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INTRODUCCION

Por otra parte, estudios de PCR han detectar la presencia de este patégeno en el tejido
de los insectos corroborando que pueden transportar la enfermedad pero alin no se sabe
si este lo transfiere a las palmas por medio de su alimentacion (Harrison y Oropeza 1995).
A pesar de estos antecedentes aun se sabe muy poco de la transmisién de estos
fitoplasmas por medio de este insecto, por lo cual en el presente trabajo se concentrara
en establecer si este insecto es capaz de transmitir los fitoplasmas del grupo 16SrlV a las

palmas a evaluar.
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1.1. Descubrimiento y Origen

Se crefa que las enfermedades con sintomas de amarillamiento y enanismo eran
causadas por la presencia de virus, aunque no se habia logrado asociar a alguna
particula viral para estos sintomas. Fue hasta 1967 que se descubrid que unos
microorganismos sin pared celular eran 3 causantes de la enfermedad de amarillamiento
letal, fueron llamados organismos tipo micoplasmas (MLO). Este descubrimiento generé
un entendimiento mas claro en muchas enfermedades con sintomas de amarillamiento,
enanismo Yy entre otras que no habian sido asociados a un patdégeno. En 1997 recibieron
el nombre de fitoplasmas para denotarlos colectivamente ya que formaban claramente un
grupo monofiletico y por lo tanto, merecian un nombre propio (Welliver, 1999; Lee et al,
2000),

Los fitoplasmas son patégenos que colonizan un amplio espectro de hospedantes y
vectores, y muestran una gran especificidad en estos incluyendo los tejidos que infectan
(Fletcher et al, 1998; Razin et . 1998). Estan relacionados filogenéticamente con las
eubacterias gram-positivas, de las  ales evolucionaron retrégradamente por una drastica
reduccién de su genoma, en la __al perdieron muchas de sus habilidades biosintéticas
(Woese, 1987; Oshima et al, 2004).

1.2. Clasificacion

Los fitoplasmas como parasitos obligados que carecen de pared celular no han logrado
ser cultivados in vitro por lo tanto los criterios fenotipicos que son empleados para la
caracterizacion de microorganismos (postt dos de Koch) no pueden ser empleados en
estos, lo cual limita el entendimiento de estos fitopatégenos. Los fitoplasmas estan
agrupados de la siguiente manera: Super reino: Bacteria, Filum: Tenericutes, Clase:
Mollicutes, Orden Acholeplasmatales, Familia: Acholeplasmataceae, Genero: Candidatus
Phytoplasma (Davis and Sinclair, 1998; Bertaccini, 2007; Wei et al, 2007).

Con el desarrollo de pruebas moleculares como la clonaciéon de fragmentos especificos
del ADN del fitoplasma y el desarrollo de iniciadores especificos para fitoplasmas
utilizados en la amplificacion por la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) y los
andlisis de polimorfismos en longitud de fragmentos de restriccion (RFLP’s), han
permitido detectar e identificar con mayor eficacia una gran cantidad de distintos
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1.4. Ciclo de vida

A pesar de la imposibilidad de poder ltivar a los fitoplasmas in vitro, no impide los
estudios referentes sobre biologia g es Unica en comparacion de otras bacterias
fitopatdgenos. Para su ciclo de vida requieren de « 2rsos hospedantes para su
replicacion, sobrevivencia y dispersién; otra caracte.._.ica importante peculiar de los
fitoplasmas es que son capaces de  ltiplicarse en insectos y plantas organismos de dos
reinos diferentes. La transmisién fitoplasmas estd estrechamente ligada a insectos
fitops¢ genos (Bartaccini, 2007; Hogenhout, ef al, 2008).

Los fitoplasmas se encuentran principalmente en el floema, donde se alimentan
indiscriminadamente de los nutrientes de la planta (Christensen et al, 2004). Son
transmitidos a otras plantas por medio de insectos chupadores de savia pertenecientes al
orden Hemiptera (Cicadellidae, Ci  ae, Cercopidae, Psyllidae, Fulgoridea). También se
sabe que los fitoplasmas se pueden fransmitir por los embriones de las plantas asi como
en la descendencia de los insectos (W  raub y Beabland, 2008). Los fitoplasmas son
transferidos a las células del floema por medio de estos insectos vectores, logran
dispersarse sistematicamente en toda la pianta debido a su pequefio tamafio que es
capaz de atravesar los poros cribosos. Los fitoplasmas se pueden encontrar en los tejidos
de los insectos intra y e.._ .celularmente, pasando por el sistema digestivo hasta alcanzar
las glandulas salivales donde se frar 1itira a la planta de la cual se alimente el insecto
(Christensen et al, 2004; Hogenhout, et al, 2008).

1.5. Vectores

El orden Hemiptera es el grupo reconocido como transmisores exitosos de fitoplasmas. La
eficiencia para transmitir fitoplasmas recae en sus caracteristicas biolégicas: por ser
hemimetabolos, transmitiendo ._oplasmas en los estados inmaduros (ninfas) y en los
maduros ya que estos se alimentan de manera similar; especificamente y selectivamente
en ciertos tejidos de las plantas, también influye en alimentarse sin causar dafios fisicos a
la planta lo cual evita la activaci de mecanismos de defensa. Por otra parte, Ia evidencia
sostiene que los fitoplasmas son parasitos obligados, generando una simbiosis con sus
vectores logrando sobrevivir y propagarse en el interior de los insectos e inciuso por
transmision transovarica. Los experimentos de transmision proveen una evidencia
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2.2. Sintomatologia

Como en cualquier enfermedad, el diagnéstico inicial se basa en sintomas visibles. En el
caso del AL en palmas de cocotero en produccion, hay sintomas caracteristicos con una

progresion cronolégica ... acteristica. (Harrison y Elliott, 2007; Harrison y Oropeza, 2008).

El primer sintoma visible es la caida prematura de la mayor parte o todos los frutos,
independientemente de su etapa de desarrollo (Figura 4). A continuacion, se desarrolla
necrosis de las nuevas inflorescencias. Pasando de amarillo brillante a quedar
parcialmente o totalmente  color negro. Estos sintomas se pueden observar cuando la
palma esta en floracién o en fructificacién cuando se desarrolla la enfermedad (Figura 4)
(Harrison y Elliott, 2007; Batugal et al, 2005, Harrison y Oropeza, 2008).

Para todos los tipos de cultivo de cocotero, el siguiente sintoma es el amarillamiento en el
follaje, que empieza desde las hojas mas bajas (viejas) y progresivamente va subiendo
hasta llegar a la copa (Figura 4); este sintoma inicia normalmente después que se
presentan dos o tres inflorescencias necrosadas. Por lo general las hojas amarillas
permanecen turgentes, pero conforme avanza el tiempo estas se vuelven marrones, se
secan y cuelgan hacia abajo formando una falda alrededor del tronco durante varias
semanas antes de caer. Esta decoloracién varia entre los cultivares y otros géneros. Para
la mayoria de las palmas del tipo Alto, las hojas se tornan de un color amarillo antes de
morir, mientras que las variedades Enanas, por lo general dan un color rojizo a pardo
grisdceo (Harrison y Elliott, 2007; Harrison y Oropeza, 2008).

A medida que avanza la decoloracion del f  ije  cia la copa, la hoja espada se marchita,
indicando que el meristemo apical (cogollo o punto de crecimiento) ha muerto. Con el
tiempo, lo que queda de la copa €, dejando solo el tronco desnudo de pie. Las palmas
infectadas usualmente mueren después de 3 a 5 meses posterior a la aparicion del
primer sintoma (Batugal et al, 2005; Harrison y Elliott, 2007; Harrison y Oropeza, 2008).
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Consiste en la amplificacion enzimatica de una secuencia de ADN especifica del
microorganismo que se desea amplificar, usando para esto una ADN polimerasa
termoestable dirigida por unos iniciadores (primer). La especificidad depende de Ia
eleccién de los iniciadores y esto aplica para conocer por lo menos parcialimente las
secuencias de ADN que se desea amplificar. El proceso de PCR por lo general consiste
en una serie de 20 a 35 cambios repetidos de temperatura llamados ciclos; cada ciclo
suele consistir en 2-3 pasos a diferentes temperaturas La PCR comun se realiza con
ciclos que tienen tres pasos de temperatura, gue son la desnaturalizacion (separacién de
las hebras del ADN), alineamiento (hibridacion 2l ceba con la secuencia) y extension
(taq polimerasa sintetizando la cadena complementaria) (Deng y Hiruki, 1991; Henson y
Frech, 1993; Sambroo lussel, 2001).

La PCR es la herramienta por excelencia para el diagné co del AL. Se estableci6 el
protocolo de deteccién denominado PCR Nested que nos permite la deteccién de
fitoplasmas antes de la aparicion de los primeros sintomas. La técnica consiste en dos
rondas de amplificacién; la primera ronda consiste en el uso de dos cebadores
universales P1 y P7 que amp... ;an secuencias conservadas de fitoplasmas en general, la
segunda etapa consiste en [a amplificacion de los productos de la primera ronda
empleando dos cebadores denominados LY16Sr y LY16Sf que son especificos a
fitoplasmas del grupo 16SrlV; cuando se da una amplificacién positiva en esta ronda nos
permite decir que hay presencia de fitoplasmas relacionados con el AL. Sin embargo, la
doble amplificacion que se realiza en la PCR Nested, aumenta el riesgo de contaminacion
por manipulacién de las muestras (Har n et al, 2002; Harrison et al, 2002b; Cordova et
al, 2003; Torres et al, 2005).

En afios recientes, el perfeccionamiento de esta técnica, ha dado lugar a la denominada
PCR Tiempo Real (PCR-TR). Esta técnica se ha usado para detectar o cuantificar otros
microorganismos presentes en una am, 1 gama de entornos diferentes y tienen el
potencial de mejorar drasticamente el conocimiento de la ecologia de los
microorganismos. La PCR-TR mide la acumulacion de los productos amplificados durante
la reaccion mediante la deten  acion de la sefial de fluorescencia. Este método tiene
muchas ventajas sobre la PCR Nested en términos de precision, rango dinamico, la
capacidad de alto rendimiento y la ause a de una segunda amplificacion que evita la
contaminacioén por arrastre. .1 diversos estudios se ha mostrado que la PCR-TR presenta
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H. crudus fue primeramente citado en Jamaica en 1907 y después en Florida, Cuba, Islas
Caiman, Jamaica, Trinidad y América Tropical desde México y América central hasta el
norte de América del Sur, y en casi todos los paises afectados por el AL. Pero su
distribucion se extiende mas a  del rango geografico actual de esta enfermedad
(Howard, 2006).

La identificacién de H. crudus en un estado de desarrollo adulto en el campo se ve
facilitada por el hecho de que es a de las pocas especies de la superfamilia Fulgoroidea
y dependiendo del pais puede ser la Unica especie de la familia Cixiidae comunmente
encontrados en el follaje de las palmas (Triplehorn y Johnson, 2005; Howard, 2006).

Entre las caracteristicas peculiares de Fulgoroidea incluyen la forma de la antena (la
primera parte tiene forma de barril y del centro sobresale un flagelo que viene siendo la
antena). Otras caracteristicas in lyen  presencia de espinas en las patas traseras en
grupos en los extremos de s se ientos de la patas (Howard, 2006).

La hembra adulta en reposo mide aproximadamente 5mm de largo y el prominente
ovipositor se distingue claramente (Figura 6). El macho es ligeramente mas pequefio y
mas palido, su abdomen tiende a ser mas pequefio y sus coloraciones son mas claras y
brillantes como es el col verde y en casos mas curiosos de color azul turquesa (por
observacién en las colectas) (Figura 7). Los ojos pueden tener color claro como su cabeza
o ser de un color marrén oscuro, dependiendo de las condiciones de luz. Las alas son

transparentes y con venas con una ton: ad marrén (Howard, 2006).

Las ninfas (estado inmaduro) son de color gris y con un color rojizo en la cabeza. Se
cubren con una fina capa de cera producida por las glandulas de cera de su cuticula. La
tibia de las patas delanteras son aplanadas, una posible adaptacién que les serviria para

cavar en la superficie del suelo (Howard, 2006).
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3. EVIDENCIAS DE HAPLAXIUS CRUDUS COMO POSIBLE VECTOR DEL AL

No hay evidencia convincente que impliquen a H. crudus como un vector del AL. Estudios
de las poblaciones de insectos mostraron que H. crudus fue por mucho el mas abundante,
lo cual lo convierte en el potencial vector del AL en cocotero. Los estudios demostraron
que las poblaciones de esta especie eran hasta 40 veces mayor en las zonas de
incidencia de AL que en zonas libres de esta enfermedad (Harrison y Oropeza, 2008). En
Florida se realizaron estudios de PCR en insectos colectados en palmas son sintomas del
AL, el resultado del experimento demostrd que los insectos fueron positivos a fitoplasmas
relacionados con el AL, siendo la evidencia mas clara de que H. crudus sea el posible
transmisor de la enfermedad (Harrison y Oropeza, 1995). En Jamaica, sitio donde esta
presente la enfermedad, no solo se encuentra H. crudus sino también insectos del genero
Cedusa (Derbidae) que se encuentran en mayor abundancia, 1o cual se llevaron a cabo
analisis por PCR NESTED y estos dieron positivo a fitoplasmas del Amarillamiento letal lo
cual se estd llegando a pensar que el patégeno puede tener varios vectores (Brown,
20086).

Durante mucho tiempo, este insecto ha sido objeto de una serie de estudios de
transmisién, la mayoria de las cuales fueron grandes esfuerzos por parte de cientificos

altamente capacitados, sin embargo tuvieron resultados negativos (Howard, 1987).

3.1. Experimentos de transmision en Florida, EUA

De entre las primeras evidencias de H. crudus como posible vector se dio en
experimentos hechos en Florida. Para estos ensayos emplearon el uso de jaulas de acero
cubiertas por una malla tipo invernadero para a aislar a las plantas. En un primer ensayo
que tuvo una duracién de tres afios, empleando tres palmas que son muy susceptibles a
la enfermedad con sintomas del AL: Cocos nucifera, Veitchia merrillii y Pritchardia
Thurstonii distribuidas en 10 jaulas (56/control y 5/exp.) (Figura 8) a prueba de insectos
donde fueron expuestas a los adultos del insecto H. crudus colectados en areas afectadas
por el AL que fueron un total de 150 mil individuos durante todo el experimento. Se logré
la transmision de esta enfermedad a las palmas evaluadas por presencia de sintomas y
posteriormente por microscopia electrénica; por otro lado las palmas en jaulas control (sin

insectos) permanecieron sanas. En un segundo ensayo que duro un afo, se evaluaron
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JUSTIFICACION.

En la actualidad, los analisis moleculares indican que el insecto Haplaxius crudus puede
contener los fitoplasmas del am lamiento letal (AL) en sus tejidos, aunque en
condiciones de campo es bajo el porcentaje de insectos que son positivos a este
fitoplasma. Es muy Ilimitado el entendimiento del mecanismo de fransmisién de
fitoplasmas del AL de este insecto a las _. rersas palmas que pueden ser hospederas del
patégeno. Los ensayos de fransmision realizados en Florida brindan la primera evidencia
de que el vector de esta enferme an E.U.A. es el insecto H. crudus; y por otra parte en
Yucatan se ha logrado fa transmision de fitoplasmas en ensayos in vitro empleando
plantulas « cocotero, esto abre la pos dad de que este insecto es el vector del AL en
México. Por lo tanto se debe realizar un estudio de transmisién del AL con el método de
jaulas para evaluar palmas susce, »Jles a la enfermedad y colectar insectos en zonas

donde esta presente el patdgeno.
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Magallanes (zona donde no hay presencia del AL), en dicho trabajo se siguid la
metodologia de Howard (1987) en la cual se colect6 al vector H. crudus y fueron
colocados en las jaulas a prueba de insectos. La duracién del experimento fue de dos

ahos y al final no se encontrod deteccion positiva.

Debido a la problematica de los estudios de transmision realizados en tabasco, en el
presente trabajo se planebd repetir |  ensayos empleando palmas de Pritchardia pacifica,
las cuales se saben que son susceptibles a enfermedad. Por otra parte se colectaron
insectos en el interior del estado de Yucatan que sabemos que el inoculo de fitoplasmas

tanto en palmas como en ins tos es mayor en comparacion de Tabasco.
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2.2.4.2. Deteccidn de Fitoplasmas

La deteccién de fitoplasmas en las muestras se realizé empleando la técnica de PCR
Tiempo-Real en la cual se emplea la sonda Tagman LY16S, que es altamente sensible a
las secuencias de fitoplasmas del grupo 16SrlV  que estan relacionadas con el
Amarillamiento Letal del cocotero, esta PCR detecta y cuantifica los fitoplasmas presentes
en la muestra. El volumen total de la mezcla de reaccion de PCR fue de 20 pl
conteniendo: 10.7 ul de H20 ultrapura, 5 ul de buffer, 1 ul de MgClz, 0.5 ul de DNTP’s, 0.3
Kl de Taq polimerasa, 0.5 pl de sonda Tagman LY16S y 2 4l de ADN (Torres et al, 2005;
Myrie et al, 2011).

2.24.4. Clonacion de los segmentos amplificados, secuenciaciéon, andlisis por

RFLP’s y analisis filogenético

Para obtener la secuencia de ADN de los fitoplasmas del grupo 16SrlV y con ello
determinar al subgrupo al cual pertenece, se amplifico la muestra por la técnica de PCR
NESTED que consiste en dos rondas de amplificacion iniciando con los cebadores
universales P1 y P7 seguidamente por una segunda ronda de amplificacion empleando
los cebadores especificos L 16Sr y LY16Sf que son especificos a fitoplasmas del grupo
16SrlV (Henson y Frech 1993; Cordova et al, 2003).

El producto de PCR es fracciona por electroforesis en un gel de agarosa al 0.8%, el
amplicon es cortado del gel y purificando con el kit “QlAquick Gel Extraction”;
posteriormente el producto fue ligado  vector “PGEMT easy vector”; el producto de
ligacion fue clonado en la bacteria E. coli empleando el protocolo de transformacién por
choque térmico, las bacterias fueron colocadas en una placa de agar con X-gal para
seleccionar las colonias, se seleccionaran las colonias blancas ya que el vector
introducido en las bacterias carece del gen que degrada el X-gal mientras que las células
no transformadas se tornaran de color azul. Las bacterias transformadas se dejaron
crecer en medio de agar liquido con antibiotico y posteriormente se emple6 para la
extraccién del plasmido el kit “Q orep spin miniprep kit and microcentrifuge”;, para
corroborar que se obtuvo el plasmido se realiz6 una electroforesis en agarosa al 0.8%.
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Los plasmidos fueron enviados a la empresa Davis sequencing para obtener las

secuencias del ADN amplificado.

Para los analisis de restriccion, se empled el Software online iphyclassifier en la cual se
emplearon digestiones con las enzimas Alul, BamHI, Bfal, BstUl, Dral, EcoRl, Haelll,
Hhal, Hinfl, Hpal, Hpall, Kpnl, Sau3Al, Msel, Rsal, Sspl y Tagl. Las Secuencias de
fitoplasmas del segmento 16S ADNr fueron sometidas en el software el cual nos arrojé los

geles virtuales.

A su vez, las secuencias fueron analizadas en la base datos del NCBI
(http://lwww.ncbi.nim.nih.gov/) para ver su porcentaje de similitud a secuencias reportadas
anteriormente, y con ello se determinara al subgrupo de fitoplasmas al cual pertenece la
muestra. El analisis filogenético se realizé con el software MEGA 5.2 usando el método
neighbour-joining con 1000 repeticiones en la prueba Bootstrap (Hodgetts et a/, 2008).
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Posteriormente en los analisis del mes de Diciembre ¢ la jaula “CICY” se observé que las
nuevas palmas introducidas dieron deteccion positiva a fitoplasmas y solo en una se
pudieron observar sintomas tipicos de la infeccion (Cuadro 6).

Cuadro 6. Deteccion por PCR-TR de las palmas evaluadas en el ensayo #2

Ene v .2 May 2012 Dic 2012 Mayo 2013
Jaula Paima Ct Deteccién  Sintomas Ct  Deteccion Sintomas Ct Defec Sintomas Superv;vj:gz delas
) — 1-01 | NA [l . NA [ No NA - No Viva
Control © ;’,’acchi;fa’a 102 | NA 8 Na NA 8] No NA [ No Viva
1-03 | NA -] 8 No NA [ No Viva
3-01 | NA [ [+] Si - - - Muerta
Introduccion 3-02 | NA [-] [+] Si - - - Muerta
H. crudus  Pntchardia 3-03 | NA {-] [+] Si - - - Muerta
CICY Pacifica®  3-04 | - - ] No 21.02  [+] No Muerta
(Mérida) 305 | - - 8] No 2125  [+] Si Muerta
3-06 | - - [l No 26.30  [+] No Muerta
Introduccién 4-01 | NA [ [+] No 1224 [+ Si Muerta
H.crudus Pritchardia 4-02 | NA [-] [ No 2267 [4] No Viva
Ch'ﬁ,"“'”b Pacifica 4 03 | Na M - s f No NA [ No Viva
Control [+] - 1188 [+] - 23.46 [+] - 2331 [+] -
DN
A [] - _INA [l - NA [l - NA [-] -

(A) Las palmas P. pacifica 3-01 a la 3-03 de la jaula 3 murieron después del mes de Mayo durante la prueba, y las paimas 3-04 a la 3-
06 fueron introducidas en Julio para realizar una evaluacion adicional durante este experimento.
(B) Primer andlisis de PCR-TR en las palmas 3-04 a la 3-06 introducidas en Julio.

En la Jaula “Chicxulub p.” se detectaron dos palmas positivas (Cuadro 6) y solo una de
ellas presentaba manchas pequefias en la hoja espada, En el mes de Mayo (2013) la
palma se encontraba deteriorada, con un amarillamiento en las hojas y ya no generaba
hojas espada. Mientras que en | palma que carecia de sintomas no se volvié a detectar
fitoplasmas por PCR-TR.
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Figura 20. Arbol filogenético construido usando el método neighbor-joining (1000 repeticiones) con
las secuencias del gen 16S ADNR ribosomal de 28 secuencias de fitoplasmas y Acholeplasma

palmae como grupo externo.
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