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INTRODUCCION.

El empleo del microscopio, tanto optico como electronico, es una de las
herraniientas mas ampliamente utilizadas en el diagndstico de enfermedades
vegetales causadas por organismos tipo micoplasma (OTMs). La microscopia
Optica se ha valido de métodos hvstogmmlcos que detectan en el floema de
plantas afectadas: 1) cambios inducidos en los tejidos del huésped por la
presencia de los OTMs, o 2) el ADN de los mismos. El empleo de ambas
aproximaciones en el dlagnostlco de distintas enfermedades micoplasmicas de
plantas ha sido revisado por Németh (1986). Es importante hacer notar que
ninguna de estas estrategias de deteccion nos permite asegurar que una
observacion positiva se deba a la presencia de OTMs. En el primer caso, la
explicacion se encuentra en el hecho de que los cambios histoldgicos produmdos
por su presencia son respuestas muy inespecificas hacia una variedad de
agentes infecciosos (Ayers et al., 1985). La ambigtedad de resultados de la
segunda estrategia se debe a que, "al ser el ADN una molécula comun a cualquier
patogeno, la deteccion de acumulaciones anormales del mismo no puede
atribuirse mequnvocamente a la presencia de OTMs. El Unico caso en que la
microscopia Optica ofrece una alternativa segura de diagnéstico se presenta
cuando se dispone de anticuerpos especificos que permiten la aplicacion de
métodos de inmunofluorescencia. Estos métodos han sido aplicados en algunos
de los pocos casos en que se dispone de anticuerpos contra OTMs (Lin and
Chen, 1986). A pesar de su inespecificidad, la histoquimica ha demostrado ser
de gran utilidad por una serie de razones. En primer lugar, la validez de las
observaciones positivas se refuerza por el hecho de que éstas se detectan
solamente en plantas que presentan sintomas de la enfermedad que se desea



diagnosticar, los cuales en muchas ocasiones, como en el caso del
amarillamiento letal (AL), son muy caracteristicos. En segundo lugar, la relativa
facilidad y rapidez de estos métodos permiten la evaluacion de un gran numero
de plantas. Si a esto aunamos que en un gran numero de enfermedades los
resultados de estos métodos han sido validados por medios més confiables
como la microscopia electronica (Deeley et al., 1979), se comprende la gran
utilidad que como herramienta de diagnéstico han proporcionado al fitopatdlogo.

No obstante la amplia aplicacion de los métodos histoquimicos, el
microscopio electrénico sigue siendo la herramienta mas aceptada para
establecer la etiologia micoplésmica de enfermedades vegetales. Su principal
desventaja es que, dado que solo permite analizar muestras muy pequerias, la
distribucion irregular del patogeno en la planta puede dar lugar a falsos negativos.
Ademas, las técnicas de preparacion de la muestra son méas elaboradas y
tardadas.

Refiriéndonos ahora al caso especifico del AL, los primeros reportes sobre
la observacion de OTMs en palmas enfermas datan de 1972 (Beakbane et al.,
1972; Heinze et al., 1972; Plavsic-Banjac et al., 1972). En estos estudios se
observaron OTMs tipicamente pleomorflcos ovoideos, elongados y
flamentosos, de tamanos similares a los que frecuentemente presentan
organismos de este tipo en otras enfermedades de plantas. La mayor
concentracién de OTMs estuvo asociada a tejidos en crecimiento activo con una
alta demanda de nutrientes como meristemo apical, inflorescencia, raiz y bases
de peciolo de hojas en expansion. Su presencia fue detectada en paimas en
diferentes estados de la enfermedad, aun antes de que se presentara dano tisular
o de que ocurriera un marchitamiento secundario de origen bacteriano, y fue nula
en tejidos equivalentes de palmas asintomaticas. Desde entonces, esta técnica
se ha empleado para detectar OTMs en una gran variedad de especies de palmas
susceptibles al AL (Parthasarathy, 1973; Thomas, 1979). Thomas y Norris (1980)
discuten las ventajas y desventajas de la mlcroscopla electronica en el
diagndstico del AL. El empleo de metodos histoquimicos con la misma finalidad
ha sido reportado con posterioridad (Schuiling et al., 1981), y ha involucrado el
uso de colorantes fluorescentes como el 4'-6'- diamidino-2-fenilindol (DAPI), que
es un agente intercalante especifico para pares de bases A-T. En estos estudios
se analizaron tejidos de inflorescencia, raiz, hoja espada, peciolos de hojas
juveniles y tejido proximo al meristemo aplcal y se encontré una estrecha relacion
entre presencia de acumulaciones de ADN y formacion de callosa, también en
floema, detectada mediante tincién con el fluorocromo azul de anilina. La
confirmacion de la presencia de OTMs se efectud mediante la observacién al
microscopio electrénico de tejidos cuya reaccion al DAPI fue positiva (Nienhaus
et al., 1982).

La intencién de este trabajo es presentar en forma de manuai la
experiencia desarrollada en el CICY durante el diagnostico del AL mediente
microscopia de fluorescencia. El diagndstico mediante microscopia electror i ica
es un proceso que requiere de mucho mas tiempo y de equipo mas
especializado, y no sera detallado en esta obra. El lector interesado en los
procedimientos generales para el analisis de muestras vegetales mediante
microscopia electrénica puede acudir a Hall (1978).




MATERIALES Y METODOS.

A. Material bioligico.

Como se establecié en la Introduccidn, la mayor concentracién de OTMs
se localiza en tejidos en crecimiento activo con una alta demanda de nutrientes
como meristemo apical, peciolos de hojas en expansion, raiz e inflorescencias.
El muestreo de meristemo apical y peciolos de hojas jévenes ademas de dificil
por implicar cortar el tronco de la paima y podar hoja por hoja de la corona, es
un método destructivo que impide efectuar estudios de seguimiento a las plantas
afectadas. De tal manera, quedan como opciones raiz e inflorescencia. Ambos
tejidos presentan la ventaja de que su muestreo no mata a la palma, y permite
de esta manera el seguimiento posterior de la enfermedad.

Asi, los tejidos mas comunmente empleados en nuestros estudios de
dlagnostlco mediante microscopia de fluorescencia consistieron de raices e
inflorescencias de plantas aparentemente sanas o con sintomas visuales de AL,
colectadas en el campo y transportadas al laboratorio para su andlisis.
Basandonos en observaciones previas (Nienhaus et al., 1982), siempre que fue
posible se seleccionaron inflorescencias que mostraron el necrosamiento café
caracteristico del AL.

B. Material y equipo de laboratorio.

1. Porta y cubreobjetos.

2. Navaja de rasurar delgada.

3. Pinzas de diseccion.

4. Microscopio de epifluorescencia.
C. Reactivos y soluciones.

Solucion 1.- Buffer salino de Tris (TBS): 10 mM Tris-HCI, 0.15 M
NaCl, pH 7.5

Solucién 2.- 1 mg de 4’-6’-diamidino-2-fenilindol (DAPI) por mi de TBS.

Solucién 3.- 87 % (p/v) glicerol.

Nota: Alternativamente al TBS, pueden emplearse otros buffers como por
ejemplo de fosfatos.




C. Protocolo.

1. Efectuar cortes longitudinales, lo mas delgados posible, a ramas de
inflorescencia o raices jévenes. Si se trabaja con raices muy gruesas, el cilindro
vascular puede separarse de la corteza previamente. Las flores masculinas
deben de eliminarse para facilitar el corte de las ramas.

2. Cubrir los cortes con una gota de la solucién 2 y dejarlos incubando al
menos 15 min.

3. Retirar la solucién 2 con papel absorbente y lavar el exceso de DAPI
mediante dos incubaciones de 5 min en la solucién 1.

4. Después de eliminar el exceso de solucién 1, montar los cortes en la
solucién 3y taparlos con cubreobijetos.

5. Observar los cortes en un microscopio de epifluorescencia bajo luz
ultravioleta, con un filtro de excnacnon de 365 nm en combinacién con uno de
barrera de 475 nm. La amplificacion minima para la observacion adecuada de
las acumulaciones de ADN en los vasos cribosos del floema es de unas 250X.
Los cortes pueden almacenarse en refrigeracion, resguardados de la luz, si la
observacién no se efectia de inmediato.

RESULTADOS Y DISCUSION.

Cuando se aplica el protocolo anterior a cortes longitudinales de
inflorescencias de palmas con sintomas de AL se observa la presencia de
flamentos fluorescentes a lo largo de los tubos cribosos del floema (fig. 1B,
flecha), los cuales se encuentran a menudo dispuestos en linea a lo largo de una
fila de vasos cribosos. Los controles hechos con inflorescencia de palma sana
no mostraron estos filamentos (fig. 1A). Cuando se efectian observaciones a un
mayor aumento (figs. 1C-D) se detecta que estos filamentos constituyen
oclusiones de un material fluorescente de apariencia granulada (fig. 1C), a veces
muy densamente empacado. Estas oclusiones abarcan a menudo toda la
extension de un vaso criboso. En ocasiones es posible discernir numerosos
puntos fluorescentes tapizando las paredes del vaso criboso, los cuales estan
asociados a acumulaciones mas densas de material fluorescente en la cercania
inmediata (fig. 1D).

Los resultados de la tincién con DAPI muestran diferencias consistentes
entre tejidos provenientes de palmas sanas y con sintomas de AL, y concuerdan
con las observaciones hechas por Deutsch y Nienhaus (1983) en palmas de C.
nucifera afectadas por esta enfermedad en Tanzania. Ademas, hemos mostrado
mediante el microscopio electronico la presencia de OTMs en tejidos de palma
enferma similares a los tratados con DAPI, asi como su ausencia en los de palma
sana (datos no mostrados). En conjunto, nuestros resultados han demostrado
la utilidad de la microscopia de fluorescencia como un método preliminar para el
diagnéstico rapido del AL.




Fig. 1. Secciones longitudinales de tejido vascular de inflorescencia (A, B, y D) y raiz
(C) de palmas de Cocos nucifera, después de 15 min de incubaciéon en 1 ,g/ml de DAPI en
TBS. La unica fluorescencia detectada en tejido de palma sana (A) es debida al fondo y a
nucleos fuera de foco. En palma enferma se observan filamentos fluorescentes a lo largo
de los vasos de floema (B, triangulo). A mayor aumento la fluorescencia parecié estar
densamente empacada (C) o en forma de granulos (D) tapizando las paredes de los vasos
cribosos. La barraen Ay B equivale a 11.50 ym; en Cy D, 2.95 ;ym.
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