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RESUMEN

En el continente americano, el cocotero y muchas otras especies de palmas se
encuentran amenazadas por enfermedades causadas por fitoplasmas del grupo 16SrlV.
Entre tales enfermedades destaca el Amarillamiento Letal del Cocotero (ALC), misma que
es transmitida por el hemiptero Haplaxius crudus Van Duzee. En la presente
investigacion, inicialmente se buscd determinar el nUmero de individuos infectados con
fitoplasmas del grupo del ALC en poblaciones silvestres de H. crudus, no obstante,
resultados preliminares mostraron una aparente reduccién en el nimero de infectados en
comparacion con afios anteriores, fenémeno que sugeria una disminucién proporcional en
la incidencia del ALC y sindromes relacionados en las palmas de sus respectivos
ambientes. El ALC ha estado presente en la peninsula de Yucatan por mas de 35 afios,
sin embargo, su incidencia ha variado geograficamente y a través del tiempo. Debido a lo
anterior se realiz6 un estudio sobre el estado actual de la incidencia de las enfermedades
del grupo del ALC en Yucatan, tanto en palmas como en poblaciones silvestres de H.
crudus. A partir de los resultados obtenidos, se determiné que el estado actual de la
incidencia del ALC y sindromes relacionados en las palmas de la entidad muestra una
disminucion a nivel general y una baja en el niumero de casos positivos de esta
enfermedad en las localidades de Ticul, Chelem, Celestun, Sisal, Santa Clara, Chicxulub
Puerto y la ciudad de Mérida, permaneciendo constante en San Crisanto y aumentando
en las poblaciones de Chabihau y Telchac Puerto. Estos resultados concuerdan con los
andlisis de deteccion de fitoplasmas del grupo del ALC realizados en las poblaciones

silvestres de H. crudus, en los cuales no se encontraron individuos infectados.







ABSTRACT

In the Americas, coconut and many other palm species are currently threatened by
diseases caused by group 16SrlV phytoplasmas, most notably by Lethal Yellowing (LY),
which in turn is transmitted by the planthopper Haplaxius crudus Van Duzee. The present
study initially sought to determine the number of individuals carrying LY group
phytoplasmas in wild populations of H. crudus, however, preliminary results showed an
apparent reduction in the number of insect carriers in comparison with previous years, a
phenomenon that suggested a corresponding decrease in the incidence of LY and related
diseases in the palms of their respective environments. LY has been present in the
Yucatan Peninsula for over 35 years, however, its incidence has fluctuated both
geographically and over the course of time. Because of this, a diagnosis of the current
state of the incidence of LY in the state of Yucatan was conducted in the present study, in
which both palms and wild populations of H. crudus were sampled. Based on the obtained
results, it was concluded that the current state of the incidence of LY and related diseases
in the palms of Yucatdn shows an overall decrease and a similar drop in the number of
positive LY cases in the communities of Ticul, Chelem, Celestun, Sisal, Santa Clara,
Chicxulub Puerto and the city of Mérida, remaining constant in San Crisanto and
increasing only in the towns of Chabihau and Telchac Puerto. This is consistent with the
results obtained for the detection analysis of LY group phytoplasmas made in the

populations of H. crudus that were sampled, in which no positive insects were found.







Capitulo |

CAPITULO |

INTRODUCCION GENERAL Y ANTECEDENTES

1.1 INTRODUCCION GENERAL

El cocotero (Fig. 1), Cocos nucifera L., es una planta perteneciente a la familia
Arecaceae Y la Unica especie del género Cocos. Llamado también arbol de la vida o arbol
de los mil usos, el cocotero es mundialmente reconocido y apreciado debido al nimero
amplio de productos que pueden aprovecharse de él, siendo éste uno de los cultivos mas
representativos de las zonas costeras tropicales.

Figura 1. C. nucifera L. (Kdhler, 1898).
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El fruto del cocotero, denominado universalmente como “coco”, es considerado el
recurso mas importante de este vegetal; se emplea principalmente como fuente de
alimento (en forma de pulpa o agua, para consumo directo o para la elaboracion de dulces
y leche). También es utilizado para la obtencion de copra y fibra. En 2013 la produccion
mundial de coco ascendié a un total de 62,450,192 toneladas; México produjo 1,064,400
toneladas, ocupando el octavo lugar a nivel mundial (FAO, 2013a). El cuadro 1 muestra
los diez paises con mayor produccién actual de coco. En México, las entidades
productoras de coco son, por orden alfabético: Campeche, Chiapas, Colima, Guerrero,
Jalisco, Michoacan, Nayarit, Oaxaca, Quintana Roo, Sinaloa, Tabasco, Veracruz y

Yucatan.

Cuadro 1. Listado de los diez paises con mayor produccién de coco en el afio 2013 (FAO, 2013a).

Pai Produccion anual de coco | Porcentaje aportado de la
ais. > .
en toneladas. produccién mundial total.
Indonesia 18,300,000.00 29.30%
Filipinas 15,353,200.00 24.58%
India 11,930,000.00 19.10%
Brasil 2,890,286.00 4.62%
Sri Lanka 2,513,000.00 4.02%
Vietnam 1,303,825.00 2.08%
Papla Nueva Guinea 1,200,000.00 1.92%
México 1,064,400.00 1.70%
Tailandia 1,010,000.00 1.61%
Malasia 646,932.00 1.03%
Mundial 62,450,192.00 100.00%

La industria del cocotero, con sus diferentes productos derivados, cuenta con un
mercado cada vez mas amplio; esto representa un gran potencial econémico para los
paises productores de cocotero. En el caso del agua de coco envasada, el pais mas
exitoso actualmente es Brasil, donde el mercado ha crecido mas de diez veces en los
ultimos 15 afios, con PepsiCo como una de las principales empresas en este rubro. El
mismo fenémeno ocurre en Estados Unidos y Europa, con productos como O.N.E.™
(PepsiCo), ZICO® (The Coca-Cola Company) y Vita Coco® (Dr Pepper Snapple Group).
Otros derivados con mercados similares en crecimiento son el aceite virgen, el azdcar y la
leche de coco. Todos ellos estan orientados al mercado de productos benéficos para la
salud humana, por lo que la expectativa es que su demanda aumente, sin embargo, para

aprovechar este crecimiento es necesario incrementar la produccion actual de este
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cultivo, hecho que presenta dificultades debido a la elevada edad de las plantaciones de
los principales paises productores asiaticos como Indonesia y Filipinas (FAO, 2013b) y a
los severos problemas fitosanitarios que afectan a los cocoteros alrededor del mundo.

Entre las enfermedades que afectan a la especie destacan el Amarillamiento Letal
del Cocotero (ALC) y sus sindromes relacionados, causados por fitoplasmas (Ntushelo et
al., 2013; McCoy et al., 1983), los cuales han destruido millones de palmas de coco en el
Caribe, América latina y Africa, principalmente. El ALC ha estado presente en la peninsula
de Yucatan desde 1977 (McCoy et al., 1982) y hasta la fecha continda afectando a los
cocoteros y a otras palmas nativas. Sin embargo, durante este periodo, su incidencia ha
variado tanto a nivel de las especies afectadas como geograficamente, hechos que
demuestran la existencia de distintos niveles de riesgo para la produccion de coco a nivel

regional.
1.2 ANTECEDENTES GENERALES
1.2.1 Fitoplasmas: Caracteristicas generales, filogenia, taxonomia y clasificacion

Los fitoplasmas son un grupo particular de bacterias especializadas que colonizan
el floema de sus plantas hospederas (Fig. 2). Estos fitoparasitos obligados fueron
reportados por primera vez en 1967 y descritos como “Organismos Tipo Micoplasma” o
MLOs (por las siglas de su nomenclatura en inglés: Mycoplasma-like organisms (Doi et
al., 1967)). De manera general, los fitoplamas son procariontes de formas pleomorficas
que carecen de pared celular, con didmetros usualmente menores a 1 um (Lee et al.,
2000). El tamafio de sus genomas oscila entre 530,000 y 1350 pb (Marcone et al., 1999;
Neimark y Kirkpatrick, 1993), con un contenido de G+C aproximado de 23-29% (Kollar y
Seemdliller, 1989; Sears et al., 1989).
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Figura 2. Fitoplasmas del ALC en: A.- C. nucifera (X 49,000); B.- Pritchardia pacifica (X 40, 000) y
C.- Adonidia merrillii (X 14,000) vistos por microscopia electrénica. Tomado de Parthasarathy
(1974).
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Como patdgenos los fitoplasmas llegan a provocar serias pérdidas a nivel mundial
a una amplia gama de cultivos de importancia econémica como el coco, la colza, el trigo,
la uva, varias hortalizas y frutas de hueso, entre otros (Sugio et al., 2011). Los sintomas
ocasionados varian en los distintos hospederos, observandose desde aclaramientos de
nervaduras, amarillamientos de las hojas hasta la muerte de las plantas infectadas,
ademas de reducciones de tamafio y la formacion de escobas de bruja (Duduk y
Bertaccini, 2011).

Para transmitirse de una planta a otra, los fitoplasmas requieren de insectos
vectores, siendo los mas comunes aquellos que se alimentan de savia como las
chicharritas, dentro de las cuales los fitoplasmas también son capaces de sobrevivir y
reproducirse. Los insectos conocidos como vectores de fitoplasmas pertenecen a las
familias Cicadellidae, Cixiidae, Psyllidae, Delphacidae y Derbidae (Weintraub y Beanland,
2006). No obstante, muchos aspectos de biologia basica, interacciones planta-patdgeno-
vector, asi como los distintos mecanismos de patogenicidad de los fitoplasmas se
desconocen debido a que la investigacidon esta limitada técnicamente por la dificultad de
obtener cultivos in vitro de estos microorganismos, al igual que de insectos infectados con
fitoplasmas a voluntad. Como los fitoplasmas son parasitos intracelulares obligados,
durante mas de 40 afios se les consider6 imposibles de cultivar en medio axénico, por lo
gue se utilizaron métodos de deteccion y clasificacion distintos a los acostumbrados para
otros tipos de microorganismos (Seemidiller et al., 1998), principalmente, aquellos basados
en andlisis de tipo molecular. No obstante, cabe mencionar la publicacion reciente de
metodologias que permiten el aislamiento y cultivo axénico de algunos fitoplasmas en
medios solidos y liquidos (Contaldo et al., 2012; Poghosyan, 2004), abriéndose la
posibilidad de lograr lo mismo con los fitoplasmas causantes del ALC y de infectar
insectos vectores a voluntad para facilitar el avance en el estudio de esta enfermedad. En
la figura 3 se muestra la morfologia de distintas colonias de fitoplasmas aisladas en

medios solidos.
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Figura 3. Fotografias en placa de agar de: A).- Colonias de fitoplasmas de la variedad denominada
como “Chrysanthemum yellows” (CY-TO), perteneciente al subgrupo 16Srl-B, después de 2 dias
de incubacién; B).- Subcultivo de colonias del fitoplasma “Stolbur” (STOL), subgrupo 16SrXII-A,
obtenidas después de 5 dias de incubacién; C).- Subcultivo de colonias del fitoplasma “Pear
decline” (PD), subgrupo 16SrX-C, obtenidas después de 5 dias de incubacion y D).- Colonia
aislada del fitoplasma CY-TO tras 10 dias de incubacién. Tomado de Contaldo et al. (2012).

La secuenciacion de genes de RNAr aporté pruebas suficientes para establecer
gue aquellos organismos procariotas sin pared celular que colonizan el floema de plantas
asi como tejidos de insectos, constituyen un grupo grande y monofilético dentro de la
clase Mollicutes (Sears y Kirkpatrick, 1994; Kuske y Kirkpatrick, 1992; Lim y Sears, 1989).
Posteriormente, la taxonomia y filogenia de este grupo fue esclarecida mediante analisis
de RFLPs (por las siglas de su nomenclatura en inglés: Restriction Fragment Lenght
Polymorphism) de las secuencias del gen que codifica para el RNAr 16S (Firrao et al.,
2004; Lee et al., 1998).

Los fitoplasmas habian sido clasificados tradicionalmente dentro del phylum
Firmicutes (Garrity et al., 2006; Wolf et al., 2004; Woese et al., 1980), pero con base en

10
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recientes revisiones taxondmicas se les ha reubicado dentro del phylum Tenericutes,
clase Mollicutes, junto a los géneros Mycoplasma, Spiroplasma y Acholeplasma (Ludwig
et al., 2009; Ludwig y Schleifer, 2005), mismos organismos que juntos constituyen el
orden monofilético Acholeplasmatales (Lee et al., 2000). Todos los fitoplasmas y tres
especies de spiroplasmas (Spiroplasma kunkelii, S. citri y S. phoeniceum) son patégenos
de plantas y dependen de insectos vectores para su transmisién (Hogenhout et al., 2008;
Ammar y Hogenhout, 2006). Aunque los fitoplasmas y las especies fitopatégenas de
spiroplasmas comparten habitats y nichos ecoldgicos similares, estas bacterias sélo estan
emparentadas de forma lejana dentro de las Mollicutes (Lee et al., 2000). Todas las
especies de fitoplasmas conocidas se ubican provisionalmente dentro del género
“Candidatus Phytoplasma”, por la dificultad de poder realizar descripciones formales de
estos microorganismos (Firrao et al., 2004). El cuadro 2 muestra la clasificacién actual del
género basada en el analisis de las secuencias del gen que codifica para el RNAr 16S

(véase Cuadro 3 para la clasificacion del grupo 16SrlV).

11
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Cuadro 2. Clasificacion de los distintos subgrupos de fitoplasmas (excluyendo el grupo 16SrlV y
otros subgrupos asociados con el ALC) basada en lo establecido por Lee et al. (1998). Se incluyen
los cddigos de acceso de GenBank para las secuencias del gen que codifica para el RNAr 16S en
caso de estar disponibles, al igual que la referencia original de la clasificacién de dicho organismo.
Modificado de Duduk y Bertaccini (2011).

Accession
Subgrupo 16Sr Variedad del fitoplasma Number Referencia
(GenBank)
A Aster yellows witches’ broom | \ ~ 717716 Bai et al. (2006)
(AYWB) — '
I-A Tomato big bud (BB) L33760 Lee et al. (1992)
1B Onion ye”o""sl\;l')‘"d strain (OY- | \c 005303 | Oshima et al. (2004)
I-C Clover phyllody (CPh) AF222065
1-D Paulownia witches’ broom AY265206
(PawB) Lee et al. (2004a)
I-E Blueberry stunt (BBS3) AY265213 '
I-E Aster yeIIowsAf\r(c;m apricot (A- AY265211
Strawberry witches’ broom
I (Strawb1) U9e614 Jomantiene et al.
1K Strawberry witches’ broom U96616 (1998a,b)
(strawb?2)
I-L Aster yellows (AV2192) AY180957 Lee et al. (2003)
I-M Aster yellows (AVUT) AY265209
I-N Aster yellows (IoWB) AY265205 | e etal (2004a)
I-O Soybean purple stem (SPS) AF268405 _Leeet al. (2002)
I-P Aster yellows from Populus AF503568 Seruga et al. (2003)
I-Q Cherry little leaf (ChLL) - Valiunas et al. (2005)
i Strawberry phylloid fruit Jomantiene et al.
IR (StrawbPhF) AY102275 (2002a)
Peanut witches’ broom Gundersen-Rindal et
I-A (PRWB) L 33765 al. (1994)
II-C Faba bean phyllody (FBP) X83432 SCh“(i'ggeg)et al.
11-D Sweet potato little leaf (SPLL) | AJ289193 Gibb et al. (1995)
i Pichris echioides phyllody Seemdlller et al.
II-E (PEY) Y16393 (1998)
Il-F Cotton phyllody (CoP) EF186827 Khan et al. (2002)
lIl-A *Candidatus Liefting y Kirkpatrick
Phytoplasma Western X-disease (WX) AF533231 9y P :
e (2003)
pruni
Gundersen-Rindal et
1-B Clover yellow edge (CYE) L33766 al. (1994)
l-C Pecan bunch (PB) EF186807 .
Il-D Goldenrod yellows (GR1) | EFisesio | Martinietal. (2007)
l-E Spiraea stunt (SP1) AF190228 Lee et al. (1998)

12
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l-F Milkweed yellows (MW1) AF510724
. . AF190226, Lee et al. (1998)
-G Walnut witches' broom (WWB) AF190227
ll-H Poinsettia branch-inducing | Ar190223 | Lee etal. (1997a)
(PoiBI)
i Virginia grapevine yellows .
-1 (VGYIIl) AF060875 Davis et al. (1998)
Chayote witches' broom AF147706,
-J (ChwBIII) AFE1477067 Montano et al. (2000)
Jomantiene y Davis
H-K Strawberry leafy fruit AF274876 | (2000) (aportacion a
GenBank)
li-L Cassava frog skin disease EU346761 | Alvarez et al. (2009)
Jomantiene y Davis
"-P Dandelion virescence AF370119, (2001) (aportacion a
AF370120
GenBank)
i Black raspberry witches' :
-Q broom (BRWB7) AF302841 Davis et al. (2001)
H-T Sweet and sour cherry (ChD) FJ231728 | Valiunas et al. (2009)
l-u Cirsium white leaf (CwL) | AF373106, 1 yialio et al. (2011)
AF373105 '
IV-(A-F) Véase cuadro 3
V-C Alder yellows (ALY882) AY197642 Lee et al. (2004b)
V-C “Ca. P. vitis™ Flavescence dorée (FD-C) X76560 Daire et al. (1992)
Torres et al.
V-D “Ca. P. vitis™ Flavescence dorée (FD-D) AJ548787 (2005); Martini et al.
(1999)
. I Jomantiene et al.
VI-B Fragaria multicipita AF036354 (1998a)
AF268895
VI-C lllinois Elm Yellows (ILEY) AF409069 Jacobs et al. (2003)
AF409070
VII-B Erigeron witches' broom AY034608 Barros et al. (2002)
Vllll'uﬁfacéi' P. Loofah witches' broom AF086621 Ho et al. (2001)
IX-A Pigeon pea witches' broom AF248957 Lee et al. (1998)
IX-C Naxos periwinkle virescence - Heinrich et al. (2001)
XI-B Sugarcane white leaf SCWL X76432 Lee et al. (1997b)
XI-C Leafhopper-borne BVK X76429 Seemiiller et al
XII-A C_{:}; P. Stolbur STOL (Capsicum X76427 (1994)
solani annum)
XA Mexican periwinkle virescence AFE248960 Lee et al. (1998)
(MPV)
XIlI-B Strawberry green petal U96616 Jomantiene et al.

(1998b)

*Nombres “Candidatus” propuestos en el X Congreso Internacional de la Organizacién Internacional de
Micoplasmologia (1994), llevado a cabo en Bordeaux, Francia, pero aun no formalizados de acuerdo a lo

establecido por el Subcomité de Taxonomia de Mollicutes de dicha organizacion.
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1.2.2 Fitoplasmas: vectores y transmision

Los fitoplasmas se distinguen de las demas bacterias fitopatdgenas debido a que
requieren diversos hospederos para completar su ciclo biol6gico; ademas, son de los
pocos patdégenos capaces de multiplicarse en los tejidos de organismos de distintos
reinos: plantas y animales (Hogenhout et al., 2008; Bertaccini, 2007). También se han
detectado en hongos del género Ramaria (Martin et al., 2003).

Es importante mencionar que, en términos generales, la capacidad de un
artrépodo vector para transmitir un fitopatdgeno puede variar a lo largo de un espectro
que va desde la completa ineficiencia hasta la alta efectividad (Purcell, 1982). En el caso
de los fitoplasmas, también existe variacidén respecto a la especificidad y la efectividad de

transmision de sus insectos vectores.

Debido a que los fitoplasmas son transmitidos por insectos de forma persistente
propagativa, sin que hasta la fecha se hayan reportado casos de otras modalidades de
transmisién (Bosco y Tedeschi, 2013), la sobrevivencia de éstos en sus vectores sigue
procesos complejos con distintas etapas secuenciales para que al final lleguen a ser
transmitidos a otras plantas. Empezando con la adquisicion mediante la alimentacién del
insecto de un tejido enfermo, los fitoplasmas pasan a colonizar y a multiplicarse en el
estbmago y el hemocele de sus hospederos, iniciando el periodo de latencia del
patégeno. El estdbmago representa la primera barrera significativa en el proceso de
adquisicion, ya que si el fitoplasma no es capaz de superarla, el insecto jamas podra
inocularse con éste alimentandose de plantas infectadas (Fletcher et al., 1998). Como
paso final, estos patdégenos penetran las glandulas salivales de su hospedero, siendo este
el principal requisito para una transmision insecto-planta (Lefol et al., 1994; Boudon-
Padieu et al., 1989; Lherminier et al., 1989).

Debido a lo anterior, la deteccion directa de fitoplasmas en insectos usando
métodos como la microscopia electronica o la amplificacion de DNA por medio de PCR,
se considera como buen indicio a la hora de identificar nuevos vectores, mas no es
evidencia irrefutable de su capacidad para transmitir la enfermedad (Tanne et al., 2001).
Es por ello que los ensayos de transmision representan la forma mas confiable de

asegurar la transmisibilidad de un fitoplasma, sin embargo, para realizarlos se requiere de

14



Capitulo |

una gran cantidad de insectos y variedades de plantas susceptibles a la infeccion, por lo
que muchas veces resultan impracticos para estudios epidemiolégicos a gran escala
(Tanne et al., 2001). Cabe mencionar que en los Ultimos afios se han desarrollado
protocolos alternativos que permiten evaluar la capacidad de transmision de insectos
vectores de manera in vitro y a gran escala, en los cuales se combina el desarrollo de
sistemas y dietas artificiales para la crianza de dichos insectos con las técnicas mas
actuales de deteccion de fitoplasmas, las cuales son aplicadas directamente al medio de
alimentacién para comprobar si el presunto vector tiene la capacidad de inocular el
fitoplasma en el medio al momento de alimentarse (Pinzauti et al., 2008; Bressan et al.,
2006; Tanne et al., 2001; Zhang et al., 1998).

1.2.3 Amarillamiento Letal del Cocotero: agentes causales, zona de influencia e

insecto vector

El cultivo de cocotero a nivel mundial en distintas areas se enfrenta a graves
enfermedades causadas por fitoplasmas del grupo 16SrlV (Cuadro 3), informalmente
referido como el grupo del ALC (Ntushelo et al., 2013), especialmente por la especie
“Candidatus Phytoplasma palmae”, agente causal del ALC, misma que afecta a por lo
menos otras 36 especies de palmeras (Harrison y Oropeza, 2008). En el cuadro 4 se
muestran las especies en las que se han documentado casos sintomaticos de ALC, no
obstante, las especies Thrinax radiata y Coccothrinax readii también han sido confirmadas
como hospederos asintomaticos del patégeno (Narvaez et al., 2006). Aunque se
desconoce el grado de susceptibilidad de muchas de las especies listadas en el cuadro 4,
el cocotero, Adonidia merrillii (anteriormente conocida como Veitchia merrillii (Moore,
1957) pero reclasificada con base en analisis cladisticos recientes (Zona et al., 2011;
Zona, 1999)), Phoenix dactylifera, y Pritchardia spp. son, hasta la fecha, los casos de alta
susceptibilidad mejor documentados para el ALC y sindromes relacionados (Elliot y
Harrison, 2007); asimismo, C. nucifera, A. merrillii, Ph. canariensis, Pritchardia pacifica, P.
thurstonii y Trachycarpus fortunei son las Unicas arecaceas que han logrado infectarse
con fitoplasmas del grupo del ALC en ensayos de transmision en jaulas confinadas
(Sanchez-Borges, 2014; Howard et al., 1984; Howard et al., 1983; Howard y Thomas,
1980).
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Cuadro 3. “Ca. Phytoplasma palmae” y otras cepas filogenéticamente relacionadas (grupo 16SrlV
con excepcién del subgrupo C) y sus enfermedades. También se incluyen cepas de fitoplasmas
pertenecientes a otros grupos y con relaciones filogenéticas lejanas causantes de enfermedades
que a menudo se asocian con el ALC y se denominan como “enfermedades de tipo ALC”. Se
incluyen referencias dentro de lo posible. Modificado de Sullivan y Harrison (2013).

Subgrupo de
fitoplasma

Nombre comun de la
enfermedad

Especies de palma
afectadas

Otros hospederos

16SrIV-A “Ca.
Phytoplasma
palmae”

Palm lethal yellowing,
Coconut lethal yellowing
(ALC 6 LY, en inglés).

Véase cuadro 4.

Pandanus utilis (Thomas
y Donselman, 1979).

16SrIV-B

Yucatan coconut lethal
decline, Coyol palm
decline.

Acrocomia aculeata, C.
nucifera (Roca et al., 2006).

16SrlV-C “Ca.
Phytoplasma
cocostanzaniae”

Coconut lethal disease

C. nucifera (Firrao et al., 2004)

16SrIvV-D

Carludovica palmata
yellows, Sabal mexicana &
Pseudophoenix sargentii
decline; Texas Phoenix
decline, Texas Phoenix
palm decline, date palm
lethal decline.

Caryota urens, Ph.
canariensis, Ph. dactylifera,
Ph. reclinata, Ph. roebelenii,

Ph. sylvestris, P. pacifica,
Pseudophoenix sargentii,
Sabal mexicana, S. palmetto,
Syagrus romanzoffiana,
Washingtonia robusta
(Sanchez-Borges, 2014;
Véazquez-Euén et al., 2011,
Rodrigues et al., 2010;
Harrison et al., 2009; 2008).

Carludovica palmata
(Cordova et al., 2000).

16SrIV-E

Coconut lethal decline.

C. nucifera (Martinez et al.,
2008).

Cleome rutidosperma,
Cyanthillium cinereum,
Macroptilium lathyroides,
Stachytarpheta
jamaicensis (Brown 'y
McLaughlin, 2011; Brown
et al., 2008).

16SrIV-F

Washingtonia robusta
decline.

W. robusta, Ph. dactylifera
(Harrison et al., 2008).

16SrXI-B

Indian yellow leaf disease

Areca catechu (Ramaswamy
et al., 2013).

16SrXXII-A “Ca.
Phytoplasma
cocoshigeriae”,

Nigerian Awka wilt disease.

C. nucifera (Harrison et al.,

“Ca. 2014).

Phytoplasma

palmicola”

16SrXXII-B Cape St. Paul wilt C. nucifera (Harrison et al., ]

2014).
16SrXXXII-B Malayan yellow dwarf | o "\ ciora (Nejat et al., 2009). ;
disease.
16SrXXXII-C Malayan oil palm disease. Elaeis guineensis (Nejat et al., -

2009).
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Cuadro 4. Especies de palmeras en las que se ha detectado positiva la presencia del fitoplasma
“Ca. Phytoplasma palmae” en plantas sintomaticas (Harrison y Elliott, 2008).

Nombre cientifico Nombre comun
A. merrillii Kerpis, Palma de Manila, Palma de Navidad.
Aiphanes lindeniana Cuaro, Cuvaro, Mararai.
Allagoptera arenaria Coco de playa, palma de playa.
Arenga engleri Palmera de Formosa.
Borassus flabellifer Boraso, Palma de Palmira.
Caryota mitis Palma cola de pescado.
Ca. rumphiana Palma cola de pescado australiana, Palma de Alberto.
Chelyocarpus chuco Palma hoja redonda.
C. nucifera Cocotero.
Copernicia alba Caranday, Ananachicari.
Corypha taliera Palma tali, Palma buri.
Crysophila warscewiczii Palma de escoba.
Cyphophoenix nucele Palma de Lifou.
Dictyosperma album Palmera princesa, palmera huracéan.
Dypsis cabadae Palma cabada.
Dy. decaryi Palma triangular.
Gaussia attenuata Palma de lluvia, Palma de sierra, Palma flaca.
Howea belmoreana Palmera centinela, Palmera rizada.
H. forsteriana Kentia, Palma del Paraiso.
Hyophorbe verschaffeltii Palma botella, Palma ahusada.
Latania lontaroides Latania roja, Mambetari.
Livistona chinensis Palmera de abanico china.
Li. rotundifolia Palmera de Australia, palmera australiana.
Nannorrhops ritchiana Palmera mazari.
Ph. canariensis Palma de las Canarias, palma canaria.
Ph. dactylifera Datilero, Tamara, Palma datilera.
Ph. reclinata Palma reclinada, Palma del Senegal, Datilera enana.
Ph. rupicola Palma de las rocas, Datilera de las rocas.
Ph. sylvestris Datilera plateada, Datilera Silvestre, Fénix de la India.
P. maideniana Palma de abanico de Kona.
P. pacifica Palma de Fiyi, Palma de abanico de Fiyi.
P. remota Palma de abanico de Nihoa.
P. thurstonii Palma de Thurston, Palma de abanico de Lau.
Ravenea hildebrandtii Palma majestuosa enana.
Syagrus schizophylla Coquitos de Brasil.
T. fortunei Palmera excelsa, Palma de Fortune, Palmito elevado.
Veitchia arecina Palma de Montgomery.

En el caso del continente americano, el ALC se ha dispersado, desde que fue
detectado por primera vez en Islas Caiman y Jamaica (McCoy et al., 1983), a lo largo de

la region tropical y subtropical, afectando a los paises e islas mostrados en la figura 4,
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donde también puede apreciarse, en conjunto, el avance de los distintos fitoplasmas del
grupo del ALC por Centroamérica, actualmente detenido en Honduras (Roca et al., 2006)
y los paises del mar Caribe, con los ultimos reportes en la isla de Antigua y en San
Cristobal y Nieves (Myrie et al., 2014; Myrie et al.,, 2012; Myrie et al., 2006). Cabe
mencionar la creciente amenaza al cultivo de cocotero en Sudamérica debido a la
inminente llegada del ALC y sindromes relacionados; especialmente en Brasil, que es el
mayor productor de cocotero del continente y cuarto a nivel mundial (véase Cuadro 1).

México: subgrupos 16SrIV-A, sy EUA: subgrupos 16SrIV-A, D y Puerto Rico: subgrupo
By D (Vazquez-Euan et al., F (Harrison et al., 2008; 2002a). 16SrIV-D (Rodrigues
2011; Harrison et al., 2002b). ’\ etal., 2010).
- Q@ l_ Bahamas, Cuba y Haiti:
Belice: subgrupo o AN subgrupo 16SrIV-A.
16SrIV-A. N 2 N
3 San Cristobal
O. . e . o y Nieves:
) subgrupo
16SrIV-A
A -9 ;. X (Myrie et al.,
s k_,_{/ 2 2012).
- )
L}
Republica Dominicana:
subgrupos 16SrIV-Ay E
R &F Jamaica: (Martinez et al., 2008).
’ subgrupos
<> :
subgrupo . 16SrIV-A y E N o
16SrIV-A S
) v (Brozvgg ;t al., ’// Antigua y
Honduras: \\ : Bat:buda:
subgrupos v slu glr\L;p;\)
16SrIV-A y ™\ (&S:ie 2
B (Roca et Islas Caiman: L_/\_\ 5'/ al yZOl4)
al., 2006). subgrupo 16SrIV-A. \ : s

Figura 4. Area general de influencia del ALC y sindromes relacionados en el continente asi como
paises e islas en los que se han detectado fitoplasmas del grupo 16SrlV. Sélo se incluyen algunas
de las referencias mas recientes. Modificado de CABI (2014).

En México, se han detectado distintas poblaciones de fitoplasmas del grupo del
ALC en C. nucifera: en la region del Caribe mexicano se identificd el subgrupo 16SrlV-A,
exclusivamente, mientras que en las costas del golfo de México se detectaron los
subgrupos 16SrlV-A y B; en cambio, en las costas del océano Pacifico se detectd el
subgrupo 16SrlV-D (Harrison et al., 2002c). No obstante, cabe mencionar que el subgrupo
16SrIV-B soélo se ha detectado en algunos cocoteros enfermos del estado de Tabasco,
siendo en comparacion mucho méas abundantes los subgrupos 16SrlV-A 'y D en el

territorio nacional (Vazquez-Euén et al., 2011).
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En la peninsula de Yucatan, el ALC asociado con el fitoplasma del subgrupo
16SrIV-A ha estado presente por mas de 35 afios (Oropeza y Zizumbo, 1997) y ha
matado a la mayoria de los cocoteros de plantaciones del ecotipo Alto del Atlantico, al
igual que afectado a otras palmas propias de la region como T. radiata y C. readii (Nic-
Matos, 2007; Narvaez et al., 2006). En cambio, las enfermedades asociadas con
fitoplasmas del subgrupo 16SrlV-D, también presentes en la peninsula, han sido
detectadas en poblaciones nativas de la especie Sabal mexicana y en la planta endémica

Pseudophoenix sargentii (Vazquez-Euan et al., 2011), no asi en C. nucifera.

Ambos fitoplasmas son transmitidos por el insecto del orden Hemiptera Haplaxius
crudus Van Duzee (Sanchez-Borges, 2014; Vazquez-Euan, 2010), conocido comunmente
como “chicharrita palida” (Fig. 5). No obstante, la posibilidad de que otras especies de
insectos también puedan transmitirlos no se descarta del todo; por ejemplo, especies del
género Cedusa (Derbidae) en Jamaica (Brown et al., 2006) y las especies Ormenaria

rufifascia (Flatidae) y Omolicna joi (Derbidae) en Florida, en las que se han detectado

fitoplasmas del subgrupo 16SrlV-D en repetidas ocasiones (Powell et al., 2015).

Figura 5. Individuo adulto de la especie H. crudus. Fotografia de Jean-Luc Dzido.
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H. crudus es un insecto miembro de la familia Cixiidae ampliamente distribuido en
las regiones tropicales y subtropicales del continente americano. Especificamente, el
nicho de la especie abarca desde las regiones subtropicales del este de Estados Unidos
(el sur de Florida y Texas), pasando por México y Centroamérica, hasta el norte de
Sudamérica, ademas de estar presente en Cuba, Islas Caiman, Jamaica e Isla Trinidad
(Howard, 1983; Kramer, 1979). Su enorme importancia ecoldgica y econémica recae en el
papel que juega en la transmision del ALC.

Este insecto fue descrito por primera vez en 1907 como Myndus crudus por Van
Duzee a partir de adultos colectados en Hope Bay y en Troja, Jamaica (Van Duzee,
1907). Asimismo, otros investigadores describieron la especie de manera independiente a
partir de especimenes colectados en otras regiones; Fennah la llamé Paramyndus cocois
tras sus colectas en Isla Trinidad (Fennah, 1945) y Caldwell hizo lo propio usando H.
pallidus para individuos colectados en Miami, en 1934 (Caldwell, 1946); sin embargo, en
este Ultimo estudio, las especies del género Myndus (Stal) del continente americano
fueron reclasificadas dentro del género Haplaxius (Fowler), por lo que el nombre
sistematicamente correcto para la especie, tomando en cuenta los lineamientos del
Cddigo Internacional de Nomenclatura Zooldgica, es Haplaxius crudus Van Duzee. Su

informacién taxondémica detallada se muestra en el cuadro 5.

Cuadro 5. Clasificacion taxondmica completa de la especie H. crudus.

Reino: Animalia
Filo: Arthropoda
Superclase: Hexapoda
Clase: Insecta
Orden: Hemiptera
Suborden: Auchenorrhyncha
Familia: Cixiidae
Género: Haplaxius
Especie: | Haplaxius crudus Van Duzee, 1907

Las caracteristicas fisicas de la especie son las siguientes (Fig. 6): los adultos
miden entre 4.2 y 5.2 mm de largo, aproximadamente; las hembras tienden a ser un poco
mas largas que los machos. Su color es café ligero, las hembras tienden a ser un poco

mas oscuras y de apariencia mas robusta que los machos; éstos tienen el abdomen un
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poco mas verde. Las alas de los individuos de ambos sexos son translicidas con venas
café ligero (Kramer, 1979).

Figura 6. Insectos adultos de H. crudus de ambos sexos: hembra (izquierda) y macho (derecha),
vistos a través de un microscopio estereoscopico. Nétese el mayor tamafio de las hembras y la
diferencia fisica de ambos genitales. Fotografia del autor.

El ciclo de vida de H. crudus transcurre de la siguiente manera: los huevecillos son
depositados ya sea individualmente o en hileras de cinco en las vainas de las hojas
inferiores de algunas hierbas de la familia Poaceae. Después de la eclosion, las ninfas
(Fig. 7) migran al suelo y se alimentan de las raices de sus plantas hospederas, pasando
por un total de 5 instares ninfales (Zenner de Polania y Lépez, 1977). El tiempo promedio
transcurrido entre la eclosion y la uUltima muda de las ninfas ha sido reportado como 61.3
dias a 24 °C y 41.5 dias a 30 °C (Tsai y Kirsch, 1978). Los adultos permanecen unas
cuantas horas en las hierbas tras la Gltima muda, acto seguido vuelan a las palmas mas
cercanas para completar su ciclo de vida. La copula se lleva a cabo en las palmas y luego
las hembras vuelan nuevamente a los pastos para ovipositar (Zenner de Polania y Lépez,
1977).
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Figura 7. Los cinco instares ninfales de H. crudus. En el Ultimo puede observarse un notable
aumento en tamafio corporal asi como en el didmetro de la mancha ocular. Tamafio promedio de
los instares: I.- 0.99 mm; Il.- 1.63 mm; lll.- 2. 22 mm; IV.- 3.08 mm; V.- 3.41 mm. Modificado de
Zenner de Polania y Lopez (1977).

Los adultos llegan a vivir hasta 50 dias sobre las palmas (Tsai y Kirsch, 1978). La
proporcion de sexos se ha reportado como 19:14 (Tsai y Kirsch, 1978) y 1.79:13
(Reinert, 1980); no obstante, también se ha reportado que las hembras son mas longevas
que los machos (Zenner de Polania y Lépez, 1977), por lo que esto podria contribuir a la

distorsion en dicha proporcion.

1.2.4 Amarillamiento Letal del Cocotero: sintomas, ciclo de infeccién y manejo de la

enfermedad

El fitoplasma del ALC es un parasito obligado que se localiza en el floema de sus
plantas hospederas. Como H. crudus perfora y succiona los tejidos del sistema vascular
de la planta de la cual se alimenta, el insecto adquiere el fitoplasma y lo mueve de palma
en palma a medida que avanza en su ciclo de alimentacion (Harrison y Elliott, 2008). En la
figura 8 puede apreciarse, de manera general, el ciclo de infeccion de un fitoplasma en su
palma hospedera y su insecto vector. Cabe mencionar que las distintas etapas
presentadas en la figura son de naturaleza especulativa para el caso del ALC, ya que
hasta la fecha no han podido realizarse estudios en H. crudus que demuestren su validez

ni su duracion aproximada.

22



Capitulo |

A) =

Vh

B)
e :
. l |

Figura 8. Representacion esquematica del ciclo de infeccion de un fitoplasma en general,
pudiendo tratarse de un fendmeno similar para el caso del fitoplasma causante del ALC: A)
Adquisicién del fitoplasma.- Partiendo de una planta enferma (C. nucifera en la figura),
un individuo vector se posa sobre la hoja, la perfora e introduce su aparato bucal hasta
llegar a los tubos cribosos para succionar su alimento, no obstante, fitoplasmas que se
encuentran presentes dentro de las células del floema (representados como puntos rojos
en la figura) son también absorbidos por el insecto, abriéndose la posibilidad de que
algunos puedan llegar con vida a su estbmago. B) Periodo de latencia.- En esta etapa los
fitoplasmas pasan del estomago a la hemolinfa del insecto, se multiplican e invaden
practicamente todos los tejidos de su hospedero, hasta que finalmente colonizan las
glandulas salivales. C) Etapa infectiva o inoculativa.- El insecto adquiere la capacidad de
“liberar” los fitoplasmas al alimentarse del floema de las plantas que forman parte de su
dieta, llegando, en algunos casos, a transmitir el patégeno a plantas sanas, reiniciando
nuevamente el ciclo. Modificado de un disefio realizado por Sharon Velazquez.
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Los cocoteros infectados por el fitoplasma del ALC presentan sintomas primarios
como: caida de la mayoria de los frutos, necrosamiento de las inflorescencias y muerte de
las flores masculinas. Los sintomas secundarios son los que dan el nombre a la
enfermedad, ya que las hojas més viejas de la planta empiezan a amarillarse, seguidas de
las hojas medias hasta el eventual amarillamiento de las hojas mas jévenes de la parte
superior de la copa. Las hojas pasan después a tener un color café, se secan y mueren,
aunque permanecen colgando por algunos dias hasta que finalmente caen, quedando
unicamente el tronco “desnudo” de la palma (Harrison y Oropeza, 2008; McCoy, 1982).
Esta serie de sintomas se presenta en la figura 9. Adicionalmente, se ha detectado la
presencia de fitoplasmas del ALC en embriones de cocotero obtenidos a partir de palmas
enfermas (Cordova et al., 2003), lo que sugiere la posibilidad de que, al menos en algunos

casos, esta enfermedad pueda transmitirse por via de semilla.
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Figura 9. Sintomatologia seriada del ALC en cocoteros enfermos: A.- Caida prematura de frutos;
B.- Necrosis de inflorescencias; C.- Muerte de flores y ausencia de nuevos frutos; D.-
Amarillamiento de las hojas viejas; E.- Amarillamiento de las hojas nuevas; F.- Secamiento y
pudricién de las hojas afectadas; G.- Troncos “desnudos” de palmas muertas por el ALC. Disefiado
por Carlos Oropeza Salin.

Para mitigar los efectos nocivos a causa del ALC en plantaciones de cocotero se
debe destruir e incinerar las palmas enfermas, eliminar posibles hospederos silvestres,
evitar trasladar material vegetal de una regién contaminada a otra, sustituir la plantacién
original susceptible por una con mayor grado de resistencia, etcétera (Harrison y Elliot,
2008). También existe un plan de contingencia sélido que puede usarse como guia ante la
aparicion de un nuevo brote de ALC para el manejo de dicha enfermedad (Oropeza et al.,
2010). Asimismo, otro de los tratamientos aplicados para aminorar su impacto consiste en
reducir las poblaciones de H. crudus por medio del uso de insecticidas (Arellano y
Oropeza, 1995; Howard et al., 1983). Aunque en la actualidad no existen tratamientos

terapéuticos que puedan curar por completo la enfermedad, las plantas afectadas pueden
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mantenerse vivas por largos periodos de tiempo si son inyectadas directamente en el

tronco cada tres o cuatro meses con oxitetraciclina (McCoy, 1982).
1.2.5 Historia del ALC en América: Incidencia en México y Yucatan

Actualmente se considera que el ALC fue descubierto en las Islas Caiman en 1834
(McCoy et al., 1983), para después aparecer, luego de 50 afios, en la costa occidental de
Jamaica, donde fue propiamente descrito como una nueva enfermedad del cocotero
(Fawcett, 1891). El ALC luego se propag6 a otras islas en la region del Caribe incluyendo
Haiti, Bahamas, Republica Dominicana y Cuba (McCoy et al., 1983; Carter, 1964; Bruner
y Boucle, 1943). En los Estados Unidos aparecié en 1955, detectdndose por primera vez
en Key West, Florida (Corbett, 1959).

En México, el ALC se observo inicialmente en las costas caribefias de Quintana
Roo, en 1977 (McCoy et al., 1982), y en la costa norte de Yucatan, en 1985 (Cardefia et
al., 1991). Durante este periodo, la enfermedad continué propagandose a lo largo del
golfo de México, invadiendo las costas de Campeche y Tabasco (Oropeza y Zizumbo,
1997). ElI ALC también ha sido detectado en los estados de Veracruz, Oaxaca y Guerrero,
no obstante, como ya se mencioné anteriormente, se sabe que los fitoplasmas que
afectan a los cocoteros de la region del Pacifico son genéticamente distintos a los
presentes en las regiones del golfo de México y el mar Caribe (Harrison et al., 2002c).
Igualmente, las poblaciones de cocotero que existen naturalmente en el pais son
fenotipicamente distintas unas de otras, asi como también lo son sus grados de
susceptibilidad ante el ALC (Zizumbo et al., 1999). En el territorio nacional pueden
distinguirse cinco grupos fenotipicamente distintos o ecotipos de C. nucifera (Zizumbo,
1997). En el golfo de México, estados de Quintana Roo, Yucatdn, Campeche, Tabasco y
Veracruz, el ecotipo predominante es el Alto del Atlantico, mientras que en la region del
Pacifico pueden distinguirse tres clases distintas de Altos del Pacifico; adicionalmente, el
ecotipo Enano Malayo, de reciente introduccion, puede observarse en ambas costas,

principalmente en los estados de Guerrero, Colima, Tabasco y Yucatan (Zizumbo, 1997).

La dispersién del ALC en el territorio mexicano trajo como consecuencia la
devastacion de las zonas productoras de coco y la transformacion drastica del paisaje

costero (véase la figura 9-G), debido a la alta susceptibilidad de los ecotipos
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predominantes en las zonas afectadas (Oropeza y Zizumbo, 1997). En la peninsula de
Yucatan, esto significé la inicial destruccién de la mayoria de las palmas locales del
ecotipo Alto del Atlantico, conocido por su alto grado de susceptibilidad ante el ALC
(Zizumbo et al., 1999). Este periodo de alta incidencia de la enfermedad en la region fue
sucedido por el eventual reemplazo del material susceptible, en algunas de las &reas
afectadas, con individuos del ecotipo Enano Malayo, con un mayor grado de resistencia
ante la enfermedad, permaneciendo también poblaciones de Alto del Atlantico a lo largo
del estado, asi como cultivares hibridos (Zizumbo et al., 1999). Sin embargo, reportes
recientes de grandes pérdidas de material resistente (del ecotipo Enano Malayo y del
cultivar hibrido “MayPan” (Enano Malayo x Alto de Panama)) en algunos sitios en Jamaica
y Florida (Lebrun et al., 2008; Broschat et al.,, 2002) han puesto en duda si dicha
resistencia se mantiene a largo plazo, aunque la evidencia mas reciente apunta a la
contaminacién genética sufrida por estas variedades como una de las causas detonantes

de esta supuesta pérdida de resistencia (Baudouin et al., 2008).

Asimismo, en Yucatan se han registrado una serie de brotes de ALC y sindromes
relacionados en especies de palmas distintas a C. nucifera, mismos que se mencionan a
continuacion: a) en T. radiata y C. readii, tanto en la ciudad de Mérida como en la
localidad de Chicxulub Puerto (Nic-Matos, 2007; Narvaez et al., 2006); b) en S. mexicana
y P. sargentii, en Mérida, Chicxulub Puerto y ciudad de Ticul (Vazquez-Euan et al., 2011);
c) en A. merrillii, en varios puntos de Mérida (Mota-Narvaez, 2015) y d) en Roystonea
regia y Acrocomia aculeata, muestreadas en distintos sitios del estado (Narvaez et al.,
2015).

Finalmente, la presencia de insectos infectados con fitoplasmas del grupo del ALC
en poblaciones silvestres de H. crudus también ha sido reportada para el estado
(Vazquez-Euan, 2010), sin embargo, resultados preliminares obtenidos en la presente
investigacion (véase Capitulo 1) mostraron una aparente reduccion en la proporcion de
individuos infectados en las mismas areas en comparacion con fechas anteriores,
fendmeno que sugiere a la vez un cambio en los porcentajes de incidencia del ALC y
sindromes relacionados en las palmas de sus respectivos ambientes. Igualmente, aun se

desconoce el estado actual de la proporcion de insectos infectados con estos fitoplasmas
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en las poblaciones de H. crudus de la mayoria de las zonas impactadas por el ALC en el

estado asi como su evolucion con el paso del tiempo.

Debido a lo anterior, es importante conocer el estado actual de la incidencia del
ALC y sindromes relacionados en la entidad de Yucatéan, tanto en C. nucifera como en
otras palmas importantes de la zona como T. radiata, C. readii, S. mexicana, P. sargentii,
A. merrillii y P. pacifica, asi como en las poblaciones silvestres de H. crudus de las zonas
afectadas por estas enfermedades, con el fin de poder estimar su persistencia en la
region y con ello valorar el grado de riesgo que los distintos fitoplasmas del grupo del ALC

representan para el cultivo de cocotero a nivel local.
1.3 JUSTIFICACION

El cocotero es un cultivo de importancia econdémica, agronémica y ornamental, ya
gque es una de las plantas mas representativas de las costas de México y de todas las
zonas tropicales y subtropicales del mundo. La planta es apreciada por su versatilidad, ya
gue puede emplearse para el aprovechamiento de madera, copra, fibra, agua y pulpa,
entre otros. Al igual que muchos otros cultivos de interés econdémico, el cocotero presenta
problemas fitosanitarios que disminuyen su produccién y rendimiento, entre los que
destacan el ALC y sus sindromes relacionados, causados por fitoplasmas del grupo
16SrlV, mismos que representan una amenaza severa para el cultivo de cocotero a nivel
mundial; en Florida (EUA) y en Yucatan (México), se ha obtenido evidencia que indica que
estos fitoplasmas son transmitidas por el hemiptero H. crudus, sin que hasta la fecha se

hayan confirmado vectores alternos.

El ALC ha estado presente en la peninsula de Yucatan desde 1977 y hasta la
fecha contintla afectando a los cocoteros y a muchas otras palmas locales, sin embargo,
durante este periodo su incidencia ha variado, desde los altos niveles de mortandad
registrados a finales de la década de los setenta y a lo largo de los ochenta hasta los
bajos niveles observados en la década pasada durante la realizacion de un programa de
monitoreo. Asimismo, el ALC ha presentado variacion a nivel de especies de palmas
afectadas, al igual que en el numero de individuos infectados con el patdégeno en las
poblaciones naturales del vector. Debido a lo anterior y con el propésito de realizar un

estudio sobre el estado actual de la incidencia del ALC y sindromes relacionados en
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México, en el presente trabajo se llevd a cabo una evaluacion limitada solamente al
estado de Yucatan, en la cual se investigo la presencia de fitoplasmas del grupo del ALC
en palmas de cocotero y otras especies asi como en poblaciones naturales del insecto H.
crudus. Igualmente se realiz6 un bioensayo utilizando a la especie P. pacifica como
indicadora de la presencia de insectos infectados con fitoplasmas del grupo del ALC en un
sitio en el que se observaron altos niveles de incidencia de ALC y sindromes relacionados

en esta especie en fechas anteriores.

29



Capitulo |

1.4 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la incidencia del Amatrillamiento Letal del Cocotero en el estado de Yucatan.

1.4.1 Objetivos particulares

Determinar el porcentaje de H. crudus infectados con fitoplasmas del grupo del
ALC en poblaciones silvestres.

Determinar si ocurre infeccién por fitoplasmas del grupo del ALC en individuos
sanos de la especie susceptible al ALC P. pacifica a partir de su exposicion a la

poblacion silvestre de insectos presente en el ambiente de los jardines del CICY.

Determinar el estado actual de la incidencia del ALC y sindromes relacionados en

palmas de diferentes especies presentes en Yucatan.
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CAPITULO Il

EVALUACION DE LA PRESENCIA DE FITOPLASMAS DEL GRUPO DEL
AMARILLAMIENTO LETAL DEL COCOTERO EN POBLACIONES SILVESTRES
DEL INSECTO Haplaxius crudus Van Duzee

2.1 INTRODUCCION
2.1.1 Fitoplasmas y sus vectores

Los fitoplasmas son procariontes parasitos endocelulares obligados que colonizan
principalmente dos tipos de ambientes: los elementos cribosos del floema de plantas
hospederas y el estbmago, la hemolinfa y las glandulas salivales, entre otros érganos, de
sus insectos vectores (Firrao et al., 2004). Hasta la fecha, la gran mayoria de las especies

de fitoplasmas conocidas son imposibles de cultivar in vitro (Contaldo et al., 2012).

En el caso de los insectos, solamente aquellos que se alimentan del floema de las
plantas pueden, potencialmente, adquirir y transmitir a estos patdgenos (Firrao et al.,
2004). En la actualidad, todos los vectores de fitoplasmas reportados pertenecen a cinco
familias de insectos: Cicadellidae, Cixiidae, Psyllidae, Delphacidae y Derbidae (Weintraub
y Beanland, 2006).

Dependiendo de la especie de fitoplasma, ésta puede tener alta o baja
especificidad hacia sus insectos vectores, por lo que algunos fitoplasmas pueden ser
transmitidos por varios insectos mientras que otros s6lo pueden ser transmitidos por
pocas o por una sola especie (Suzuki et al., 2006; Lee et al., 1998; Fletcher et al., 1998).
Cuando los fitoplasmas son adquiridos por algin vector al alimentarse de una planta
infectada (periodo de adquisicidn), pasan por un extenso proceso de etapas secuenciales
dentro del insecto (periodo de latencia) antes de que puedan ser transmitidos a otras
plantas (periodo de inoculacién o etapa infectiva) y asi completar su ciclo de vida (Firrao
et al.,, 2007). Después de la adquisicion, los fitoplasmas colonizan el estomago y el
hemocele de sus hospederos, para posteriormente llegar a la hemolinfa. Como paso final,

penetran en las glandulas salivales del vector, siendo este el paso necesario para una
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transmision insecto-planta (Lefol et al., 1994; Boudon-Padieu et al., 1989; Lherminier et
al., 1989).

Los efectos que ejercen las infecciones de fitoplasmas en sus insectos vectores
son, en términos generales, desconocidos, ya que estas asociaciones no han sido
estudiadas a fondo en muchas de las especies involucradas, no obstante, existen
ejemplos en los que se ha documentado disminucion en la capacidad reproductiva de
algunos insectos, mientras que también hay ejemplos donde se ha demostrado que la
infeccidn representa una asociacion benéfica, incrementandose la fertilidad y longevidad

de la especie implicada (Christensen et al., 2005; Beanland et al., 2000).
2.1.2 Haplaxius crudus: caracteristicas generales

Haplaxius crudus Van Duzee (véase Fig. 5, Capitulo 1), conocido cominmente
como “chicharrita palida”, es un insecto miembro de la familia Cixiidae que se alimenta del
follaje de muchas especies de palmeras, incluyendo al cocotero (Cocos nucifera L.), y que
a su vez es considerado como el principal vector del Amarillamiento Letal del Cocotero
(ALC), la enfermedad mas severa que afecta a C. nucifera a nivel mundial (Howard,
1987). Este insecto fue descrito por primera vez como Myndus crudus en 1907, a partir de
ejemplares colectados en Jamaica (Van Duzee, 1907), sin embargo, otra descripcion
realizada con ejemplares de Florida en 1946 (Caldwell, 1946), donde las especies del
género Myndus (Stal) del continente americano fueron reclasificadas dentro del género
Haplaxius (Fowler), es considerada actualmente como la primera que proporciond un

nombre sistematicamente valido para la especie (Ceotto et al., 2008).

Este insecto es endémico del continente americano y se encuentra ampliamente
distribuido en las zonas tropicales y subtropicales (Kramer, 1979). Especificamente, su
presencia ha sido confirmada en Estados Unidos, Cuba, Islas Caiméan, Jamaica, Trinidad,
Venezuela, Colombia, México, Belice, Panama, Costa Rica, El Salvador, Honduras,

Nicaragua y Guatemala (Howard, 1983).

El ciclo de vida de la especie puede resumirse de la siguiente manera: individuos
adultos depositan los huevos individualmente o en hileras de cinco en las vainas de las

hojas inferiores de algunas hierbas. Después de eclosionar, las ninfas, que son similares
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a los adultos pero sin presencia de alas funcionales, pasan al suelo para alimentarse de
las raices de sus plantas hospederas, atravesando por cinco estadios ninfales (véase Fig.
7, Capitulo 1) sucesivos (Zenner de Polania y Lopez, 1977). El tiempo promedio
transcurrido entre la eclosion y la ultima muda de las ninfas se reporta como 61.3 dias a
24 °C y 41.5 dias a 30 °C (Tsai y Kirsch, 1978). Después de la transformacion, los adultos
alados vuelan al follaje de las palmas mas cercanas para alimentarse y reproducirse. Este
insecto se alimenta insertando los estiletes de su aparato bucal picador-chupador en el
tejido foliar para después succionar la savia encontrada en el floema. Después de la
copula (Fig. 10), las hembras vuelan de regreso a las hierbas para ovipositar y completar

asi su ciclo de vida (Zenner de Polania y Lopez, 1977).

Figura 10. Individuos macho (izquierda) y hembra (derecha) de H. crudus copulando sobre una
hoja de palma de la especie Pritchardia pacifica. Fotografia de Eder Ramos.

El tiempo de vida de los adultos sobre las palmas puede llegar hasta los 50 dias
(Tsai y Kirsch, 1978). La proporcion de sexos en la especie no ha sido del todo
esclarecida: se ha reportado como 12:13 (Tsai y Kirsch, 1978) y 1.72:13 (Reinert, 1980),
sin embargo, las hembras son mas longevas que los machos (Zenner de Polania y Lopez,
1977), por lo que esto puede contribuir a una posible desproporcion de sexos.
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2.1.3 H. crudus como vector del ALC

Como ya se menciond anteriormente, H. crudus es una especie fitéfaga
especialista en plantas de la familia Arecaceae, incluida la especie C. nucifera (Howard,
1987). Para que la alimentacion del insecto pueda llevarse a cabo, los estiletes de su
aparato chupador-picador son lo suficientemente largos como para alcanzar los vasos
floeméticos de las plantas incluidas en su dieta, de donde extraen la savia que consumen
para nutrirse (Waters, 1976). Sin embargo, durante este proceso suele haber intercambio
de fluidos hacia ambos lados, savia de parte de la planta y saliva de parte del insecto,
situacion que constituye un ambiente ideal para la transmisién natural de los fitoplasmas

causantes del ALC y sindromes relacionados (véase Cuadro 3, Capitulo I).

La evidencia que implica a H. crudus como vector del ALC en el continente
americano esta basada en una serie de estudios llevados a cabo en las areas afectadas
por dicha enfermedad que incluyen: a) estudios comparativos donde H. crudus resultoé la
Unica especie en comun con poblaciones de C. nucifera afectadas con ALC (Howard,
1980a; Howard y Mead, 1980); b) un estudio de densidad poblacional donde se encontro
un mayor nimero de insectos de esta especie (hasta 40 veces mayor) en zonas afectadas
por la enfermedad, comparado con el encontrado en zonas sin influencia de ALC
(Howard, 1980b); c) la disminucion de la tasa de dispersion aparente de la enfermedad
tras el uso de insecticidas y el consecuente decremento de la densidad poblacional del
vector en zonas afectadas (Howard y McCoy, 1980); d) experimentos de transmision in
vivo realizados en Florida (Howard et al., 1984; Howard et al., 1983; Howard y Thomas,
1980) y México (Sanchez-Borges, 2014) y e) la deteccién directa por PCR de DNA de
fitoplasmas del grupo del ALC en el insecto (Vazquez-Euan, 2010; Harrison y Oropeza,
1997).

Los estudios de deteccion directa de fitoplasmas en H. crudus mediante PCR son
importantes para comprender a fondo el mecanismo de dispersion del ALC y sus
sindromes relacionados, ya que hasta la fecha no se cuenta con informacion respecto al
lapso de tiempo necesario para que el vector pueda transmitir los fitoplasmas del grupo
del ALC a otras palmas a partir de su adquisicion inicial (véase Fig. 8, Capitulo I); también
se desconoce cudles son los érganos del insecto que son colonizados tras la infeccién y si

éstos retienen de por vida la capacidad de inocular dichos patégenos al alimentarse.
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Otros aspectos poco explorados sobre la epidemiologia de este grupo de enfermedades
son la eficiencia de adquisicion del patégeno por parte de H. crudus al alimentarse de
savia infectada y la eficiencia de transmisién del mismo al alimentarse de una palma sana,
con respecto a las distintas especies de palmeras afectadas, no obstante, un paso
importante para llegar a elucidar el comportamiento de estos fendbmenos es conocer la
cantidad de insectos infectados con fitoplasmas del grupo del ALC (porcentaje de
infeccion) en muestras de poblaciones silvestres que se encuentren en sitios afectados

por dichas enfermedades (Bosco y Tedeschi, 2013).
2.1.4 Porcentaje de infeccion por fitoplasmas del grupo del ALC en H. crudus

El porcentaje de infeccion por fitoplasmas del grupo del ALC en insectos H. crudus
de un sitio particular es un indicador que puede usarse, en conjunto con otros factores,
para estimar el grado de riesgo que estas enfermedades representan para las palmas de
dicha zona. Este porcentaje no se ha determinado con frecuencia en estudios previos, sin
embargo, fue reportado como de 7.94% para insectos colectados en Florida (Harrison y
Oropeza, 1997) mientras que con poblaciones naturales de distintos sitios del estado de
Yucatan se obtuvo un 1.27% (Vazquez-Euan, 2010). Adicionalmente, los porcentajes
obtenidos durante el periodo de 2006-2009 para insectos colectados en dos sitios
distintos del estado: los jardines del Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan (CICY),
en la ciudad de Mérida y la localidad de Chicxulub Puerto, se muestran en el cuadro 6
(Narvaez et al., datos no publicados).

Cuadro 6. Porcentajes de infeccion por fitoplasmas del grupo del ALC en poblaciones silvestres del
insecto H. crudus de dos sitios distintos del estado: jardines del CICY y localidad de Chicxulub
Puerto. Los individuos fueron analizados por medio de PCR anidada.

Jardines del CICY Chicxulub Puerto
o Porcentaje Porcentaje
Ano Capturados No_._de de J Capturados No_._de de J
positivos " positivos "
positivos positivos
2006 179 34 18.99% - - -
2007 299 8 2.67% 620 6 0.96%
2008 310 0 0.00% 542 9 1.66%
2009 - - - 747 8 1.07%
Total 788 42 5.32% 1909 23 1.20%
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Como puede observarse en el cuadro, aun cuando se trata de un mismo sitio, el
porcentaje de infeccion puede variar significativamente de una temporada a otra, hecho
que podria asociarse con cambios en la incidencia del ALC y sindromes relacionados en
las palmas de dicho sitio. No obstante, en el caso de los jardines del CICY, a pesar de
que la poblacion de H. crudus de dicho sitio registré un porcentaje de infeccion de 0.00%
para el afio 2008, existe evidencia que indica de manera directa e indirecta la presencia
de individuos infectados con fitoplasmas del grupo del ALC en fechas posteriores: a) los
ensayos de transmision realizados con insectos H. crudus colectados en los jardines del
CICY, en los cuales se logro transmitir de manera exitosa fitoplasmas del grupo del ALC a
palmas de la especie Pritchardia pacifica (Sanchez-Borges, 2014) y plantulas de C.
nucifera propagadas in vitro (datos no publicados); b) la mortandad observada en los
jardines del CICY de ejemplares de P. pacifica (véase apartado 3.1.3, Capitulo 1ll) y la
presencia de palmas enfermas de otras especies en dicho sitio (Vazquez-Euan et al.,
2011).

En vista de esta evidencia aparentemente contradictoria, en este capitulo se
realizaron una serie de colectas de insectos H. crudus seguidas de andlisis de deteccion
de fitoplasmas del grupo del ALC por medio de PCR en tiempo real empleando una sonda
TagMan, con el fin de obtener el actual porcentaje de infeccion en poblaciones silvestres
de dicho insecto provenientes de dos sitios en el estado de Yucatéan: jardines del CICY y
localidad de Chicxulub Puerto, en los cuales previamente se han reportado individuos
positivos. Los resultados obtenidos se emplearan, junto con los presentados en los
capitulos posteriores del presente trabajo, para determinar el estado actual de la

incidencia del ALC y sindromes relacionados en la entidad de Yucatan.
2.2 MATERIALES Y METODOS
2.2.1 Sitios de colecta para la captura de insectos H. crudus

Los insectos colectados en el presente trabajo fueron capturados en dos sitios
ecolégicamente distintos donde la presencia tanto de la especie como de palmeras
infectadas con fitoplasmas del grupo del ALC ha sido previamente documentada
(Vazquez-Euan, 2010; Nic-Matos, 2007; Narvaez et al., 2006): los jardines del CICY, en la

ciudad de Mérida, Yucatan (Fig. 11), y un segundo sitio ubicado en la localidad de
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Chicxulub Puerto, municipio de Progreso, Yucatan (21° 17" 38" N, 89° 36' 30" O) (Fig. 12).
En ambos sitios, los individuos de H. crudus fueron tomados directamente de hojas de

palmeras propias de la zona; algunas de ellas, en la localidad de Chicxulub Puerto, con
sintomas sugestivos de ALC.
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Figura 11. Sitio de colecta jardines del CICY, para la captura de insectos H. crudus. Fotografia del
autor.
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Figura 12. Sitio de colecta localidad de Chicxulub Puerto, para la captura de insectos H. crudus. La
presencia de palmas de la especie Thrinax radiata con sintomas sugestivos de ALC fue detectada
en este sitio. Fotografia del autor.

2.2.2 Método para la captura de insectos H. crudus

La colecta de los insectos se llevé a cabo utilizando un disefio propio desarrollado
en el Laboratorio de Cocotero del CICY, el cual consiste en un tubo falcon de 15 mL con
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una apertura en la parte de abajo, adaptado de manera especial encima de otro tubo de
50 mL. El uso de este sistema ayuda a capturar insectos minimizando el estrés y los
dafios mecanicos que pudieran ocurrir cuando se les esta manejando. El proceso de
captura fue realizado de la siguiente manera: primero se coloca la apertura de arriba del
tubo menor encima del insecto deseado, cubriéndolo completamente; después, se espera
a que el insecto salte y vaya hasta el fondo del tubo grande, lo cual reduce las
posibilidades del insecto de escapar cuando el tubo menor tenga que destaparse
nuevamente para atrapar a otro individuo. La figura 13 muestra el proceso y el disefio
especial de captura utilizado en este trabajo. Posterior a la captura, los insectos fueron
sometidos al protocolo de extraccion de &cidos nucleicos descrito en el apartado

siguiente; en caso de una extraccion no inmediata, se conservaron en etanol al 70%.

Figura 13. Disefio de colecta y método de captura de insectos H. crudus en las plantas donde se
alimentan. Una vez capturados, los insectos pasan al mayor de los tubos falcon (50 mL),
reduciendo con esto las posibilidades de escape al destaparse el tubo menor (15 mL) en caso de
capturar mas individuos. Modificado de Osorno (2013).
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2.2.3 Extraccion de acidos nucleicos de insectos H. crudus

Se extrajo el DNA total de los insectos capturados utilizando el método de

extraccion con bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) previamente reportado por Harrison

et al. (1996), con algunas modificaciones. El procedimiento realizado para cada insecto

fue el siguiente:

10.

Se depositd el insecto en un tubo Eppendorf estéril de 1.5 mL y se agregaron 300
pL de buffer de extraccion CTAB (CTAB al 2%/Tris-HCI 100 mM, pH 8.0/EDTA 20
mM, pH 8.0/NaCl 1.4 M/PVP al 1%) adicionado con monotioglicerol al 0.1%. Se

macero el insecto.
El extracto se incub6 por una hora a 65 °C y posteriormente se dejé enfriar.

Se agregaron 300 uL de mezcla fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y se

agité vigorosamente; después se centrifugd a 14000 rpm durante 10 minutos.
Se extrajo el sobrenadante y se coloc6 en un nuevo tubo Eppendorf.

Se agregaron 0.1 volimenes de acetato de sodio 3 M y 0.6 volumenes de
isopropanol (30 pL y 180 puL, respectivamente), mezclando por inversion y se

incub6 a -20 °C por 60 minutos.
Después de incubar se centrifugé a 14000 rpm por 10 minutos.
Se desecho el sobrenadante cuidadosamente evitando tirar la pastilla formada.

Se agregaron 100 pL de etanol al 70% (para el lavado de la pastilla) y se

centrifugd nuevamente a 7500 rpm por 5 minutos.

Se decant6 el etanol evitando tirar la pastilla y se dej6 secar a temperatura

ambiente.

Por dltimo, se disolvié la pastilla en 30 pL de buffer TE (Tris-HCI 10 mM, pH
8.0/EDTA 1 mM, pH 8.0) o agua ultra pura, aproximadamente.
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Para verificar la integridad del DNA total obtenido de los insectos, las muestras se
analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1% en buffer TAE 1X (Tris 40
mM/acido acético 20 mM/EDTA 1mM) tefiidos con 1 pL de solucién de bromuro de etidio
(10uL/mL). En cada pozo se agregaron 2 pL de suspensién de DNA mezclado con una
cantidad minima de buffer de carga. Las bandas fueron observadas utilizando un software
de fotodocumentacion de geles (Gel Doc™ XR+ System, Bio-Rad) y las imagenes

obtenidas fueron almacenadas en formato digital, para su posterior andlisis.

2.2.4 Anédlisis de deteccién de DNA de fitoplasmas del grupo del ALC en insectos H.
crudus por reacciones de PCR en tiempo real

Una vez comprobada la extraccion para todos los insectos, se procedi6 a realizar
la deteccion por PCR en tiempo real de los individuos colectados siguiendo los
lineamientos establecidos por Cordova et al. (2014), utilizando un termociclador Rotor-
Gene® Q (Qiagen), MangoTag™ DNA-polimerasa (Bioline) y la mezcla de reaccién

presentada en el cuadro 7, siendo el volumen final para todos los casos de 20 pL.

Cuadro 7. Mezcla de reaccién empleada en los procesos de deteccion por PCR en tiempo real.

Ingrediente Concentracion Cantidad
DNA templado Dilucién 1:10 2 L
Mezcla_de dNTP’s 10 mM 0.5 L
(Invitrogen)
Sonda a utilizar* 20X 0.5 yL
Buffer de reaccién (Bioline) 5X 5 pL
MgCl, (Bioline) 50 mM 1pL
Taqg DNA-polimerasa 5 u/uL 0.3 uL
H,O ultra pura (Ush) - 10.7 pL

Se utilizé el siguiente programa en el termociclador para el proceso de deteccion:
12 etapa. 1 ciclo previo a la reaccion a 50 °C por 2 minutos.
22 etapa. 1 ciclo de pre-desnaturalizacion a 95 °C por 10 minutos.

32 etapa. 40 ciclos de amplificacién, cada uno con un primer paso de desnaturalizacion a
95 °C por 15 segundos, seguido de un segundo paso a 61 °C por 60 segundos, después

del cual se hace la cuantificacion “en tiempo real” del producto de la reaccion.
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*Sonda utilizada. Denominada como 503LY16S, especifica para la detecciébn de

fitoplasmas del grupo del ALC, subgrupos 16SrlV-A, D y E (Cordova et al., 2014).

Dependiendo del tamafio del lote, el DNA de los insectos fue analizado de forma
individual o en grupos de cinco, mediante el siguiente procedimiento: en un tubo de 0.5
mL se agregaron 45 uL de agua ultra pura, seguidos de 5 pL en total de DNA templado,
correspondientes a 1 uL de suspension de DNA por cada insecto, siendo la concentracion
final del tubo una solucion 1:10 conteniendo DNA de cinco muestras distintas en igual
proporcion. De esta mezcla se tomaron 2 L como templado para las reacciones de PCR
en tiempo real, respetando las cantidades de reactivos mostradas en el cuadro 7. Se
registro la relacién entre los individuos analizados y el grupo al que pertenecieron durante
el andlisis. En caso de encontrar resultados positivos, se procederia a realizar una
deteccidén individual a todos los insectos miembros de dicho agrupamiento. Se emplearon
controles positivos y negativos para todas las reacciones realizadas, los cuales
consistieron en el uso de 2 pL de DNA extraido de palmas previamente caracterizadas
como positivas a la infeccion por fitoplasmas del grupo del ALC y la misma cantidad de

agua ultra pura, respectivamente.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Captura de insectos H. crudus

Las colectas de insectos H. crudus fueron realizadas del 5 al 20 de noviembre de
2013, para el sitio jardines del CICY, donde fueron capturados 53 individuos, y en cuatro
fechas distintas para el sitio ubicado en la localidad de Chicxulub Puerto, en el cual fueron
colectados 336 insectos: 21 de febrero de 2014 para los primeros 79 individuos, 28 de
marzo de 2014 para los siguientes 126, 8 de abril de 2014 para otros 105, y 24 de febrero
de 2015 para los restantes 26 ejemplares. La cantidad superior de insectos colectados en
este Ultimo sitio responde a la presencia de un mayor nimero de palmas de la especie
Thrinax radiata con sintomas sugestivos de ALC en el area de captura (véase Capitulo 1V
para el andlisis por PCR en tiempo real de dichas palmas, resultando en dos casos
positivos de un total de seis), en comparacion con el sitio de jardines del CICY, de manera
que se planted estudiar con mayor detenimiento la poblacion de insectos presentes en

dicha zona.
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2.3.2 Extraccion de acidos nucleicos de insectos H. crudus

La calidad del DNA purificado de los 53 insectos que fueron capturados para inferir
el porcentaje de infeccion por fitoplasmas del grupo del ALC en el sitio de captura jardines
del CICY se analiz6 por medio de electroforesis en geles de agarosa al 1% en buffer TAE
1X. La figura 14 muestra las bandas de DNA total obtenidas para los individuos del 1 al
40. Se observaron bandas para 52 de los 53 insectos capturados en dicho sitio, lo que
permiti6 avanzar con el desarrollo del estudio empleando dichas muestras para las
pruebas de deteccidén por PCR en tiempo real. Para el insecto nimero 42 no se logré una

extraccién exitosa, de modo que la muestra fue descartada.

M 1 2 3 4 5 6 7,8_9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
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Figura 14. Visualizacién de DNA de H. crudus en gel de agarosa al 1% - TAE 1X. DNA total
obtenido de los primeros 40 insectos para la prueba del porcentaje de infeccion por fitoplasmas del
grupo del ALC en el sitio de captura jardines del CICY. Carril M: marcador Invitrogen™ 1 Kb DNA
Ladder (Cat. 15615-016); carriles 1-40: DNA de los primeros 40 insectos capturados.

De la misma forma se analizaron las bandas de DNA total obtenidas de los

insectos capturados en el sitio de colecta Chicxulub Puerto, empleandose las mismas
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condiciones de electroforesis previamente mencionadas. La figura 15 muestra las bandas
pertenecientes a los individuos del 228 al 266. Para las pruebas de deteccion por PCR en
tiempo real se procedi6 con el total de 336 muestras de insectos capturados en dicho
sitio.

M. 228 229 230 231 232 233 234 235 236 237 238 239 240 241 242 243 244 245, 24@ 247

—_—

s i

M1 248 249 250 251 252 253 254 255 256 257 258 259 260 261 262 263 264 265 266

Figura 15. Visualizacién de DNA de H. crudus en gel de agarosa al 1% - TAE 1X. DNA total
obtenido de 39 insectos para la prueba del porcentaje de infeccién por fitoplasmas del grupo del
ALC en el sitio de captura Chicxulub Puerto. Carriles M y M1: marcador Invitrogen™ 1 Kb DNA
Ladder (Cat. 15615-016); carriles 228-266: DNA de 39 insectos capturados (individuos 228 al 266).

2.3.3 Deteccion de DNA de fitoplasmas del grupo del ALC en insectos H. crudus por

reacciones de PCR en tiempo real

El andlisis de deteccion de fitoplasmas del grupo del ALC para los H. crudus de

ambos sitios se realizé sometiendo el DNA obtenido a reacciones de PCR en tiempo real
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utilizando las condiciones y reactivos mencionados anteriormente (véase apartado 2.2.4).

Los resultados para los insectos del sitio de colecta jardines del CICY pueden observarse

en el cuadro 8.

Cuadro 8. Resultados del andlisis de deteccién por PCR en tiempo real de la presencia de
fitoplasmas del grupo del ALC en el cuerpo de 52 insectos capturados en el sitio de colecta
jardines del CICY durante noviembre de 2013. Cada insecto se examiné de forma individual.

No. de Reaccion No. de Reaccion No. de Reaccion
insecto con lasonda insecto con lasonda insecto con lasonda

analizado 503LY16S analizado 503LY16S analizado 503LY16S

1 Negativa 19 Negativa 37 Negativa

2 Negativa 20 Negativa 38 Negativa

3 Negativa 21 Negativa 39 Negativa

4 Negativa 22 Negativa 40 Negativa

5 Negativa 23 Negativa 41 Negativa

6 Negativa 24 Negativa 43 Negativa

7 Negativa 25 Negativa 44 Negativa

8 Negativa 26 Negativa 45 Negativa

9 Negativa 27 Negativa 46 Negativa

10 Negativa 28 Negativa 47 Negativa

11 Negativa 29 Negativa 48 Negativa

12 Negativa 30 Negativa 49 Negativa

13 Negativa 31 Negativa 50 Negativa

14 Negativa 32 Negativa 51 Negativa

15 Negativa 33 Negativa 52 Negativa

16 Negativa 34 Negativa 53 Negativa
17 Negativa 35 Negativa - -
18 Negativa 36 Negativa - -

El DNA de los insectos capturados en Chicxulub Puerto fue analizado tanto de

forma individual como en grupos de cinco, con analisis individuales planeados en caso de

observar reacciones positivas en alguno de los grupos. El resultado de estos analisis se

muestra en los cuadros 9y 10.
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Cuadro 9. Resultados en grupos de cinco del analisis de deteccién por PCR en tiempo real de la
presencia de fitoplasmas del grupo del ALC en el cuerpo de los primeros 310 insectos capturados

en el sitio de colecta Chicxulub Puerto durante el periodo de febrero-abril de 2014.

Grupo de Reaccion Grupo de Reaccion Grupo de Reaccion
insecto con lasonda insecto con lasonda insecto con lasonda
analizado 503LY16S analizado 503LY16S analizado 503LY16S
1-5 Negativa 106-110 Negativa 211-215 Negativa
6-10 Negativa 111-115 Negativa 216-220 Negativa
11-15 Negativa 116-120 Negativa 221-225 Negativa
16-20 Negativa 121-125 Negativa 226-230 Negativa
21-25 Negativa 126-130 Negativa 231-235 Negativa
26-30 Negativa 131-135 Negativa 236-240 Negativa
31-35 Negativa 136-140 Negativa 241-245 Negativa
36-40 Negativa 141-145 Negativa 246-250 Negativa
41-45 Negativa 146-150 Negativa 251-255 Negativa
46-50 Negativa 151-155 Negativa 256-260 Negativa
51-55 Negativa 156-160 Negativa 261-265 Negativa
56-60 Negativa 161-165 Negativa 266-270 Negativa
61-65 Negativa 166-170 Negativa 271-275 Negativa
66-70 Negativa 171-175 Negativa 276-280 Negativa
71-75 Negativa 176-180 Negativa 281-285 Negativa
76-80 Negativa 181-185 Negativa 286-290 Negativa
81-85 Negativa 186-190 Negativa 291-295 Negativa
86-90 Negativa 191-195 Negativa 296-300 Negativa
91-95 Negativa 196-200 Negativa 301-305 Negativa
96-100 Negativa 201-205 Negativa 306-310 Negativa
101-105 Negativa 206-210 Negativa - -

Cuadro 10. Resultados del analisis de deteccion por PCR en tiempo real de la presencia de
fitoplasmas del grupo del ALC en el cuerpo de los Udltimos 26 insectos capturados en el sitio de
colecta Chicxulub Puerto durante febrero de 2015. Cada insecto se examiné de forma individual.

No. de Reaccion No. de Reaccion No. de Reaccion
insecto con lasonda insecto con lasonda insecto con lasonda
analizado 503LY16S analizado 503LY16S analizado 503LY16S
311 Negativa 320 Negativa 329 Negativa
312 Negativa 321 Negativa 330 Negativa
313 Negativa 322 Negativa 331 Negativa
314 Negativa 323 Negativa 332 Negativa
315 Negativa 324 Negativa 333 Negativa
316 Negativa 325 Negativa 334 Negativa
317 Negativa 326 Negativa 335 Negativa
318 Negativa 327 Negativa 336 Negativa
319 Negativa 328 Negativa - -
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A la postre, los 388 insectos capturados en ambos sitios de colecta entre
noviembre de 2013 y febrero de 2015 que fueron sometidos al analisis de deteccion de
fitoplasmas del grupo del ALC arrojaron resultados negativos. Cabe mencionar que los
controles tanto positivos como negativos empleados en todas las reacciones realizadas se
comportaron de la manera esperada, mostrando amplificaciones positivas para los

primeros y negativas para los segundos.

2.4 DISCUSION

El porcentaje de infeccidén por fitoplasmas del grupo del ALC en las poblaciones
silvestres de H. crudus de ambos sitios de colecta se determin6 como de 0%. Tomando
en cuenta que en todas las reacciones realizadas se emplearon controles positivos y
negativos y que se observaron amplificaciones positivas para los primeros y negativas
para los segundos, se concluyd que el proceso de deteccion se llevd a cabo sin errores
metodoldgicos, asegurandose con ello la veracidad de dicha afirmacion. Las posibles

razones que ayuden a esclarecer estos resultados negativos son las siguientes:

Los estudios anteriores de Harrison y Oropeza (1997) y Vazquez-Euan (2010),
realizados con la misma especie, incluyeron un tamario total de muestra mayor al utilizado
en el presente trabajo. En el primero se trabajé con 1321 individuos, encontrandose 105
casos positivos (7.94% del total de la muestra), mientras que en el segundo fueron
incluidos 1809 insectos con 23 casos positivos (1.27% del total), aunque cabe mencionar
gue el tamafio de la mayoria de los lotes de captura reportados en la presente tesis para
el sitio de Chicxulub Puerto (79, 105 y 126 individuos, dependiendo de su disponibilidad y
abundancia durante los dias en que fueron realizadas las colectas) fueron similares a los
reportados por Vazquez-Euan para el mismo sitio, encontrando este autor insectos
positivos aun tratAndose de porciones pequefas de su muestra total, hecho que contrasta
con lo obtenido en el presente capitulo. Si bien los resultados encontrados por ambos
autores difieren mucho entre si, considerando que Vazquez-Euan colectd sus insectos en
los mismos sitios empleados en el presente trabajo, mientras que Harrison y Oropeza
emplearon insectos colectados en Florida, ademas de que las fechas de colecta
reportadas por Vazquez-Euén son también mas recientes, se juzgd probable encontrar un
porcentaje de infeccibn mas cercano al manejado por este autor, en comparacion con el

obtenido por Harrison y Oropeza. Asimismo, las condiciones de captura manejadas en el
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presente trabajo también semejan a las reportadas por Vazquez-Euan, ya que en ambos
trabajos los insectos fueron colectados en &reas abiertas con presencia de palmas de
distintas especies (véanse Figs. 11-12) con o sin sintomas de ALC (confirmadas enfermas
en el caso de Chicxulub Puerto para el presente trabajo, véase Capitulo 1V), sin importar
sobre cuales estuviesen posados los insectos; en cambio, Harrison y Oropeza reportan
haber capturado sus insectos directa y exclusivamente de una planta enferma. Tomando
en cuenta lo anterior, si el porcentaje de Vazquez-Euan se mantenia estable, seria
correcto suponer, para el tamafio de muestra empleado en el presente trabajo, la
presencia de al menos cinco insectos positivos a fitoplasmas del grupo del ALC,
aproximadamente. Incluso se juzgd probable obtener al menos un insecto positivo por
cada lote de captura, debido a la estadistica similar reportada en el trabajo de Vazquez-
Euan mencionada anteriormente. Asimismo, considerando los datos mostrados en el
cuadro 6 y los experimentos de transmisién exitosos realizados por Sanchez-Borges
(2014), en los cuales se emplearon insectos H. crudus colectados tanto en los jardines del
CICY como en la localidad de Chicxulub Puerto para infectar palmas de P. pacifica con
fitoplasmas del grupo del ALC, la presencia de estos patégenos en las poblaciones de
insectos de ambos sitios se juzgdé como ampliamente respaldada (véase también
apartado 3.1.3, Capitulo 1ll). No obstante, el hecho de no haber encontrado insectos
positivos, incluso tratandose de una muestra relativamente pequefia, es algo dificil de

explicar si se considera s6lo lo mencionado anteriormente.

Es por ello que deben tomarse en cuenta otros factores para explicar este hecho,
como la posible variacion estacional en el inéculo de fitoplasmas respecto a las
poblaciones de H. crudus o la probable disminucion natural, con el paso del tiempo, de la
incidencia de este grupo de enfermedades en las palmas de un determinado sitio, al ir
pereciendo los individuos susceptibles y con ello disminuyendo los posibles hospederos
de estos patdgenos, lo que también repercutiria en una disminuciéon en la cantidad de
insectos infectados con fitoplasmas en dichos ambientes. El primer caso, hasta la fecha,
no ha sido explorado con detenimiento para H. crudus (no obstante, véase Cuadro 6 para
variaciones anuales en el porcentaje de infeccidén de las poblaciones de H. crudus de los
sitios de colecta empleados en el presente trabajo, durante el periodo 2006-2009), sin
embargo, un caso similar fue detectado para las especies Orosius albicinctus vy

Anaceratagallia laevis, insectos sospechados vectores del fitoplasma causante de la
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enfermedad Flavescence dorée (FD), por Tanne et al. (2001). Estas especies fueron
colectadas en campo a lo largo de muchas estaciones con el fin de demostrar su
capacidad para liberar el fitoplasma del FD a un medio de alimentacion artificial, sin
embargo, la presencia de este fitoplasma fue imposible de detectar en los meses de
septiembre, octubre y noviembre, mientras que no fue asi para el resto del afio. Cabe
mencionar que los autores de este estudio aclararon que si bien los insectos fueron
incapaces de liberar el patdgeno a lo largo de dichos meses, la deteccion directa en los
cuerpos de ambas especies arrojo resultados positivos durante el mismo periodo. La
oportunidad de demostrar este fenémeno en H. crudus debe considerarse como fuerte

propésito para la realizacién de futuros estudios sobre el tema.

Asimismo, la disminucion de la incidencia del ALC y sindromes relacionados en las
palmas de los ambientes estudiados no ha sido tampoco esclarecida en estudios
recientes, no obstante, tomando en cuenta los datos mostrados en el cuadro 6, puede
observarse que el porcentaje de infeccion por fitoplasmas del grupo del ALC para la
poblacion de H. crudus colectada en los jardines del CICY disminuy6 de un 18.99% inicial,
para el afio 2006, a 2.67% para el 2007, llegando finalmente a 0% en 2008. Esta clara
disminucion puede ser el resultado de cambios en la incidencia del ALC y sindromes
relacionados en las palmas del mismo sitio, aspecto que decidié abordarse en las etapas
subsecuentes del presente trabajo usando diferentes estrategias. La primera de ellas
consistié en evaluar si la poblacion de H. crudus presente en los jardines del CICY era
capaz de transmitir de manera natural fitoplasmas del grupo del ALC a palmas de la
especie P. pacifica expuestas al ambiente de dicho sitio. Esta palma ha demostrado una
alta susceptibilidad al ALC y sindromes relacionados tanto en ensayos de transmision
previos (Sanchez-Borges, 2014) como en un experimento de exposicion natural al vector
realizado en los jardines del CICY (datos no publicados, véase apartado 3.1.3, Capitulo
). Por lo tanto, una forma de comprobar o no la presencia de insectos infectados con
fitoplasmas del grupo del ALC en los jardines del CICY se bas6 en evaluar la posible
infeccibn de manera natural de estas palmas con fitoplasmas del grupo del ALC durante
un periodo de tiempo cercano a los 300 dias (véase Capitulo Ill). Igualmente, se investigd
la presencia de palmas con sintomas sugestivos de ALC tanto en los jardines del CICY
como en la localidad de Chicxulub Puerto, con el fin de determinar de manera directa,

mediante analisis de deteccion de fitoplasmas por PCR en tiempo real, el estado actual de
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la incidencia del ALC y sindromes relacionados en las poblaciones de palmas de ambos
sitios (véase Capitulo IV). De confirmarse que en efecto ha ocurrido una disminucion en la
incidencia del ALC en las palmas de ambos sitios y en caso de repetirse el resultado
obtenido en este capitulo utilizando tamafios de muestra mayores asi como colectas
durante todo el afio para las poblaciones de insectos H. crudus, la posibilidad de que el
porcentaje de infeccién por fitoplasmas del grupo del ALC haya disminuido a valores

cercanos a cero en ambos ambientes debe ser seriamente considerada.
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CAPITULO IlI

MONITOREO DE LA APARICION DE CASOS DE AMARILLAMIENTO LETAL
DEL COCOTERO EN LA ESPECIE Pritchardia pacifica Seem. & H.Wendl.

3.1 INTRODUCCION
3.1.1 Amarrillamiento Letal del Cocotero

El Amarillamiento Letal del Cocotero (ALC) es una enfermedad devastadora de
rapida dispersion que afecta a Cocos nucifera L. y a 36 otras especies de palmas (véase
Cuadro 4, Capitulo 1) en el continente americano (Harrison y Oropeza, 2008). Esta
enfermedad es causada por bacterias especializadas denominadas como fitoplasmas
(McCoy et al., 1983). Los fitoplasmas causantes del ALC y otros sindromes relacionados
(véase Cuadro 3, Capitulo I) en palmas del continente americano son transmitidos por el
insecto Haplaxius crudus Van Duzee (Sanchez-Borges, 2014; Howard et al., 1984;
Howard et al., 1983), el Gnico vector confirmado hasta la fecha para este grupo de

enfermedades.

Actualmente, se considera que el cocotero, Adonidia merrillii (sin. Veitchia merrillii
(Zona et al., 2011; Zona, 1999)), Phoenix dactylifera y Pritchardia spp. son las especies
de palmas mas susceptibles al ALC y sus sindromes relacionados (Elliot y Harrison,
2007); asimismo, C. nucifera, A. merrillii, Ph. canariensis, Pritchardia pacifica, P. thurstonii
y Trachycarpus fortunei son las Unicas arecaceas que han logrado infectarse con
fitoplasmas del grupo del ALC en ensayos de transmisién in vivo con el vector H. crudus
(Sanchez-Borges, 2014; Howard et al., 1984; Howard et al., 1983; Howard y Thomas,
1980).

3.1.2 P. pacifica: origen y su relacion con fitoplasmas del grupo del ALC

P. pacifica (Fig. 16), conocida comunmente como “palma de abanico de Fiyi”, es
una especie de palmera originaria de Tonga y que en la actualidad también se encuentra
distribuida en Fiyi y Samoa. Fue descrita por primera vez en 1862 por Seemann y
Wendland.
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P

Figura 16. P. pacifica Seem. & HWendl. Fotografia tomada de Tropical Plant Pictures
(http://plants.swtexture.com). ©SWtexture.

La presencia de fitoplasmas del grupo del ALC en P. pacifica fue inferida en 1973
(Parthasarathy y Fisher, 1973) y comprobada un afio después con microscopia
electronica (Parthasarathy, 1974) (véase Fig. 2B, Capitulo I). Actualmente, los fitoplasmas
del grupo del ALC, subgrupos 16SrlV-A y 16SrlV-D, han sido detectados en los tejidos de
esta especie por medio de analisis de PCR (Sanchez-Borges, 2014).
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3.1.3 Mortandad de P. pacifica observada en el CICY en forma natural y en ensayos

de transmisidn en jaulas realizados con insectos H. crudus

Durante el periodo 2011-2013, en el Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan
(CICY) se observo lo siguiente: a) sintomas sugestivos de ALC fueron detectados y
después confirmados por andlisis de PCR en individuos de mediana edad de la especie P.
pacifica (Fig. 17) sembrados en los jardines del CICY como plantas ornamentales; b) un
total de 20 ejemplares jovenes de la especie P. pacifica provenientes de vivero y después
expuestos al ambiente de los jardines del CICY como parte de un experimento de
exposicion natural al vector (datos no publicados), desarrollaron sintomas sugestivos de

ALC (Fig. 18), a escasos meses del comienzo de dicha exposicion. En ambos casos, las

palmas enfermas eventualmente murieron.

Figura 17. Individuos de P. pacifica con sintomas de ALC, sembrados en los jardines del CICY.
Febrero de 2012. Fotografias de Carlos Oropeza Salin.
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Figura 18. Ejemplares jovenes de P. pacifica empleados en un experimento previo de exposicion
natural al vector en el sitio de jardines del CICY (datos no publicados). Los nimeros en la figura
indican las etapas secuenciales de sintomas provocados por la enfermedad observados en todas
las palmas. El experimento comenz6 en septiembre de 2012, con aparicién de los primeros
sintomas transcurridos cuatro meses, aproximadamente (detecciones positivas por PCR en tiempo
real transcurridos tres meses, aproximadamente).

La relativa facilidad con la que estas palmas adquirieron la enfermedad de forma
natural, aun sin la necesidad de liberar cantidades enormes de insectos en jaulas
confinadas, sugiri6 la posibilidad de usar a la especie como planta indicadora de la
presencia de insectos infectados con fitoplasmas del grupo del ALC capaces de transmitir
estos patégenos, tanto en los jardines del CICY como en sitios con caracteristicas

similares.

Asimismo, el trabajo realizado por Sanchez-Borges (2014), en el cual ejemplares
jévenes de P. pacifica lograron infectarse con fitoplasmas del grupo del ALC (subgrupos
16SrIV-A y D) tras la realizacién de ensayos de transmision en jaulas, en los cuales se
emple6 a H. crudus (colectados en los jardines del CICY y en la localidad de Chicxulub
Puerto) como insecto vector, también evidencié dicha susceptibilidad de parte de la
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especie para ambos subgrupos de fitoplasmas detectados, asi como confirmé el papel de
H. crudus como vector de fitoplasmas del grupo del ALC en P. pacifica.

Adicionalmente, esta alta susceptibilidad también ofrece el potencial de emplear a
P. pacifica como fuente de indculo para la obtencién in vitro de insectos H. crudus
infectados con fitoplasmas del grupo del ALC, tan necesarios para la evaluacién in vivo de
material resistente y para extender el estudio de la epidemiologia de este grupo de
enfermedades.

3.1.4 Empleo de P. pacifica para determinar la persistencia local de fitoplasmas del
grupo del ALC en el ambiente de los jardines del CICY

Como ya se menciond en el apartado anterior, en septiembre de 2012 fueron
expuestas al ambiente de los jardines del CICY 20 palmas de la especie P. pacifica, las
cuales desarrollaron sintomas sugestivos de ALC y eventualmente murieron (véase Fig.
18). Sin embargo, como se mostrd en el capitulo anterior (véase apartado 2.3.3, Capitulo
II), en noviembre de 2013 se realiz6 una colecta de insectos H. crudus en el mismo sitio
para determinar el nimero de individuos infectados con fitoplasmas del grupo de ALC en
una muestra de dicha poblacién, encontrandose un porcentaje de infeccién de cero.
Asimismo, ningun individuo de las especies de palmas presentes en los jardines del CICY
ha mostrado sintomas sugestivos de ALC desde la fecha en que se realiz6 dicha colecta,
hecho que sugiere una baja incidencia de la enfermedad en las palmas e insectos del sitio
a pesar de multiples reportes en fechas anteriores que sefalan lo contrario (Sanchez-
Borges, 2014; Vazquez-Euan et al., 2011; Vazquez-Euan, 2010; Nic-Matos, 2007).

Debido a lo anterior, en este capitulo se realizé un nuevo bioensayo en el sitio
jardines del CICY con palmas de la especie P. pacifica con el objetivo de monitorear la
posible transmision natural de fitoplasmas del grupo del ALC a estas plantas, a pesar de
haberse determinado previamente un porcentaje de infeccion por fitoplasmas del grupo
del ALC de cero en la poblacion silvestre de H. crudus presente en dicho sitio (véase
apartado 2.3.3, Capitulo I1). Los resultados obtenidos se integrardn a los presentados en
el capitulo previo del presente trabajo para determinar si est4 ocurriendo 0 no una
disminucion en la incidencia del ALC y sindromes relacionados en el ambiente de este

sitio. Asimismo, estos resultados se complementaran con los resultados presentados en el
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siguiente capitulo para evaluar el estado actual de la incidencia del ALC y sindromes
relacionados en el estado de Yucatéan.

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Experimento de infeccion natural con fitoplasmas del grupo del ALC en P.

pacifica

Un total de 16 palmas de la especie P. pacifica provenientes de vivero, de dos
tallas distintas, fueron expuestas al ambiente de los jardines del CICY (Fig. 19) con el
propésito de evaluar la posible infeccibn de manera natural con fitoplasmas del grupo del
ALC por parte de la poblacién silvestre de H. crudus presente en dicho sitio (véase Fig.
10, Capitulo II). De igual manera, se reservaron cuatro ejemplares de la misma especie
confinados en una jaula que se mantuvo libre de H. crudus en todo momento para usarse

como grupo control.
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Figura 19. Ejemplares de P. pacifica utilizados en el experimento de infeccion con fitoplasmas del
grupo del ALC. Junto con el resto de las plantas del mismo tratamiento, fueron expuestas a la
intemperie en los jardines del CICY para que la poblacion silvestre de H. crudus de dicho ambiente
pudiese alimentarse libremente de sus hojas. Fotografia del autor.

Todas las plantas fueron sometidas a andlisis frecuentes de deteccion de
fitoplasmas del grupo del ALC en tejido de hoja por medio de PCR en tiempo real,
empleando previamente un protocolo de extraccion de acidos nucleicos basado en lo
establecido por Doyle y Doyle (1990) (véase apartado 2.2.3 para la preparacion de los
reactivos). El procedimiento realizado para cada planta fue el siguiente:

1. Se pes6 una cantidad suficiente de tejido de hoja (desde 0.2 hasta 1 g,
dependiendo del tamafio de la planta), cortada en trocitos pequefios de tamafo

regular y procurando trabajar siempre con las hojas mas nuevas.
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10.

11.

12.

Se depositd el tejido en un mortero y acto seguido se macer6 con la ayuda de un
pistilo y nitrégeno liquido. Se agregaron 1-5 mL de buffer de extraccion CTAB

adicionado con monotioglicerol al 0.1% y se continu6 macerando.
Se recuperd 1 mL de la mezcla obtenida en un tubo Eppendorf estéril de 2 mL.
El extracto se incub6 por una hora a 65 °C y posteriormente se dej6 enfriar.

Se agreg6 1 mL de mezcla fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y se agitd
vigorosamente, después se centrifugd a 14000 rpm durante 5 minutos.

Se extrajo el sobrenadante resultante y se coloc6 en un nuevo tubo Eppendorf.

Se agregaron 0.1 volimenes de acetato de sodio 3 M y 0.6 volumenes de

isopropanol, mezclando por inversién. Después se incubd a -20 °C por 60 minutos.
Concluyendo la incubacion se centrifugd a 14000 rpm por 10 minutos.
Se desechd el sobrenadante cuidadosamente evitando tirar la pastilla formada.

Se agregaron 500 pL de etanol al 70% (para el lavado de la pastilla) y se

centrifugd a 7500 rpm por 5 minutos.
Se decanto el etanol y se dej6 secar la pastilla a temperatura ambiente.

Por dltimo, se disolvié la pastilla en 50 yL de buffer TE o agua ultra pura,

aproximadamente.

Los analisis de deteccion de fitoplasmas del grupo del ALC por PCR en tiempo real

fueron realizados siguiendo lo establecido por Cordova et al. (2014) y empleando los
materiales, reactivos y cantidades especificados en el capitulo anterior (véase apartado
2.2.4),

analisis por electroforesis en geles de agarosa al 1% en buffer TAE 1X tefiidos con

después de confirmar la presencia de DNA total para todas las palmas mediante

bromuro de etidio (véase apartado 2.2.3 para las condiciones, reactivos y equipos
empleados). Se emplearon controles positivos y negativos para todas las reacciones

realizadas, los cuales consistieron en el uso de 2 uL de DNA extraido de palmas
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previamente caracterizadas como positivas a la infeccion por fitoplasmas del grupo del
ALC y la misma cantidad de agua ultra pura, respectivamente.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Deteccidn de fitoplasmas del grupo del ALC en P. pacifica por PCR en tiempo

real

Se realizaron extracciones de acidos nucleicos de tejido de hoja de manera
periddica a todas las plantas incluidas en el experimento. La primera extraccion se realizd
al tiempo cero (al momento de adquirir las plantas), con el material vegetal colectado el 28
de agosto de 2014. La segunda extraccién se realiz6 con material del 13 de octubre, a los
46 dias tras la primera colecta. La tercera extraccion se llevd a cabo con material
colectado el 8 de diciembre, transcurridos 102 dias desde la primera colecta. Una cuarta
extraccion fue llevada a cabo con material colectado el 15 de enero de 2015, a 140 dias
del comienzo del experimento. Finalmente, se realiz6 una quinta extraccién con material
colectado el 18 de junio del mismo afio, a 294 dias de estar expuestas las plantas al
ambiente de los jardines del CICY. La figura 20 muestra las bandas de DNA total
obtenidas para las 20 palmas en una de las extracciones realizadas.
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Figura 20. Visualizacion de DNA de P. pacifica en gel de agarosa al 1% - TAE 1X. DNA total
obtenido de las 20 palmas incluidas en el experimento de infeccion con fitoplasmas del grupo del
ALC, con material extraido el 8 de diciembre de 2014 (a 102 dias del comienzo del experimento).
Carriles 1-20: DNA de las plantas 1-20, respectivamente.
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El cuadro 11 muestra los resultados obtenidos de las reacciones de PCR en
tiempo real para las pruebas de deteccion de fitoplasmas del grupo del ALC en las 20

palmas incluidas en el experimento.

Cuadro 11. Resultados obtenidos de las reacciones de PCR en tiempo real para la deteccion de
fitoplasmas del grupo del ALC en las 20 palmas P. pacifica incluidas en el experimento de
infeccion.

Numero Tratamiento Deteccion | Deteccion | Deteccion | Deteccidén | Deteccion
de palma aldia0 aldia46 | aldial02 | aldia140 | al dia 294
1 Expuesta Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa
2 Expuesta Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa
3 Expuesta Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa
4 Expuesta Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa
5 Expuesta Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa
6 Expuesta Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa
7 Expuesta Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa
8 Expuesta Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa
9 Expuesta Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa
10 Expuesta Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa
11 Expuesta Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa
12 Expuesta Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa
13 Expuesta Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa
14 Expuesta Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa
15 Expuesta Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa
16 Expuesta Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa
17 No expuesta | Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa
18 No expuesta | Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa
19 No expuesta | Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa
20 No expuesta | Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa

Como puede observarse en el cuadro, ninguna de las palmas expuestas al
ambiente de los jardines del CICY, donde existe H. crudus de forma silvestre, adquirid
fitoplasmas del grupo del ALC hasta la fecha del ultimo andlisis por PCR, realizado con
material colectado el 18 de junio de 2015, a 294 dias del comienzo del experimento. Cabe
mencionar que los controles tanto positivos como negativos empleados en todos los
analisis de deteccidén realizados se comportaron de la manera esperada, mostrando

amplificaciones positivas para los primeros y negativas para los segundos.
3.4 DISCUSION

Hasta la fecha de preparacion de la version final del manuscrito de la presente

tesis (20 de noviembre de 2015), la totalidad de los individuos jovenes de P. pacifica que
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formaron parte del presente experimento se encontraron sin sintomas visuales sugestivos
de ALC. Asimismo, las pruebas de deteccion de fitoplasmas del grupo del ALC realizadas
en dichas palmas también resultaron negativas, con el Gltimo andlisis llevado a cabo con
material colectado el 18 de junio de 2015, a 294 dias del comienzo del experimento.
Debido a la ausencia de sintomas en las palmas expuestas y al empleo y correcto
comportamiento de controles positivos y negativos en todos los andlisis realizados,
observandose amplificaciones positivas para los primeros y negativas para los segundos,
se puede asegurar con confianza la veracidad de esta conclusién. La principal razén para
explicar este suceso es que la incidencia del ALC y sindromes relacionados ha disminuido

con el paso del tiempo en el sitio de estudio.

Como ya se menciond previamente, en afios anteriores se observé en el CICY una
mortandad de 100% de palmas de la especie P. pacifica por una enfermedad que
posteriormente se confirmd era causada por fitoplasmas del grupo del ALC (véase
apartado 3.1.3). Dicho fenémeno concuerda con reportes de alta incidencia de ALC y
sindromes relacionados en palmas e insectos H. crudus del mismo sitio en fechas
anteriores (Sanchez-Borges, 2014; Vazquez-Euan et al., 2011; Vazquez-Euan, 2010; Nic-
Matos, 2007) (véase también Cuadro 6, Capitulo Il). No obstante, no se han observado
nuevos casos de palmas enfermas en fechas recientes (véase Capitulo IV) y tampoco se
han detectado H. crudus infectados con fitoplasmas del grupo del ALC en el sitio (véase
Capitulo 1), evidencias congruentes con los resultados obtenidos en el presente capitulo.
Todo lo anterior sugiere que efectivamente ha ocurrido una marcada disminucién en la
incidencia del ALC y sindromes relacionados para el sitio de jardines del CICY, tanto en

palmas como en la poblacién silvestre del insecto H. crudus.
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CAPITULO IV

EVALUACION DE PLANTAS ENFERMAS POR AMARILLAMIENTO LETAL DEL
COCOTERO EN EL ESTADO DE YUCATAN

4.1 INTRODUCCION
4.1.1 Amarillamiento Letal del Cocotero

El Amarillamiento Letal del Cocotero (ALC) es la enfermedad mas importante que
afecta la produccién de coco en México y muchos otros paises de la region (Myrie et al.,
2012; Oropeza y Zizumbo, 1997). Ademas de Cocos nucifera L., el ALC perjudica al
menos a otras 36 especies de palmas (véase Cuadro 4, Capitulo I) en el continente
americano (Harrison y Oropeza, 2008).

El ALC y sus sindromes relacionados (véase Cuadro 3, Capitulo 1) son causados
por bacterias especialistas conocidas como fitoplasmas (Ntushelo et al., 2013; McCoy et
al., 1983), los cuales a su vez son transmitidos por el hemiptero Haplaxius crudus Van
Duzee (previamente Myndus crudus), el Unico vector conocido hasta la fecha para este
grupo de enfermedades en el continente americano (Sanchez-Borges, 2014; Howard et
al.,, 1984; Howard et al., 1983). En la figura 21 se muestran algunas de las
sintomatologias producidas por fitoplasmas del grupo del ALC en distintas especies de
palmas presentes en la peninsula de Yucatan (véase Fig. 9, Capitulo | para la
sintomatologia tipica en C. nucifera; véase también Fig. 12, Capitulo Il para algunos
sintomas sugestivos de ALC en Thrinax radiata y Figs. 17-18, Capitulo Il para Pritchardia

pacifica).
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Figura 21. Sintomatologias producidas por fitoplasmas del grupo del ALC en tres especies de
palmas presentes en la peninsula de Yucatan: A1-A2.- Necrosis de la hoja espada en la especie
Adonidia merrillii; A3-A4.- Necrosis de la inflorescencia en A. merrillii; B-D.- Pérdida de coloracion
progresiva en hojas de la especie Sabal mexicana, comenzando en las hojas basales mas viejas
hasta la hojas nuevas de la parte superior de la planta; G-I.- Pérdida de coloracion en hojas de
individuos jovenes de S. mexicana; J-K.- Individuo sano e individuo enfermo de la especie
Pseudophoenix sargentii, respectivamente y L.- Coloracion normal (izquierda) y coloraciéon de una
planta infectada (derecha) en inflorescencias de P. sargentii. Tomado de Mota-Narvaez (2015) y
Vazquez-Euan et al. (2011).

4.1.2 Historia del ALC en América, México y Yucatan

El ALC fue detectado por vez primera en las Islas Caiman en 1834 (McCoy et al.,
1983); después fue reportado en Jamaica, donde fue propiamente descrito como una
nueva enfermedad del cocotero (Fawcett, 1891). A continuacion se propag0 a otras islas
en la region del Caribe incluyendo Haiti, Bahamas, Republica Dominicana y Cuba (McCoy
et al., 1983; Carter, 1964; Bruner y Boucle, 1943). En los Estados Unidos fue detectado
en 1955 en Key West, Florida (Corbett, 1959).
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En México, el ALC aparecié primero en las costas de Quintana Roo, en 1977
(McCoy et al., 1982), y en el norte de Yucatan, en 1985 (Cardefia et al., 1991). La
enfermedad continué propagandose invadiendo las costas de Campeche y Tabasco
(Oropeza y Zizumbo, 1997). Asimismo, fitoplasmas del grupo del ALC también han sido
detectados en cocoteros de los estados de Oaxaca y Guerrero (Harrison et al., 2002a).

En la peninsula de Yucatan, el ALC trajo como consecuencia la inicial destruccion
de la mayoria de los cocoteros locales del ecotipo Alto del Atlantico. Este periodo de alta
incidencia fue sucedido por el eventual reemplazo del material susceptible, en gran parte
de las areas afectadas, con individuos del ecotipo Enano Malayo, con un mayor grado de
resistencia ante la enfermedad, permaneciendo también poblaciones de Alto del Atlantico
a lo largo del estado, asi como cultivares hibridos (Zizumbo et al., 1999). No obstante,
reportes recientes de grandes pérdidas de material resistente (del ecotipo Enano Malayo y
del cultivar hibrido “MayPan” (Enano Malayo x Alto de Panama)) en algunos sitios en
Jamaica y Florida (Lebrun et al., 2008; Broschat et al., 2002) han puesto en duda si dicha
resistencia es capaz de mantenerse a largo plazo, aunque la evidencia mas reciente
apunta a la contaminacién genética sufrida por estas variedades como una de las causas

detonantes de esta supuesta pérdida de resistencia (Baudouin et al., 2008).

4.1.3 Previos brotes de ALC y sindromes relacionados en palmas del estado de

Yucatan

En el estado de Yucatdn se han registrado una serie de brotes de ALC y
sindromes relacionados en especies de palmas distintas a C. nucifera, mismos que se
mencionan a continuacién: a) en T. radiata y Coccothrinax readii, tanto en los jardines del
Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan (CICY) como en la localidad de Chicxulub
Puerto (Nic-Matos, 2007; Narvaez et al., 2006); b) en Sabal mexicana y Pseudophoenix
sargentii en los jardines del CICY, Anillo Periférico de la ciudad de Mérida, localidad de
Chicxulub Puerto y ciudad de Ticul (Vazquez-Euan et al., 2011); c) en Adonidia merrillii
(sin. Veitchia merrillii (Zona et al., 2011; Zona, 1999)) en varios puntos de la ciudad de
Mérida (Mota-Narvaez, 2015) y d) en Roystonea regia y Acrocomia aculeata muestreadas

en distintos sitios del estado (Narvaez et al., 2015).
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Igualmente, a lo largo de la década pasada se realizaron multiples muestreos de
individuos de C. nucifera en distintas localidades del estado como parte de un programa
de monitoreo, distribucion y caracterizacion del ALC y sindromes relacionados en México.
El cuadro 12 muestra los casos confirmados de ALC reportados en el informe técnico de
dicho programa para los cocoteros del estado, durante el periodo de 2005-2009.

Cuadro 12. Andlisis de deteccién de DNA de fitoplasmas del grupo del ALC en palmas de C.
nucifera con sintomas sugestivos de ALC, muestreadas en distintas localidades del estado de
Yucatan, durante el periodo 2005-2009. La deteccién fue llevada a cabo mediante reacciones de
PCR anidada. La caracterizacién de las cepas fue realizada por medio de secuenciacion y analisis
in silico de los productos obtenidos.

Afio de Siti No. de palmas No. de palmas Subgrupo de
itio T :

colecta positivas muestreadas fitoplasma
2005 Temozén 1 5 16SrIV-A
2005 Celestln 0 5 -
2006 Celestan 3 3 16SrIV-A
2006 Sisal 0 3 -
2006 San Crisanto 0 3 -
2006 Ticul 2 2 16SrIV-A
2008 San Crisanto 4 36 16SrIV-A
2009 Chelem 2 5 16SrIV-A
2009 Sisal 5 7 16SrIV-A
2009 Chabihau 2 5 16SrIV-A
2009 Santa Clara 3 5 16SrIV-A
2009 Celestln 0 7 -
2009 Dzilam de Bravo 0 4 -
2009 Ticul 1 3 16SrIV-A

Como puede observarse en el cuadro, la incidencia de los fitoplasmas del ALC en
las palmas de cocotero de los sitios muestreados presenta variacion de tipo temporal ain

tratAndose de un mismo sitio.

Cabe mencionar la existencia en la localidad de San Crisanto de una plantacion
experimental de C. nucifera llamada “Guadalupe” establecida en 1991 con material
representativo de las distintas variedades de germoplasma presentes en el territorio
nacional con el fin de evaluar sus distintos niveles de susceptibilidad ante el ALC. En
dicha plantacion se reportaron mdultiples casos de ALC en los cocoteros que fueron
evaluados (Zizumbo et al., 2008). Asimismo, investigadores del CICY actualmente se
encuentran evaluando la genética de poblaciones segregantes de cocotero en otra

plantacion experimental en San Crisanto llamada “Caridad del Cobre” (datos no
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publicados); ambas plantaciones representan focos de infecciébn importantes, aunque
intencionales, que deben tomarse en cuenta si se desea conocer la incidencia tanto previa

como actual del ALC en el estado.
4.1.4 Estado actual de laincidencia del ALC y sindromes relacionados en Yucatan

Desde su aparicién en la costa norte de Yucatan en 1985 (Cardefia et al., 1991), el
ALC contintia afectando a los cocoteros y a muchas otras palmas de valor ornamental o
cultural presentes en el estado, sin embargo, durante este periodo su incidencia ha
variado, desde los altos niveles de mortandad registrados a finales de la década de los
ochenta y a lo largo de los noventa hasta los bajos niveles observados a finales de la

década pasada en distintos sitios del estado (véase Cuadro 12).

La presencia de fitoplasmas del grupo del ALC en poblaciones silvestres de H.
crudus también ha sido detectada en el estado (Vazquéz-Euan, 2010) (véase también
Cuadro 6, Capitulo 1), sin embargo, en colectas recientes llevadas a cabo durante las
etapas previas de la presente investigacion (véase Capitulo 1l) no se detectaron individuos
positivos para los sitios de jardines del CICY vy localidad de Chicxulub Puerto, lo que
también sugiere una disminucion proporcional en la incidencia del ALC y sindromes
relacionados en las palmas de dichos sitios, hecho que no ha sido aclarado en estudios

recientes.

No obstante, los multiples brotes de enfermedades del grupo del ALC registrados
en Yucatan en palmas distintas a C. nucifera mencionados en el apartado anterior,
demuestran la baja especificidad de estos fitoplasmas hacia sus palmas hospederas, no
pudiéndose descartar la posibilidad de que en el futuro aparezcan nuevos brotes de estas
enfermedades en especies de palmas en las que la enfermedad no ha sido reportada
anteriormente, y que algunas de estas especies como T. radiata, C. readii y S. mexicana
puedan actuar como reservorios naturales de estos patdgenos, situacion que podria
desencadenar en un escenario adverso para el cultivo de cocotero en la regiéon si no se
toman en cuenta medidas preventivas para el correcto manejo y contencién de la

enfermedad (Oropeza et al., 2010).
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Debido a lo anterior, es importante conocer el estado actual de la incidencia del
ALC y sindromes relacionados en la entidad de Yucatéan, tanto en C. nucifera como en
otras palmas importantes de la zona como T. radiata, C. readii, S. mexicana, P. sargentii,
A. merrillii y P. pacifica, para poder estimar su persistencia en la region y con ello valorar
el grado de riesgo que los distintos fitoplasmas del grupo del ALC representan para el
cultivo de cocotero a nivel local. Con este fin, en el presente capitulo se realizaron
muestreos de palmas con sintomas sugestivos de ALC, seguidos de andlisis de deteccion
de fitoplasmas por medio de PCR en tiempo real, para evaluar el estado actual de la
incidencia de este grupo de enfermedades en las palmas del estado, el cual sera
complementado con los resultados presentados en los capitulos previos del presente

trabajo.
4.2 MATERIALES Y METODOS
4.2.1 Colecta de palmas sintomaticas: procedimiento y sitios de muestreo

Se colectd material vegetal proveniente de hoja (la mas joven posible), raquis, o
tallo (dependiendo de la especie) de palmas con sintomas sugestivos de ALC vy
sindromes relacionados (Fig. 22) en distintos sitios del estado de Yucatan. Para extraer
las muestras de tallo se emple6 un taladro eléctrico y el método previamente descrito por
Harrison et al. (2002b). En todos los casos se obtuvo como minimo un gramo de tejido por
individuo muestreado. Las muestras rotuladas fueron almacenadas en una hielera y

transportadas al laboratorio para su posterior analisis.
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Figura 22. Sintomas sugestivos de ALC y sindromes relacionados en las especies: A.- T. radiata
(necrosis de la hoja espada) y B.- C. nucifera (caida de frutos, necrosis de inflorescencias, muerte
de hojas viejas y pérdida de coloracién de hojas nuevas). Fotografia del autor.

Los sitios de colecta fueron los siguientes: 1) los jardines del CICY, ubicado en la
ciudad de Mérida, municipio homénimo; 2) fraccionamientos Francisco de Montejo y Real
Montejo, también en Mérida; 3) localidad de Chicxulub Puerto (21°17'38"N 89°36'30"0),
municipio de Progreso; 4) localidad de Progreso de Castro (21°16'58"N 89°39'49"0),
municipio de Progreso; 5) poblado de Telchac Puerto (21°2026"N 89°15'47"0), municipio
homénimo; 6) poblado de San Crisanto (21°21'08"N 89°10'18"0), municipio de Sinanché;
7) localidad de Chabihau (21°21'25"N 89°07'05"0), municipio de Yobain; 8) localidad de
Chelem (21°16'00"N 89°45'00"0), municipio de Progreso; 9) ciudad de Ticul
(20°23'43"N 89°32'02"0), municipio homoéonimo 'y 10) localidad de Muna
(20°29'N 89°43'0); municipio homénimo. Asimismo, un individuo de C. nucifera ubicado
en la carretera Progreso-Telchac, a la altura del km 31.5 también fue muestreado.
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4.2.2 Extraccién de &cidos nucleicos de las palmas colectadas y andlisis de

deteccién de DNA de fitoplasmas del grupo del ALC mediante PCR en tiempo real

La extraccion de &cidos nucleicos de todas las muestras se llevé a cabo
empleando un protocolo basado en lo establecido por Doyle y Doyle (1990), pero
utilizando, dependiendo del tipo de muestra, tejido proveniente de hoja, raquis o tallo, éste
ualtimo sin fraccionar previo a la maceraciéon (véanse apartados 2.2.3 para la preparacion

de reactivos y 3.2.1 para el procedimiento).

Los analisis de deteccion de fitoplasmas del grupo del ALC por PCR en tiempo real
fueron realizados siguiendo lo establecido por Cordova et al. (2014) y empleando los
materiales, reactivos y cantidades previamente especificados (véase apartado 2.2.4,
Capitulo 1), luego de confirmar la presencia de DNA total para todas las palmas mediante
analisis por electroforesis en geles de agarosa al 1% en buffer TAE 1X tefiidos con
bromuro de etidio (véase apartado 2.2.3 para las condiciones, reactivos y equipos
empleados). Se emplearon controles positivos y negativos para todas las reacciones
realizadas, los cuales consistieron en el uso de 2 yL de DNA extraido de palmas
previamente caracterizadas como positivas a la infeccion por fitoplasmas del grupo del

ALC y la misma cantidad de agua ultra pura, respectivamente.
4.3 RESULTADOS
4.3.1 Colecta del material vegetal de las palmas sintomaticas

El total de muestras obtenidas, las especies de palmas colectadas, los sitios y la
fecha de muestreo de los individuos incluidos en el presente estudio se muestran en el
cuadro 13. Cabe mencionar que las localidades de Celestan, Chuburna Puerto, Dzilam de
Bravo, Santa Clara y Sisal también fueron visitadas pero la presencia de palmas

sintomaticas no fue detectada.

96



Capitulo IV

Cuadro 13. Datos de colecta de los individuos muestreados para la evaluacién de la incidencia
actual del ALC y sindromes relacionados en las palmas del estado de Yucatan.

Sitio de colecta Fecha de muestreo Palmas colectadas
Chicxulub Puerto 24 de febrero de 2015 T radla'Fa, SEIS eje_mplares.
C. nucifera, un ejemplar.
Jardines del CICY 6 de marzo de 2015 T. radiata, dos ejemplares.
San Crisanto 6 y 18 de marzo de 2015 C. nucifera, tres ejemplares.
Chabihau 20 de marzo de 2015 C. nucifera, cinco ejemplares.
Telchac Puerto 25 de marzo de 2015 C. nucifera, ocho ejemplares.
Carretera Progreso-Telchac 25 de marzo de 2015 C. nucifera, un ejemplar.
Chelem 1 de abril de 2015 C. nucifera, dos ejemplares.
Progreso de Castro 15 de abril de 2015 C. nucifera, dos ejemplares.
Caryota sp., tres ejemplares.
Fracc. Real Montejo 24 de abril de 2015 Washingtonia sp., dos
ejemplares.
Fracc. Francisco de Montejo | 24y 27 de abril de 2015 | A. merrillii, cuatro ejemplares.
Ticul 20 de mayo de 2015 C. nucifera, un ejemplar.
Muna 20 de mayo de 2015 C. nucifera, un ejemplar.

Como puede observarse en el cuadro, se tomaron muestras de 24 individuos de la
especie C. nucifera, ocho de T. radiata, cuatro de A. merrillii, tres de Caryota sp. y dos de

Washingtonia sp., para un total de 41 individuos.

4.3.2 Deteccion de DNA de fitoplasmas del grupo del ALC en las palmas

muestreadas por reacciones de PCR en tiempo real

El DNA purificado de los 41 individuos muestreados se analizd6 por medio de
electroforesis en geles de agarosa al 1% en buffer TAE 1X. La figura 23 muestra las
bandas de DNA total obtenidas para las palmas colectadas en los fraccionamientos Real
Montejo y Francisco de Montejo, en la ciudad de Mérida. Se observaron bandas para las
41 palmas incluidas en el experimento, lo que permiti6 emplear dichas muestras para las

pruebas de deteccion de fitoplasmas del grupo del ALC mediante PCR en tiempo real.
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Figura 23. Visualizacion de DNA de palmas de distintas especies en gel de agarosa al 1% - TAE
1X. DNA total obtenido de las palmas colectadas en los fraccionamientos Real Montejo y Francisco
de Montejo, en la ciudad de Mérida. Carriles 1-2, 3-4, 5-6: DNA (con réplica) de las tres palmas
Caryota sp.; carriles 7-8, 9-10, 11-12, 13-14: DNA (con réplica) de las cuatro palmas A. merrillii;
carriles 15-16, 17-18: DNA (con réplica) de las dos palmas Washingtonia sp.

Los resultados de las pruebas de deteccion de DNA de fitoplasmas por PCR en

tiempo real realizadas a todas las palmas muestreadas se presentan en el cuadro 14.
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Cuadro 14. Resultados obtenidos de las reacciones de deteccién de DNA de fitoplasmas del grupo
del ALC en las palmas sintomaticas que fueron muestreadas en distintos puntos del estado.

Sitio de colecta

Palma analizada

Deteccion con la sonda
503LY16S

Chicxulub Puerto

. nucifera (1)
. radiata (1)
. radiata (2)
. radiata (3)
. radiata (4)
. radiata (5)
. radiata (6)

Jardines del CICY

. radiata (1)
. radiata (2)

San Crisanto

. hucifera (1)
. hucifera (2)
. hucifera (3)

Chabihau

. hucifera (1)
. hucifera (2)
. hucifera (3)
. hucifera (4)
. hucifera (5)

Telchac Puerto

. hucifera (1)
. hucifera (2)
. hucifera (3)
. hucifera (4)
. hucifera (5)
. hucifera (6)
. hucifera (7)
. hucifera (8)

+ 4+ F + |+ |+ o+

Carretera Progreso-Telchac

. hucifera (1)

+l+ 4+ +

Chelem

. hucifera (1)
. hucifera (2)

Progreso de Castro

0000000000000 [00000[000|44lgq44440

. hucifera (1)
. hucifera (2)

Fracc. Real Montejo

Caryota sp. (1)
Caryota sp. (2)
Caryota sp. (3)

Washingtonia sp. (1)
Washingtonia sp. (2)

A. merrillii (1) -

. A. merrillii (2) -

Fracc. Fco. de Montejo A. merrilli (3) ]
A. merrillii (4) -

Ticul C. nucifera (1) -

Muna C. nucifera (1) -
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En el caso del estudio presente, se consideraron como positivas aquellas muestras
que exhibieron un Ct (Cycle threshold, en inglés) menor a 30. De este modo, se
obtuvieron 18 muestras positivas para C. nucifera, de un total de 24 y dos para T. radiata,
de un total de ocho. Muestras con Cts mayores a este valor fueron consideradas como
negativas, entre las cuales se cuentan cinco C. nucifera, seis T. radiata, y el resto de las
especies de palmas analizadas (véase Anexo 1 para los valores de Ct obtenidos para
todas las muestras). Cabe mencionar que los controles positivos y negativos empleados
en todas las reacciones se comportaron de la manera esperada (Cts entre 21 y 25 para

los positivos y mayores a 32 para los negativos).

El cuadro 15 muestra los cambios observados en el nimero de casos positivos y
sintomaticos de ALC detectados en los distintos sitios del estado muestreados tanto en la
década pasada como en la actualidad para la especie C. nucifera, en comparacién con lo

reportado en el cuadro 12.
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Cuadro 15. Casos positivos y sintomaticos de ALC en palmas de C. nucifera muestreadas en
distintos sitios del estado de Yucatan, durante el periodo 2005-2009 y el afio 2015,
respectivamente.

Palmas positivas/Palmas sintomaticas

Sitio

Periodo 2005-2009

Afio 2015 (presente

trabajo)
Carretera Progreso-Telchac Sin datos de colecta 1/1
Celestln 3/15 Sin palmas sintomaticas
Chabihau 2/5 5/5
Chelem 2/5 0/2
Chicxulub Puerto Sin datos de colecta 1/1

Chuburna Puerto

Sin datos de colecta

Sin palmas sintomaticas

Dzilam de Bravo

0/4

Sin palmas sintomaticas

Muna Sin datos de colecta 0/1

Progreso de Castro Sin datos de colecta 1/2

San Crisanto 4/39 3/3
Santa Clara 3/5 Sin palmas sintomaticas
Sisal 5/10 Sin palmas sintomaticas

Telchac Puerto Sin datos de colecta 7/8

Temozon 1/5 Sitio no visitado
Ticul 3/5 0/1
Total 23/93 18/24

La figura 24 muestra a nivel geogréfico los distintos sitios en el estado en los que
se determiné la presencia de fitoplasmas del grupo del ALC en palmas sintoméaticas de

diferentes especies, tanto en fechas actuales como durante el periodo 2005-2013.

101



Capitulo IV

% C. readil, S. mexicana,
T. radiata (subgrupo A).

# T. radiata (subgrupo A),
P. pacifica, P. sargentii.
S. mexicana (subgrupo D),
A. mernllii (sin clasificar).
# C. nucifera (subgrupo A).
S. mexicana (subgrupo D).

& C. nucifera, T. radiata
(sin clasificar).

® C. nucifera {subgrupoc A).

% C. nucifera (sin clasificar).

\
intana Ro

Figura 24. Sitios del estado de Yucatan en los que se determiné la presencia de fitoplasmas del
grupo del ALC en palmas sintomaticas de distintas especies durante el periodo: A.- 2005-2013 y
B.- 2015 (palmas analizadas en el presente trabajo). Dichas palmas fueron muestreadas en: 1.-
Celestin, 2.- Sisal, 3.- Chelem, 4.- Mérida, 5.- Chicxulub Puerto, 6.- Ticul, 7.- San Crisanto, 8.-
Chabihau, 9.- Santa Clara, 10.- Temozoén, 11.- Progreso de Castro, 12.- Carretera Progreso-
Telchac km 31.5, 13.- Telchac Puerto (véanse Cuadro 12 y apartado 4.1.3 para fechas de
muestreo y referencias de la seccion A).

4.4 DISCUSION
De acuerdo a lo presentado en el cuadro 14, en el presente estudio, 20 palmas (18

de C. nucifera y dos de T. radiata) del total de 41 que fueron muestreadas dieron positivas

a la presencia de fitoplasmas del grupo del ALC en sus tejidos. Debido a lo anterior, es
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posible determinar ciertos cambios en el niumero de casos positivos y sintométicos de
ALC en varias localidades del estado para la especie C. nucifera, en comparacién con los
numeros reportados durante el periodo de 2005-2009 (véanse Cuadro 15y Fig. 24). En el
caso de la localidad de Chabihau, existié un incremento de casos positivos, detectandose
dos individuos en el 2009, en comparacion con los cinco reportados en el presente
estudio. Caso contrario en las localidades de Ticul y Chelem, las cuales reportaron tres y
dos individuos, respectivamente, durante el periodo de 2006-2009, y ninguno en fechas
actuales. Asimismo, Celestun, Sisal y Santa Clara registraron tres, cinco y tres casos
positivos, respectivamente, durante el mismo periodo, mientras que en fechas actuales no
se detectd la presencia de palmas sintomaticas en ninguno de estos sitios. En cambio,
estos numeros no parecen haberse modificado en Dzilam de Bravo, ya que ningln caso
de ALC fue reportado en ambos periodos para dicha localidad. En San Crisanto se tienen
cuatro palmas positivas en 2008 y tres en la actualidad, no obstante, como ya se
menciond anteriormente (véase apartado 4.1.3), en esta localidad fue establecida en 1991
una plantacion experimental de C. nucifera llamada “Guadalupe” con el propdsito de
evaluar los niveles de susceptibilidad ante el ALC de las distintas variedades de
germoplasma presentes en el pais. En dicha plantacion se reportaron multiples casos de
ALC en los cocoteros que fueron evaluados, principalmente durante los primeros cinco
afos después del comienzo del ensayo, reportandose el Gltimo caso en 2003 (Zizumbo et
al., 2008); sin embargo, en la actualidad se han detectado nuevos casos de ALC en
cocoteros que pertenecen a otra plantacion experimental llamada “Caridad del Cobre”
establecida por investigadores del CICY también en San Crisanto (datos no publicados),
hecho que sugiere un nivel de incidencia alto y constante de esta enfermedad en las
palmas de dicha localidad incluso en fechas recientes, debido principalmente al uso de
material susceptible al ALC en ambas plantaciones para fines propios de los experimentos

realizados.

Aunque la localidad de Telchac Puerto no fue incluida en dicha evaluacion
realizada en fechas pasadas, en la actualidad fueron detectados 7 ejemplares de C.
nucifera infectados con fitoplasmas del grupo del ALC, la mayor cantidad para cualquiera
de los sitios de colecta incluidos en la realizacion del presente trabajo. Cabe mencionar
gue todas las palmas muestreadas pertenecientes a dicha localidad se encontraban en

cercania unas con otras, siendo parte de un mismo terreno, lo que sugiere la posibilidad
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de que se trate de una resiembra realizada por los habitantes de la zona en la cual se
emple6 material susceptible al ALC, ya que no se encontraron cocoteros sintomaticos

fuera del terreno mencionado.

Igualmente, los trabajos realizados por Narvaez et al. (2006) y Nic-Matos (2007)
reportaron brotes de enfermedades causadas por fitoplasmas del grupo del ALC en la
especie T. radiata en la localidad de Chicxulub Puerto. En la presente evaluacion, la
presencia de fitoplasmas del grupo del ALC fue detectada en dos individuos de T. radiata
(y un C. nucifera), esto representa una clara disminucion en el nimero de casos positivos
de este grupo de enfermedades para dicho sitio, ya que Narvaez et al. reportaron cinco
casos (ademas de ocho para la especie C. readii). Cabe mencionar que esta disminucién
concuerda con lo reportado en el mismo sitio para el insecto H. crudus (véase Capitulo Il),
el cual también mostr6 una disminucién en el porcentaje de insectos infectados con

fitoplasmas del grupo del ALC en la poblacion silvestre.

Vazquez-Euan et al. (2011) y Mota-Narvaez (2015) también reportaron brotes de
este grupo de enfermedades en otras especies de palmas ademas de C. nucifera. Los
primeros detectaron fitoplasmas del grupo del ALC en individuos de S. mexicana y P.
sargentii, mientras que el segundo hizo lo mismo para A. merrillii. Como puede observarse
en el cuadro 14, ninguno de los ejemplares muestreados de A. merrillii incluidos en el
presente trabajo resulté positivo a la presencia de fitoplasmas del grupo del ALC en las
reacciones de deteccion realizadas, en comparacion con los 28 reportados por Mota-
Narvaez (colectados durante 2012-2013), lo que representa una clara disminucién en la
incidencia del ALC y sindromes relacionados para dicha especie en la ciudad de Mérida.
Asimismo, no se observaron palmas sintomaticas de las especies S. mexicana y P.
sargentii durante la realizacion del presente estudio, lo que también sugiere una
disminuciéon en los niveles de incidencia de este grupo de enfermedades para las

especies mencionadas.

Finalmente, en el sitio de jardines del CICY no pudieron detectarse casos positivos
de ALC y sindromes relacionados en ninguna especie de palma, lo que también
concuerda con lo observado para el insecto H. crudus (véase capitulo 1) y la palma P.
pacifica (véase capitulo Ill), en comparacion con los altos niveles de incidencia reportados

previamente tanto en palmas como en insectos por Sanchez-Borges (2014), Vazquez-
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Euan et al. (2011), Vazquez-Euéan (2010) y Nic-Matos (2007) (véanse también Cuadro 6,
Capitulo Il y apartado 3.1.3, Capitulo IlI).

En conclusion, las enfermedades causadas por los fitoplasmas del grupo del ALC
siguen estando activas en algunos sitios del estado de Yucatan, y, por lo tanto,
representan un riesgo moderado para el cultivo de cocotero a nivel local (mismo que
puede reducirse e incluso evitarse siguiendo las medidas recomendadas de prevencion y
manejo del ALC en plantaciones de cocotero), ademéas de afectar a muchas otras
especies de palmas con valor ornamental y cultural. No obstante, resulta evidente que
desde la aparicion del ALC en la Peninsula de Yucatan, hace mas de 35 afos (Oropezay
Zizumbo, 1997), vy la inicial destruccién del material vegetal nativo, considerado como
altamente susceptible (Zizumbo et al.,, 1999), los niveles de incidencia de esta
enfermedad, junto con aquellas causadas por otros fitoplasmas del grupo del ALC, han
tendido a disminuir en la regién, con excepcién de algunas pocas localidades. El estado
actual de la incidencia del ALC y sindromes relacionados en las palmas de la entidad
muestra una disminucién a nivel general y una baja en el nUmero de casos positivos de
esta enfermedad en las localidades de Ticul, Chelem, Celestin, Sisal, Santa Clara,
Chicxulub Puerto y la ciudad de Mérida, permaneciendo constante en San Crisanto y
aumentando en las poblaciones de Chabihau y Telchac Puerto, aunque debido a lo
observado durante el muestreo en estas Ultimas localidades, este presunto aumento
parece ser mas consecuencia de resiembras recientes en las que se utiliz6 material
susceptible y no de brotes con mayor grado de virulencia que puedan amenazar al resto
de los cocoteros locales, predominantemente resistentes al ALC. Finalmente, debido a
gue aun existen muchos aspectos sobre la epidemiologia del ALC y sus sindromes
relacionados que todavia no son comprendidos, como la posible existencia de vectores
alternos, hospederos asintomaticos, los niveles de susceptibilidad y de resistencia de
algunas de las especies de palmas afectadas, etcétera, esta aparente disminuciéon no
representa un motivo para reducir los esfuerzos actuales en materia de combate y
prevencion de este grupo de enfermedades a nivel local y nacional, ya que aun en fechas
recientes se han descubierto casos positivos de ALC en palmas en las que la enfermedad
no habia sido reportada anteriormente, como los casos de R. regia y A. aculeata (Narvaez
et al., 2015), ademas de que también existen reportes de pérdidas de material en

plantaciones de cocotero de variedades previamente caracterizadas como resistentes al
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ALC (Lebrun et al., 2008; Broschat et al., 2002), aunque la evidencia mas reciente apunta
a la contaminacién genética sufrida por estas variedades como una de las causas
detonantes de esta pérdida de resistencia (Baudouin et al., 2008). Igualmente, es
importante mencionar la existencia de otros subgrupos de fitoplasmas que también
afectan a C. nucifera tanto en Asia como en Africa (véase Cuadro 3, Capitulo 1), ya que se
ha demostrado que poseen relaciones filogenéticas con los subgrupos presentes en
Ameérica (Harrison et al., 2014) y, por lo tanto, representan una amenaza latente para las
plantaciones nativas del continente; en este contexto, la busqueda de germoplasma
resistente a distintas cepas de fitoplasmas, tanto americanas como africanas y/o asiticas,
toma especial relevancia. Es por ello que el constante monitoreo de los niveles de
incidencia del ALC y sindromes relacionados constituye una parte indispensable de los
esfuerzos actuales en materia de combate y prevencion de este grupo de enfermedades a

nivel local y nacional.
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CAPITULO V

DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

5.1 DISCUSION GENERAL

Anteriormente, en la peninsula de Yucatan, el Amarillamiento Letal del Cocotero
(ALC) trajo como consecuencia la inicial destruccion de gran parte de los cocoteros
locales, en su mayoria del ecotipo Alto del Atlantico, altamente susceptible a esta
enfermedad, lo que permiti6 que surgiera una situacion epidémica que se dispersé a lo
largo de dicha region. Como consecuencia se observé una alta incidencia de la
enfermedad en las plantaciones de cocotero del estado de Yucatan. En algunas de las
areas afectadas por el ALC se iniciaron procesos de resiembra para sustituir las plantas
gue se perdieron con individuos del ecotipo Enano Malayo, con un mayor grado de
resistencia ante la enfermedad, permaneciendo también poblaciones de Alto del Atlantico
a lo largo del estado, asi como cultivares hibridos (Zizumbo et al., 1999). De este modo,
un monitoreo realizado a lo largo de la década pasada en cocoteros de distintas
localidades de la entidad revel6 el estado de la incidencia del ALC en la region hasta la
fecha (véase Cuadro 12, Capitulo 1V), mismo que tendia a la baja en la mayoria de los
sitios en comparacion con afios anteriores. Sin embargo, reportes recientes de brotes de
enfermedades causadas por fitoplasmas del grupo del ALC en palmas del estado distintas
a Cocos nucifera L. (Mota-Narvaez, 2015; Vazquez-Euan et al., 2011; Nic-Matos, 2007;
Narvaez et al., 2006) mostraron que estos patdégenos seguian estando presentes en el
ambiente y que algunas de estas especies como Thrinax radiata, Coccothrinax readii y

Sabal mexicana podrian actuar como reservorios naturales de estos patégenos.

En el presente estudio, inicialmente se buscé determinar el nUmero de individuos
infectados con fitoplasmas del grupo del ALC en poblaciones silvestres del insecto vector
Haplaxius crudus Van Duzee con el fin de que éstas se emplearan para demostrar la
capacidad del insecto de inocular fitoplasmas a un medio de alimentacién artificial. El
desarrollo de una metodologia como tal constituiria un primer acercamiento hacia el
cultivo in vitro del fitoplasma causante del ALC. No obstante, resultados preliminares

mostraron una aparente reduccion en el nimero de individuos infectados en poblaciones
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silvestres de H. crudus previamente estudiadas, fendmeno que también sugeria una
disminucion correspondiente en la incidencia del ALC y sindromes relacionados en las

palmas de dichos sitios.

Tomando en cuenta lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue el de evaluar el
estado actual de la incidencia del ALC en el estado de Yucatan, investighndose la
presencia de fitoplasmas del grupo del ALC tanto en palmas locales como en poblaciones
silvestres de H. crudus. Igualmente, se realiz6 un bioensayo utilizando a Pritchardia
pacifica, una especie de palma altamente susceptible al ALC, con el fin de observar su
posible infeccion de manera natural con fitoplasmas del grupo del ALC y monitorear la
presencia de estos patdégenos en un ambiente determinado (los jardines del Centro de

Investigacién Cientifica de Yucatan (CICY)).

A partir de los resultados obtenidos (véase Capitulo 1V), se determin6 que el
estado actual de la incidencia del ALC y sindromes relacionados en las palmas de la
entidad muestra una disminuciéon a nivel general y una baja en el nUmero de casos
positivos de esta enfermedad en las localidades de Ticul, Chelem, Celestln, Sisal, Santa
Clara, Chicxulub Puerto y la ciudad de Mérida, en comparacién con lo reportado en fechas
anteriores. Caso distinto el de San Crisanto, sitio que hasta la fecha mantiene un alto nivel
de incidencia tomando en cuenta lo reportado por Zizumbo et al. (2008) para afios
anteriores y los nuevos casos positivos de ALC detectados en cocoteros que forman parte
de la plantacion experimental llamada “Caridad del Cobre” establecida en dicho sitio
(datos no publicados), ademas de los datos obtenidos durante la realizacion del presente
trabajo. Finalmente, se reporté un aumento de casos positivos de ALC en las poblaciones
de Chabihau y Telchac Puerto, aunque esto parece ser mas consecuencia de resiembras
recientes en las que se empled material susceptible y no de brotes con mayor grado de
virulencia que puedan amenazar al resto de los cocoteros locales, predominantemente
resistentes al ALC. Lo anterior concuerda con los resultados obtenidos para los analisis
de deteccién de fitoplasmas del grupo del ALC realizados en poblaciones silvestres de H.
crudus (véase Capitulo Il), en las cuales no se detectaron individuos positivos en la
localidad de Chicxulub Puerto ni en los jardines del CICY, en la ciudad de Mérida, en
contraste con lo reportado en fechas anteriores por Sanchez-Borges (2014), Vazquez-

Euén (2010) y Nic-Matos (2007) (véase también Cuadro 6, Capitulo Il). Igualmente, las
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palmas P. pacifica expuestas al ambiente de los jardines del CICY no se infectaron con
fitoplasmas del grupo del ALC durante la duraciéon del ensayo realizado (véase Capitulo
), lo que también sugiere una clara disminucion en la incidencia de este grupo de
enfermedades para dicho sitio en fechas recientes, en comparacion con lo reportado para
la especie en un experimento similar realizado en septiembre de 2012 (datos no
publicados) (véase apartado 3.1.3, Capitulo Ill) y en ensayos de transmision anteriores
(Sanchez-Borges, 2014).

Considerando los resultados obtenidos de los tres diferentes enfoques utilizados
en la realizacion del presente trabajo, los cuales concuerdan entre si para los distintos
sitios en los que fueron empleados, se puede asegurar que, en efecto, las enfermedades
causadas por fitoplasmas del grupo del ALC siguen estando activas en el estado de
Yucatan (véase Cuadro 14, Capitulo IV) vy, por lo tanto, siguen representando un riesgo
para el cultivo de cocotero a nivel local (mismo que puede reducirse e incluso evitarse
siguiendo las medidas recomendadas de prevencién y manejo del ALC en plantaciones
de cocotero (Oropeza et al., 2010)), ademas de afectar a muchas otras especies de
palmas con valor ornamental y cultural. No obstante, resulta evidente que los niveles de
incidencia de esta enfermedad, junto con aquellas causadas por otros fitoplasmas del
mismo grupo, han tendido a disminuir en la regién, con excepcion de algunos focos
menores ubicados en las localidades anteriormente mencionadas (véase Fig. 24, Capitulo
IV). Dichos focos también han disminuido en nimero e intensidad con el paso del tiempo,
ademas de que no han sido capaces de dispersar la enfermedad en territorios aledafios.
Sin embargo, debido a que aun hay muchos aspectos sobre la epidemiologia del ALC y
sus sindromes relacionados que adn no son comprendidos, como la posible existencia de
vectores alternos, hospederos asintomaticos, los niveles de susceptibilidad y de
resistencia de algunas de las especies de palmas afectadas, etcétera, esta aparente
disminucién no representa un motivo para reducir los esfuerzos actuales en materia de
combate y prevencién de este grupo de enfermedades a nivel local y nacional, ya que,
como se menciond anteriormente, alin en fechas recientes se han descubierto casos
positivos de ALC en palmas en las que la enfermedad no habia sido reportada
anteriormente, como son los casos de T. radiata y C. readii (Narvaez et al., 2006), S.
mexicana y Pseudophoenix sargentii (Vazquez-Euan et al., 2011) y Roystonea regia y

Acrocomia aculeata (Narvaez et al., 2015), ademas de que también existen reportes de

113



Capitulo V

pérdidas de material en plantaciones de cocotero de variedades previamente
caracterizadas como resistentes al ALC (Lebrun et al., 2008; Broschat et al., 2002),
aunque la evidencia mas reciente apunta a la contaminacién genética sufrida por estas
variedades como una de las causas detonantes de esta pérdida de resistencia (Baudouin
et al., 2008). Igualmente, es importante mencionar la existencia de otros subgrupos de
fitoplasmas que también afectan a C. nucifera tanto en Asia como en Africa (véase
Cuadro 3, Capitulo 1), ya que se ha demostrado que poseen relaciones filogenéticas con
los subgrupos presentes en América (Harrison et al., 2014) y, por lo tanto, representan
una amenaza latente para las plantaciones nativas del continente; en este contexto, la
busqueda de germoplasma resistente a distintas cepas de fitoplasmas, tanto americanas

como africanas y/o asiaticas, toma especial relevancia.

Aunque la incidencia de las enfermedades causadas por fitoplasmas del grupo del
ALC es un aspecto dificil de evaluar con precision debido principalmente al alto nimero
de especies de palmas afectadas (muchas de ellas con sintomatologias que difieren entre
si y que a la vez pueden confundirse con otro tipo de padecimientos) y a los distintos
subgrupos de fitoplasmas involucrados (algunos incluso llegando a requerir metodologias
de deteccion distintas), actualmente se cuenta con la metodologia necesaria para poder
atender estas cuestiones, de modo que es preciso continuar y ahondar mas en el
entendimiento de las interacciones planta-patégeno-vector del ALC y como éstas se

relacionan con el medio ambiente.

Es por ello que el constante monitoreo de los niveles de incidencia del ALC y
sindromes relacionados, mismo enfoque que fue favorecido para la realizacion del
presente trabajo, constituye una parte indispensable de los esfuerzos actuales en materia
de combate, prevencién y estudio de este grupo de enfermedades, actualmente
realizados por instituciones como el CICY, el Colegio de Postgraduados (COLPOS) y el
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) a nivel
local y nacional, ademas de los efectuados a nivel internacional por muchas otras
instituciones: véanse las investigaciones realizadas en H. crudus por Powell et al. (2015) y
Osorno (2013); la deteccion de fitoplasmas del ALC en embriones de cocotero por
Cordova et al. (2003); la nueva metodologia de deteccion para fitoplasmas propuesta por

Cordova et al. (2014); los estudios recientes sobre fitoplasmas de Africa y Asia realizados
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por Bila et al. (2015), Harrison et al. (2014) y Nejat et al. (2009), entre otros; las
busquedas de nuevas plantas hospederas y vectores alternos de fitoplasmas del ALC
elaboradas por Teran-Villanueva (2014), Brown y McLaughlin (2011) y Brown et al.
(2006), por mencionar algunos; los estudios referentes a evaluaciones de variedades de
C. nucifera resistentes al ALC por Baudouin et al. (2009), Zizumbo et al. (2008) y
Baudouin et al. (2008); el plan de contingencia ante un brote del ALC detallado por
Oropeza et al. (2010); y, finalmente, los ensayos de transmision en jaulas realizados por
Sanchez-Borges (2014). Estas y muchas otras valiosas contribuciones estan enfocadas al
mejor entendimiento de los componentes del patosistema del ALC y su relacion con el
medio ambiente, de modo que en el futuro se disponga de herramientas mas eficaces

para el combate de esta importante enfermedad.
5.2 CONCLUSIONES GENERALES

« El estado actual de la incidencia del ALC y sindromes relacionados en las palmas
de Yucatan muestra una disminucion a nivel general y una baja en el numero de
casos positivos de esta enfermedad en las localidades de Ticul, Chelem, Celestun,
Sisal, Santa Clara, Chicxulub Puerto y la ciudad de Mérida, permaneciendo
constante solamente en San Crisanto (sitio que hasta la fecha mantiene una alta
incidencia) y aumentando en las poblaciones de Chabihau y Telchac Puerto
(aunque este aumento parece ser consecuencia de resiembras recientes de
material susceptible), en comparacion con los casos reportados en fechas
anteriores. Aunque todavia existen algunos focos menores de ALC en la entidad,
éstos también han disminuido en nimero e intensidad con el paso del tiempo,
ademas de que no han sido capaces de dispersar la enfermedad en territorios
aledafios.

% No se detectaron insectos H. crudus infectados con fitoplasmas del grupo del ALC
en los sitios de Chicxulub Puerto y jardines del CICY, lo que también sugiere una
disminucion del in6culo de estos patdgenos presente en el ambiente de dichos

sitios, en comparacion con reportes previos.

X3

%

Las palmas P. pacifica expuestas al ambiente de los jardines del CICY no se

infectaron con fitoplasmas del grupo del ALC durante la duracion del ensayo
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realizado, lo que igualmente sugiere una disminucion en la presencia de insectos

vectores infectados con estos patdégenos para dicho sitio.

5.3 PERSPECTIVAS

X3

%

El constante monitoreo de los niveles de incidencia del ALC y sindromes
relacionados en palmas de distintas especies como herramienta para evaluar el
grado de riesgo que dichas enfermedades representan para el cultivo de cocotero
y como complemento de los programas sélidos ya existentes en materia de
combate y prevencion de este grupo de enfermedades, como el propuesto por
Oropeza et al. (2010).

% Realizar anadlisis de deteccién de fitoplasmas del grupo del ALC en poblaciones
silvestres de H. crudus empleando mayores tamafios de muestra, tanto en los
sitios utilizados en el presente trabajo como en otras zonas del estado y del pais.
Igualmente, realizar estos muestreos a lo largo del afio, con el fin de determinar si
existen variaciones estacionales en el porcentaje de infeccion por fitoplasmas del
grupo del ALC en el insecto H. crudus.

X3

%

Emplear individuos de la especie P. pacifica para llevar a cabo ensayos de
exposicion natural en un sitio con alta incidencia (Telchac Puerto, Chicxulub
Puerto, San Crisanto o Chabihau), con el fin de obtener palmas jévenes enfermas
gue puedan utilizarse para la realizacién de futuros experimentos de adquisiciéon
de fitoplasmas del grupo del ALC en insectos H. crudus mantenidos en laboratorio,
y gque esto constituya un primer acercamiento hacia el cultivo in vitro del fitoplasma
causante del ALC.

% Continuar con los estudios enfocados a mejorar el conocimiento de las
interacciones planta-patégeno-vector del ALC y su relacion con el medio ambiente,
asi como con el desarrollo de nuevas técnicas que faciliten el entendimiento de

aspectos poco comprendidos sobre la epidemiologia de esta enfermedad.

X3

%

Complementar los resultados obtenidos en el presente trabajo con los que se
estan realizando a nivel nacional para determinar el estado actual de la incidencia

del ALC y sindromes relacionados en México.
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ANEXO

Anexo 1. Valores de Ct obtenidos de las reacciones de deteccion de DNA de fitoplasmas

del grupo del ALC por PCR en tiempo real en las palmas que fueron analisadas en el

presente trabajo.

Ct* obtenido

Ct* obtenido

Sitio de Palma (sonda Sitio de Palma (sonda
colecta analizada 503LY16S) colecta analizada 503LY16S)
Chicxulub | ' ciera (1) 22.32 Telchac C. nucifera (5) 32.98
Puerto Puerto
Chioxilub 14 iata (1) 36.50 Telchac | 1 cifera (6) 28.31
Puerto Puerto
Chioxlub 114 iata (2) 36.22 Telchac | 1 cifera (7) 25.20
Puerto Puerto
Chicxulub T. radiata (3) 27.52 Telchac C. nucifera (8) 27.24
Puerto Puerto
Chicxulub Carretera
PUerto T. radiata (4) 33.53 Progreso- C. nucifera (1) 26.55
Telchac
Chicxulub T. radiata (5) 35.35 Chelem C. nucifera (1) 36.02
Puerto
Chicxulub T. radiata (6) 27.75 Chelem C. nucifera (2) 36.70
Puerto
Jardines del : Progreso de .
clcy T. radiata (1) 36.76 Castro C. nucifera (1) 34.52
Jardines del : Progreso de .
clcy T. radiata (2) 33.21 Castro C. nucifera (2) 26.32
San Crisanto | C. nucifera (1) 21.35 Frlagcn'teRjgal Caryota sp. (1) 37.18
San Crisanto | C. nucifera (2) 23.37 Fracc:)c;].testal Caryota sp. (2) NA
San Crisanto | C. nucifera (3) 23.90 Fracc:)c;].testal Caryota sp. (3) 39.76
Chabihau | C. nucifera (1) 25.72 Fra‘c’)‘;t;ﬁa' Wass’g'”?lt)o”'a 37.15
Chabihau | C. nucifera (2) 26.48 Fra‘c’)‘;t;sa' Wassg'”g)o”'a 35.88
Chabihau | C. nucifera (3) 26.75 Fra,‘\’/lco'n'igjod de | A merrilli (1) 35.95
Chabihau | C. nucifera (4) 21.81 Fralf/l%nthjoo' de | A merillii (2) NA
Chabihau | C. nucifera (5) 25.82 Fra,f/l%n'igj‘)o' de | A merrilii (3) NA
Telchac . Fracc. Fco. de -
Puerto C. nucifera (1) 24.65 Montejo A. merrillii (4) NA
Telchac C. nucifera (2) 28.21 Ticul C. nucifera (1) 33.14
Puerto
Telchac C. nucifera (3) 25.57 Muna C. nucifera (1) 35.36
Puerto
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Telchac
Puerto

C. nucifera (4)

27.35

*Resultado promediado. Todas las muestras fueron analizadas por duplicado y, en algunos casos, triplicado.
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El Hubble eXtreme Deep Field (XDF), imagen publicada el 25 de septiembre de
2012. La mayoria de los objetos que pueden observarse son galaxias, con
excepcion de unas pocas estrellas. La luz proveniente de algunas de estas
galaxias se origin6 hace poco mas de 13 mil millones de afios. El XDF es, sin
duda, el documento que contiene la mayor cantidad de informacién (en forma de
luz visible) creado por la humanidad hasta la fecha. Representa nuestra postura
como especie ante la ignorancia y la incertidumbre. No pude desaprovechar la
oportunidad de reproducirla aqui.
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