores R16F2/R16R2, se aparean a sitios miiltiples del gen que codifica para el
16S RNA ribosomal del fitoplasma que infecta al cocotero.

Los iniciadores LYFI/LYRI], reportados con alta especificidad de apareamiento
con el fitoplasma causante del AL (Harrison et al., 1994b), también amplificaron con
éxito en este trabajo. Sin embargo, al igual que con los iniciadores R16F2/R16R2,
ademas del fragmento esperado de 1.0 kb, se observaron otros fragmentos
inespecificos de diferentes tamaiios (Fig. 5).

Para eliminar el problema de amplificaciones inespecificas que se tuvieron al
utilizar los iniciadores R16F2/R16R2 y LYF1/LYRI1, todas las secuencias reportadas
del gen que codifica para el 16S RNA ribosomal de Micoplasmas y Organismos Tipo
Micoplasmas, fueron alineadas, se comparé su homologia y se diseiaron los
iniciadores MMF/MMR.

Cuando el DNA proveniente de palmas afectadas por el AL se utilizé como
blanco en las pruebas de PCR y se usaron los iniciadores MMF/MMR; se logré la
amplificacién de un fragmento del tamario esperado de 269 pb (Fig. 5). No se
observaron amplificaciones inespecificas, tampoco se observaron sefales de
amplificacién cuando se utiliz6 DNA extraido del tejido de palmas sanas. Estos
resultados demuestran la especificidad de apareamiento de los iniciadores
MMF/MMR con el DNA blanco y proporcionan sensibilidad y confiabilidad en el
diagngstico molecular del AL.

Ademsds como el producto de la amplificacién es un fragmento de tamario
pequefio (269 pb), nos permitié modificar las condiciones de la PCR (se acort6 el
tiempo de los periodos y el nmimero de ciclos), lo cual probablemente optimiza la
actividad de la Tag DNA polimerasa, cuando se compara en relacién a las
condiciones desarrolladas en otros laboratorios (Lee ef al., 1993¢, Lee ef al., 1994,
Harrison et al., 1994b).

145330
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Fig. 5. Fragmentos amplificados por PCR usando diferentes iniciadores y DNA de
cocotero sano e infectado con el fitoplasma causante del AL. Linea M= Marcador de
peso molecular pBR 322 digerido con Alul; Linea 1= Amplificacion con los
iniciadores MMF/MMR; Linea 2= Amplificacién con los iniciadores R16F2/MMR,;
Linea 3= Amplificacién con los iniciadores LYF1/LYR1; Linea 4= Amplificacién con
los iniciadores R16I'2/R16R2; Linea 5= Cootero sano con los iniciadores
R16F2/R16R2; Linea 6= Marcador de peso molecular pBR 322 digerido con Ddel.

Los resultados obtenidos en la deteccién del patégeno causante del AL por
medio de PCR utilizando los iniciadores MMEF/MMR, no fueron fortuitos ya que los
citados iniciadores fueron disenados sobre una regién del gen 16S RNA ribosomal
donde solamente se manifestard apareamiento con la secuencia de alta homologia de
los fitoplasmas que afectan a plantas monocotiledéneas.

En virtud de gque los iniciadores MMF/MMR fueron diseniados en la regién
interna de donde se disefiaron los iniciadores R16F2/R16R2, se pudo realizar una
combinaciéon entre ellos (R16F2/MMR). Esta combinacién permitié la amplificacién
de un fragmento de 330 pb aproximadamente (Fig.5).

La combinacién de iniciadores R16F2/MMR, presenta mayor sensibilidad en la
deteccion del fitoplasma causante del AL que el par MMF/MMR; sin embargo, la
especicificidad de apareamiento es menor, ya que eventualmente se observan
fragmentos de diferentes tamanos al esperado (Fig. 5).
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4.6. Deteccion diferencial de diversos patdégenos tipo fitoplasma.

La alta sensibilidad que tiene la técnica de PCR en el diagndstico de enfermedades
puede, en algunos casos, constituirse como una desventsja, si no se toman las
precauciones necesarias para evitar contaminaciones en ¢! DNA molde que pudieran
llevar al diagnéstico de un falso positivo. Para reducir esie problema es importante
que los iniciadores utilizados en las PCRs tengan condiciones de alta especificidad,
de manera tal que permitan en todo lo posible amplificar solamente el fragmento de
interés.

Para determinar su especificidad de apareamiento, los iniciadores MMF/MMR
y los reportados por otros autores (Lee et al., 1993¢; Smart et ¢l., 1996), se evaluaron
en las pruebas de PCR utilizando el DNA extraido de diversas especies vegetales
que presentaban sintomas de estar infectades por fitoplasmas.

Los iniciadores R16F2/R16R2, dieron una reaccién positiva cuando se utilizé
DNA blanco proveniente de tejidos de cocotero, cempaxiichitl, teresita, papa y yuca.
En algunas muestras, adicionalmente al fragmento esperado de 1200 pb, se observé
la amplificacién de fragmentos inespecificos de tamaiio diferente al esperado (Figs.
6A y 6B). Estos resultados muestran la caracteristica de universalidad de los
iniciadores R16F2/R16R2, que préicticamente se aparean con el DNA de todos los
fitoplasmas y algunos organismos relacionados como los Spiroplasmas y
Acholeplasmas con los que han sido probados. La caracteristica de universalidad de
los iniciadores R16F2/R16R2, esta dada por el hecho de que fueron disefiados sobre
regiones altamente conservadas del gen 16S RNA ribosomal de todos los
fitoplasmas, lo que indudablemente le elimina su especificidad de apareamiento.

Los iniciadores MMF/MMR, solamente reaccionaron de manera positiva
cuando se utiliz6 DNA blanco proveniente de tejido de cocotero, cempaxiichitl y
teresita siendo negativo cuando se utiliz6 DNA molde proveniente de papa y yuca
(Fig 6B y 6C). Es importante remarcar que en todos los casos en los cuales los
iniciadores MMF/MMR reaccionan positivamente, solamente se observé el
fragmento esperado de 269 pb, lo cual de alguna manera determina la especificidad
de apareamiento de los citados iniciadores con el DNA blanco.
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La combinacién R16F2/MMR, reaccionaron positivamente cuando se utilizé
DNA molde extraido de cocotero, cempaxtchit], teresita y aunque muy débilmente
se observa amplificacién con papa (Fig. 6C). Sin embargo, también se observé un
fragmento de mayor tamano al esperado con el DNA de papa, lo cual manifiesta
menor especificidad de apareamiento que los iniciadores MMF/MMR.

1500
1200 §
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300
200
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i B C

Fig. 6. Fragmentos amplificados por PCR usando los iniciadores R16F2/R16R2,
MMF/MMR y R16F2/MMR y distintas especies vegetales infectados por fitoplasmas.
A. Linea M= Marcador de peso molecular Ladder 100; Lineas 1- 4= Fragmentos
amplificados a partir del DNA genémico de cocotero, cempaxnichitl, teresita y papa
con los mniciadores R16F2/R16R2; Linea 5= Testigo negativo. B. Linea M= Marcador
de peso molecular Ladder 100; Lineas 1 - 2= Fragmentos amplificados a partir del
DNA genémico de cocotero infectado por fitoplasma con los iniciadores MMF/MMR;
Lineas 3 - 4= Fragmentos amplificados a partir del DNA genémico de yuca infectado
por fitoplasma con los iniciadores R16F2/R16R2; Linea 5= Testigo negativo. C.
Linea M= Marcador de peso molecular pBR322 digerido con Alul; Lineas 1 - 4=
Fragmentos amplificados a partir del DNA genémico de cocotero, cempaxuchitl,
teresita y papa respectivamente, con los iniciadores MMFEF/MMR; Lineas 6 - 9=
Fragmentos amplificados a partir del DNA genémico de cocotero, cempaxtichitl,
teresita y papa con los iniciadores R16F2/MMR; Lineas 5 y 10= Testigos negativo.

No se observé la amplificacién cuando los iniciadores MMF/MMR,
R16F2/R16R2 y la combinacién de ellos R16F2/MMR, se utilizaron en las pruebas de
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PCR, con la finalidad de diagnosticar la presencia del patégeno causante del AL en
una serie de muestras de cocotero colectadas en el estado de Tabasco y que
presentaban sintomas similares a los ocasionados por el AL, pero si se observé
amplificacién en el testigo positivo.

Los resultados anteriores dieron origen al desarrollo de nuevos experimentos
que permitieran determinar el dmbito de especificidad de los iniciadores
MMF/MMR. De esta manera en los laboratorios de Agdia Inc. (USA), se realizaron
una serie de comparaciones entre los iniciadores MMF/MMR y los iniciadores de uso
comin de esa empresa para conocer el grado de especificidad de los pares de
iniciadores en las pruebas de PCR. Los iniciadores MMF/MMR reaccionaron
positivamente con 5 de los DNAs utilizados como blanco en 1as PCRs, amplificando
un solo fragmento del tamaiio esperado de 269 pb, mientras que los iniciadores de
Agdia Inc. amplificaron con todos los DNAs utilizados como blanco en las pruebas de

PCR (Tabla 5).

Nombre de la Iniciadores MMF/MMR | Iniciadores de Agdia
enfermedad Inc,

Aster yellows Positiva Positiva
Western X-disease Positiva Positiva
Clover proliferation Positiva Positiva
Tomato big bud Positiva Positiva
Potato witches-broom Positiva Positiva

Beet leafhopper

transmitted virescence Negativa Positiva
Elm yellows Negativa Positiva

Pear decline X Negativa Positiva
Soybean OTM Negativa Positiva

Poinsettia OTM Negativa Positiva

Potato OTM Negativa Positiva

Tabla 8. Comparacién de diferentes fitoplasmas detectados en muestras vegetales,
entre los iniciadores MMF/MMR diseiiados en el laboratorio de Patologia Molecular
del INIFAP-UANL y los iniciadores diseiiados en otro laboratorio.
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Un dato de gran importancia lo constituye el hecho de que los fitoplasmas que
afec’an a las plantas donde se tomaron las muestras que dieron reaccién positiva
cuanio se usaron los iniciadores MMF/MMR, son miembros del grupo del aster
yellows (Lee et al., 1993b; Schneider et al., 1993), lo que permite establecer que los
iniciadores MMF/MMR presentan especificidad de apareamiento con este grupo de
fitoplasmas.

La mayoria de los iniciadores utilizados en las PCRs se han disenado sobre la
secuencia de fragmentos clonados al azar del genoma de fitoplasmas (Jarausch et
al., 1994; Schaff ef al., 1992; Harrison ef al., 1996), y sobre las secuencias reportadas
del gen que codifica para el 16S RNA ribosomal (Ahrens y Seemiiller, 1992; Deng y
Hirulkd, 1991a; Kummert y Rufflard, 1997; Lee et al., 1993¢; Lorenz et al., 1995). Sin
embargo, debido a que estas secuencias en fitoplasmas relacionados es muy similar,
es dificil o imposible disefar iniciadores que puedan identificar a un fitoplasma en
particular (Swmart et al., 1996). Por tal razén se evaluaron una serie de iniciadores
disefiados tanto en el gen que codifica para el 16S RNA ribosomal, como en la regién
intergénica de los genes 16S y 23S RNA ribosomal de diversos fitoplasmas (Smart et
al., 1996), y asf aprovechar la variabilidad que existe en la regién intergénica y
realizar la deteccién especifica de cierto grupo de fitoplasmas, adema4s de comparar
y corroborar la especificidad de apareamiento de los iniciadores MMEF/MMR con los
fitoplasmas miembros del grupo del aster yellows.

Cuando se utilizaron los iniciadores P1/P7, las reacciones de PCR fueron
positivas con el DNA genémico proveniente de cocotero, cempaxrichitl, teresita y
papa, al amplificar un fragmento esperado de 1.8 kb aproximadamente (Fig. 7A).
Estos resultados se consideran normales dada la condicién de universalidad de los
iniciadores utilizados. Se observaron resultados similares cuando se utilizaron los
iniciadores P3/P7, al reaccionar positivamente las muestras de cocotero,
cempaxtichitl, teresita, y papa, amplificando el fragmento esperado de 350 pb
aproximadamente (Fig. 7A). Estos iniciadores también se consideran como
universales ya que aparean précticamente con todos los fitoplasmas con los que han
sido evaluados (Smart et al., 1396).

Con los iniciadores P1/Tint, las reacciones de PCR fueron positivas con el DNA
genémico extrafdo de cocotero, cempaxichitl, teresita, y papa, al amplificar un
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fragmento de 1600 pb aproximadamente (Fig. 7B). A pesar de que el iniciador Tint,

fue diseniado sobre la secuencia de la regién intergénica entre los genes 16S y 23S
RNA ribosomal, se mantuvo su caracteristica de universalidad.

M 1 2 3 45 6 7 8 9 10

Fig. 7. Fragmentos amplificados por PCR usando los iniciadores P1/P7, P3/P7,
PUTint, P1/PAyint y DNA de diferentes especies vegetales infectados por
fitoplasmas. A. Linea M= Marcador de peso molecular Ladder 100; Lineas 1 - 4=
Fragmentos amplificados a partir del DNA genémico de cocotero, cempaxuchitl,
teresita y papa respectivamente con los iniciadores P1/P7; Lineas 6 - 9= Fragmentos
amplificados a partir del DNA gendémico de cocotero, cempaxchitl, teresita y papa
con los iniciadores P3/P7; Lineas 5 y 10= Testigos negativos. B. Linea M= Marcador
de peso molecular Ladder 100; Lineas 1 - 4= Fragmentos amplificados a partir del
DNA gendémico de cocotero, cempaxichitl, teresita y papa respectivamente con los
iniciadores P1/Tint; Lineas 6 - 9= Fragmentos amplificados a partir del DNA
genémico de cocotero, cempaxuchitl, teresita y papa respectivamente con los
iniciadores P1/Ayint; Lineas 5 y 10= Testigos negativoes. C. Linea M= Marcador de
peso mole¢ alar Ladder 100; Lineas 1 - 5= Fragmentos amplificadoes a partir del DNA
genémico ¢le cocotero (inflorescencia), cocotero (material hibrido), cocotero (planta
asintomadtica), palma jipi y yuca respectivamente con los iniciadores PUTint; Linea
6= Testigo negativo.

Los iniciadores P1/Tint también reaccionaron positivamente cuando se utilizé
como blanco DNA genémico de cocotero que mostraban sintomas de infeccién por el
fitoplasma causante del AL (muestras colectadas de material criollo y de un
material hibrido considerado como resistente al AL); DNA genémico de diferentes
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plantas de cocotero asintométicas que fueron colectadas en zonas devastadas por el

AL y DNA genémico extraido de palma jipi y yuca, las cuales presentaban los
sintomas caracteristicos de estar infectadas por fitoplasmas (Fig. 7C).

Los iniciadores P1/Ayint, solamente reaccionan positivamente cuando se utiliza
DNA molde proveniente de cocotero, cempaxichitl y teresita con sintomas de estar
infectados por fitoplasmas, al amplificar un fragmento esperado de 1500 pb
aproximadamente, siendo la reaccién negativa con el DNA molde extraido de
plantas de yuca y papa con sintomas de infeccién por fitoplasmas (Fig. 7B). Estos
resultados son los mismos que se obtuvieron con los iniciadores MMF/MMR, lo que
confirma la caracteristica de especificidad de apareamiento de estos iniciadores y del
iniciador Ayint con el DNA de los fitoplasmas que pertenecen al grupo del aster
yellows. Lo anterior se ha confirmado en pruebas de PCR realizadas en otros
laboratorios, donde el iniciador Ayint reacciona de manera positiva solamente con
los fitoplamas que pertenecen al grupo del aster yellows.(Smart et al., 1996).

También se evaluaron los iniciadores PI/BLTVAint. Sin embargo, no hubo
reaccién positiva con ninguna de las muestras evaluadas, este resultado no es
inesperado ya que el iniciador BLTVAint fue disefiado para aparearse solamente con
el DNA de los fitoplasmas pertenecientes al grupo de beet-leafhopper-transmitted
virescence agent, lo cual indica que ninguno de los fitoplasmas que afectan a las
especies evaluadas pertenecen al grupo anteriormente sefalado.

Los resultados obtenidos al realizar la deteccién diferencial de los fitoplasmas
que infectan al cocotero y otras especies vegetales por PCR, nos permiten considerar
el posible uso de esta técnica en el monitoreo del avance real del AL en el campo,
tanto en el cocotero, como en el vector y hospederos alternantes, en la certificaciéon
de material de introduccién al pais, y en la deteccién del patégeno en las huertas

productoras de material hibrido con caracteristicas de resistencia o tolerancia al
patigeno.

4.7, Anlisis de restriccién de fragmentos amplificados por PCR.

Los fragmentos del genoma de los fitoplasmas que infectan al cocotero, cempaxichitl
Yy teresita, amplificados por PCR utilizando los iniciadores R16F2/R16R2, y que
fueron digeridos con la enzima de restriccién EcoRI, presentan el mismo patrén de
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fragmentos, siendo imposible distinguir diferencia entre ellos (Fig. 8A). Estos

resultados confirman que realmente se amplificé el gen 16S RNA ribosomal de
fitoplasmas y concuerdan con los resultados obtenidos por Schneider ez al. (1993),
quienes indican que todos los aislados de diferentes OTMs que fueron sometidos al
andlisis de restriccién muestran un sitio tinico de corte para EcoRI. Sin embargc,
cuando el fragmento fue digerido con la enzima de restriccién Alul, se observaron
dos patrones de restriccién (Fig. 8A). Asimismo se observé un mismo patrén en
cempaxvichit] y teresita el cual fue similar al obtenido por Lee et al. (1993b) y
Schneider et al. (1993) cuando digieren con Alul diferentes cepas de OTMs que
pertenecen al grupo del aster yellows. El patrén que se observé en cocotero es
parecido al patrén observado en cempaxiichitl y teresita, pero difieren por un
fragmento de 220 pb aproximadamente. Lo anterior permite hipotetizar que el
fitoplasma que infecta al cocotero queda comprendido en un subgrupo diferente al de
los fitoplasmas que infectan al cempaxdichitl y teresita, dentro del grupo del aster
yellows.

Con la finalidad de establecer una mayor contundencia en cuanto a las
interrelaciones existentes entre los fitoplasmas que infectan al cocotero,
cempaxtchitl y teresita, se amplificé por PCR un fragmento de 1.6 kb utilizando los
iniciadores P1/Tint, con estos iniciadores se amplifica prdcticamente todo el gen 16S
RNA ribosomal y parte de la regién intergénica del 16S y 23S RNA ribosomal; en
este andlisis de restriccién también se incluyeron los fragmentos amplificados con
los iniciadores P1/Tint, utilizando como molde el DNA extraido de yuca y papa,
todos los fragmentos amplificados fueron digeridos con la enzima Alul y se obtuvé 4
patrones en el perfil de restriccién (Fig. 8B).

El patrén de restriccién fue prdcticamente idéntico para el caso de
cempaxuchitl y teresita. Sin embargo, se observé diferencia en relacién al patrén de
restriccién del cocotero; lo cual concuerda con lo observado cuando se utiliza la
enzima Alu 1 para digerir el fragmento de 1.2 Kb utilizando los iniciadores
R16F2/R16R2. La diferencia en el patrén de restriccién que se observo entre estos
tres fitoplasmas puede reforzar la hipétesis de la existencia de un subgrupo, como lo
indican Schneider et al., (1993), al observar ligeras diferencias en el patrén de
restricci6n de los fitoplasmas miembros del grupo del stolbur, digeridos con la

enzima Alul.
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Fig. 8. Patron de restriccién de fragmentos del gen que codifica para el RNA
ribosomal 16S y el espacio intergénico entre los genes que codifican para los RNAs
ribosomales 16S y 23S de los fitoplasmas que infectan a diversas especies vegetales,
amplificados por PCR utilizando los iniciadores R16F2/R16R2 y P1/Tint, digeridos
con EcoRl y Alul. A. Linea M= MPM Ladder 100; Lineas 1 - 3= DNA de los
fitoplasmas que infectan al cocotero, cempaxtichitl y teresita respectivamente,
amplificados utilizando los iniciadores R16F2/R16R2 y digeridos con EcoRl; Lineas 4
- 6= DNA de los fitoplasmas que infectan al cocotero, cempaxichitl y teresita
respectiv. mente, amplificados utilizando los iniciadores R16F2/R16R2 y digeridos
con Alul.{B. Linea M= MPM Ladder 100; Lineas 1 - 5= DNA de los fitoplasmas que
infectan al cocotero, cempaxichitl, teresita, yuca y papa respectivamente,
amplificados utilizando los iniciadores P1/Tint y digeridos con Alul.

El patrén de restriccién que se observé en yuca y papa fue diferente entre si y
también con respecto a los perfiles observados en cocotero, cempaxiichitl y teresita,
indicando que ambos fitoplasmas no estdn muy relacionados y probablemente no
pertenezcan al grupo del aster yellows. Estos resultados no son inesperados ya que
ambos fitoplasmas no amplifican cuando se utilizan en las PCRs, los iniciadores
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MMFEF/MMR y P1/Ayint que se consideran especificos para aparearse con fitoplasmas

que pertenecen al grupo del aster yellows. Es indudable que para confirmar la
informacién obtenida en el andlisis de restriccién es necesario realizar la
secuenciacién de estos u otros fragmentos de los diferentes fitoplasmas en estudio
para determinar con total seguridad sus relaciones genéticas.

4.8. Estimacién de la relacién taxonémica de los fitoplasmas gue infectan al
cocotero, cempaxvichitl, teresita, yuca y papa.

El perfil de restriccién del fitoplasma que afecta al cocotero presenta mayor indice de
similitud con los fitoplasmas que afectan al cempaxtichitl y teresita con 0.66, el
indice de similitud m4s bajo se observé con el fitoplasma que afecta a la papa con un
0.00 (Tabla 6), lo cual indica que los fitoplasmas que afectan al cocotero y papa
pertenecen a grupos diferentes y muy poco relacionados. El patrén de restriccién de
los fitoplasmas que afectan al cempaxiichitl y teresita fue muy similar, con un indice
de similitud de 1.0 (Tabla 6), coincidiendo con el patrén de restriccién que se observé
cuando se sometio a tratamiento con la endonucleasa Alul el fragmento de 1.2 kb
amplificado sobre la secuencia del gen 16S RNA ribosomal de estos fitoplasmas (Fig.
84), lo antertor nos indica que se puede tratar de el mismo patigenc o que estdn
estrechamente relacionados. El indice de similitud més bajo del o de los fitoplasmas
que afectan al cempaxichitl y teresita fue con el fitoplasma que afecta a la yuca, con
un valor de 0.00. El indice de similitud entre el patrén de restriccién de los
fitoplasmas que afectan a la yuca y papa fue de un 0.00 (Tabla 6), lo que indica que
pertenecen a grupos diferentes y muy poco relacionados.

Cocotero Cempaxtichitl Teresita Yuca Papa
Cocotero 1.00

Cempaxuchitl 0.66 1.00

Teresita 0.66 1.00 1.00

Yuca 0.28 0.00 0.00 1.00

Papa 0.00 0.20 0.20 0.00 1.00

Tabla 6. Matriz del fndice de similitud entre el perfil de restriccién de los
fragmentos amplificados por PCR (utilizando los iniciadores P1/Tint y digeridos con
Alu 1), de los fitoplasmas que infectan al cocotero, cempaxtchitl, teresita, yuca y
papa.
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4.9. Clonacién de fragmentos amplificados por PCR.

De los diferentes fragmentos amplificados por PCR, se seleccionaron dos para su
clonacién y posterior utilizacién como sondas en las pruebas de hibridacién ne
radioactiva. Los fragmentc s seleccionados fueron uno de 269 pb amplificado a partir
del DNA genémico de cocotero utilizando los iniciadores MMF/MMR y el fragmento
de 1.2 kb amplificado a partir del DNA genémico de teresita utilizando los
iniciadores R16F2/R16R2, tanto el cocotero como la teresita presentaban los
sintomas caracterfsticos inducidos por fitoplasmas. Los dos fragmentos fueron
clonados mediante el sistema pGM-T Vector (Promega, 1993-1996), y se utilizé la
cepa JM-109 de Escherichia coli. La comprobacién de la presencia del inserto se
realizé mediante la prueba de PCR, lograndose amplificar el fragmento de interés al
utilizar los iniciadores adecuados (Fig. 9).

Fig. 9. Fragmentos del gen que codifica para el RNA ribhosomal 16S de los
fitoplasmas que infectan al cocotero y teresita (269 pb y 1.2 kb respectivamente),
clonados en E. coli, JM109 y amplificados por PCR utilizando los iniciadores
MMF/MMR y R16F2/R16R2. Linea M= Marcador de peso molecular Ladder 100;
Linea 1= Fragmento de 269 pb amplificado utilizando los iniciadores MMF/MMR;
Linea 3= Fragmento de 1.2 kb, amplificado utilizando los iniciadores R16F2/R16R2;
Lineas 2 y 4= Testigos negativos.

410, Hibridacién molecular.

La sonda AL269, hibrid6 con el testigo positivo (pldsmido recombinante que porta el
ingserto de 269 pb), con el DNA proveniente de cocotero con sintomas de estar
infectado por fitoplasma causante del AL (meristemo apical e inflorescencia), con el
DNA de palma jipi con sfntomas de AL, con el DNA de 5 palmas de cocotero
asintomaticas y aunque muy débilmente amplifica con el DNA de teresita. No se
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observé hibridacién con el DNA de cempaxichitl, yuca y papa con sintomas

caracteristicos de infeccién por fitoplasmas, tampoco hibridé con el DNA proveniente
de plantas sanas de cocotero, teresita y yuca (Fig. 10A).

La ansencia de las sefiales de hibridacién entre la sonda AL269 y el DNA de los
fitoplasmras que infectan a cempaxichitl, yuca y papa, tal vez pueda atribuirse a una
baja similitud en la homologfa de la sonda y el DNA evaluado, ya que la homolegia
de las secuencias se constituye como un factor determinante para el éxito o fracaso
en la deteccién de fitoplasmas por medio de hibridacién (Harrison et af., 1992).
Estos resultados concuerdan con los andlisis de restriccién realizados con los
fragmentos amplificados por PCR usando la enzima Alu I, donde se observa un
patrén diferente entre el fragmento amplificado a partir del DNA de cocotero y los
amplificados a partir de yuca y papa, lo que indica divergencia en la secuencia de
estos fitoplasmas, por lo que indudablemente se ubican en grupos diferentes. La
débil sefial de hibridacién de la sonda AL269 y el DNA extraido de teresita y la
ausencia de sefial de hibridacién con el DNA exiraido de cempaxiichitl, también
manifiesta concordancia con el patrén de restriccién observado entre estos
fragmentos amplificados y el que se observa en cocotero, ya que si bien es cierto que
existe cierta similitud entre el perfil se puede observar que no son idénticos, lo que
apoya la hipétesis de existencia de un subgrupo entre estos miembros del grupo del
aster yellows.

La sonda AL 1.2, hibrid6 con el testigo positivo (plasmido recombinante que
porta el inserto de 1.2 kb), con el DNA proveniente cocotero con sintomas de estar
infectado por fitoplasma causante del AL (meristemo apical (débilmente) e
inflorescencia), con el DNA de cempaxichitl, teresita, yuca, débilmente con papa y
palma jipi con sintomas caracteristicos producidos por la infeccién con fitoplasmas, y
con pricticamente todas las plantas de cocotero asintomdticas. No se observé
hibridacién con el DNA proveniente de plantas sanas de cocotero, teresita y yuca
(Fig. 10B).

La diferencia en la intensidad de la sefial de hibridacién fue evidente entre las
diferentes muestras. La menor intensidad de hibridacién en algunas muestras
puede ser atribuida tal vez a una baja concentracién de DNA del patégeno o a una
menor homologia entre las sondas y el DNA probado o ambas razones como lo
sugieren Harrison et al. (1994a).
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A B C D E F G

Fig. 10. Reaccién de hibridacién (DoBlot), de las sondas AL269 y AL1.2, con el DNA
extraido de diferentes especies vegetales sanas e infectadas por fitoplasmas. A. Al=
Cocotero sano; A2= Teresita sana; A3= Yuca sin sintomas; Bl= Testigo positivo
(plasmido con el inserto de 269 pb); B2= Cocotero (meristemo apical); B3= Cocotero
(inflorescencia); Cl= Cempaxuchitl; C2= Teresita; C3= Yuca con sintomas; D1=
Papa; D2= Palma jipi; D3, El1, E2, E3, F1, F2, F3, G1, G2 y G3= Cocotero
asintomatico. B. Al= Cocotero sano; A2= Teresita sana; A3= Yuca sin sintomas;
Bl= Testigo positivo (plasmido con el inserto de 1.2kb); B2= Cocotero (meristemo
apical); Bi= Cocotero (inflorescencia); C1= Cempaxiichitl; C2= Teresita; C3= Yuca
con sintonyas; D1= Papa; D2= Palma jipi; D3, E1, E2, E3, F1, F2, F3, G1, G2 y (33=
Cocoteros asintomaticos.

El hecho de que las sondas no hibriden con el DNA de plantas sanas garantiza
que solamente lo hard con el DNA de fitoplasmas, por consecuencia, properciona
seguridad en el diagnéstico de alguna enfermedad ocasionada por estos patégenos.
Es indudable que para realizar una afirmacién de mayor confiabilidad sobre la
especificidad de hibridacién con el DNA de fitoplasmas de las sondas AL269 y AL1.2,
es necesario evaluar las sondas con otros organismos estrechamente relacionados
con los fitoplasmas como son los Spiroplasmas y los Acholeplasmas.
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4.11. Transmisién del fitoplasma que infecta a la teresita.

Fl fitoplasma que infecta a la teresita, ocasionandole proliferacién de yemas y
deformacién de las hojas (Fig. 11 A), pudo ser transmitido de una planta enferma a
wna planta sana (Fig. 11B), mediante la planta parasita Cuscuta spp. Para que este
fendmeno ocurriera fue necesario mantener en contacto a la plantas sana y enferma
mediante la cuscuta (Fig. 11C), por un periodo de 20 dias y después de que la
planta, inicialmente sana se podd, las hojas nuevas emergieron con los sintomas
tipicos ocasionados por la infeccién con fitoplasmas (Fig. 11D).

Fig. 11. Esquema de transmisién del fitoplasma que infecta a teresita
(Catharanthus. roseus (L) G. Don ), por medio de la planta parasita Cuscuta spp.
A. Planta con los sintomas de proliferacién excesiva de brotes caracteristicos de
nfeccién por fitoplasma. B. Planta sana, C. Coneccién de una planta con sintomas
por fitoplasma con una planta sana, por medio de Cuscuta spp. D. Expresién de
sintomas ocasionados por la infeccién por fitoplasma.
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En las pruebas de PCR, que se realizaron para corroborar que el causante de
la sintomatologia observada en la teresita era un fitoplasma y que la teresita sin
sintomas estaba libre del patégeno, los tres pares de iniciadores evaluados
(MMF/MMR; R16F2/R16R2 y R16F2/MMR), reaccionaron positivamente con el DNA
proveniente de la planta enferma y no se observé amplificacién con el DNA
proveniente de la planta sana (Fig. 12). Sin embargo, después de que la planta sana
estuvo en contacto con la enferma y aparecieron las hojas nuevas, las cuales
mostraban los sintomas tipicos producidos por fitoplasmas, la prueba de PCR fue
positiva.

1631

517-506

396
344

269

Fig. 12. Fragmentos amplificados por PCR usando diferentes iniciadores y DNA de
teresita C. roseus sana e infectada por fitoplasma. Linea M= Marcador de peso
molecular pBR 322 digerido con Hinfl; Linea 1= Amplificacién con los iniciadores
MMF/MMR; Linea 2= Amplificacién con los iniciadores R16F2/MMR; Linea 3=
Amplificacién con los iniciadores R16F2/R16R2; Linea 4= Teresita sana con los
iniciadores R16F2/R16R2.

El éxito obtenido en la transmisién del fitoplasma que infecta a la teresita, de
una planta sana a una planta enferma por medio de la planta parisita Cuscuta spp.,
ofrece una posibilidad de estudio para diversos fitoplasmas a nivel de invernadero,
pudiéndose salvar el escollo de que estos patégenos no pueden ser cultivados in vitro.
También se pretendi6 realizar la transmisién de teresita a cocotero, sin embargo, la
cuscuta n ) se establecié en el cocotero. Por consecuencia, en primera instancia seria
necesario transmitir el patégeno a una planta dicotiledénea por medio de vectores
naturales como la chicharrita pédlida M. crudus y de ahi realizar los trabajos de
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ansmisién en forma
e 916 orma masiva a otras especies dicotiledéneas, ya que de acuerdo a los

T resultados obtenidos en los estudios realizados

" monocotiledéneas.
m

la cuscuta no coloniza plantas
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Capitulo 5
CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos se comprobaron la nipétesis planteadas, lo cual
nos permite establecer las conclusiones siguientes:

1).- Es posible la deteccién molecular del agente causal del amarillamiento letal del
cocotero por medio de PCR e hibridacién molecular, aiin cuando el fitoplasma se
encuentre en bajas concentraciones y no se manifiesten los sintomas tipicos de
la enfermedad.

2).- El diagnéstico del amarillamiento letal del cocotero, se logra con mayor

seguridad a partir del DNA gendémico extraido del meristemo apical e
inflorescencia.

3).- Los iniciadores MMF/MMR, presentaron mayor especificidad de apareamiento
con el DNA del fitoplasma causante del amarillamiento letal del cocotero que los
iniciadores R16F2/R16R2.

4).- Los iniciadores MMF/MMR disenados en este trabjo, presentaron especificidad
de apareamiento con los fitoplasmas que pertenecen al grupo del aster yellows

5).- El fitoplasma que infecta al cocotero queda comprendido en el grupo del aster

yellows y present6 un mayor indice de similitud con los fitoplasmas que infectan
al cempaxtichitl y teresita.

6).- Mediante el uso de las condiciones establecidas para las técnicas de PCR e
hibridacién molecular en este trabajo, es posible la deteccién de los fitoplasmas
que infectan a cempaxiichitl, teresita, papa, yuca, y palma jipi.
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aagacctagcaataggtatgcttagggaggagcttgegtcacattagttagttggt
ggggtaaaggcctaccaagactatgatgtgtagccgggctgagaggttgaacggcc
acattgggactgagacacggcccaaactcctacgggaggcagcagtagggaatttt
cggcaatggaggaaactctgaccgagcaacgecgecgtgaacgatgaagtatttcgg

tacgtaaagttcttttattagggaagaataaatgatggaaaaatc
Fig. 1. Composicién de bases del fragmento amplificado por PCR, a partir del DNA

genémico de cocotero con sintomas de infeccién por AL, utilizando los iniciadores
MMF/MMR.
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Haelll
Mnll  Hgal *Stul
Mael Ddel Alul Maelll Hael
6 21 27 81 36 64
38 65

MBACCTAGCAATAGCTATGCTTAGGGAGGAGCTTGCGTCACATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACTAT
ATCCATACGAATCCCTCCTCGAACGCAGTGTAATCAATCAACCACCCCATTTCCGGATGGTTCTGATA

Ddel
SerFl
Neil
Mspl Haelll BsmAl FnudHI
Hpall Gdill Ddel Sau961 Mnll
Benl Mnll Eael BsmFI Haelll EcoNI Bbvl
90 95 99 108 118 122 131 141 148

109 124 151
! | I (N I I I 1

CATGTGTAGCCGGGCTGAGAGGTTGAACGGCCACATTGGCACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAG
CIACACATCGGCCCGACTCTOCAACTTGCCGGTGTAACCCTGACTCTGTGCCGGGTTTCGAGGATGCCCTCCGTCGTCATC

Maell
SnaBI
BsaAl
Mnll BstUI Rsal
BsrDI FnudHI *Xmnl Csp6l
171 177 199 213 224
201 225
226

GGAATTTTCGGCAATGCAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTATTTCGGTACGTAAAGTTCTTIT
CCTTAAAAGCCGTTACCTCCTTTGAGACTGGCTCGTTGCGGCGCACTTGCTACTTCATAAAGCCATGCATTTCAAGAAAA

Mboll
247
|

ATTAGGGAAGAATAAATGATGCAAAAATC 269
TAATCCCTTCTTATTTACTACCTTTTTAG

Fig. 2. Mapa de restriccién obtenido mediante el programa computacional DNA
Strider 1.01 (Marck, 1988), del fragmento amplificado por PCR, a partir del DNA
genémico de cocotero con s{ntomas de infeccién por AL, utilizando los iniciadores

MMF/MMR.
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