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RESUMEN

RESUMEN

El cocotero (Cocos nucifera L.) es una planta perenne de importancia econémica debido a
su contribuciéon sustancial a la seguridad alimentaria. Sin embargo, a pesar de su
potencial econémico, existen diversos factores que limitan su produccion, entre ellos, la
enfermedad del amarillamiento letal de cocotero (ALC). EI ALC es una enfermedad
devastadora que ha erradicado millones de cocoteros en América Latina y el Caribe,
donde la Unica manera para controlar esta enfermedad incurable es mediante la
replantacibn con materiales resistentes. Se plante6 como objetivo de este trabajo de
investigacion establecer protocolos para el intercambio seguro de germoplasma de
cocotero para el movimiento de material libre de fitoplasma del ALC en América Latina y
el Caribe. Los resultados obtenidos revelaron que las plantulas de cocotero producidas y
analizadas estan libres de fitoplasma de ALC, lo que indica que el método de indizacion
utilizado para la deteccién del fitoplasma de ALC es reproducible. Al mismo tiempo, los
resultados preliminares demuestran la ausencia de fitoplasma de ALC en callos
embriogénicos obtenidos de explantes de inflorescencia positivos a ALC, lo que podria
indicar que el fitoplasma no es transmisible por micropropagacion. Los ensayos del
protocolo de aclimatacion y transporte nos permitieron estimar que el tiempo maximo en el
cual las plantas pueden permanecer en el medio de transporte es de 7-21 dias con 80-
100% de supervivencia, reduciéndose a 33% después de 30 dias.







ABSTRACT

ABSTRACT

The coconut palm (Cocos nucifera L.) is a perennial plant of economic importance due to
its substantial contribution to food security. However, despite its economic potential, there
are several factors that limit its production, among them, the coconut lethal yellowing (LY)
disease. LY is a devastating disease that has eradicated millions of coconut trees in Latin
America and the Caribbean, where the only way to control this incurable disease is
through replanting with resistant materials. The objective of this research work is to
establish protocols for the safe exchange and movement of coconut germplasm material
free of LY phytoplasma in Latin America and the Caribbean. The results obtained revealed
that the coconut seedlings produced and analyzed are free of LY phytoplasma, which
indicates that the indexing method used for the detection of the LY phytoplasma is
reproducible. At the same time, preliminary results demonstrate the absence of LY
phytoplasma in embryogenic calluses obtained from positive inflorescence explants, which
could indicate that the phytoplasma is not transmissible by micropropagation. The trials of
the acclimation and transport protocol allowed us to estimate that the maximum time in
which plants can remain in the means of transport is 7-21 days with 80-100% survival,
reducing to 33% after 30 days.







INTRODUCCION

INTRODUCCION

El cocotero (Coco nucifera L.) es una de las plantas de mayor interés comercial cultivada
en mas de 80 paises del mundo. Es un cultivo perenne muy importante por su
contribuciéon sustancial en la seguridad alimentaria, a una mejor nutricion, fuente de
ingresos y generacion de empleos. (Kumar et al., 2010; Oropeza et al., 2010).

El mercado mundial de cocotero esta liderado por los paises asiaticos. Los principales
productores de cocotero en el mundo son Indonesia, Filipinas, India, Brasil y Sri Lanka
(FAOSTAT, 2016). México ocupa el octavo lugar a nivel mundial en la produccién de
cocotero. En los afios 70s existian aproximadamente 207,000 has de cocotero en la
region tropical, siendo la copra la actividad primaria de mas de 50 000 familias. Los
principales estados productores de cocotero en México son; Campeche, Colima,
Guerrero, Jalisco, Michoacan, Oaxaca, Tabasco, Nayarit, Sinaloa, Veracruz y Yucatan.
(SAGARPA, 2016).

En América Latina y el Caribe, la palma de cocotero desempefia un papel multifuncional.
A nivel de la pequefia agricultura. A nivel industrial, los productos de valor agregado del
cocotero son fuentes importantes de empleo e ingresos en las comunidades rurales. Mas
alla de la costa, la palma de cocotero es muy popular en el Caribe como parte del paisaje
y embellecimiento del hogar (Singh et al, 2007). Los principales paises productores de
cocotero en el caribe son Jamaica y Republica Dominicana.

A pesar del creciente potencial econémico del cocotero y su demanda actual, existen
limitaciones importantes para su produccidn sustentable como plagas, enfermedades,
erosion genética y situaciones adversas como huracanes y sequias (Batugal, 1999). Las
enfermedades como el amarillamiento letal del Cocotero (ALC) en América (Harrison y
Oropeza, 2008) y Africa (Eden-Green, 1997) y cadang-cadang en las Filipinas (Hanold y
Randles, 1991) son un reto significativo para el incremento en el nivel de produccion en la
mayoria de los paises productores de cocotero.

La principal estrategia empleada para conservar y proteger al cultivo de cocotero contra
ALC, es mediante la replantacion de variedades resistentes. Hasta la fecha, en México se
han identificado los Enanos Malayos (amarillo, rojo y verde), los ‘Altos del Pacifico’, Altos
de Panama en Jamaica y Altos del Pacifico mexicano (Been et al., 1980; Zizumbo et al.,
2008) como ecotipos resistentes al ALC. Ademas, existen cultivares hibridos registrados

ante el Servicio Nacional de Inspeccion y Certificacion de Semillas (SNICS) en México
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como el Chactemal (Michoacén), Ordaz (Colima), Xcaret (Nexpa), Cancun (San Luis-San
Pedro) y Donaji (Oaxaca), producto del cruzamiento entre el Malayo Enano Amarillo y los
Criollos Altos del Pacifico. Estos hibridos poseen caracteristicas deseables de resistencia
al amarillamiento letal, precocidad, y alta produccion de copra y agua (Rios, 2013). El
aumento en las capacidades de produccion es dificil de satisfacer, ya que depende
mayormente de la propagacion a través de semillas con la desventaja de ser un proceso
lento. Por lo tanto, es necesario considerarse medios alternativos de propagacion, como
la propagacién in vitro o la micropropagacién por embriogénesis somatica (Solis-Ramos et
al., 2012).

Para asegurar la sanidad de las plantulas de cocotero propagados por micropropagacion
0 propagacién normal (semillas) es necesario el uso de metodologias adecuadas para la
deteccién del fitoplasma de ALC. Por lo tanto, se plantea el desarrollo de un método de
indexacion que permitirhd la deteccién del fitoplasma de ALC en las cadenas de
propagacion (micropropagados o propagacion normal) y posteriormente la generacion de
plantulas certificadas libres de fitoplasmas para evitar la dispersion de la enfermedad a
través del movimiento de plantulas micropropagadas dentro y fuera del pais. Ademas, se
plantea el desarrollo de protocolos para el proceso de aclimatacion de plantulas de
cocotero micropropagados asegurando su sobrevivencia durante el medio de transporte y

en invernadero para su apropiado establecimiento en campo.

Esta tesis esta orientada a atender al tema del intercambio del germoplasma de cocotero

dentro América Latina y el Caribe.
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ANTECEDENTES

1.1 Cultivo de cocotero (Cocos nucifera L.)
1.1.1 Origen e importancia del cocotero en el mundo

Cocos nucifera L. es una de las plantas de mayor interés comercial internacional. Se
considera que es originaria del sudeste de Asia. El cocotero desempefia un papel
importante en la vida econdémica, cultural y social de mas de 80 paises tropicales (Oyoo et
al., 2015). Indonesia y Filipinas son el primer y segundo pais de mayor producciéon de
cocotero en el mundo, seguidos por India, Brasil y Sri Lanka. Brasil, México y Jamaica
ocupan el cuarto, octavo y decimosexto lugar en la produccién mundial de cocotero y son
los lideres en la produccion de cocotero en América Latina y el Caribe (Figura 1.1). La
superficie mundial total sembrada con cocoteros se estima en 12.44 millones de
hectareas. Los paises asiaticos y el Pacifico constituyen el 89.4 por ciento de la superficie
total de cocotero mundial con 11.12 millones de hectareas (Shashikumar et al., 2014;
FAOSTAT, 2016).

Los registros histéricos coloniales revelan que las primeras introducciones de cocotero en
México se llevaron a cabo en la costa del Pacifico a través de los puertos de Sal agua o
Santiago en Colima y Acapulco en Guerrero. En la costa del Golfo de México, se llevé a
cabo a través de los puertos de Veracruz y Campeche. La primera introduccién podria
haber sido en la costa del Pacifico en 1539 desde Panama. Més tarde, desde las Islas
Salomoén en 1569 y desde las Filipinas entre 1671 y 1815. Las introducciones por la costa
del Golfo de México se llevaron a cabo en 1549 desde Cabo Verde y Santo Domingo
(Zizumbo, 1996).
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Fuente: FAOSTAT data, 2016
Figura 1.1. Principales productores de cocotero en el mundo.

A lo largo de los afios, el cocotero ha sido referido como "el arbol de los cielos" y "arbol de
cien usos" (Rillo, 1999), lo que indica su notable utilidad y cualidades. Es una importante
fuente de ingresos para las familias rurales y juega un papel importante en la generacion
de riqueza y en la mejora de la calidad de vida en muchos paises tropicales. Los
rendimientos sostenibles pueden aumentarse proporcionando materiales de siembra de
alta calidad junto con una mejor gestion de las plantaciones de cocotero (Ramkhelawan et
al., 2016).

En el Caribe, la palma de cocotero desempefia un papel multifuncional. A nivel de cultivo
a pequefia escala, el cocotero es un importante contribuyente a la seguridad alimentaria.
A nivel industrial, los productos de valor agregado del cocotero son fuentes importantes
de empleo e ingresos en las comunidades rurales. El cocotero produce una variedad de
productos que se consumen regional e internacionalmente. Estos incluyen frutos verdes y
secos frescos, copra, aceite de coco, agua de coco, entre otros. El aceite de coco se
consume como alimento mientras que una cantidad significativa se emplea en la industria
oleo-quimica. También se utiliza en la preparacion de alimentos y en el proceso de
fabricacion de jabon. Ademas, la envoltura se utiliza para diversas fibras, carbon y otros
productos aun no totalmente comercializados. Més alla de la costa, la palma de cocotero
es muy popular en el Caribe para el paisajismo y embellecimiento del hogar
(Ramkhelawan et al., 2016; Singh et al., 2007).
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1.1.2. Usos de Cocos nucifera L.

El cultivo del cocotero es considerado como uno de los cultivos con mayor diversidad de
usos y aplicaciones debido a que se pueden aprovechar todas las partes de esta planta.
Existen aproximadamente 360 usos domeésticos del cocotero. Segun un dicho de Sri
Lanka: «el cocotero puede ser usado de 99 maneras, pero con toda seguridad se
encontrard una centena». La palma de coco tiene diversos usos. La madera del cocotero
se usa para la construccion de casas, puentes y granjas. El palmito (la yema terminal del
cocotero) se consume como alimento crudo o cocido, contiene 3% de almidon y 5% de
azucar. Las raices tienen propiedades antidiarreicas. Las hojas de las palmas son usadas
para techos, canastas, sombreros, alfombras, etc. El agua de cocotero se consume como
bebida rehidratante, aunque también ha sido usado como sustituto de sueros ya que
posee un alto valor nutritivo (Cuadro 1.1) (Moreiras et al., 2013). La nuez es su principal
producto y existen una gran diversidad de usos: el aceite de coco usado en alimentos,
cosmetologia, combustibles y lubricantes; la harina de coco (que es un subproducto de la
extraccion de aceite) se usa como alimento para ganado; la copra (que es la pulpa blanca
seca del cocotero) se usa como materia prima para la extraccibn de aceite y en la
industria alimenticia como cocotero rallado, deshidratado, conservas, y otros. El cocotero
tiene otros usos como materia prima tales como para la produccién de carbon y carbén
activado (usado en filtros de aire) o como combustible para calderas y cocinas. También

se usa para fabricar botones, cucharas y adornos (Lizano et al., 2005).

Cuadro 1.1. Composicion de alimentos de cocotero fresco (Morerias

et al., 2013).

Energia (Kcal) 373 209 3.000 2.300
Proteinas (g) 3.2 1.8 54 A1
Lipidos totales (g) 36 20,2 100-117 7789
AC saturados (g) 30.9 17.30 23-27 18-20
AC monoinsaturados (g) 2,4 1.34 &7 51
A poliinsaturados (g) 0.61 0.34 17 13

w-3 (g} — — 3.3-6.6 2,6-5,1

C18:2 Lincleico (w-6) () —_ — 10 a
Colesterol (mg/ 1000 keal) [u] s} <300 =230
Hidratos de carbono (g) 3.7 2.1 375-413 288-316
Fibra (g) 10.5 5.9 ~35 ~25
Agua (g) A&E 26,1 2. 500 2 000
Calcio (mig) 13 7.3 1.000 1.000
Hiermro (mg) 2.1 1.2 10 18
Yodo wug) 1 0.6 140 110
Magnesico (mag) 52 29.1 350 330
Zinc (mig) 0.5 0.3 15 15
Sodic (mg) 177 9.5 <2.000 <2.000
Potasic (mg) 405 227 3.500 3.500
Fasforo (mg) Q4 £2.6 FO0 F00
Selenic (ua) 10.1 5.7 Jo &5
Tiamina mg) 0.03 0.02 1.2 0.9
Riboflavina (ng) 0.02 0.01 1.8 .4
Equivalentes nicacina mg) 1.1 0.6 20 15
Vitamina B, (mg) 0.04 0.02 1.8 1.6
Folatos (ug) 26 14.6 400 400
Vitamina B, (ug) o o 2 2
Vitamina © mg) 2 1.1 &0 &0
Vitamina A- Eq. Retinol (ug) [o] o] 1.000 800
Vitamina D (ug) (o] o] 15 15
Vitamina E (mg) o.73 0.4 12 12
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1.1.3 Principales tipos del cocotero

Solo hay dos tipos distintas de cocotero: el Alto y el Enano. La variedad Enana es mas
pequefia en estatura y su vida util es corta en comparacion con el alto (TNAU, 2012).
Ademas de estas dos variedades, varios hibridos se desarrollaron al azar a través de
cruces controlados entre los altos y los Enanos. Se conocen como T x D (Alto x Enano) o
D x T (Enano x Alto) de acuerdo con la variedad elegida, como progenitor femenino en el
cruzamiento (DeTaffin, 1998). La introgresibn de altos y enanos y la seleccién y
diseminacion ulterior por el hombre produjeron una amplia gama de variedades y la

distribucion pan-tropical del cocotero que se observa hoy en dia. (Harries, 1978).

Variedades altas. Las variedades altas se cultivan extensamente, para su copra, aceite y
fibra, en todas las areas de cocoteros del mundo y toleran diversas condiciones de suelo y
clima. El tronco tiene una base hinchada caracteristica llamada "bole". Son conocidas
como variedad "tipica", alcanzan una altura de 20 a 30 metros y cada corona puede tener
de 35 a 40 frondas, que cuando estdn completamente abiertas, pueden alcanzar una
longitud de aproximadamente 6 m (Figura 1.2). Maduran lentamente, y florecen de los 6 a
10 afios después de haber sido plantadas. Tienen una vida econémica media de 60 a 70
afos y generalmente viven de 80 a 90 afios (Thau, 2012). La nuez es de tamafio mediano
a grande y varia de forma esferoidal a lineal-oblonga, con colores que van desde verde,
amarillo y naranja hasta tonos marrones. La nuez madura 12 meses después de la
polinizacion y la copra, aceite y fibra de esta variedad son de muy buena calidad
(Ramkhelawan et al., 2016).

En el Caribe, las cultivares altas predominantes son el Alto de Panama y el Alto de
Jamaica o el Atlantico (Singh et al., 2008). El Alto Atlantico ha sido sefialado como
susceptible a la enfermedad de amarillamiento letal. Las variedades altas pueden crecer
vigorosamente en los suelos arenosos de las costas y son tolerantes a la sequia. También
pueden resistir los vientos fuertes debido a su estructura de raiz fibrosa masiva. Un arbol
maduro puede producir mas de 120 nueces al afio. La nuez produce mucha carne y unas
6.000 nueces producen una tonelada de copra (Ghose y Gopalakrishnam, 2013). En
México, las variedades o ecotipos predominantes son los Altos mexicanos 1 2 y 3
seflalados como variedades con un alto porcentaje de resistencia a la enfermedad de

amarillamiento letal (Zizumbo et al., 1999).
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Plantacién de Altos Atlanticos Frutos de Altos Atlanticos

Figura 1.2. Caracteristicas del cocotero variedad Alto del Atlantico.
(Ramkhelawan et al., 2016).

Variedades Enanas. Las variedades enanas (Figura 1.3) se clasifican con base al color
de la nuez. Estas variedades producen nueces de colores: verdes, rojas 0 naranjas,
doradas o bronceadas, y marrones. La resistencia del enano malayo al amarillamiento
letal es la caracteristica que los hace como los mas importantes del mundo. Esta variedad
enana se cultiva en todos los paises del Caribe. En Surinam, Guyana, Santa Lucia y
Belice, hay un cultivar enano marrén que llega a producir de 2.5 a 3 afios después de la
siembra, y a los seis afios bajo un buen manejo puede rendir entre 15 a 20 nueces por
racimo (Ramkhelawan et al.,2016). Los enanos se plantan generalmente para las nueces
tiernas (produccion del agua) y con propdsitos ornamentales. Son de talla baja (8-10 m,
20 afos después de la siembra). Se cree que los enanos son mutantes de los tipos altos.
Estas variedades comienzan a producir alrededor del tercer afio, y a veces a menos de un
metro de altura del tallo, pero su vida productiva es corta, de 30 a 40 afios (Tupinambé et
al., 2005).

El Enano Malayo puede producir entre 80 y 100 frutos secos al afio por palma, con una
densidad de plantacién de 205 palmas por hectarea y sin riego (Santos et al., 1996). Las
nueces suelen ser mas pequefas y redondas. Tienen muy poca pulpa, pero su agua es
muy dulce. El peddnculo es corto pero el racimo estéd bien soportado por el peciolo de la
hoja. Los arboles enanos por lo general producen mayor cantidad de frutas y de menor

tamafio que las variedades altas; sin embargo, son muy resistentes. Una nuez
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descascarada pesa alrededor de 85 gramos con un 60% de contenido de aceite. Los
arboles enanos son mas sensibles a la sequia, a la salindad y al viento que las variedades
altas y prosperan mejor en tierra adentro, en suelos fértiles y bien drenados. Las
variedades enanas amarillas y verdes son utilizadas como madre femenina en los
programas de mejoramiento en el desarrollo de hibridos de alto rendimiento (Ghose y
Gopalakrishnam, 2013; Ramkhelawan et al., 2016).

Figura 1.3. Variedades de enanos malayos de cocotero
popular en el Caribe (Créditos de la foto: Pinterest.com, 2016,
Vendio Services, 2016). Tomado del Reporte técnico de
Ramkhelawan et al., 2016.

Hibridos. Son productos de cruzamientos Inter varietales de dos formas morfolégicas de
cocotero. Los cruces naturales entre altos y enanos ocurren esporadicamente en
poblaciones tradicionales. En Jamaica, el programa de mejoramiento de la Junta de la
Industria del Cocotero produjo hibridos F1, utilizando combinaciones del enano malayo y
los cultivares altos seleccionados de Jamaica y Panama. Posteriormente se realizaron
ensayos de evaluacion en campo y se seleccioné el Maypan para su plantacién comercial,
en 1974. Este es mas resistente que el Enano Malayo Amarillo y desde entonces en
Jamaica ha reemplazado al enano malayo como el cultivar de cocotero que era el mas
sembrado. (Wallace, 1994). Produce frutos secos en un plazo de 3 afios permitiendo una
cosecha facil y crece unos 18 m de altura. Tiene un pequefio fuste y una altura intermedia

entre el alto y el enano. Es algo sensible a la sequia y a la salinidad, prefiere un suelo
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fértil y bien drenado. Las nueces pueden ser verdes o marrones y los peciolos de las
frondas son de color verde limén o marrén. La corona tiene una forma de “V” como el
enano malayo. Los hibridos de tipos altos, como la cruza del alto de Panama y Jamaica x
enano malayo, se han popularizado recientemente (Guyana Marketing Corporation, 2014).
Los rasgos variables existentes entre las poblaciones de altos y enanos, y dentro de los
altos, proporcionan una buena oportunidad para producir varios recombinantes que
podrian mostrar las caracteristicas deseadas. Las plantulas hibridas muestran un
crecimiento rapido y una mayor produccion de hojas. Tienen una alta capacidad de carga,
muestran precocidad en la floracién y dan mayor rendimiento, cantidad y mejor calidad de
copra y aceite en comparacion con los padres (Figura 1.4). Poseen caracteristicas que
son intermedias a las de Enanos (E) y Altos (A). Aungque cruzamientos de AXE Yy E x A
producen plantas Utiles, los datos de la investigacion y la experiencia de campo indican
que el entrecruzamiento E x A es mejor para la regularidad en produccién (Ghose y
Gopalakrishnam, 2013). Las plantulas hibridas en la siembra exhiben una tasa de
crecimiento rapido con una tasa mas alta de produccién de hojas. Estos cocoteros
florecen a temprana edad y dan un mayor rendimiento, cantidad y calidad de copra y
aceite (65 - 69%) en comparacion con sus padres. Comienzan a producir a los cuatro
afos después de la siembra, tienen un alto rendimiento anual de alrededor de 95 a 116
frutos secos por arbol y producen copra de buena calidad. Los hibridos como todos los
tipos de cocotero funcionan bien bajo buenas practicas de manejo y responden bien a la
aplicacion de fertilizantes y al riego (Ghose y Gopalakrishnam, 2013). Los frutos secos de
arboles hibridos no deben usarse para la produccién de plantulas debido a la variabilidad
genética inherente de las generaciones F1.
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West Coast Tall x Gangabondam
Green Dwarf hybrid

Figura 1.4. Variedades hibridas de cocotero (Créditos fotograficos: TNAU,
2012; Widayat, 2014).

Palmas hibridas en México. En 1994 el INIFAP inici6 la produccion masiva de hibridos
de cocotero, empleando como progenitor femenino al Malayo Enano Amarillo y como
progenitor masculino al criollo Alto del Pacifico. El primero como donador de la resistencia
al amarillamiento letal y el segundo proporcionando la productividad y rusticidad. El
hibrido, resultado de la cruza del cocotero Enano Malayo Amarillo con el Cocotero Alto
Pacifico presenta ensanchamiento basal del tallo en la primera etapa de desarrollo
semejante al del cocotero alto, sin embargo, al paso de dos o tres afios este abultamiento
se reduce rapidamente para conservar una protuberancia media con respecto a los
cocoteros altos (Palacios, 2013). En términos generales, el hibrido retne las siguientes
caracteristicas: inicia la produccion a los cuatro afios y medio, produce de 120 a 130
frutos por planta por afio, produce un promedio de 200 gramos de copra por nuez, se
adapta a suelos pobres y resiste periodos de inundaciones hasta por un mes y sequias

hasta por dos meses (Dominguez et al., 1999).

Algunos ejemplos de hibridos elites en México son: el Chactemal (Michoacan), el Ordaz
(Colima), el Xcaret (Nexpa), el Cancun (San Luis-San Pedro) y el Donaji (Oaxaca) que es
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el producto del cruzamiento entre el Malayo Enano Amarillo y los Criollos Altos del
Pacifico (Figura 1.5). Estos hibridos poseen caracteristicas deseables de resistencia al
amarillamiento letal, precocidad, y alta produccion de copra y agua (Rios, 2011).

Figura 1.5. Variedad hibrida mexicana
“Donaji”. Rios, 2011

1.2 Propagacion del cocotero

1.2.1 Propagacion por semilla

El cocotero se propaga sélo por semilla, aunque existe una gran necesidad de desarrollar
métodos de propagacion clonal para calidades superiores de cocotero. Existen algunos
cultivares propagados por semilla que mantienen sus caracteristicas con bastante
regularidad. Es importante seleccionar las semillas de arboles que producen cosechas
abundantes de cocoteros de alta calidad. Los cocoteros con su endocarpo, se colocan en
el semillero a una distancia de 30 cm y se colocan lado a lado, con los poros de
germinacion hacia arriba. El brote saldra a través del poro de germinacién funcional. Tan
pronto como ocurre la brotacién (alrededor de un mes después de la siembra, el brote
produce las raices que pasan a través de la corteza hacia el suelo. En un lapso de 6 a 18
meses, las plantulas alcanzan el tamafio suficiente para su trasplante.

La propagacion de los genotipos es muy lenta y dificil de cumplir a través de la

propagacion natural. Por lo tanto, deben ser considerados enfoques alternativos para la
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rapida propagacion y siembra de materiales mejorados. En este sentido, la biotecnologia,
enfocada principalmente en el cultivo de tejidos in vitro, parece proporcionar una
alternativa conveniente para el futuro, debido a su potencial para la propagacion clonal
masiva en esta especie (Perera et al., 2007; 2009).

1.2.2 Micropropagacion por embriogénesis somatica in vitro de cocotero

La micropropagacion puede ser considerada como una extension de la mayoria de los
métodos de propagacion convencional y consiste en la propagacion de plantas en un
ambiente controlado, bajo condiciones asépticas empleando medios de cultivos artificiales
y adecuados. Es un método de propagacion muy util y se emplea en la mayoria de los
programas de mejoramiento genético debido a su potencial de producir masivamente
plantas de calidad uniforme a escala comercial partiendo de un genotipo y/o explante elite
con una tasa de multiplicacién grande (Olmos et al., 2004). Las principales cualidades de
la micropropagacién son la rapidez y la multiplicacion clonal de genotipos de plantas
seleccionadas y libres de enfermedades y plagas (Husseey, 1983; Smith y Drew, 1990).
Una de las herramientas de micropropagacién mas usadas hoy en dia es la propagacion

clonal, principalmente la embriogénesis somatica.

La embriogénesis somatica es un fenbmeno que ocurre naturalmente y se observd por
primera vez en plantas del género Kalanchoe (Garcés et al 2007, 2009., Fehér, 2015).
Este fenébmeno ha sido reproducido en condiciones de laboratorio para estudiar el
desarrollo embrionario, identificar los mecanismos reguladores de la embriogénesis
vegetal a nivel celular, molecular y tisular y también ayudar en el proceso de regeneracion
de la planta (Loyola-Vargas, 2016, Mahdavi-Darvari et al., 2015). La embriogénesis
somatica es la reestructuracién de células somaticas para mantener la division, generar
embriones somaticos y un organismo completo idéntico a la especie progenitora bajo
condiciones de induccion (Verdeil et al., 2001; Quiroz Figueroa et al., 2006). También se
define como un proceso en el que una estructura bipolar, que se asemeja a un embrién
cig6tico, se desarrolla a partir de una célula no cigoética sin conexion vascular con el tejido
original. (Von Arnold et al., 2002). Los primeros reportes de induccion de embriogénesis
somatica fueron reportados por Steward et al., (1958); Reinert, (1959) en los afios 50

usando como modelo de estudio la planta zanahoria. Sin embargo, en cocotero los
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primeros trabajos de embriogénesis somatica fueron realizados por Eeuwens en (1976).
Uno de los factores mas importantes y vital para la induccion de embriogénesis somatica
son los reguladores de crecimiento vegetal como las auxinas que son responsables de la
regulacion de las respuestas del tejido introducido a cultivo in vitro. Al introducir los
explantes seleccionados a en un medio de cultivo adecuado bajo condiciones especificas
se estimula la produccién de brotes y su posterior subcultivo en forma repetitiva, hasta
producir una gran cantidad de plantulas, con las caracteristicas genéticas de la planta

madre.

Desde los afios setenta del siglo pasado, se han realizado intentos para clonar in vitro el
cocotero. Se han evaluado diferentes tipos de explantes: hojas inmaduras, raices,
embriones e inflorescencias inmaduras con diferentes grados de éxito, siendo posible la
induccién de la embriogénesis y regeneracion a partir de inflorescencias inmaduras
(Verdeil et al., 1994) y de plumula (Hornung, 1995; Oropeza y Chan, 1995). En el caso
particular de plumula es posible obtener embriones somaticos y regeneracion de plantas
en forma reproducible y con una eficiencia mayor a la alcanzada con otros tipos de
explantes (Chan et al., 1998), pero su magnitud es todavia baja con relacion a lo
necesario para una aplicacion practica. La baja capacidad embriogénica del cocotero esta
asociada a diversas causas como el intenso necrosamiento del tejido, la heterogeneidad
en las respuestas a diferentes estimulos, fuerte capacidad de enraizamiento y una alta
formacion de tejido tipo haustorial (Verdeil y Buffard, 1995) asi como la formacion anormal

de embriones somaticos (ES).

El cocotero es una especie recalcitrante debido a que presenta una baja capacidad
embriogénica atribuida a diversas causas. En esta especie, la formacion de embriones
somaticos a partir de callos embriogénicos (CE) ocurre cuando el callo es cultivado
integramente sin sufrir fragmentacion o division. Los ES crecen fusionados y su desarrollo
no es sincronizado lo que limita la individualizacion de éstos, asi como su desarrollo
independiente hasta la formacion de una planta completa (Azpeitia Morales et al., 2009).

El desarrollo de protocolos de micropropagacion para el cocotero ha progresado
lentamente por ser una especie de monocotiledéneas, pero recientemente se ha logrado a
través de la embriogénesis somatica (Saenz-Carbonell et al., 2013). Entre los explantes

probados, las plimulas de embriones cigéticos han sido el tejido mas sensible en
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términos de la formacion embriogénica de callos, la produccién de embriones somaticos y

la conversion a plantulas (Figura 1.6) (Chan et al., 1998; Azpeitia Morales et al., 2003).

EC with Developing De\l‘;ll? e]l"g
Embryogenic EC with germinating shoots P
Zygotic callis (EC) embryos embryos

embryo
Plumule

—_—

Figura 1.6. Proceso de micropropagacion por embriogénesis somatica

en el cultivo de cocotero usando pliumulas como explante.
Chan et al. (1998) generaron exitosamente un protocolo de propagacion masiva
reproducible en el laboratorio de embriogénesis somatica en cocotero del Centro de
Investigacién Cientifica de Yucatan (CICY). Se usaron explantes de plumulas de
embriones cig6ticos los cuales se colocaron en medios de cultivos artificiales usando 1
UM de 2,4-D (medio 1) a una concentracion en condiciones de oscuridad vy
posteriormente, en el mismo medio, combinado con 6-benciladenina (BAP) a una
concentracion de 50 uM (medio 2) en fotoperiodo. Usando este protocolo se logré obtener
rendimientos de 57% de induccion de callo, comparado con resultados obtenidos por
Verdeil y colaboradores (1994) quienes obtuvieron un rendimiento del 30%; ademas, se
obtuvo un rendimiento del 22% de callos con embriones somaticos los cuales germinaron
y se obtuvieron 11.5 brotes por callo, de los cuales el 50% logré desarrollarse hasta
plantula para la micropropagacion de cocotero usando explantes inmaduros de rachillas
(Figura 1. 7).
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yield per
Medium I: [ | PLUMULE EXPLANTS 1 100 plumules
Y3 medium +
charcoal 2.5 g 1"
gelrite 3g 1" 3 months
24-D0.1 mM
darkness / 27°C l CALLI ] 57
without subculturing
1-3 months
N CALLI BEARING -
EMBRYOGENIC 40
STRUCTURES
Medium 11 i =
Y3 medium + 3 months
charcoal 2.5 g I
gelrite 3 g 1"
24-D 1 yM CALLI BEARING 22
6-BAP 50 uM EMBRYOS
photoperiod
(12h/12h) / 27°C 3-6 months
subculture every three 22
months | CALLI BEARING SHOOTS | (1.5 shoots per callus)
6 months
(approximately one
[ PLANTLETS ] plantlet / two shoots)

Figura 1.7. Proceso de regeneracion de plantulas de cocotero mediante
embriogénesis somética (Chan et al., 1998).

Sandoval-Cancino et al. (2016) desarrollaron un protocolo para producir y multiplicar
callos embriogénicos de palmas hibridas. Este protocolo es actualmente empleado en el
CICY para la produccion de callos embriogénicos de plantas hibridas de gran interés

utilizando como explante rachillas (inflorescencia del cocotero).
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SEIT30

SEIT60

Figura 1.8. Cambios morfolégicos que ocurren
durante el desarrollo del callo embriogénico
inducido por estructuras embriogénicas utilizadas

como explantes (Sandoval-Cancino et al., 2016).
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1.3. Transmisidn/eliminacion del fitoplasma de ALC por técnicas de cultivo in vitro

Las técnicas de cultivo in vitro o micropropagacion son una excelente alternativa para
superar las dificultades de la propagacion convencional del cocotero y de propagacion
masiva de plantas élites. Ademas, de su utilidad para la propagacién, también se utilizan
de forma rutinaria para la erradicacion de virus y fitoplasmas en diferentes cultivos, a la
par de métodos de eliminacibn como la termoterapia, quimioterapia y crioterapia
(Parmessur et al 2002; Singh et al 2007; Gribaudo et al 2007).

Hasta la fecha no existe reportes de la eliminacién del fitoplasma de ALC en cocotero
provenientes de explantes positivos a la enfermedad en cultivo in vitro. Sin embargo, hay
reportes de la eliminacién de otros tipos de fitoplasma en cultivos como; fitoplasma de
amarillos de cafia de azucar utilizando rollos de hojas jovenes como explante para el
proceso de micropropagacion generando callos y luego plantulas normales (Parmessur et
al., 2002). Ende acuerdo a lo planteado anteriormente, es necesario estudiar si el
fitoplasma de ALC es transmisible a cultivo in vitro y determinar si dicha técnica puede ser
utilizado para su eliminacion. Por lo tanto, se decidi6 responder esta pregunta en mi
trabajo de investigacion para asegurar la generacion de plantulas de cocotero libres del
fitoplasma.

1.3 Problematica del cocotero

La productividad de las plantaciones de cocotero en México es muy baja debido al uso de
técnicas de manejo muy rudimentarias, incluyendo instrumentos manuales basicos como
el machete y mano de obra barata, no especializada; sélo los contados grandes
productores ocasionalmente utilizan maquinaria. Las plantaciones en México parecen
abandonadas y sdlo reciben un manejo minimo gque no resulta el mas adecuado, siendo la
cosecha, la mayoria de las veces, la Unica practica que se realiza (Sanchez et al., 2002).

Del cultivo del cocotero dependen de manera directa un millon de campesinos e
indirectamente otros dos millones mas de personas, entre los que se encuentran los
comerciantes e industriales del producto y articulos terminados. Por ello, se requiere de la
preservacion y el fomento de las plantaciones, a través de un programa integral para el
desarrollo del cocotero, con lo que basicamente se promoveria el desarrollo sustentable

de las costas tropicales de México (Sanchez et al., 2002).
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1.4.1 Plagas y enfermedades del cocotero

La produccién natural de cocotero ha disminuido de manera considerable en los ultimos
anos debido a diversos problemas. En la actualidad, el cultivo atraviesa por una
problematica compleja cuyo componente principal es la fitosanidad; dentro de este
aspecto destaca el dafio causado por el acaro Eriophyes guerreronis (Keifer) y el acaro
rojo de las palmas (Raoiella indica Hirst), los Picudos Rynchophonus palmanum (Linn.),
(Villanueva et al., 1985; SAGARPA, 2013), Phytophthora palmivora (Blaha et al., 2004),
Hartrot o la marchitez de los Cedros causada por el protozoario Phytomonas sp (Dollet,
1993) y una de las mas importantes por su grado de devastacion es el amarillamiento letal

causado por fitoplasmas (Oropeza et al., 2011).

1.4.2 Amarillamiento letal del cocotero (ALC)

El Amarillamiento letal del cocotero (ALC) es una enfermedad asociada con fitoplasmas
que ha destruido una gran cantidad de cocoteros diferentes en partes de América latina,
el Caribe y Africa (Ntushello et al., 2013). El ALC afecta mas de 38 especies de palma
oriundas del Caribe, en donde sus efectos han sido mas notables en cocotero que en
otras palmas, debido a su produccién comercial, llegando a matar millones de palmas en
los ultimos cincuenta afios (Figura 1. 8) (Oropeza et al., 2011).

ALC fue ldentificado por primera vez en Jamaica donde causé la muerte de 7 millones de
palmas de cocotero siete millones de palmas de cocotero en 1961 a 1983 (Myrie, 2012;
Jones, 2002). En otras latitudes, bajo diferentes nombres: Africa, “Akwawilt” en Nigeria,
“Cape St. Paul Wilt” en Ghana y “Kain-cope disease” in Togo, mato millones de palmas de
cocotero (Eziashi and Omamor, 2010). En Tanzania, una estimacion de ocho millones de
palmas de cocotero, alrededor del 38% de la poblacion, fueron devastadas por el
“amarillamiento letal” desde la década 1960s (Mugini, 2002). Paraddjicamente, las
enfermedades tipo amarillento no siempre son letales (Ntushelo et al., 2013), pero pueden
ocasionar igualmente pérdidas econémicamente devastadoras debido a la reduccion del
rendimiento, como en la India, donde la enfermedad de la raiz (marchitez) es una
"enfermedad no letal debilitante” (Manimekalai et al., 2014).

El ALC se observo por primera vez en México en la Isla de Cozumel, Quintana Roo en
1977 y fue confirmada cinco afios después mediante microscopia electronica (McCoy et

al., 1982). Veinte afios después de su descubrimiento habia ocasionado la pérdida de 650
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mil de palmeras. Las entidades afectadas fueron Quintana Roo, Yucatan, Campeche y
Tabasco. ElI ALC destruyé 13,000 ha de palmas en la Peninsula de Yucatan y
aproximadamente 5 millones de palmas en total (Mc Coy et al., 1983).

Figura 1.9. Figura 1.10 Plantaciones de cocotero afectados por
ALC en (A) Jamaica y (B) México.

1.4.3 Agente causal y vector

El agente causal del ALC es un fitoplasma del grupo 16SrlV (Firrao et al., 2004)
“Candidatus Phytoplasma palmae” que pertenece a la clase Mollicutes (Plasvic et al.,
1972; McCoy et al., 1983) y es transferido de una palma enferma a otra palma enferma
por el homoptero Haplaxius crudus (Howard et al., 1983). La secuencia y detalle de la
progresion de los sintomas puede variar segun el subgrupo de fitoplasmas, ubicacion
geografica, especie huésped y variedad (Dollet et al., 2009; Harrison et al., 2014).

1.4.4 Fitoplasmas

Los fitoplasmas antiguamente denominados organismos tipo micoplasma (MTO) se
descubrieron por primera vez a principios de los afios 90 del siglo pasado (Kunkel, 1926).
Los fitoplasmas son microorganismos procariotas sin pared celular; viven como parasitos
obligados de los vegetales. Los fitoplasmas normalmente habitan el floema de las plantas
a bajas concentraciones y tienen una distribucion desigual en las plantas lefiosas,
especialmente en monocotiledoneas (Seemdiller et al., 1998)

Las caracteristicas comunes que presentan los fitoplasmas son: microorganismos

pleomorficos, es decir, sin ninguna forma bien definida (Figura 1. 9), son incultivables, su
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ADN contiene un alto contenido de Tiamina y Adenina, tiene dimensiones reducidas (0.2-
1.0 um) y estan asociados con vectores de insectos para su transmision en la naturaleza
(Lee et al., 2000, Bai et al., 2006). Estas bacterias estan limitadas al habitat intracelular.
Mediante la amplificacion de secuencias altamente conservadas de regiones del gen
16SrDNA por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y sobreponiendo los productos
finales de una digestion enzimética del genoma, con enzimas de restriccion RFLP
(Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion), se clasificaron inicialmente a los
fitoplasmas en 18 grupos y en mas de 40 subgrupos el sistema de clasificacion de
fitoplasmas méas completo y ampliamente aceptado (Lee et al., 2004; Arocha et al., 2005;
Al-Saady et al., 2008). Actualmente el nimero de grupos taxondémicos sigue sin estar
claro; trabajos recientes sobre resimenes de restriccion simulados por computacién del
gen 16Sr sugirieron hasta veintiocho grupos (Wei et al., 2007; Ntushelo et al., 2013).

En América Latina y el Caribe los fitoplasmas que ocasionan el ALC han sido clasificados
dentro del grupo 16SrlV y subgrupos: 16SrlV-A 16SrlV-B, 16SrlV-C, 16SrlV-D, 16SrlV-E
and 16SrlV-F, sefialado al subgrupo A como el subgrupo responsable de ALC. En México
se han identificado los subgrupos A, B y D (Hernandez et al., 2018) mientras que en el

caribe se han identificado los subgrupos A, B, D, E y F (Ntushello et al., 2013).

o
R 20pm

Figura 1.10. Fitoplasma de ALC. A. Micrografia electronica (ME) de
un OTM en una seccidn longitudinal de un tubo criboso de una palma
de cocotero. Las flechas sefialan las membranas unitarias tipicas de
los OTM. Linea = 0.1 p.m. B. ME de una célula floematica (SE) de
una hoja basal joven de una palma infectada por fitoplasmas
(flechas). CW: pared celular. Linea: 2.0 y.m (Mc Coy et al., 1983).

1.4.5 Haplaxius crudus vector de transmisién de ALC

Ensayos realizados por Howard et al 1983 demostro la transmision del fitoplasma de ALC

por el insecto Haplaxius crudus en palmas como Cocos nucifera, Pritchardia thusrtonii.
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Ademas (Schuiling, 1976) realizé estudios de poblaciones de Homoptera en &reas
afectadas por ALC en Jamaica y (Woodiel, 1978) en Florida donde se determiné que el H.
Crudus era el principal vector responsable de la transmisiéon del ALC en ambas
plantaciones de cocotero.

El insecto vector del patogeno de ALC es el “chicharrita de la palma”, conocido
cientificamente como Haplaxius crudus (Van Duzee) (Figura 1.10) (Hemiptera: Cixiidae),
antes conocido como Myndus crudus (Pardey et al., 2016). Haplaxius crudus 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). Un aspecto
caracteristico de estos insectos es que sus estados inmaduros (denominados ninfas) se
alimentan de las raices de las poaceas, pero cuando llegan a la etapa adulto, emergen del
suelo y vuelan hacia el follaje donde se alimentan de las palmas mediante su aparato

bucal que es del tipo chupador-picador (Pardey et al., 2016).

Este homoptero estd ampliamente distribuido en las regiones tropicales y subtropicales
del continente americano. En la regién del Caribe y Florida, la enfermedad de ALC
también es transmitida por Haplaxius crudus Van Duzee, y posiblemente por especies de
la familia Cedusa (Derbidae) (Brown et al., 2006).

Figura 1. 11. Haplaxius crudus,

vector de transmision del ALC.
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1.4.6 Sintomatologia

Los sintomas detallados de ALC se describen en Arellano y Oropeza (1995), Bertaccini et
al., (2014), Cordova et al. (2014), Dollet et al. (2009), CABI (2012) y (McCoy et al. 1983).
Los sintomas tipicos del ALC son la caida de frutos tanto maduros como no desarrollados,
necrosamiento de las inflorescencias, amarillamiento de las hojas maduras hacia las mas
jovenes, asi como la caida de las hojas dejando vivo Unicamente el tallo (Figura 1. 11).
Segun Mc Coy desde 1983 el primer sintoma hasta la muerte de la planta transcurre un
periodo de entre 3 a 6 meses.

/
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Figura 1.12. Sintomatologia de ALC en cocotero. A. Palmas sin frutos
muestran amarillamiento en el follaje. B. Palmas con frutos presentan
caida de nueces. C y D. Necrosis de inflorescencia. E. Amarillamiento
de follaje empieza en las hojas mas viejas y continua hacia las jovenes
F (Zizumbo-Villarreal et al. 2008).
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1.5 Método de deteccidén de los fitoplasmas

La deteccidn del fitoplasma con fines de diagnéstico se ha complicado por varios factores,
entre los cuales se incluyen la incapacidad de cultivar estos patégenos en los medios
artificiales, su pequefio tamafio y su presencia en un numero reducido de tejidos
vegetales (Thomas y Norris, 1980). La deteccién e identificacion de fitoplasmas es
necesaria para un diagnostico mas preciso de enfermedades (Nejat et al., 2010). El
Amarillamiento Letal de Cocotero se detecta generalmente mediante convencionales y

moleculares.

Método Convencional

La detecciéon convencional se basa en la descripcién visual de la sintomatologia que se
presentan las plantas enfermas descrito por Mc Coy y colaboradores en 1983.
Desgraciadamente este método no es confiable debido a que la sintomatologia que
presenta el ALC es muy parecida a la que ocasionan otros patdégenos, como en la
Pudricion del Cogollo (Hartrot) ocasionada por protozoario Phytopmonas sp o el Anillo
Rojo ocasionada por el nematodo Bursaphelenchus cocoterophylus (Coob) Baujard. La
caida de frutos secos y prematuros y la decoloracion foliar también pueden ser inducidos
por factores abidticos tales como deficiencias nutricionales, temperaturas menores de 20
°C (De taffin, 1999). La aparicién y la progresion caracteristica de los sintomas (desarrollo
del sindrome) es lo que identifica con precisién la enfermedad de ALC (Harrison et al.,
1995). Ademas de los sintomas, para el diagnéstico inequivoco de la enfermedad se
requiere una confirmacién adicional de la presencia de fitoplasma en los tejidos de palma
afectados. Esto se ha llevado a cabo tradicionalmente mediante microscopia electrénica o
por tinciébn con DAPI junto con la microscopia de epifluorescencia. Aunque son bastante
sensibles, ambas técnicas no son especificas ya que no pueden distinguir un fitoplasma
de otro (Harrison et al., 1995).

Métodos Moleculares
Los ensayos de “Reaccion en Cadena de la Polimerasa” (PCR) proporcionan un medio
mucho mas sensible que las pruebas seroldgicas o los ensayos de hibridacion de ADN

para la deteccion de fitoplasmas y facilita a los investigadores detectar y estudiar todo el
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espectro de cepas de fitoplasma asociadas con plantas o vectores de insectos en todo el
mundo (Lee et al., 2000). La PCR implica una amplificacion dirigida por cebador del ADN
diana, usando un ADN polimerasa termoestable (Saiki et al., 1988). Es una reaccion
enzimatica in vitro que amplifica millones de veces una secuencia especifica de ADN
durante varios ciclos repetidos en los que la secuencia diana es copiada fielmente. Para
ello, la reaccion aprovecha la actividad de la enzima ADN polimerasa que tiene capacidad
de sintetizar naturalmente el ADN en las células (Tamay et al., 2013). Un problema
importante en la deteccion de fitoplasmas del ALC es su distribucion desigual y a su baja
concentracion en algunos tejidos de las palmas afectadas por esta enfermedad (Harrison
y Oropeza, 2008), particularmente en palmas en las primeras etapas de desarrollo de la
enfermedad o en las palmas asintomaticas. Esta limitacion suele superarse usando PCR
anidada, que implica dos ciclos de amplificacibn y posterior procesamiento de
amplificaciébn, RFLP o andlisis de la secuencia de los productos resultantes, para
determinar con precision la identidad de fitoplasma. Desafortunadamente, este es un
proceso que consume tiempo y es mas propenso a generar contaminaciones por arrastre,
entre otras desventajas (Cordova et al., 2014).

Una alternativa viable es el uso de la PCR en tiempo real, junto con el uso de la
tecnologia de sonda TagMan; esto se ha desarrollado recientemente para ensayos
especificos, precisos y altamente sensibles para la deteccion del fitoplasma de ALC. La
PCR en tiempo real es una técnica que combina la amplificacion y la detecciéon en un
mismo paso. Es una técnica que posee muchas ventajas con respecto a la PCR
convencional en términos de precision, rango dinamico, tiempo de andlisis corto, alta
capacidad de automatizacion, rapidez en la visualizacion del producto (elimina la
necesidad de realizar una electroforesis posterior) y ausencia de manipulaciones
posteriores a la PCR que evitan la contaminacién por arrastre (Higuchi et al., 1993;
Schaad and Frederick, 2002; Cérdova et al., 2014).

El Ct, del inglés cycle threshold, equivale al nUmero de ciclos necesarios para que cada
curva alcance un umbral en la sefial de fluorescencia. La comparacion y los Ct entre las
muestras permite calcular la diferencia en la cantidad inicial de las moléculas del ADN o
ADNCc especifico que se desea evaluar, ya que mientras mayor cantidad del ADN blanco
haya en una muestra, menor el nimero de ciclos (Ct) que se requiere para alcanzar este
umbral. Entonces, el Ct es un valor directamente proporcional a la cantidad inicial del ADN

blanco y a partir de este valor se puede calcular la cantidad del ARNm o del ADN. El valor
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de Ct puede ser asignado de manera automética por el Software del equipo mediante
diferentes algoritmos o bien se puede asignar de forma manual. Como todo valor de
fluorescencia, el Ct es no un valor que puede ser afectado por caracteristicas propias del
equipo detector, como los filtros utilizados y el tiempo de vida de la ldmpara, etc., por lo
que no es posible comparar valores de Ct entre diferentes experimentos y/o equipos
(Aguilera et al., 2014). Es importante tener en cuenta que, debido a la distribucion
estadistica, siempre hay un alto nivel de variacion de Ct cuando las cantidades objetivo se
aproximan a la copia Unica (valores de Ct de 34 - 40). Por lo tanto, las masas de muestra
que producen valores Ct en este rango inevitablemente daran lugar a una menor precision
Yy, €n consecuencia, a una menor potencia para detectar cambios de bajo rugosidad
(Applied Biosystems, 2004).

1.6 Control del amarillamiento letal del cocotero

A la fecha no existe un método de control para la enfermedad del ALC debido a la
complejidad de su agente causal: los fitoplasmas. Sin embargo, existen diferentes
estrategias que se emplean para la disminucion y/o dispersiéon de la enfermedad. Algunos
de estos manejos se basan en la aplicacién de antibiéticos como la tetraciclina, el control
del vector, la implementacion de normas cuarentenarias estrictas para el movimiento de
germoplasma de cocotero y la resiembra con variedades resistentes a la enfermedad. La
aplicacion de tetraciclina sélo permite la remision de la sintomatologia de la enfermedad,

requiere mucha aplicacién y es costoso (Howard y Mc Coy, 1980 y Mc Coy et al., 1983).

Hoy en dia la manera mas eficiente para combatir a la enfermedad es mediante la
siembra de variedades resistentes y la implementacién de la indexacién en los diferentes
procesos de propagacion (micropropagaciéon y por semillas) afin de asegurar la

reproduccién de materiales libre del fitoplasmas.

1.7 Germoplasma resistente a amarillamiento letal del cocotero

La busqueda de germoplasma resistente a ALC empezé en Jamaica por Been et al.,
(1980) donde la enfermedad causo mayor dafio y era urgente encontrar una posible
solucion. Ellos encontraron que el Enano Malayo Amarillo es una variedad con alta

sobrevivencia al ALC y el Alto de Panama es una variedad con una sobrevivencia
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intermedia a la enfermedad por lo que crearon el hibrido MAYPAN conocido como la
variedad resistente a ALC en Jamaica. Sin embargo, en los Ultimos afios se empezo a
sospechar que esta variedad estaba perdiendo sus caracteristicas de resistencia. El
“MAYPAN” que fue identificada como material resistente actualmente no lo es, debido a
reportes de nuevos brotes de la enfermedad de ALC en estos cultivares (Lebrun et al.,
2010).

Desde la introduccién de ALC en México, en 1977, los investigadores se vieron forzados a
identificar las variedades resistentes. Zizumbo et al., (1999) colectaron y probaron
dieciocho poblaciones de cocotero de diferentes areas de México, principalmente de la
Costa Pacifica. Estas poblaciones fueron agrupadas en cinco ecotipos: Alto Atlantico de
México, Enano Malayo Amarillo y Alto Pacifico de México 1, 2y 3 (MPT). Las poblaciones
de altos del Golfo de México distribuidos en la costa del Atlantico y la Peninsula de
Yucatan presentaron caracteristicas de los Alto del Atlantico, los cuales son susceptibles
al ALC.

En 1991, Zizumbo y colaboradores expusieron a estas poblaciones colectados a una zona
donde la enfermedad de ALC se encontraba activa. Asi reportaron que las variedades de
los Alto atlanticos mexicanos eran susceptibles a la enfermedad y la variedad Enano
malayo amarillo se consideré como la variedad mas resistente. Los ecotipos Altos pacifico
mexicano 2 y 1, son los mas resistentes comparado con el ecotipo Alto pacifico mexicano
3 con resistencia intermedia (Figura 1.12).

Sin embargo, la base genética del cocotero es pequefia por lo que es necesario probar
germoplasma de otras partes del mundo para poder disponer de una mayor diversidad
genética (y Aké, 2004).
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Figura 1.13. Mortalidad de los ecotipos del banco de

germoplasma mexicano.

1.8 Indexacion

La indexacion es el término utilizado para cualquier procedimiento que pone a prueba la
presencia de patdgenos, con el propdsito de tener plantas “libres de patégenos, para la
distribucion nacional e internacional y su propagaciéon en programas de produccién de
plantas.

Dado que las epidemias son impulsadas por la cantidad de indculo inicial y la velocidad a
la que se infecta el tejido de la planta no infectada, es deseable tener procedimientos de
diagnéstico o de indexacion que permitan detectar el inoculo inicial. La deteccién
temprana de patégenos permite la aplicacién rapida de las estrategias de manejo y
reduce la posibilidad de la dispersion del patégeno y el desarrollo de epidemias. La
indexacién es también importante en la produccion de sistemas de certificacion de
plantaciones o plantas "libres de enfermedad". Idealmente, la técnica de indexacién debe
ser altamente sensible, ya que no sélo se trata de mantener los niveles de indculo por
debajo del umbral en que se inicia la epidemia, sino de que el material de siembra esté
libre del patégeno. La indexacion es también importante para la implementacion de
estrategias de cuarentena externas para mantener los paises libres de enfermedades
exoticas. (Goulter &Randles, 1997).
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El logro de materiales libres de patégenos a través de la indexacion y sus pruebas puede
llevarse a cabo en diferentes etapas de la produccion (Janse & Wenneker, 2002).

1.8.1 Indexacién en el cultivo de cocotero

La indexacion ha sido utilizada en muchos cultivos para la deteccion de virus y bacterias
para lograr la certificacién de plantas libres de patdégenos. Sin embargo, en el cultivo de
cocotero existe la indexacion sélo para el germoplasma de Vanuatu (para el virus de la
descomposicién foliar del cocotero), en Guam (para el viroide tinangaja) y en algunas
partes de Filipinas (cadang-cadang viroid) (Diekmann 2005).

El Instituto Internacional de Recursos Fitogenéticos (IPGRI) ha publicado con la
Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) las
Normas Técnicas para el Movimiento Seguro de Germoplasma (Frison et al., 1993). La
recomendacién general es mover los cultivos de embriones o el polen, y no las semillas
(Tabla 1. 2) (Diekmann, 2005).

En el cultivo de cocotero no existe un protocolo para la indexacion de fitoplasmas de ALC
en plantulas producidas por micropropagacion o por semillas en vivero; por lo tanto, trae
como consecuencias una restriccion para poder realizar intercambio de germoplasma de
cocotero por la desconfianza de introducir materiales no indexados. Por lo cual, es

necesario el desarrollo de protocolos de indexacién en cocotero para ALC.

Cuadro 1. 2. Recomendaciones generales para el movimiento
de germoplasma de cocotero.
Summary of FAO/IBPGR Technical Guidelines for the Safe Movement of

Coconut Germplasm
Source: (Frison etal. 1993)

Pathogen Specific Recommendation(s)

Coconut foliar decay virus (CFDV) Indexing or exclusion of germplasm from Vanuatu

Coconut cadang cadang viroid (CCCVd) Indexing or exclusion of germplasm from the Philippines

Tinangaja viroid (CTiVd) Indexing or exclusion of germplasm from Guam

Viroid-like sequences Indexing recommended for germplasm that is moved from countries

where these sequences are known to occur to countries where they
have not yet been reported

Lethal yellowing (Phytoplasma, MLO)

Kerala wilt (Phytoplasma, MLO) Transmission through seed, embryo culture or pollen not reported
Tatipaka disease (Phytoplasma, MLO)

Blast (Phytoplasma, MLO) A nursery disease which does not occur on adult trees
Marasmielius spp. (bole rot, shoot rof) Possibly seed-borne, can be eliminated in embryo culture
Phomopsis cocoina (leaf spot) May be dispersed on husks. Recommendations are:

Bipolaris incurvata (leaf blight) «  Embrya and pollen transfer should be carried out

+ Healthy nuts should be partially de-husked and treated with an
appropriate fungicide

Phytophthora palmivor, P. katsurae Nuts may be infected ir}tema\ly, but then do not germinate.
(bud rot, fruit rot) Recommendations are:
+ Embryo and pollen transfer should be carried out
«  Healthy nuts should be partially de-husked and treated with an
appropriate fungicide
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1.9 Movimiento del germoplasma de cocotero

Debido a la necesidad de replantar plantaciones de cocotero con materiales resistentes,
altamente productivos y élites, es imperativo el movimiento seguro del germoplasma de
cocotero a sitios y/o paises que lo requieren. EI movimiento seguro significa el movimiento
del germoplasma de cocotero sin introducir plagas y enfermedades, o al menos aquellas
plagas para las cuales se perciben riesgos de efectos indeseables después de la

introduccion a una region previamente no afectada (Eden-Green y Mpunami, 2005).

Sin embargo, es necesario el cumplimiento de los principios fitosanitarios generales
recomendados para el movimiento de germoplasma de cocotero como semillas de
nueces, cultivos de embriones y polen para eliminar el riesgo de diseminacién de la
mayoria de las plagas de artrépodos y hongos patogénicos, aunque es necesario
encontrar alternativas a la fumigacion de semillas por el bromuro de metilo debido a que
este producto quimico fue eliminado en virtud del Protocolo de Montreal sobre las
sustancias que agotan la capa de ozono (Eden-Green y Mpunami, 2005).

Gracias a la ciencia y tecnologia, existen otra forma de mover el germoplasma de
cocotero, sin tener la necesidad de aplicar quimicos toxicos y con un minimo de
posibilidades de llevar insectos o patdégenos. Este método se basa en el movimiento de
plantulas de cocotero micropropagados en frascos plasticos bien sellados, indexadas para
las principales plagas y enfermedades cuarentenarias, antes de ser enviados a su destino

final.
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JUSTIFICACION

La manera més eficaz de enfrentar a la enfermedad de ALC y su manejo es mediante la
distribucion y replantacion de materiales resistentes lo que ademds contribuye a la
reduccion y la dispersion del fitoplasma causante de la enfermedad. Por lo tanto, se
plantea el desarrollo de protocolos para el intercambio seguro de germoplasma de
cocotero resistente al ALC en América Latina y el Caribe; mediante la seleccion de
materiales libres de fitoplasma, desarrollando e implementando métodos de indexacion
con base en técnicas de PCR para la deteccion del fitoplasma del ALC y optimizando los
protocolos de envio y de aclimatacion de plantulas de cocotero provenientes de cultivo in

vitro.
HIPOTESIS

La generacién de un protocolo para el intercambio seguro de germoplasma de cocotero
resistente al ALC, que incluye la metodologia de indexacion puede ayudar a evitar el
intercambio de germoplasma infectado y contribuir con ello al intercambio seguro de

germoplasma de coco entre paises.
OBJETIVO GENERAL

Establecer protocolos para el intercambio seguro de germoplasma de cocotero libre de

fitoplasma del ALC, para el movimiento de material en América Latina y el Caribe.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Desarrollar un protocolo de indexacién del fitoplasma de ALC y su aplicacion para
el intercambio seguro de cocotero.

» Evaluar la permanencia del fitoplasma de ALC en el proceso de micropropagacion
partiendo de explantes positivos a ALC.

» Evaluar y optimizar los protocolos de envio y de aclimatacién de plantulas de

cocotero provenientes de cultivo in vitro.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Protocolo
de
Indexacioén

de PCR
Tiempo/R
eal

—

Plantas en vivero
(Colima y Guerrero)

con base | —

Plantas in vitro (Callos
embriogénicos y plantas
in vitro)

|

Explantes tomados de
plantas enfermas

% de sobrevivencia
a diferentes tiempos
en el medio de
envio.

Condiciones
de envio

Aclimatacion

% de sobrevivencia en
invernadero.
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DESARROLLO DE UN PROTOCOLO DE INDEXACION DEL FITOPLASMA DE
ALC

2.1 INTRODUCCION

El cocotero (Cocos nucifera L.) es considerado como la joya de los tropicos y es sin duda
el cultivo arbéreo mas importante del mundo debido a sus diversos usos. El cocotero
desempefa un papel importante en la vida socioeconémica y cultural de mas de 80
paises tropicales (Oyoo et al., 2015) y se considera como una fuente importante de
ingresos para las familias rurales, desempefiando un papel importante en la mejora de la
calidad de vida en muchos paises tropicales. (Ramkhelawan et al, 2016).

A pesar de todo el potencial que presenta, este cultivo esta siendo devastado por la
enfermedad ALC, causada por fitoplasma del grupo 16SrlV “Candidatus Phytoplasma
palmae” subgrupo A mediante la transmision del vector Haplaxius crudus y por semillas
infectadas con el fitoplasma (Saenz et al., 2017). Desde su descubrimiento por primera
vez en Jamaica en el afio 1961 esta enfermedad incurable sigue extendiéndose a otros
paises en el Caribe, América Central y América Latina registrando pérdidas catastroficas.

Hasta la fecha la Gnica manera de combatir a la enfermedad es mediante la resiembra de
variedades resistentes como el Enano Malayo Amarillo (altamente tolerante), el Alto del
Panama (medianamente tolerante) y el hibrido "Maypan’ (EMA x AP) que fueron
identificados como tolerantes a la enfermedad en Jamaica (Been, 1991). En México,
Zizumbo et al., (1999), realizaron un estudio para evaluar el germoplasma presente en el
pais y su resistencia a la enfermedad de ALC. Estos resultados indicaron la existencia de
tres ecotipos: Alto del Atlantico (AA), Alto Pacifico 1, 2 y 3 y el Enano Malayo Amarillo
dando énfasis a los ecotipos Alto Pacifico y los enanos malayo amarillo como los mas
resistente a la enfermedad en México.

Basado en los resultados obtenidos de los estudios anteriormente mencionados y a la
presencia del (ALC) en la zona tropical, se han importado grandes volimenes de semillas
de variedades tolerantes a la enfermedad para su siembra en diferentes paises (Arango,
2012). Sin embargo, la propagacion de genotipos seleccionados para satisfacer la
demanda en rapido crecimiento es muy lento y dificil de cumplir a través de la
propagacion natural (Perera et al., 2007). Por lo tanto, se ha considerado la

micropropagacion In vitro de materiales elites o bien identificadas para su propagacion
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rapida y masiva para la distribucion y siembra de materiales mejorados (Perera et al.,
2009). Sin embargo, es posible restablecer las densidades de cultivo de cocotero dentro
y fuero de un pais mediante la importacion de materiales tolerantes a ALC y altamente
productivo para poder satisfacer la demanda creciente de materiales de propagacion y
complementar a la propagacion natural.

Diekmann, (2005), planteo que “es evidente que el movimiento de plantas o partes de
plantas entre paises o0 continentes conlleva el riesgo de introducir plagas exoticas o
patdgenos. Los paises menos desarrollados carecen a menudo de instalaciones
adecuadas de cuarentena vegetal y de diagnéstico por lo que son especialmente
vulnerables a los efectos perjudiciales de las nuevas enfermedades introducidas. Es
extremadamente importante que se reconozca el riesgo y que se elija una forma minima
de transferencia de riesgo de germoplasma, como las plantulas in vitro en lugar de las
nueces”. Por lo tanto, se propone desarrollar un protocolo de indexaciéon para el
intercambio de germoplasma de cocotero con plantulas micropropagado (in vitro) para
minimizar la dispersion del fitoplasma de ALC dentro y/o fuera del pais. A pesar de que se
recomienda la transferencia de germoplasma con plantulas in vitro, este protocolo engloba
medidas fitosanitarias, que deben ser consideradas en la realizacién del intercambio de
germoplasma con nueces, esto debido a que Saenz et al., (2017) evidenciaron la
transferencia del fitoplasma por semillas indicando un riesgo al realizar el intercambio de
germoplasma con semillas sin protocolos de indexaciébn empleada. Este protocolo
satisfara los criterios para exportar y/o importar materiales de interés (plantulas o semillas)

para ser usados en los programas de rehabilitacion del cultivo.
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2.2 MATERIALES Y METODOS
2.2.1 Identificacion de focos del ALC

Para llevar a cabo la identificacion de areas con focos de ALC contactamos los oficiales
del Comité de Sanidad Vegetal en Colima para conocer de la presencia de brotes de ALC
en estos sitios, a fin de realizar una colecta de estos materiales para la deteccién del
fitoplasma de ALC.

2.2.2 Colecta de muestras en el campo

Se realiz6 una colecta de diferentes tejidos de palmas en campo en Tecoman Colina en el

vivero y las zonas aledafias del rancho “La Curva”.

En las zonas aledafias del vivero se tomé una distancia de 10 km para recolectar
muestras de palmas sintomaticas y asintomaticas para realizar una deteccion del
fitoplasma en las muestras recolectadas. Se recolectaron ocho muestras (Norte, Sur, Este
y Oeste) de tejidos de tronco y hojas para el analisis. En el vivero un total de 56 muestras
de hojas fueron recolectadas y analizadas para la presencia del fitoplasma de ALC. De
estas muestras 31 son provenientes de la cama de germinacion y 26 de las plantas fueron

embolsadas del mismo vivero.

En el caso de la Huerta Madre que esta ubicada en Colima también se realizaron colectas
de muestras de hojas de diez palmas para la deteccion de ALC y asegurar la ausencia del
fitoplasmas en estas palmas, debido a que son usadas como la fuente de explantes
(embriones) para los cultivos In vitro y las semillas se recolectan para su propagacion

natural en el rancho “La Curva” Tecoman Colima.

2.2.3 Colecta de callos embriogénicos y hojas de plantas in vitro

Los callos embriogénicos y las hojas de plantas de cultivo in vitro provinieron del banco de
germoplasma del laboratorio de Micropropagacion de Cocotero de CICY. Los callos
embriogénicos utilizados en este estudio fueron de los eco tipos Alto pacifico mexicano
descendientes de Michoacan (M1 150-19) y Colima (C2 35) y los Enanos malayo verde
(EMV F15-P7) con sesenta callos embriogénicos representado cada linea y un total de

ciento ochenta callos embriogénicos analizados en total.
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Las hojas de las plantas provenientes de cultivo In vitro fueron colectadas al momento de
realizar el mantenimiento de las mismas, sepérandolas cuidosamente con un bisturi. Se

colectaron y analizaron 100 hojas: 60 de la linea de Michoacan y 40 de Colima.

Las colectas de estos materiales se basaron en sus grados de resistencia a la
enfermedad de ALC que fueron evaluados y comprobados por Zizumbo et al., (2008)

ademas, en su uso en el intercambio de germoplasma de cocotero con diferentes paises.

2.2.4 Extraccion del ADN empleando el método de (CTAB)

El procedimiento empleado para la extraccion de &cidos nucleicos fue el método de
bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) descrito por Doyle, J., y Doyle. (1990) y modificado
por Harrison et al. (1994) para la deteccion y diagndstico del ALC. Se pes6 cada muestra
de los callos embriogénicos, se envolvieron en papel aluminio y se sumergieron en
nitrégeno liquido. Cada muestra individual se pulverizé en un y posteriormente se
transfirio a un tubo de 1.5 mL donde se adicionaron 300 pL de tampén CTAB y B-
mercaptoethanol. Las muestras se incubaron a 64 °C durante una hora y se enfriaron a
temperatura ambiente. El CTAB se removié mediante lavados con volumenes iguales de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25: 24: 1 v/v/v) y con una centrifugacion a 14000 rpm
durante 10 min. Se recuperd el sobrenadante y se realizé6 un segundo lavado con
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1 v/v). Los &cidos nucleicos totales se precipitaron
mediante la adicion de isopropanol frio y acetato de sodio, se incubaron por una hora a -
200C, y se centrifugaron a 14000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se retir0 y el &cido
nucleico se lavé con etanol al 70%. Se retir6 el sobrenadante y se resuspendio la pastilla
en 50 pL de tampén TE (Tris 1 mM, EDTA 0.1 mM, pH 8) y las muestras se almacenaron
a-20°C

El procedimiento de extraccién fue modificado dependiendo del tejido a extraer: callos
embriogénicos (0.10 g), hojas de plantulas micropropagada (0.5 g), hojas y tallo de las

muestras provenientes del campo (19).

Una vez finalizado el proceso de extraccion, se determiné la concentracion, calidad y la

presencia de sustancias inhibitorias en las muestras del ADN extraido.

2.2.5 Amplificacion del gen 18s
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Se realizd una prueba de inhibicion a las muestras extraidas empleando el método de
CTAB, para asegurar que las muestras no contenian sustancias inhibitorias. Esta prueba
se baso en la utilizacion de la sonda 18S, que es el método mas usado para detectar la
presencia de sustancias inhibitorias en las muestras de ADN. Para ello, se eligieron al
azar diferentes muestras del ADN de los callos embriogénicos y de las hojas de cultivos in
vitro y se realizaron diluciones de 1:10 individualmente. De estas diluciones se tomé 1 pL
como ADN templado. Como templado negativo se us6 agua. Las reacciones se realizaron
en volumenes de 20 pL conteniendo cada uno 10 puL de master mix TagMan, 8.7 uL de
agua, 0.3 uL de sonda (18S) y 1 uL de ADN. La amplificacion se realizd con un sistema de
PCR en tiempo real Rotor-Gene Q (QIAGEN), con tres ciclos: 2 min a 50 °C para activar
al AmpErase UNG, 10 min a 95 °C para activar la polimerasa AmpliTag Gold DNA
seguido por 40 ciclos a 95 °C durante 15 segundos y 1 min a 61 °C. Los valores de ciclo
umbral (Ct) de cada reaccién de PCR se establecieron manualmente para intersectar la
fase exponencial de las curvas de amplificacion, pero la linea de base fue ajustada

automaticamente por el software de gestion de CFX 1Q (Bio-Rad, EE. UU.)

2.2.6 Deteccién por PCR tiempo real

La deteccion del fitoplasma fue realizado por PCR en tiempo real, segin el método
descrito por Cordova et al. (2014) con algunas modificaciones: las reacciones se
realizaron en volumenes de 20 yL conteniendo cada uno 10 uL de master mix TagMan,
8.5 pyL de agua, 0.5 pyL de sonda (LY16 Cordova et al 2014) y 1 uL de ADN. La
amplificacién se realiz6 como se describié en el acapite anterior. Los valores de ciclo
umbral (Ct) de cada reaccién de PCR se establecieron manualmente para intersectar la
fase exponencial de las curvas de amplificacién, pero la linea de base fue ajustada
automaticamente por el software de gestion de CFX 1Q (Bio-Rad, EE. UU.) La deteccién
se realiz6 en lotes de veinte muestras por andlisis. Se utiliz6 agua como control negativo y
como control positivo muestras de palmas identificadas positivamente a fitoplasmas en

campo y luego por PCR/Tiempo real.

De acuerdo con los resultados obtenidos de la curva estandar establecida por Nic-Matos
et al. (2018, datos no publicados), los valores de Ct < 35 se consideran como positivos y

valores 2 36 se consideran como negativos.
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2.2.I7 Curva estandar para determinar eficiencia de la sonda ly16 por PCR tiempo

rea

Se establecié una curva estandar, para determinar la eficiencia de la sonda empleada
para la amplificacion de los productos obtenidos en este trabajo. Para esto, se tomé una
muestra positiva al AL conocida, y se hicieron diluciones de 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000,
1:100000, 1:1000000, 1:10000000 y 1:200000000 de manera triplicada. Las reacciones se
llevaron a cabo en volumenes de 20 pl conteniendo cada uno 10 pl de TagMan master
mix, 8.5 ul de agua, 0.5 yl de sonda (LY16 Coérdova et al 2014) y 1 pl de ADN. La
amplificacion se realizdé con un sistema de PCR en tiempo real, empleando el equipo
Rotor-Gene Q (QIAGEN) bajo las mismas condiciones utilizado para la reacciéon del PCR

en timpor/Real.

La eficiencia de la reaccion de la PCR se calcula utilizando una “curva” proveniente de la
amplificacién de una dilucién serial de un estandar. Los valores de Ct de las curvas
obtenidas se grafican contra el logaritmo del factor de dilucién del nimero de copias del
molde o de la concentracibn de la muestra. La recta estd descrita por la siguiente
ecuacion: Ct = k log (NO) + Ct (1); donde Ct (1), que la ordenada al origen corresponde a
una dilucién del estandar que contiene una sola molécula del ADN blanco. La eficiencia
de la reaccién se calcula con la siguiente féormula: E = 10-1/k -1. Cuando la pendiente (k)
de la recta obtenida es cercana o igual a -3.32, la eficiencia de la amplificacion es igual a
100% (Aguilera et al., 2014).
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2.3 RESULTADOS
2.3.1 Identificacion de focos del ALC

Los oficiales de Sanidad Vegetal en Colima confirmaron la ausencia de plantas

sintomaticas de ALC en el 4&rea. El informe se adjunta a este trabajo de investigacion.
2.3.2 Extraccién del ADN

La extraccién de ADN empleando el método de CTAB resulté en la obtencion de altas
cantidades de ADN; sin embargo, se observo la presencia de residuos desconocidos en
algunos de los pozos del gel de agarosa. Ademas, se observé una alta cantidad de ARN
en las muestras extraidas utilizando el método de extraccion de Doyle y Doyle 1990.
Debido a estas observaciones se realizé una prueba de inhibicion.

2.3.3 Amplificacién del gen 18s

Se realiz6 la amplificacion del gen 18S en los ADN’s obtenido empleando el método de
CTAB para determinar si las muestras estaban libres de agentes o sustancias inhibitorias.
Los resultados obtenidos indican que en las muestras de ADN de los callos
embriogénicos y las hojas de plantas micropropagadas; empleando el método de
extraccion de CTAB y la técnica de PCR Tiempo-Real usando la sonda 18S no presenta
sustancias ni agentes inhibitorias (Cuadro 2.1), indicando que todas las muestras de los
callos embriogénicos y las hojas de plantas micropropagadas conforman el mismo gen

constitutivo 18S.
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Cuadro 2.1. Amplificacion del gen 18s en las muestras de ADN de los callos
embriogénicos y hojas de plantulas de cocotero micropropagados extraido por el
método de CTAB.

Callos 20.51-

. 10 10/10 (+) ()
embriogénicos 23.23
Hojas de
plantas

ient 10 10/10 22.01- +) )

rovenientes + -
i . 28.69
del cultivo in
vitro

2.3.4 Curva estandar para determinar eficiencia de la sonda ly16 por PCR tiempo real

La figura 2.1 A y B muestras la perdida de la linealidad de las muestras a partir de un
valor de Ct de 35 indicando que la sonda LY16 detecta el fitoplasma de ALC hasta un
valor de Ct a 35 en diluciones de 10” (figura 2.1 A). La figura 2.1. B muestra la linealidad
de la curva obtenida a partir de los valores del Ct vs diluciones. Ademas, presenta los
valores de la pendiente con -3.25 y un valor de eficiencia de 102%. Asimismo, se obtuvo
un valor de R* de 0.99.
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Figura 2.1. Curva estandar. A) Curva estandar de amplificacion. Esta imagen
muestra la amplificacion de una serie de diluciones para determinar la eficiencia de
la sonda LY. La curva se produce al graficar el promedio de los Cts obtenidos de

40




CAPITULO Il

cada uno de los triplicados. B) Se observa el valor de R%0.99, con una eficiencia de
E: 102.

2.3.5 Indexacion del fitoplasma de ALC en el banco de germoplasma de cocotero in
vitro y campo (“rancho la curva”)

La indexacién del fitoplasma del ALC en los callos embriogénicos y las hojas de plantulas
de cocotero provenientes del cultivo in vitro realizados por PCR-Tiempo Real reveld la

ausencia del fitoplasma de ALC en los tejidos analizados (Cuadro 2.3).

Cuadro 2.2. Indexacion del fitoplasma de ALC en las muestras de cocotero proveniente
del cultivo in vitro.

Callos
Cultivos in | embriogénicos 180 0/180 *) )
vitro
(Laboratorio _
de cocotero quas de plantas 100 0/100 ) 0
CICY) micropropagadas

Valores < 35 positivos; valores 2 36 negativos

La indexacion del fitoplasma de ALC (Cuadro 2.3) muestra la ausencia de este en todas

las muestras analizadas, lo que corrobora su ausencia en el rancho “La Curva”.
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Cuadro 2. 3. Indexacion del fitoplasma de ALC en las muestras de cocotero proveniente

del rancho “LA CURVA”.

En Campo

(Rancho:
“LA
CURVA”)

Huerta Madre

10

0/10

*)

Altos Pacificos 2
(Micropropagadas
establecidas en
campo)

10

0/10

*)

Vivero
(Plantas en cama
de germinacion)

31

0/31

*)

Vivero
(Plantas en
Bolsas)

25

0/25

*)

Muestras en la
zona periférico

8

0/8

*)

)

Valores < 35 positivos; valores = 36 negativos
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2.2 DISCUSION

La propagacion y diseminacion de cocoteros libres del fitoplasmas de ALC es una
prioridad para poder realizar un intercambio de germoplasma dentro o fuera de un pais.
Por lo tanto, es indispensable contar con herramientas/o métodos de deteccion precisos
del fitoplasma de ALC. Uno de los métodos méas usados hoy en dia es la indexacion. La
indexacion es el proceso de evaluacion o seleccion de material vegetal para la deteccion
de la presencia de una plaga o patégeno. Esto puede implicar una evaluacion visual de
una enfermedad o patégeno/plaga, ya sea con la ayuda de un microscopio o una prueba
de laboratorio, para demostrar la presencia del patégeno. La indexacion implica la
realizacion de una evaluacién de la presencia de un patdgeno o plaga vegetal en
particular. Incluso cuando se demuestra que el material de reproduccién inicial esta libre
de la plaga/patbgeno en cuestion, normalmente es necesario que se compruebe
regularmente durante la multiplicacion para asegurar que la plaga/patdégeno e interés no
ha sido reintroducido (Stead et al., 1999).

La técnica de deteccion del amarillamiento letal mas empleada es la deteccién por PCR
en tiempo real. Este método posee muchas ventajas con respecto a la PCR convencional
en términos de precision, rango dinamico, tiempo de analisis corto, alta capacidad de
automatizacion y ausencia de manipulaciones posteriores a la PCR que evitan la
contaminacioén por arrastre (Higuchi et al., 1993; Schaad y Frederick, 2002; Cérdova et al.,
2014). Ademas de la tremenda sensibilidad de la PCR en Tiempo Real, esta permite
desarrollar estrategias practicas de muestreo para la indexacion rutinaria de palmas para
la deteccién de infeccion por el fitoplasma de ALC. Por lo tanto, tiene relevancia para el
desarrollo de programas orientados al servicio tales como los que se ocupan de la salud
de las plantas y el mejoramiento de las plantas (Harisson et al., 1995) y por lo que este
método fue empleado en este trabajo. A pesar de todas las ventajas que posee la técnica
de deteccion por PCR en tiempo real es muy importante determinar la eficiencia de
amplificacion y que tan reproducible son las reacciones de PCR. Resultados obtenidos en
este trabajo de investigacibn muestra que nuestro ensayo de PCR Tiempo Real fue
reproducible y eficiente con un valor de R? de 0.99 y eficiencia de 102% respectivamente.
Applied Biosystems (2004) y Rodriguez et al., (2004) plantearon que un R? igual a 1
significa un ajuste lineal perfecto y con un valor <0.99, la precisién de los datos es
cuestionable. La eficiencia de la amplificacion por PCR es la velocidad a la que se genera

un amplicon de PCR, comunmente expresado como un valor porcentual. Si un amplicon
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de PCR particular se duplica en cantidad durante la fase geométrica de su amplificacion
por PCR, entonces el ensayo de PCR tiene una eficacia del 100%. Estos datos
concuerdan con los resultados obtenidos donde el valor de eficiencia fue de 102%

El valor de la pendiente fue de -3.25 indicando una buena eficiencia de amplificacion
Applied Giosystems indican que “La pendiente de una curva estandar se usa comunmente
para estimar la eficiencia de amplificacion de PCR de una reaccién de PCR en tiempo
real. Una curva estdndar de PCR en tiempo real se representa graficamente como una
gréafica de linea de regresion semi logaritmica de valor de Ct frente a log de acido nucleico
de entrada. Una pendiente de curva estandar de -3,32 indica una reaccion de PCR con
una eficacia del 100%. Las pendientes mas negativas que -3.32 (por ejemplo, -3.9)
indican reacciones que son menos del 100% de eficiencia. Las pendientes mas positivas
que -3.32 (por ejemplo, -2.5) pueden indicar problemas en la calidad de la muestra o el
pipeteo”.

Se observé la perdida de a linealidad de la curva estandar a partir de los valores de Ct por
encima de 35. Esta pérdida de la linealidad permitié saber, que la sonda LY16 no puede
detectar fitoplasmas de ALC a partir del valor de Ct 35 con una dilucién de 107, por lo
tanto, una muestra se considera positiva si tiene un valor de Ct menor o igual a 35 y
negativas a las muestras que presenten un valor de Ct mayor o igual a 36. A pesar de que
la sonda LY16 no detectd fitopasma de ALC en diluciones de 10®, es dificil encontrar
fitoplasmas tan diluido en un tejido de cocotero. También en Applied Biosystems, (2004)
propusieron que es importante tener en cuenta que, debido a la distribucion estadistica,
siempre hay un alto nivel de variacién de Ct cuando las cantidades objetivo se aproximan
a una copia Unica. Por lo tanto, las masas de muestra que producen valores Ct en este
rango (valores de Ct de 35 - 40) inevitablemente presentaran una menor precision y, en
consecuencia, una menor potencia para detectar cambios de bajo rugosidad.

Para poder realizar una deteccién adecuada y verdadera por PCR en tiempo real es
necesaria la obtencion de ADNs gendmicos de buena calidad. EI método de extraccion de
ADN empleado en este trabajo fue el método de bromuro de cetil-trimetil-amonio (CTAB)
descrito por Doyle, J., y Doyle, (1990) y modificado por Harrison et al., (1994) siendo el
método mas utilizado para extraccion del ADN en muestras de cocotero debido a la
cantidad de ADN obtenido con este método. Sin embargo, el método de CTAB a pesar de
ser muy utilizado para la extraccibn de ADN de otros tejidos de coco (tronco y hojas)
nunca habia sido utilizado para la extraccion del ADN en callos embriogénicos. Se reporta

por primera vez con resultados valiosos el uso de dicha metodologia para la extracciéon de
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ADN en callos embriogénicos de cocoteros. Los resultados obtenidos comprobaron que el
método de CTAB es adecuado para su implementacion en la extraccion de ADN en callos
embriogénicos debido a que las muestras no presentaban sustancias inhibitorias (Cuadro
2.1).

Basado en la sensibilidad y especificidad de la maquina y reaccion del PCR en tiempo
real, es necesaria la obtencion del ADN libre de sustancias inhibitorias para evitar la
obtencion de falso negativos. La prueba de inhibicion utilizada en este trabajo indico la
ausencia de substancias inhibitorias en las muestras del ADNs extraidos (callos
embriogénicos y hojas). El uso de la sonda 18S es muy empleado para la deteccion de
sustancias inhibitorias en diferentes muestras gracias a su gran nivel de especificidad
para la amplificacion del gen 18S ribosomal que se encuentra ampliamente distribuido en
las células eucariotas. Los resultados del cuadro 2.2 corroboran esta teoria con los
resultados positivos obtenidos indicando la ausencia de sustancias inhibitorias.

Contrariamente, resultados negativos indican la presencia de sustancias inhibitorias.

La prueba de inhibicion, un buen método para la extraccion de ADN y establecimiento de
la curva estandar son detalles importantes para asegurar que nuestro método de
indexacion y/o diagnéstico sea reproducible. Stead et al., (1999) mencionaron que “los
métodos de diagndstico utilizados deben ser tan baratos y rapidos como sea posible, pero
lo mas importante es que sean especificos, sensibles, reproducibles y, a menudo,
requieren cuantificacion mas que por simple presencia o ausencia”. Por lo tanto, la técnica

PCR en tiempo real y el método de extraccion CTAB fueron empleados en este trabajo.

Ademas, de tener un método de indexacion eficiente, es necesaria la determinacion del
momento ideal para la indexacion del fitoplasmas del ALC en las plantas de cocotero
micropropagadas, ya que es un aspecto fundamental para la generacion de plantas
indexadas. Los callos embriogénicos y las hojas de plantas de cultivos In vitro analizados
empleando la técnica de PCR en tiempo real resultaron negativos (Cuadro 2.3y 2.4) a la
presencia del fitoplasma de ALC indicando la ausencia del fitoplasmas de ALC en las
plantulas de cocoteros micropropagados en el laboratorio de micropropagacion del Centro
de Investigacion Cientifica de Yucatan. Estos resultados fueron esperados ya que a pesar
de no haber realizado el analisis de deteccién del fitoplasma de ALC en los tejidos
(explantes de plumulas) antes que se introdujeron al cultivo in vitro sabemos que los

embriones que se introdujeron a cultivo in vitro fueron colectados de plantas sanas que no
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fueron afectadas por ALC y hasta la fecha siguen vivas. Ademés, esta teoria fue
confirmada con los resultados negativos obtenidos de la huerta madre donde algunos de
los embriones fueron recolectados (Cuadro 2.4).

Los resultados de la indexacion de las muestras obtenidas de la huerta madre resultaron
ser negativas a la presencia del fitoplasma de ALC. Este hecho coincide con los
resultados obtenidos de los callos embriogénicos, las hojas de plantas provenientes a
cultivo In Vitro y las plantas producidas en el rancho “LA CURVA” por medio de
propagacion natural, debido a que los materiales utilizados para su propagacion (In vitro y
en campo) son provenientes de esa huerta madre y su resistencia a la enfermedad ALC
fue comprobada por Zizumbo et al., (2008).

A pesar de que los tejidos (callos embriogénicos, hojas de plantas del cultivo in vitro
(cuadro 2.3), muestras de la zona aledafia, la huerta madre y del vivero (cuadro 2.5))
analizados son de plantas madres libre del fitoplasma vy resistentes al fitoplasma de ALC
es necesario realizar el proceso de indexacion para asegurar que estas palmas
producidas se mantengan libres del patégeno y que el patégeno no sea introducido en el
proceso de micropropagacion ni por la propagacion natural. Stead et al., (1999) indicaron
la necesidad de verificar regularmente durante la multiplicacién que la plaga/patégeno en
estudio no ha sido reintroducido al sistema de propagacién. Se considera que la
implementacion del método de indexaciéon usando la técnica de PCR en tiempo real es
crucial para un diagndstico preciso.

Los resultados obtenidos en este capitulo indican que las plantas producidas en el
laboratorio de micropropagacion de cocotero del CICY y el rancho “LA CURVA” puede ser
considerado como plantas indexadas y/o certificadas indicando su utlidad en el
intercambio de germoplasma de cocotero con paises de interés y con estados de interés
en México.

Es importante destacar que hoy en dia no existe un método de indexacion para el
fitoplasma de ALC, sin embargo, autores como Conci et al., (2016) han reportado la
utilizacion del método de PCR Tiempo-Real para le deteccion de los fitoplasmas Argentina
Strawberry filodia (ASP) y la hoja roja de fresa (StrawRL) y la utilizacién de los métodos
de cultivo in vitro para su eliminacion. La indexacion es muy utilizada para la deteccion y
eliminacion de virus en varios cultivos como cafia de azucar (Adilakshmi et al., 2016),
virus Citricos (Hyun et al., 2017) y Virus de la pudricién foliar del coco (CFDV) (Diekmann,
2005) entre otros. Sin embargo, es muy importante la inclusion del método de indexacion

utilizando la técnica de PCR/Tiempo-Real para el movimiento seguro del germoplasma de
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cocotero (ex situ) garantizando un intercambio adecuado minimizando el riesgo de
transferencia del fitoplasma de ALC. Por lo tanto, consideramos a este protocolo como
una herramienta significativa que debe ser implementado en cualquier sistema de
propagacion ya sea con o sin intencién de realizar un intercambio de germoplasma de
cocotero para tener un control adecuado de la enfermedad. Es imperativo recordar que un
sistema fitosanitario efectivo actia como un filtro y no como una barrera para el

intercambio de germoplasma de cocotero (Diekmann, 2005).
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EVALUACION DE LA PERMANENCIA DEL FITOPLASMA DE ALC EN LA
CADENA DE MICROPROPAGACION

3.1 INTRODUCCION

Los fitoplasmas, anteriormente denominado organismo tipo micoplasma (MLO), son
bacterias procariotas diminutos sin paredes celulares, con un tamafio menor, imposibles
de aislar y cultivarse en medios artificiales y estan reportados en asociacion con
numerosos cultivos de gran importancia (Bertaccini, 2007). Muchas de las enfermedades
econdémicamente importantes pertenecen a las plantas lefiosas, que incluyen al ALC
(Mejia, 2014).

ALC es una enfermedad asociada con fitoplasmas que ha destruido una gran cantidad de
cocoteros en partes de América Latina, el Caribe y Africa (Ntushello et al 2013). Debido a
que las fitoplasmas habitan en las células cribosas del floema, su infeccion provoca
alteraciones severas en el balance de fitohormonas y reguladores de crecimiento,
excitando con ello diferentes sintomatologias (Reveles-Torres et al., 2014) como: la caida
prematura de frutos tanto madura como no desarrollada, necrosis de las inflorescencias,
amarillamiento de las hojas maduras hacia las mas jévenes y las hojas eventualmente

caen y queda unicamente el tallo (McCoy et al., 1982).

A pesar de muchos afos de investigaciones hasta la fecha no existe un remedio para esta
enfermedad sefialando que su principal forma de trasmision es mediante vectores
(Howard et al., 1983) y recientemente Saenz et al., (2017) han corroborada la transmision
del fiotplasma de ALC mediante semillas. La Unica forma para combatir a esta
enfermedad es mediante la identificacion de materiales resistente y la micropropagacion
de dichos materiales identificado para posteriormente utilizarlos en la plantacion y para
sostener la demanda actual del cultivo. Recientemente se ha desarrollado un protocolo de
propagacion masiva, comenzando con explantes de plumas, en el proceso de
embriogénesis somatica a través la producciébn de callos embriogénicos y su
multiplicacién, con rendimientos estimados de 100,000 embriones somaticos por explante
(Pérez-Nufiez et al., 2006). Este protocolo actualmente se esta aplicando en México, para
la propagacion de plantas seleccionadas a partir de semillas, obtenidas mediante

polinizacion controlada. Sin embargo, no es util para la propagacion de las palmas
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hibridas utilizando su semilla debido a la segregacion (Namboothiri et al., 2008). Basado
en estas observaciones Sandoval-Cacino et al., (2016) han desarrollado un protocolo para
la propagacion masiva de cocotero utilizando explantes de Rachilla de inflorescencias
inmaduras, lo que permite la clonacion de palmas frutales con caracteristicas deseadas.
Ademas, de ser utilizado para la micro produccién de plantas hibridas seria una nueva via
para propagar palmas de coco usando otro tipo de explante. Debido a este nuevo
protocolo y la posibilidad de transferencia del fitoplasma de ALC por semillas surgio la
necesidad de determinar la transmisibilidad del fitoplasma de ALC en las cadenas de
micropropagacién, partiendo de un explante positivo a ALC y de no persiste el fitoplasma
en las cadenas de micropropagacion, se podrian producir plantas susceptibles para fines
de investigacion. Asimismo, este nuevo protocolo formaria parte del proceso de
indexacion del fitoplasma de ALC asegurando la produccién de materiales libres del

fitoplasma de ALC.
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3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 Colecta de muestras para el analisis molecular

Se realiz6 una colecta de inflorescencias de una palma identificada positivamente a ALC
en San Crisanto de la costa de Yucatan. Las Inflorescencias de una palma (G-8-3)
tratada, tres meses antes, con antibiotico fueron colectadas. Las inflorescencias fueron
colectadas y enumeradas siguiendo el protocolo descrito por Perera et al. (2010)
identificando la inflorescencia abierta mas joven como etapa 0, las etapas de madurez de
proceso fueron designadas como -1, -2, -3 hasta la -12 donde la la inflorescencia -1
correspondié a la inflorescencia mas madura que se abriria a continuacion. El -1 siendo la
mas madura y el -12 la fase mas inmadura. Las inflorescencias -11 y -12 no se reflejan en
la figura 3.1 debido a que fueron desinfectadas inmediatamente y guardado en cooler
para ser transportado al laboratorio para ser sometido a cultivo in vitro. Sin embargo, solo
se uso la inflorescencia -12 de la palma G-8-3, como explante para ser sometido a cultivo
in vitro y evaluar la permanencia del fitoplasma de ALC en la cadena de micropropagacion
por embriogénesis somatica debido al tener al tamafio adecuado (10cm). Sandoval-
Cancino et al. (2016) establecié que las mejores respuestas de induccidon se dan con

inflorescencias de tamarfios 10 cm.

Figura 3.1. Inflorescencias de la palma de cocotero G-8-3 tratada con
antibiotico.
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3.2.2 Formacion de callos embriogénicos partiendo de un explante (inflorescencias)
positivas a ALC

La inflorescencia -12 de la palma G-8-3 fue sometido a cultivo in vitro siguiendo al
protocolo de Sandoval-Cancino et al. (2016) donde se evalu6 la permanencia del
fitoplasma de ALC en los ejidos que no respondieron al completar su ciclo de
micropropagacion por embriogénesis somatica. Al momento de ser resembrada o
subcultivados en la primera y segunda ciclos de resiembra, se analizé el tejido completo
(callo embriogénico, el tejido restante de los callos embriogénicos) para determinar si el
fitopasma se persiste en el tejido. Ademas, se tomé en cuenta la cantidad de muestras
gue formo callos embriogénicos, los que fueron esponjosos y los que no respondieron con
la finalidad de establecer si un explante enferma afectaria el proceso de formacién de los

callos embriogénicos y sus diferentes fases.

3.2.3 Extraccién del ADN empleando el método de (CTAB)

El procedimiento empleado para la extraccion de &cidos nucleicos fue el método de
bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) descrito por Doyle, J., y Doyle. (1990) y modificado
por Harrison et al. (1994) para la deteccion y diagnéstico del ALC. Se pesé 1g de cada
muestra de las inflorescencias y se pulverizaron con la ayuda del nitrégeno liquido. Cada
muestra individual se pulveriz6 en un y posteriormente se transfiri6 a un tubo de 2 mL
donde se adicionaron 5 mL de tampon CTAB y B-mercaptoethanol. Las muestras se
incubaron a 64 °C durante una hora y se enfriaron a temperatura ambiente. El CTAB se
removié mediante lavados con volimenes iguales de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25: 24: 1 viviv) y con una centrifugacion a 14000 rpm durante 10 min. Se recuperé el
sobrenadante y se realizé un segundo lavado con cloroformo:alcohol isoamilico (24:1 v/v).
Los &cidos nucleicos totales se precipitaron mediante la adicién de isopropanol frio y
acetato de sodio, se incubaron por una hora a -200C, y se centrifugaron a 14000 rpm
durante 10 min. El sobrenadante se retiré y el acido nucleico se lavé con etanol al 70%.
Se retir6 el sobrenadante y se resuspendio la pastilla en 50 pL de tampén TE (Tris 1 mM,
EDTA 0.1 mM, pH 8) y las muestras se almacenaron a -20 oC

El procedimiento de extraccién fue modificado dependiendo del tejido a extraer: callos
embriogénicos (0.10 g), hojas de plantulas micropropagada (0.5 g), hojas y tallo de las
muestras provenientes del campo (19).

Una vez finalizado el proceso de extraccion, se determiné la concentracion, calidad y la

presencia de sustancias inhibitorias en las muestras del ADN extraido.
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3.2.4 Amplificacion del gen 18s en los tejidos de callos provenientes de un explante
positivo a ALC

Se realiz6 una amplificacion del gen 18s en los tejidos de callos provenientes de un
explante positivo a ALC a las muestras extraidas empleando el método de CTAB para
asegurar que las muestras no contenian sustancias inhibitorias. Esta prueba se baso en la
utilizacion de la sonda 18S que es el método mas usado para detectar la presencia de
sustancias inhibitorias en las muestras de ADN y se procedi6é de la misma manera del
capitulo 11

3.2.5 Deteccion por PCR tiempo real

La deteccion del fitoplasma en los diferentes estadios de las inflorescencias colectada y
en los tejidos de callos obtenidos de un explante positivo a ALC fueron realizado
empleando el método de en PCR Tiempo Real, método descrito por Cérdova et al. (2014)
con algunas modificaciones. Las reacciones se realizaron en volimenes de 20 pL
conteniendo cada uno 10 uL de TagMan master mix, 8.5 pL de agua, 0.5 pL de sonda
(LY16) y 1 pL de ADN. La amplificacion se realiz6é con un sistema de PCR en tiempo real
Rotor-Gene Q (QIAGEN). La PCR se inici6 con tres ciclos: 2 min a 50 °C para activar
AmpErase UNG, 10 min a 95 °C para activar AmpliTaq Gold DNA polimerasa seguido por
35 ciclos a 95 °C durante 15 segundos y 1 min a 61 °C. Los valores de ciclo umbral (Ct)
de cada reaccion de PCR se establecieron manualmente para intersectar la fase
exponencial de las curvas de amplificacion, pero la linea de base fue ajustada
automaticamente por el software de gestion de CFX 1Q (Bio-Rad, EE. UU.) Se utiliz6 agua
como control negativo y como control positivo muestras de palmas que fueron
identificadas positivamente en campo y luego por PCR- Tiempo real posteriormente.
Valores < 35 se considera como positivo y valores = 36 se considera como negativos.
Estas consideraciones fueron tomado basado en los resultados obtenido de la curva

estandar establecido por Matos et al (CICY unpublished data).

3.2.6 Aplicacion de antibiotico

La palma G-8-3 fue identificada con sintomas de ALC y luego comprobada por PCR en
Tiempo-Real a ser positivo a la presencia del fitoplasma de AL. Se aplicé un gramo de
oxitetraciclina con la ayuda de una jeringa y un taladro para mantener la palma viva hasta
el momento de colectar las inflorescencias. Después tres meses las inflorescencias fueron

colectadas y sometidas en cultivo in vitro.
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3.3 RESULTDOS

3.3.1 Colecta de muestras para el anélisis molecular

Los resultados obtenidos de este analisis revelaron la presencia del fitoplasma del ALC en
todos los diferentes estadios de las inflorescencias colectadas de la palma de cocotero G-
8-3 desde el estado -5 al -12 (Cuadro 3.1.).

Cuadro 3.1. Deteccion de fitoplasmas de ALC en inflorescencias de la palma G-8-3
tratado con antibidtico.

-5 (+)
-6 (+)
-7 (+)
= = (+) Q)
-9 (+)
-10 (+)
-11 (+)
-12 * +)

*: Inflorescencia sometida a cultivo in vitro. Valores < 35 positivos; valores = 36 negativos.
La inflorescencia -12 fue detectado positivamente a la presencia de fitoplasma de ALC y
fue sometido a cultivo a in vitro para la determinacion si el fitoplasma de ALC es

transmisible en cultivo in vitro.

3.3.2 Amplificacion del gen 18s en los tejidos de callos provenientes de un explante
positivo a ALC

Se amplificd el gen constitutivo 18S en las muestras de los tejidos provenientes de un
explante positivo a ALC indicando la ausencia de sustancias inhibitorias en las muestras
del ADN obtenido. Estos resultados se reflejan en el cuadro 3.2 donde las muestras

analizadas en los tres diferentes ciclos se amplifico el gen 18S.
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Cuadro 3. 2. Amplificacion del gen 18s en los tejidos de callos provenientes de
un explante positivo a ALC en los tres ciclos.

Ciclos de Muestras | Muestras con Control Control
Cultivo evaluadas | amplificacién | positivo | negativo
del gen 18S
1
6 6/6 (+) ()
2
11 11/11 (+) )
3
10 10/10 (+) )

3.3.3 Caracteristicas de los callos obtenido a partir de un explante positivo a ALC

Se observé que el uso de la inflorescencia -12 como explante para la induccion de

embriogénesis somatica fue apropiado basado en las diferentes estructuras obtenidas. A

final del periodo del primero ciclo de cultivo (90 dias) se observé que la mayoria de los

tejidos formo callos necréticos figura 3.3 A y callos esponjosos figura 3.3 B. Mientras que

en el segundo ciclo figura 3.3. C and el tercer ciclo figura 3.3 D se observé la formacién de

callos con estructuras embriogénicas.

Figura 3.2. Caracteristicas de los callos obtenidos del explante positivo a
ALC durante la embriogénesis somatica en cocotero A Callo necrético B
Callo esponjoso, C callos con estructuras embriogénicas obtenidos en el
segundo ciclo D Callos con estructuras embriogénicas obtenidos en el

tercer ciclo.
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Se formaron callos necréticos, esponjosas y callos con estructuras embriogénicas en los
tres ciclos; sin embargo, se observé un mayor porcentaje (37.3) de callos necrosada en el
primer ciclo comparado con el segundo (0%) y tercero (9%) cuadro 3.5. Ademas, se
observo que en el primer ciclo partiendo de explantes de rebanadas de inflorescencias 9
% de las estructuras sometido a cultivo in vitro respondié produciendo callos
embriogénicos y los demas respondieron formando callos esponjosas y necrosadas
(53.1% y 37.3%). Las estructuras embriogénicas de los callos embriogénicos obtenido en
el primer ciclo fueron utilizados como explantes para la generacion de mas callos
embriogénicos en los siguientes ciclos resultando en un incremento de callos
embriogénicos el 9% en el primer ciclo hasta el 50.2 % en el tercer ciclo (cuadro 3.5).
Estos callos embriogénicos con estructuras embriogénicas estan actualmente en cultivo in
vitro para la formaciéon de embriones somaticas con estructuras embriogénicas que es la
fase de embriogénesis somatica que sigue. Es importante recordar que no todos los
explantes sometido a cultivo in vitro son capaces de dar respuestas embriogénicas y por

eso se da contabilidad para los callos esponjoso y necrosados.

Cuadro 3.3. Formacion de callo embriogénico a partir de una inflorescencia
proveniente de una palma enferma.

1 Rebanadas de 45 9 252 | 53.1 177 37.3

inflorescencia

2 Estructuras 89 45.1 108 | 54.8 0 0
Embriogénicas

3 Estructuras 103 50.2 83 | 404 [ 19 9.2
Embriogénicas
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3.3.4. Deteccién del fitoplasma de ALC en las diferentes estructuras obtenido a
partir de un explante positivo a ALC

A pesar de que la inflorescencia -12 repercuto positivo al momento de someterlo

a cultivo in vitro; al analizar las diferentes estructuras obtenidos en los tres ciclos

para la presencia del fitoplasma de ALC todos resultaron a ser negativas al tener

la presencia del fitoplasma de ALC (Cuadro 3.4); indicando la eliminacion del
fitoplasma de ALC en los callos embriogénicos.

Cuadro 3.4. Deteccién del fitoplasma de ALC en las diferentes estructuras
obtenido durante el proceso de embriogénesis somatica proveniente una
inflorescencia positiva a ALC.

1 6 0/6 (+) ()
2 11 0/11 +) )
3 10 0/10 (+) ()

Valores < 35 positivos; valores = 36 negativos
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3.4 DISCUSION

La deteccion del fitoplasma de ALC en explantes de inflorescencias es un proceso
adecuado antes y durante el proceso de micropropagacion para asegurar la ausencia del
fitoplasma de ALC en el sistema de micropropagacion por lo que debe incluirse como
parte del proceso de indexacion en la cadena de micropropagacion.

Se revel6 la presencia del fitoplasma en los diferentes estadios de la inflorescencia de la
palma G-8-3 (Cuadro 3.1) antes de someter el explante (estadio de inflorescencia -12) a
cultivo in vitro. Parthasarathy, (1974) planteo que los fitoplasmas se mueven de los tejidos
de fuente fotosintatos para destruir los tejidos a través del floema. Por lo tanto, los
fitoplasmas no serian detectables o serian menos abundantes en los tejidos como las
hojas maduras e intermedias, mientras que serian mas abundantes y mas facilmente
detectables en los tejidos que consumen partes en expansién tales como hojas

inmaduras, inflorescencias y raices vértice, o en el tronco.

Las estructuras embriogénicas generadas a partir de la inflorescencia infectada con el
fitoplasma de ALC al final del primer ciclo (90 dias) fueron sub cultivado a cultivo in vitro
para la generacion de mas tejidos debido a su baja tasa de rendimiento y, ademas, que es
necesario para la obtencién de callos completamente embriogénicos. Estos resultados
concuerden con Sandoval-Cacino et al.,, (2016) donde plantearon que el callo
embriogénico se puede obtener de los explantes de rachilla, a través de un proceso
emplazado de sub cultivar las estructuras embriogénicas, escasas al principio y cada vez
mas abundantes en los nuevos callos formados, para finalmente obtener callos
completamente embriogénicos. Ademas, mencionaron en su protocolo que después de 90
dias de cultivo, se pueden obtener callos consistentes en tejido esponjoso 0 necroético

similares a los resultados obtenidos en este trabajo.

El porcentaje de los callos embriogénicos generado fue de 9% a 50.2 % (Cuadro 3.5) y
coincide con los resultados obtenidos por Sandoval-Cancino et al., (2016) quien
obtuvieron un porcentaje de formacion de callos inferior al 20% en el primer ciclo de
generacion de callos embriogénicos y observo un incremento en los diferentes subcultivos
realizado de 9.3% a 57.1%. A pesar de que los rendimientos obtenidos de los explantes
provenientes de una palma enferma a ALC coinciden con los resultados de Sandoval-
Cancino et al.,, (2016) no se compara a los rendimientos de plumula, que tuvieron

respuestas del 40% o mas (Pérez-Nufiez et al., 2006). Estos resultados pueden indicar
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gue un explante (inflorescencias/ rachilla) infectada con ALC puede resultar en el mismo
comportamiento como un explante sano lo cual indica la necesidad de realizar el proceso

de indexacién en todos los tejidos a ser sometido a cultivo in vitro.

Las estructuras embriogénicas a los a los 90 dias no fueron analizados debido a las pocas
estructuras generada sin embargo se analizé los tejidos que no respondieron (necréticos y
esponjosas) y estos tejidos se resultaron a ser negativos a la presencia del fitoplasma de
ALC. Los tejidos analizados en el segundo a tercer ciclo fueron callos embriogénicos con
estructuras embriogénicas y también resultaron a ser negativas a la presencia del
fitoplasma de ALC. Estos resultados no fueron esperado debido a reportes recientes por
Séenz et al., 2017 donde alcanzaron por primera vez mostrar la ocurrencia de la
transmision de fitoplasma de ALC en embriones de cocotero a plantulas mediante la
germinacion in vitro de embriones cigéticos de semillas de palmas infectadas con ALC
indicando la transmision del fitoplasma de ALC en semillas partiendo de un tejido
enfermo. Sin embargo, Parmessur et al., (2002) obtuvieron resultados similares a los
obtenidos en este trabajo, pero en el cultivo de cafia de azucar y propusieron que la
eliminacion del fitoplasma fue debido a su localizacion dentro del floema y la falta de
conexién entre los embriones somaticos y el floema limitando el movimiento del
fitoplasma. Por lo tanto, plantulas regeneradas a partir de los callos estan libres de
fitoplasma. Sin embargo, se considera realizar mas pruebas para poder corroborar esta
teoria en el caso de cocotero, asimismo aumentar ensayos con inflorescencia positivas de
mayor edad.

Las caracteristicas de las diferentes estructuras obtenidos durante el proceso de
embriogénesis somética en los diferentes ciclos son consistentes con las estructuras
obtenidos de Sandoval-Cancino et al., (2016).

Davies et al., (1994) plantearon que las caracteristicas de crecimiento in vitro de las
plantas MLO infectadas y sanas fueron muy similares y, por lo tanto, parece posible que la
multiplicacion de algunas especies de plantas mediante micropropagacion, sin pruebas
adecuadas pueda resultar involuntariamente en la produccion de plantas infectadas.
Debido a este planteamiento incluimos el método de indexacion en el proceso de
micropropagacion para asegurar la ausencia o presencia del fitoplasma de ALC en estos

tejidos durante el proceso de micropropagacion.
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CAPITULO IV

EVALUACION DE LOS PROTOCOLOS DE ENVIO Y ACLIMATIZACION DE
PLANTULAS DE COCOTERO

4.1 INTRODUCCION

Los efectos drasticos de las enfermedades en el crecimiento, y el rendimiento de las
plantas, y en los paisajes se pueden ver en diversos habitats tanto agricolas como
naturales. Pocas enfermedades tienen efectos tan drasticos como los llamados letales,
como la enfermedad ALC que mat6 a millones de palmas de cocotero (Diekmann, 2005).
La comunidad de investigadores del cocotero estd, por lo tanto, muy consciente de los
riesgos que plantean las plagas y los patdgenos en ella (Diekmann 2005). Al igual que
muchas otras enfermedades de los vegetales ALC se esta extendiendo a nuevas areas,
después de las costas del Golfo de México a diferentes partes en la cuenca del Caribe
(Ntushello et al., 2013).

Para poder sostener la produccion requerida para satisfacer la demanda actual y futura de
cocoteros, los paises productores de cocotero deben renovar sus plantaciones e
incrementar el area de cultivo. Para lograr esto, se requiere un gran nimero de plantas
con germoplasma seleccionado con una alta productividad y resistencia a enfermedades
(Solis-Ramos et al., 2012).

La expresion cultivo in vitro de plantas, significa cultivar plantas dentro de un frasco de
vidrio en un ambiente artificial. La micropropagacion o propagacion clonal, es una de las
aplicaciones mas generalizadas del cultivo in vitro, a través de la micropropagacion, a
partir de un fragmento (explante) de una planta madre, se obtiene una descendencia
uniforme, con plantas genéticamente idénticas, denominadas clones (Castillo, 2004). La
propagacion in vitro del cultivo cocotero, es una alternativa de entrega de plantulas
altamente productiva élite e indexada que puede satisfacer a la demanda existente. Sin
embargo, es necesario establecer protocolos de envio y recepcion (aclimatacion) para
asegurar el maximo optimizacion del material para facilitar el proceso de distribucion de

germoplasmas, y que actualmente se afiora.

59




CAPITULO IV

4.2 MATERIALES Y METODOS
4.2.1 Evaluacion de condiciones de envio

Las in vitro-plantulas utilizadas en este experimento son provenientes del laboratorio de
micropropagacién de cocotero del Centro de Investigacion Cientifica Yucatan AC para
evaluar las condiciones de envoltura para el envié de las plantulas de cocotero
micropropagada para lo cual se establecieron los siguientes tratamientos: Tiempo cero,
siete dias y treinta dias en el primer ensayo; el segundo ensayo los tratamientos fueron
quince dias, veinte un dias y treinta dias sefialando que el tiempo cero es el tratamiento
de lo cual las plantulas fueron aclimatadas directamente de su medio liquido Y3. Los
tratamientos de siete, quince, veinte uno y treinta dias respectivamente representan la
cantidad de tiempo en lo cual las plantas estuvieron en el proceso de transportacion en
medio Y3 semi solido. Para cada tratamiento se utilizd seis plantulas como unidad
experimental, en el primer y cinco en el segundo ensayo debido a la disponibilidad de
plantulas al momento de realizar el ensayo. Es importante mencionar que la condicién de
transporte (medio Y 3 solido) es diferente al medio en lo cual las plantas generalmente se
encuentran en su etapa vegetativa del miro propagacion (medio liquido) y fueron
trasladadas a este medio, de seis o cinco plantulas por frasco tapadas, para facilitar el
transporte y reducir el movimiento de las plantulas durante el viaje y evitar derrame del

medio.
4.2.2 Proceso de envid

Se realiz6 un envié a Guyana de 450 plantulas de cocotero micropropagados indexadas.
De lo cual 340 fueron Alto Pacifico de México, 25 Vanuatu Tall (VTT), 60 Markham Valley
Tall (MVT) y 25 Pilipog Green Dwarf (PILD). El envio se realiza por via aérea mediante
una empresa comercial. Las plantulas fueron enviadas en frascos plasticos en un medio
Y3 semi solido estéril que contenia cinco plantulas por frasco. Previamente estos frascos
fueron empacados en cajas y enviadas a Guyana (Figura 4.1). Se estimé un periodo de

traslado entre siete a diez dias para que las plantulas lleguen a su destino.
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Figura 4.1. Proceso de empaque de
las plantulas de cocotero
micropropagada para su envio.

4.2.3 Aclimatacion de los cocoteros micropropagados

Las plantulas de los tratamientos cero, siete, quince, veinte uno y treinta dias fueron
conservadas en el laboratorio de CICY y una vez simulado su periodo de envio, fueron
aclimatados en el Centro de Investigacion Cientifica Yucatdn. AC y representaron los

controles de sobrevivencia para las plantas que fueron enviados a Guyana.

Cuando las plantas cumplieron con sus perspectivas tiempo en el medio de transporte
(siete, quince, veinte uno y treinta dias) se realiz6 el proceso de aclimatacion siguiendo el
protocolo establecido por CICY. Este protocolo se basa en: preparar un sustrato para el
establecimiento de las planulas que contenia una mezcla de arena, tierra y peat moss
(1v:1v:1lv). Luego se preparé una solucién (0.1g de fungicida Captan ultra 50 wp (ia:
captan) en 100ml de agua) para la protecciéon de las raices de las plantulas. Antes de
trasplantar las plantulas de cocotero en el sustrato se lavaron las plantulas con agua
normal con la finalidad de quitar los desechos de los medios de transporte y otras
sustancias. Se sumergio las raices en la solucion fungosa y posteriormente las plantulas
fueron sembradas en su sustrato bolsas negras de polietileno. Una vez sembrado una
bolsa trasparente fue colocada arriba de plantula (Figura 4.2) con la finalidad de brindarle
a la planta un ambiente himedo y evitar la rapida deshidratacién de la plantula. Se
hicieron algunos agujeros en las bolsas transparentes para facilitar la transpiracion de las
plantas a su nuevo entorno y se pasaron al invernadero. Las plantulas no fueron regados
durante el periodo que las bolsas transparentes estuvieron puestas (15 dias). Se removid

las bolsas transparentes a los quince dias de estar en el invernadero y se aplicd un riego

61




CAPITULO IV

por aspersion. A partir de este momento las plantulas de cocotero se riegaron diariamente

tres veces al dia dependiendo de la temperatura.

Figura 4.2. Plantula de cocotero en aclimatacion.

El proceso anteriormente descrito fue realizado en Guyana con algunas modificaciones al
substrato debido a la disponibilidad de los componentes requerido. En el cuadro 9 se
muestra una tabla comparativa de los componentes de los sustratos utilizado en Guyana y

México.
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Cuadro 4.1. Tabla comparativa de los componentes utilizados para preparar el sustrato y
su disponibilidad en Guyana.

Peat moss El promix es equivalente al
Promix peat moss.

Arena La arena utlizada en
Arena Guyana es arena negra (tipo

de arena disponible)

En México se utilizé la arena

blanca

Tierra La tierra no es lo mismo en

Tierra ambos paises

Se incluyé la materia
organica como parte del
Vermicompost (Materia | sustrato debido a que es

orgéanica) utilizado como componente
del sustrato utilizado para
aclimatar plantulas
micropropagadas en nuestro

laboratorio.

Se prepard un total de tres sustratos para determinar cuél era el mas adecuado para
aclimatar las plantulas. Los sustratos se prepararon usando una proporcion uno a uno (1:
1: 1) de la siguiente manera; Sustrato 1: contenia una mezcla de vermicompost (materia
organica), suelo y promix; sustrato 2: contenia una mezcla de arena, suelo y promix y el

sustratro 3: contenia promix y suelo.
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4.2.4 Pardmetros evaluados durante el proceso de envioé y aclimatacion

Durante el proceso de envid y aclimatacién se cuantificé el nimero de plantas vivas y
muertas y se calculé el porcentaje de sobrevivencia de las plantulas de acuerdo con el
namero de plantas enviadas afin de determinar el tiempo maximo y minimo en lo cual las
plantulas de cocotero micropropagados pueden tolerar en el medio solido de transporte,
llegar en buenas condiciones a su destino final y obtener el mayor porcentaje de plantulas
sobrevivientes durante y después el proceso de aclimatacion. Ademas, se describi6 el
estado general de las plantas el medio de cultivo sélido, el sellado en el en invernadero

durante el proceso de aclimatacion.
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4.3 RESULTADOS
4.3.1 Evaluacion de condiciones de envio

Los diferentes tratamientos evaluados para determinar las condiciones adecuadas para
enviar plantulas de cocotero micropropagada a diferentes destinos revelaron que las
plantulas al estar en sus tratamientos de traslado de siete y treinta dias estaban en
buenas condiciones al momento de aclimatarlos en el primer ensayo. Mientras que en el
segundo ensayo las plantas de los tratamientos de quince y veinte unos dias estaba en
buenas condiciones comparado a las plantulas de cocotero del tratamiento de treinta dias
(Fotos del segundo ensayo no estd mostrado). Aunque sea el tratamiento de cero dias no
fue evaluado para el propésito de envié a otros paises estos resultados indicé que
plantulas de cocotero saliendo directamente del cultivo in vitro estan en buenas
condiciones al momento de aclimatarlos y pueden ser aclimatadas saliendo de su medio
normal de cultivo in vitro.

Comparando las plantulas que estaban en el medio solido de transportacién con las
plantulas que estaban en su medio normal de in vitro podemos apreciar que las plantulas
de cocotero no difieren, en cuanto al estado fisiologico de las plantulas en ambos medios
indicando que el medio solido de transporte se puede utilizar como alternativa para enviar

plantulas de cocotero micropropagadas.

4.3.2 Aclimatacién de los cocoteros micropropagados en cicy

El proceso de aclimatacion usado en este experimento fue adecuado para aclimatar
plantulas de cocotero micropropagado. Un aspecto fundamental al observar durante el
proceso de aclimatacion es la temperatura del invernadero y del ambiente para evitar que

las plantulas no se deshidraten.

4.3.3. Sobrevivencia de las plantulas de cocotero durante el proceso de
aclimatacion en CICY

Los tratamientos cero y siete dias fueron sembrados al mismo momento. Se observo la
condensacién en las bolsas transparentes horas después de sembrarlo indicando la
conservacién de la humedad en el ambiente creado evitando que las plantulas se

deshidraten (Figura 4.4 A y B). Las mismas condiciones fueron observadas para las
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plantulas del tratamiento de treinta dias y se observd la condensacion en las bolas
transparente de lo indica la conservacién de la humedad en el ambiente creado (Figura
4.4 C).

o

Figura 4. 3. Condensacion en las bolsas transparente durante el proceso

de aclimatacién. A y B tratamientos de cero y siete dias, y D tratamiento

de treinta dias.
A los quince dias las bolas transparentes fueron removidos y se obtuvieron 100% (6/6
plantulas) de sobrevivencia para los tratamientos de cero y siete dias (Cuadro 10)
mientras que en el tratamiento de 30 dia se reporté una sobrevivencia de 33 % (2/6)
(Cuadro 10) de las plantulas de cocotero en el primer ensayo. En segundo ensayo se
observo una sobrevivencia de 100% para el tratamiento de cero dias (5/5), 80% (4/5) de
sobrevivencia del tratamiento de quince dias y de veintitn dias y 40 % (2/5) de plantas
sobrevivientes para los tratamientos de treinta dias hasta la fecha. Se resume en el
cuadro 10, la cantidad de plantas sobrevivientes por tratamiento y ensayo. Los resultados
obtenidos de estos ensayos nos indican que las plantas pueden estar en su medio de
transporte por un tiempo de veinte unos dias y obtener resultados favorables al momento
de aclimatarlos. A pesar de que la cantidad de plantulas utilizado por tratamiento no fue
tan representativa debido a la poca cantidad de plantas utilizada los resultados

permitieron tener una estimacion de sobrevivencia al momento de aclimatarlo y se repetira
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el experimento con un mayor nimero de plantas para tener una mayor precesion de la
cantidad del tiempo las plantulas pueden estar en su medio de transporte y comportar

bien al momento de aclimatarlos.

Cuadro 4.2. Plantulas de cocotero sobrevivientes con respecto a sus diferentes
tratamientos hasta la fecha.

0 5
7 6/6 ND -
15 ND 4/5 -
21 ND 4/5 ]
30 2/6 2/5 2

CASO DE GUYANA

Desafortunadamente los resultados esperados en caso de Guyana no se lograron debido
a algunos problemas enfrentados (cuadro 11). Sefialando como principal inconveniente el
atraso en el transporte de las plantulas de Miami a Guyana. Se estimo un periodo de siete
dias para que las plantas llegan a Guyana sin embargo demoro veinte un dia en proceso
de transporte a su destino y estaban en su medio de transporte tres dias antes de ser
enviado resultando en estar en su medio de transporte un total de veinte cinco dias bajo
condiciones desconocidos. Ademas, se observo contaminacion del medio de transporte
(principalmente en los recipientes que tenia rupturas) y plantulas con sintomatologia de

albinismo al momento de recibir las plantas.
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Cuadro 4.3. Resumen de los problemas enfrentados con respecto del recibo de las
plantulas de cocotero micropropagadas y cémo resolver dichos problemas.

Mayor tiempo de
traslado de Mérida a

Guyana

Las plantas fueron
enviadas durante la
época mas ocupada del
afio.

Atraso en el vuelo de

Miami a Guyana

Realizar envios en

fechas de menor trafico
de la empresa
transportadora.
Usar envié tipo exprés.

Cajas de envio dafiadas

Mal manejo del envio

Igual que arriba y usar
cajas mas pequefias y

robustas.

Recipiente con plantas

estaban rotos

Mal manejo del envio

Igual que arriba y usar
cajas mas pequefias y

robustas.

Contaminacion del

medio de envio

Mal manejo del envio

Igual que arriba y usar
cajas mas pequefias y

robustas.

Plantas muy estresadas

Por haber estado mucho
tiempo en las
condiciones

inadecuadas.

Realizar envios en
fechas de menor trafico
de la empresa
transportadora.

Usar envio tipo expreés.

Plantas con sintomas de

albinismo

Por haber estado mucho

tiempo en la oscuridad.

Igual que arriba.

Problema para encontrar
materiales equivalentes
para la preparacion del

sustrato

Los materiales
estipulados en el
protocolo no fueron

disponibles en Guyana.

Tratar de buscar
materiales presentes en
ambos paises para

preparar sustrato.
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4.3.4 Plantulas de cocotero sobrevivientes durante el proceso de aclimatacion en
Guyana

Al retirar las bolsas transparentes al final del periodo de dos semanas, las plantulas tenian
un aspecto saludable (Figura 4.7).

Figura 4.4. Plantulas de cocotero sobrevivientes al

momento de remover las bolsas transparentes a los

quince dias con respecto a su diferente tiempo en el

medio de transporte.
Sin embargo, a pesar de tener una apariencia saludable al momento de remover las
bolsas transparentes se observo en el transcurso de los tres meses en el invernadero una
mortalidad crucial de las plantulas principalmente las que llegaron en los recipientes en
los cual su medio de transporte estaba contaminado. El cuadro 12. refleja la cantidad de
plantulas de cocotero sobrevivientes con respecto a sus diferentes variedades hasta la

fecha. Se puede observar un mayor porcentaje de plantulas de cocotero sobrevivientes en
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la variedad Alto de Markham Valley (MVT) de 86% de las 60 plantulas recibido comparado

con el porcentaje de plantulas sobrevivientes de las de mas variedades recibidos.

Cuadro 4.4. Plantulas de cocotero sobrevivientes con respecto a las diferentes
variedades recibido y aclimatado en Guyana.

Alto Pacifico La mayoria de sus

de México 340 50 15% recipientes fueron

(MPT) contaminadas y
roto.

Alto de

Vanuatu 25 1 4% No dafados

(VTT)

Alto de

Markham 60 52 86% No dafados

Valley

(MVT)

Enano

verdad de 25 5 20% No dafados

Pilipog

(PILD)

Basados en resultados obtenidos de diferentes paises que han recibido plantulas de
cocotero micropropagados se puede sefialar que el tiempo en lo cual las plantas son
enviadas juegan un papel vital con respecto a la supervivencia de las plantas. En el
cuadro 13 podemos apreciar un porcentaje favorable de plantulas sobrevivientes
obtenidos en otros paises. Al realizar un envié a Granada y Santa Lucia y durante el mes
de septiembre y junio ellos obtuvieron 50 y 46% de plantulas de cocotero sobrevivientes.
Guyana obtuvo 24% porcentaje de sobrevivencia cuando se realiz6 un envi6 en diciembre
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debido a factores externos como ataques de hongo consecuencia del mal manejo de las
muestras. Si no hubiera ocurrido este fenébmeno habria mayor probabilidad de una alta
sobrevivencia de las plantulas de cocotero enviado a Guyana.

Cuadro 4.5. Porcentaje de plantulas de cocotero micropropagados
sobrevivientes en diferentes paises con respecto al época de envié.

Santa Lucia Septiembre 46%
Granada Junio 50
Guyana Diciembre 24%
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4.4 DISCUSION

Debido a la necesidad de replantar con materiales resistentes y altamente productivas es
inevitable buscar medias de realizar el intercambio de germoplasma de cocotero de
manera eficiente garantizando el maximo porcentaje de viabilidad y/o sobrevivencia de las
plantulas micropropagadas, a enviarse con el minimo riesgo de dispersar plagas y
enfermedades.

En este trabajo se logré exitosamente crear un medio artificial semi sélido (no es el medio
normal) para enviar las plantulas de cocotero sin afectar al estado de la plantula. Los
resultados obtenidos muestran que las plantulas de cocotero micropropagadas pueden
estar en esta media de transporte hasta veinte un dia sin afectaciones grandes al estado
de las plantulas ni con contaminacion al medio de transporte, con excepcion del envio a
Guyana, cuyos donde se observé contaminacion del medio de transporte de las plantas
estaban. Ademas, que estos resultados pudieran ser influidos por las condiciones del
envid y las condiciones de mantenimiento de las plantulas en el aeropuerto Miami. Debido
al atraso del envio y el mal manejo del encargado. Este atraso afecto seriamente a la

cantidad de plantulas sobrevivientes en el caso de Guyana.

Es importante recordar que la aclimatacion es una etapa fundamental en un sistema de
micropropagacion porque dependen de ella la eficiencia del proceso y la calidad final de
las plantas producidas in vitro (Agramonte et al., 1998). Las plantulas de cero, siete,
quince y vente unos dias tuvieron mayor comportamiento en cuanto al proceso de
aclimatacion hasta la fecha debido a que las planulas pasaron su etapa critica en un
invernadero. Estos resultados coinciden con (Preece y Sutter, 1991) donde plantearon
gue plantas micropropagada en comparaciéon con las cultivadas tradicionalmente
presentan un comportamiento diferente en condiciones de invernadero o de campo. Es
decir, sufren cambios morfoldgicos y fisiol6gicos que ocasionan una pérdida importante de
plantas en el momento de trasplante y por esta razon, es necesaria la aplicaciéon de

técnicas de adaptacion al pasar de las condiciones in vitro a ex vitro.

La condensacion en las bolsas transparentes favorece la conservacion suficiente de la
humedad relativa en el ambiente creado y permite que las plantulas se adapten poco a
poco a su nuevo ambiente y por lo tanto se justifica el uso de las bolsas transparentes,

como camaras humedas, para incorporar las plantulas en su nuevo entorno y facilitar su
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adaptacion. Preece y Sutter, (1991) plantearon que la aclimatacion permitird que la planta
alcance un crecimiento autotréfico en ambientes de menor humedad relativa, con mas luz
y sustratos sépticos. Estas son las condiciones reinantes en invernadero y campo donde
creceran las plantas provenientes de cultivo in vitro. Ademas, las plantulas de cocotero
micropropagados cumplieron con los requisitos planteado por y Aké, (2004) donde
menciono en su trabajo de investigacion que es recomendable permitir que las plantulas
de cocotero micropropagado alcancen a formar al menos dos hojas bifidas y dos raices

primarias antes de ser transferidas a condiciones ex vitro, para asegurar su sobrevivencia.

A pesar de gue las plantulas de cocotero micropropagado enviado a Guyana no llegaron
en buenas condiciones (Contaminacion del medio de transporte y rupturas laterales de su
contenedor de envid) hasta la fecha existe plantulas de cocotero sobrevivientes (Cuadro
10). También se considera que la época de realizar el envio (diciembre) resulto en el mal
manejo de mercancia y el bajo porcentaje de las plantulas sobrevivientes. Por lo tanto, es

necesario es importante realizar envios en épocas de menos festejo.
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CAPITULO V

DISCUSION, CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS GENERALES

5.1 DISCUSION GENERAL

El cocotero (Cocoteros nucifera L) es una planta perenne muy importante debido a su
contribucién sustancial a la seguridad alimentaria. Sin embargo, a pesar de su potencial
economico existen factores que limitan su produccion como el Amarillamiento Letal del
Cocotero (ALC), una enfermedad devastadora que ha matado a millones de palmas de
cocotero y otras especies en América Latina y el Caribe. A pesar de décadas de
investigacion, todavia no hay una cura para el ALC, pero se pueden tomar medidas para
intentar a reducir su tasa de propagacion. Los métodos actuales y potenciales incluyen la
cuarentena, la quimioterapia (aplicacion de antibiéticos), el control de vectores, el
saneamiento y el uso de variedades resistentes. La replantacion con palmas resistentes
ha demostrado ser la manera mas eficiente de combatir la enfermadad (Oropeza et
al.,2005). Los ensayos que evallan la resistencia ALC se han realizado en Jamaica (Been
1980) y México (Zizumbo et al., 2008) donde se encontré resistencia en algunos ecotipos
como los enanos malayos amarillos, altos de panama y los altos pacificos mexicanos que
posteriormente fueron utilizados para la producciéon de hibridos. Solis Ramos et al.,
(2012) planteo que, para mantener la produccién requerida para la demanda actual y
futura de productos de cocotero, los paises productores necesitan renovar sus
plantaciones y aumentar el area de cultivo y para lograr este objetivo. Este aumento en
las capacidades de produccion es dificil de lograr y solo depende de la propagacion a
través de la semilla. Por esta razén, se deben considerar medios alternativos de
propagacion, como la propagacion in vitro o la micropropagacion por embriogénesis
somatica. Ademas, Diekmann, (2005) planteo que es extremadamente importante que se
reconozca el riesgo y que se elija una forma minima de transferencia de riesgo de
germoplasma, como las plantulas in vitro en lugar de las nueces.

México es el pais lider en la micropropagacion de cocotero sin embargo existe algunas
limitaciones para la realizaciéon del intercambio del germoplasma de cocotero como la
duda del estado fitosanitario de materiales saliendo del pais debido a que México fue uno
de los paises mas afectada por la enfermedad de ALC y la duda del estado en lo cual las

plantas llegaran a su destino final. No obstante, el establecimiento de protocolos para el
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intercambio de germoplasma de cocotero en América latina y el caribe es sumamente
importante debido a la necesidad del movimiento seguro de germoplasma de cocotero
con minimo riesgo de introducir a la enfermedad de ALC dentro y fuera de la region.

Este trabajo de investigacion logro establecer dichos protocolos con la finalidad de facilitar
el movimiento seguro de germoplasma de cocotero, cumpliendo con los requisitos
fitosanitarios de otros paises para la diseminacion de materiales indexadas y altamente

productivas satisfaciendo la demanda existente actualmente.

Resultados obtenidos muestra la importancia de la indexacién mediante el uso de la
técnica de PCR/Tiempo-real para la deteccion del fitoplasma de ALC en plantulas de
cocotero micropropagados in vitro y campo (rancho “LA CURVA”) sefalando la ausencia
del fitoplasma de ALC en los tejidos analizados (callos embriogénicos, hojas de plantulas
de cocotero micropropagados, tejidos de tronco y hojas de plantas en viviero). Estos
resultados nos permitieron comprobar el estado fitosanitario de las plantulas de cocotero
micropropagados y propagadas en la finca ‘LA CURVA” son ideales para su
implementacion en el proceso de intercambio de cocotero dentro y fuera del pais
cumpliendo con el planteamiento de Eden-Green y Mpunami, (2005) donde reportaron
que el movimiento seguro significa el movimiento del germoplasma de cocotero sin
introducir plagas y enfermedades, o al menos aquellas plagas para las cuales se perciben
riesgos de efectos nocivos o indeseables después de la introduccibn a una region
previamente no afectada. Ademas, se reporta la importancia de la indexacion en la
deteccion temprana del fitoplasma de ALC en explantes (inflorescencia) a ser utilizado en
el proceso de micropropagacion y que el fitoplasma de ALC no es transmisible en la
cadena de micropropagacion partiendo de un explante positivo a ALC hasta la produccion
de callos embriogénicos. No obstante, es importante seguir realizando la indexacion en el
proceso de micropropagacion para determinar si la primera generacion de plantulas de
cocotero mircopropagados obtenidos de explante enfermo a ALC es realmente libres del

fitoplasma.

Presentemente existe protocolos de envié y aclimatacion para plantulas de cocotero
micropropagados. Por lo tanto, se realizo estudios para evaluar los protocolos de envié y
aclimatacion de plantulas de cocotero provenientes de cultivo in vitro donde los resultados
obtenidos en este trabajo muestran 80-100% de sobrevivencia de las plantulas de

cocotero en diferentes tiempos en el medio de transporte evaluado indicando que las
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plantulas pueden estar en su medio de transporte hasta veinte unos dias sin afectaciones
fisiologicos a las plantulas de cocotero al momento do aclimatarlos. Segun Agramonte et
al., (1998) la aclimatacion es una etapa fundamental en un sistema de micropropagacion
porque dependen de ella la eficiencia del proceso y la calidad final de las plantas

producidas in vitro.

La movilizaciéon del germoplasma, de cocotero dentro y fuera de una regién o pais es
limitado debido a las leyes fitosanitarias que existen y la aprension de introducir el
fitoplasma de ALC en su region. Por lo tanto, la implementacion de los protocolos
establecidos en este trabajo sirva como una herramienta importante en la realizacion del
intercambio de germoplasma de cocotero con paises de América Latina y el Caribe. Se
reporta por primera vez en este trabajo de investigacion protocolos para el movimiento
seguro de germoplasma de cocotero mediante el uso de plantulas de cocotero
micropropagado.
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5.2 CONCLUSIONES GENERALES

+ Se logré exitosamente establecer un método de indexacién empleando la técnica
de PCR en Tiempo-real para la deteccion de ALC en el proceso de
micropropagacion y propagacion por semillas de cocotero.

+ Partiendo de explantes libres del fitoplasma de ALC los callos embriogénicos y las
hojas de plantulas de cocotero micropropagadas analizado en este trabajo
resultaron a ser negativas a la presencia del fitoplasma de ALC.

+ Utilizando explantes positivos al fitoplasma de ALC los callos embriogénicos
obtenidos al final de los tres ciclos resultaron negativos a la presencia del
fitoplasma de ALC.

+ En el ensayo de aclimatacion de las plantulas de cocotero micropropagadas
tuvieron una sobrevivencia de alrededor de 80-100% después de 0-21 dias de en
medio de cultivo semi-sélido, y cayé a 33 % a los 30 dias. Estos resultados son
aceptables, pero indican que tenemos que asegurarnos que el tiempo de traslado
sea el mas breve posible, una semana de viaje, para asegurar el maximo

sobrevivencia de plantulas vigorosas a aclimatarse.
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5.3 PERSPECTIVAS

+ La realizacion de otros estudios de transmision de ALC usando otro tipo de
explantes enfermas (embriones) ayudara al entendimiento de la enfermedad y
complementara a los resultados obtenidos en este trabajo.

+ La realizacion de la indexacion del fitoplasma de ALC en tiempos mas corto (no
esperar hasta que cumple el ciclo de 90 dias para realizar de la deteccion del
fitoplasma de ALC) pudria ayudar al determinar el momento en lo cual el
fitoplasma fue eliminado de los explantes.

+ La realizacion de los cortes histolégicos en los explantes enfermo al momento de
someterlo a cultivo in vitro y en tiempos cortes también apoyara los resultados
obtenidos en este trabajo y ademas nos permitira tener un entendimiento del
fitoplasma de ALC y cédmo funciona.

+ Repetir los protocolos de envié y aclimatacién con unidades experimentales
mayores 10 y al menos cuatro repeticiones, en condiciones controladas, para

realizar una evaluacion estadistica robusta.
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