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EL AMARILLAMIENTO LETAL DEL COCOTERO Y
SU SITUACION ACTUAL EN MEXICO

Humberto Carrillo Ramirez

Centro de Investigacion Forestal, Agricola y Pesquero de Quintana Roo. Apdo. Postal
250. Chetumal, Q. Roo. México.

La zona norte de Quintana Roo, México, tuvo el dudoso honor de ser
declarada oficialmente como area afectada por amarillamiento letal del cocotero
en 1982; esto la ubicd automaticamente como la puerta de entrada al pais de la
devastadora enfermedad.

Esta epifitia es causada por un organismo tipo micoplasma (OTM), y
transmitida por el insecto vector conocido cominmente como chicharrita palida
(Myndus crudus Van Duzee); se caracteriza por la severidad de su ataque que
cu[‘;nina con la muerte de las palmas al cabo de los 4 a 6 meses posteriores a la
aparicién de los primeros sintomas.

No se desconoce que la mayoria de las plantacicnes comerciales de
México son susceptibles a esta enfermedad, ni que México ha perdido casi 400
mil palmas a causa de su ataque.

Todo lo anterior, e informacién adicional igualmente importante que se
escapa en este momento, ha sido constantemente recibida por quien ha tenido
oportunidad de asistir alos numerosos eventos cientificos, técnicos, divulgativos,
e incluso politicos que se han realizado como tema central al amarillamiento.

A partir de su deteccién en Quintana Roo, la enfermedad paulatinamente
ha infectado a los estados vecinos de Yucatan y Campeche; las acciones que
se ha tomado no siempre han estado acordes a la realidad efemplificAndose esto
con el raquitico apoyo prestado a la fuente generadora de estrategias: la
investigacion. Cualquiera que sea la instiucion, este importante renglén debe ser
fortalecido, sobre todo ahora que la entidad lider coprera de Tabasco se
encuentra seriamente amenazada.




DIAGNOSTICO DEL AMARILLAMIENTO LETAL
POR SINTOMAS VISUALES

José Armando Escamilla Bencomo

Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, Apdo. Postal 87. Cordemex 97310
Yucatan, MEXICO.

INTRODUCCION

En fitopatologia existe un procedimiento basico que debe cumplirse para
establecer el diagnostico correcto de una enfermedad. A este procedimiento
bAsico se le conoce como los postulados de "Koch" los cuales se enumeran a
continuacion:

1. El'microorganismo debe encontrarse asociado con la enfermedad, en
todas Ias plantas enfermas que se examinen.

2. El microorganismo debe desarrollarse en un cultivo puro, en medios
nutntivos sin celulas vivas y describirse sus caracteres especificos.

-3 Cuando en un hospedante sano de la misma especie y edad, se inocula
el cultivo puro bajo condiciones favorables, deben de producirse los mismos
sintomas que aparecen en el campo.

4. El microorgantsmo debe aislarse nuevamente del hospedante

morulado y mostrar las mismas caracteristicas anotadas en el segundo
frostulndo

A padtir de que fueron publicados los postulados del Dr. Koch en 1881 se
ha permitido establecer con precision la patogenicidad de muchas especies de
hongos y bacterias causantes de enfermedades en plantas.

£ este curso taller nuestro principal objetivo es proporcionar la
intormacion téenica necesaria para el reconocimiento y diagnostico de la




enfermedad del "amarillamiento letal del cocntero". Como los métodos de
diagnostico del amarillamiento letal estan en funcion del organismo causal
entonces comenzaremos por concocer algo del organismo tipo micoplasma
(OTM).

Los micoplasmas pertenecen a la clase bioldgica Mollicutes separado de
las bacterias y virus. Son mucho méas pequerios que una bacteria y su forma es
variable ya que va desde redonda hasta en forma de filamentos. Los
micoplasmas son los organismos celulares mas pequenos conocidos hasta la
fecha. No tienen pared celular, ni nucleo ni otra estructurainterna aunque poseen
ADN y ribosoma. Para que un microorganismo pueda ser clasificado como un
"micoplasma verdadero" debe de ser aislado, crecer en un medio de cultivo y
pasar una serie de pruebas. Como la mayoria de los "micoplasmas" que causan
severas enfermedades en plantas no pueden cultivarse en medios de cultivos,
incluyendo el micoplasma causante del amarillamiento letal, entonces Ios
conocemos como "organismos tipo micoplasma" (OTM).

De aqui se deduce que el postulado No. 2 de Koch no es aplicable para
hacer el diagnostico tradicional. Por ello y aunque parezca inverdsimil
cientificamente es aceptado el diagndstico de micoplasmosis en plantas
mediante sintomas visuales. De todas maneras es necesario comprobar el
diagndstico de micoplasmosis por otros métodos. En general el diagnostico de
enfermedades causadas por OTMs en plantas se basa en: a) Sintomas visuales.
b) Tratamiento selectivo con antibidticos, c) Microsocopia electronica y de
florescencia y d) Sondas moleculares de ADN o pruebas inmunologicas.

Estos métodos seran cubiertos en detalle para amarillamiento letal del
cocotero (AL). Se hara enfasis en las ventajas y desventajas

~de cada uno de estos métodos de diagndstico tanto desde el punto de
vista tecnico como practico.

SINTOMAS VISUALES DE PALMAS AFECTADAS POR
AMARILLAMIENTO LETAL

_La sintomatologia descrita por McCoy (1983) es (til para diagnosticar
amarillamiento letal (AL) de palmas en el campo. El necrosamiento de
inflorescencias es el sintoma mas caracteristico de la presencia de AL. La
desventaja es que en palmas jovenes el Unico sintoma visual es el del
amarillamiento de las hojas. Por otra parte el amarillamiento de hojas es una
sintomatologia intrinseca de muchos problemas del cultivo del cocotero por lo
que el seguimiento detallado de un cuadro minuciosc de desarrollo de sintomas
es necesario. Para elio se ha establecido una tabla con sintomas cronoldgicos
caracteristicos. Ello nos permite referirnos al mismo estado de desarrollo de la
enfermedad.

ESCALA PARA EVALUAR LA SEVERIDAD DE ATAQUE DEL
AMARILLAMIENTO LETAL EN Cocos nucifera L. (McCoy, 1983)




Etapa Rango Numérico Sintomas

0 - Palma sana o incubando

I - Caida de frutos Unicamente
PRIMARIA i - Una inflorescencia necrotica

i - Dos o mas inflorescencias necroticas

v - Unicamente las hojas inferiores
amarillas
AMARILLAMIENTO V - Amarillamiento de las hojas inferiores y
medias
VI - Todas las hojas amarillas, hoja espada
sana
Vil - Hoja espada muerta, permanecen
algunas
hojas verdes
FINAL Vil - Hoja espada muerta, todas las hojas
amarillas

IX - Palma muerta (Poste telefonico).

El primer sintoma de amarillamiento letal en palmas maduras es la caida
prematura de los frutos independientemente de el tamario. La mayoria de los
coco que caen tienen una coloracion café debajo del calix en la terminacion del
tallo. Como la caida de frutos de 3 a 4 cm de diametro es normal no se debe
considerar este como un sintoma inequivoco de AL. De hecho la caida de cocos
es el sintoma menos confiable de diagndstico de AL.

El siguiente sintoma es el necrosamiento de las inflorescencias nuevas, el
cual se observara cuando la inflorescencia sale a través de la espadice. Este es
el sintoma mas caracteristico del AL. Posteriormente las hojas se tornan amarillas
comenzando por las hojas inferiores para luego pasar por las hojas intermedias
y terminar en las superiores. Durante el amarillamiento las hojas siguen turgentes
y no son flacidas como cuando ocurre por marchitez de falta de agua. Despues
del amarillamiento ocurre el secado gradual de las hojas quedando de un color
café. Las hojas pueden ser facilmente desprendibles y se caen. En ciertos casos
la pendltima hoja distal (hoja bandera) es la que primeramente se amarilla. La
muerte del cogollo ocurre a mitad del amarillamiento total de la palma.




La hoja nueva (hoja espada) se colapsa y cuelga. Finalmente, todo el
follaje cae dejando el tronco desnudo y con la apariencia de un poste telefonico.

Esta sintomatologia es caracteristica de la palma del cocotero Cocos
nucifera L. y otras palmas susceptibles como la Pritchardia spp. La Unica
diferencia es que con la palma Pritchardia el necrosamiento de la hoja espada
es el primer sintoma visible.

Otro tipo de sintomatologia de amarillamiento letal en palmas es el cuadro
que desarrolla la palma Veitchia merillii. Los primeros sintomas son similares que
en el caso de cocotero, pero la caida de frutos y el necrosamiento de
inflorescencias es erratico. El amarillamiento de las hojas no es facilmente
detectable en la etapa temprana. La evidencia es una mancha café a lo largo de
las hojas o pinas. El necrosamiento se extiende a todas la hojas en un periodo
de dias dandole una apariencia de marchitez por falta de agua. La palma
ornamental cola de pescado (Chrysalidocarpus cabadae) presenta similar
sintomatologia.

El diagnostico de amarillamiento letal basado en sintomas visuales es
préactico ya que solo se necesita capacidad de observacion sin mbargo debe de
ser utilizado con cautela. Un diagnéstico positivo de amarillamiento letal en
cocotero basado en sintomas visuales debe de ser comprobado por medio de
otras técnicas de diagndsatico.

REFERENCIAS

McCoy, R.E. 1983. Lethal yellowing of palims. Bull 834. Agricultural Experimental stations. Institute of lood and
agricultural sciences. University of Florlda.




FISIOLOGIA Y BIOQUIMICA DEL
AMARILLAMIENTO LETAL DEL COCOTERO

Victor M. Loyola Vargas y Lizbeth Castro Concha

Departamento de Bioquimica, Division de Biologia Vegetal, Centro de Inve§tigacién
Cientifica de Yucatan, Apdo. Postal 87, 97310 Cordemex, Yucatan, Mexico

INTRODUCCION

La palma de coco es uno de los arboles mas bellos y Utiles de los tropicos,
en donde crece Optimamente con 120 horas/mes de luz (Murray, 1977),
terperatura media anual de 27°C y precipitacion pluvial de 1,300 a 2,500
mm/ano. La falta de lluvia por 4 6 5 meses afecta, tanto el crecimiento, como ei
rendimiento de la palma (Rarnadasan y Rajagopal, 1987). La temperatura optima
para la germinacion del coco es de entre 32 y 35°C (Sento, 1975).

El desarrolio de la plantula de coco es mantenido por el endospermo hasta
alrededor del cuarto mes después de la germinacion (Foale, 1986). La
dependencia total de la plantula de su propia fotosintesis solo se completa hasta
17 meses después de la emergencia de la misma (Ramadasan y Rajagopal,
1987). La hoja mas joven, aun totalmente enrollada, posee los valores de
liberacion de oxigeno mas elevados (Mathew y Ramadasan, 1974). Este hecho
hace del cocotero una planta con una fisiologia y una bioquimica muy especiales.

Las caracteristicas fotosintéticas de las plantas de coco estan
relacionadas estrechamente con el genotipo, siendo independiente de la
frecuencia en el nUmero de estomas y fuertemente dependiente del genotipo.

Respecto a su metabolismo basico, se sabe que existe una cierta
correlacion positiva entre la actividad de la nitrato reductasa y el rendimiento
anual de cocos (Shivashankar and Ramadasan, 1983) y también que esta enzima
presenta fluctuaciones diurnas, como en otras especies (Shivashankar and
Rajagopal, 1983). No obstante, en general se desconoce el metabolismo
nitrogenado basico de esta planta.




EL AMARILLAMIENTO LETAL

Desde su descubrimiento en el siglo pasado, la enfermedad del
amarillamiento letal del cocotero ha producido la muerte de millones de plantas
en Jamaica (Rommey, 1972), La Florida (Fisher, 1975), la zona del Caribe,
Tanzania (Schuiling and Mpunami, 1990) y mas recientemente en la Peninsula
de Yucatan en México (McCoy et al., 1983; Villanueva et al., 1985; 1987). Esta
enfermedad, producida por un organismo tipo micoplasma (Beakbane et al.,
1972; Plavsic-Banjac et al., 1972), ain no se puede diagnosticar en forma
temprana, y una vez que infecta a una palmera, esta morira irremediablemente
en poco tiempo, a menos de que sea tratada con oxitretraciclina (Harries, 1974;
Hunt et al., 1974; McCoy, 1975; McCoy et al., 1976).

El vector de la enfermedad, por lo menos en el area del Caribe, incluyendo
la Peninsula de Yucatan, es un insecto de la familia Cixiidae, denominado Myndus.
crudus Van Duzee (Ferrales, 1987, Howard et al., 1983, 1984) y al cual se le
conoce en esta region con el nombre de "chicharrita”.

ALTERACIONES FISIOLOGICAS Y BIOQUIMICAS PRODUCIDAD POR
LA ENFERMEDAD DEL AMARILLAMIENTO LETAL

Se han reportado una serie de alteraciones fisioldgicas y bioquimicas en
plantas enfermas de amarillamiento letal. Se han observado alteraciones en los
flujos del xilema y del floema, en las relaciones hidricas, en el comportamiento
estomatal, en los niveles de algunas enzimas, en los patrones electroforéticos y
probablemente en los niveles de reguladores del crecimiento.

Floema

Se han encontrado organismos tipo micoplasma (OTM) confinados a los
tubos cribosos del floema de las plantas enfermas (Howard et el., 1963, 1984;
Parthasarathy, 1974; Thomas. 1979). La presencia de este tipo de organismos
se ha asociado con alteraciones en el funcionamiento del floema.

. El'potencial osmético del exudado del floema de tallos de palmas de Ia
variedad Alto Jamaiquino es mayor, en alrededor del 20%, en palmas enfermas
(grado 6 a 7 de acuerdo a McCoy, 1983), cuando se compara con palmas sanas.
Este fenomeno es consistente con el hecho de que el contenido de solidos del
exudado del floema de plantas enfermas es 53% maés elevado que el de las
palm.a,s sanas (Eden-Green and Waters, 1982) La velocidad de exudacién
también se ve afectada, de 13 ml/k en palmas en el estado 2, el cual es muy
similar al de las palmas sanas, a solo 1 a 2 mi/h en palmas en el estado 6 a 7
(Eden-Green and Waters, 1982). Estas alteraciones son consistentes con la
posibilidad de que los OTM produzcan un daiio en los vasos conductores
alterando asi las funciones del floema en las palmas enfermas, tales como ei
bloqueo de las placas cribosas. En otras especies, como la pera, como respuesta



al ataque por micoplasmas se ha observado deposicion de callosa en las placas
cribosas ocasionando un bloqueo en el flujo del floema (Schneider, 1962). En C.
nucifera se ha reportado deposicion de callosa en tubos cribosos como
respuesta al amarillamiento letal (Nienhaus et al., 1982). Sin embargo, hasta el
momento aun esta por definirse si ocurre bloqueo en los tubos cribosos en
plantas con amarillamiento letal.

Xilema

Existe evidencia de que el transporte en el xilema se encuentra disminuido
en palmas con amarillamiento letal (Eskafi et al., 19868). Sin embargo, no se ha
detectado ninguna obstruccion en las traqueidas, excepto en hojas de plantas
severamente enfermas (Eden-Green, 1976; 1982).

McDonough y Zimmermman (1979) determinaron que los cocoteros
afectados por amarillamiento letal no mostraban la variacién diurna tipica de la
presion del xilema, de aproximadamente -1 bar por la noche y de
aproximadamente -10 bar al mediodia. Las plantas enfermas mantienen la
presion del xilema en alrededor de -4 bar, independientemente de la hcra del dia,
sugiriendo que los estornas se encuentran cerrados. Esta observacion sugiere
que el amarillamiento letal produce, fisiolébgicamente, sintomas opuestos a la
enfermedad del marchitamiento de la raiz (Rajagopal et al., 1986).

Cierre estomatal

Se ha sugerido que el cierre estomatal es el responsable de la disminucién
en la presion del xilema (McDonough and Zimmermman, 1979). Eskafi et al.,
(1986) y Loyola-Vargas et al., (1991) determinaron que las plantas enfermas de
amarillamiento letal presentaron tasas elevadas de resistencia a la difusién del
vapor de agua, confirmando que los estomas se encuentran cerrados. El cierre
de los estomas también se ha asociado con otras enfermedades cgusadas por
OTM en otras especies tales como Catharanthus roseus, Fraxinus americana,
Prunus virginiana, Ulmus americana y Ulmus rubra (Matteoni and Sinclair, 1983).
Este hecho sugiere que el cierre estomatal puede ser una respuesta tipica en
plantas infectadas por OTM. Ei cierre de los estomas en plantas de C. nucifera
afectadas por amarillamiento letal se ha observado dos semanas antes de la
aparicion de los sintomas visuales (Eskafi et al., 1986; McDough and
Zimmermman, 1979; Loyola-Vargas et al., 1991). Por lo cual se ha sugerido que
el cierre estomatal es un parametro que puede ser Util en la deteccion temprana
de la enfermedad.

Nutrientes

' Dabek y Hunt (1976) reportaron el efecto de la aplicacién exdgena de
diferentes sustancias en la senescencia de pinnulas aisladas de hojas sanas y
enfermas de C. nucifera. El resultado méas importante fue el re-enverdecimiento




que se produjo en las areas originalmente amarillas de las hojas enfermas. El
efecto del re- enverdecimiento fue muy pronunciado con la adicion del acido
giberelico, cobre o zinc. El hecho de que la adicion de cobre o zinc produzca un
re-enverdecimiento sugiere que las palmas infectadas pudieran presentar una
deficiencia de micronutrientes, lo cual podria ser el resultado de la disminucion
en el flujo del xilema que se ha observado (McDough and Zimmermman, 1979).
Sin embargo, el analisis del exudado del floema, tanto de palmas sanas como
de palmas enfermas, no muestra diferencias en los contenidos de cobre y zinc
(Stemmer et al., 1982). La mayor diferencia entre hojas de palmas sanas y palmas
enfermas fue una disminucion en el contenido de potasio (Stemmer et al., 1982).

Fitorreguladores

El re-enverdecimiento provocado por el acido giberélico en hojas
afectadas por amarillamiento letal ha hecho sugerir a Dabek y Hunt (1976) que
la planta sufre un déficit de compuestos del tipo esteroidal. Este déficit puede ser
provocado por el requerimiento de esteroides que tienen tanto los organismos
del tipo Mycloplasma, como los del género Spiroplasma (Tully, 1983).
Desafortunadamente no existen medidas de los niveles de giberelinas en C.
nucifera.

Adicionalmente, Dabek y Hunt (1976) estudiaron los niveles de etileno y
el efecto de la adicion exdgena de citocininas (Loyola- Vargas et al., 1991) y
auxinas. Sus resultados muestran que la adicién de auxinas no promovid ningiin
re-enverdecimiento. Por otro lado, la adicidn de citocininas causd un
re-enverdecimiento en forma restringida en la cercania del raquis, probablemente
debido a su poca movilidad (Thimann, 1963), mientras que la combinacién de
auxinas y citocininas fue mas efectiva causando un re-enverdecimiento més
efectivo. Los autores sugieren que este fendmeno es consistente con el efecto
de Ilas auxinas, previamente reportado, en la movilidad de las citocininas (Serh
etal., 1966).

Los resultados anteriores sugieren que, en una palma afectada por
amarillamiento letal, ocurren cambios en los niveles de reguladores del
crecimiento. Sin embargo, para confirmar dichos resultados sera necesario medir
las concentraciones enddgenas de dichos fitorreguladores. Por otro lado, no se
sabe si el acido abscisico (ABA) esta involucrado en el amarillamiento letal. Dado
que existe suficiente evidencia que apoya la participacién de este fitorregulador
en el control de cierre estomatal (Zhang et al., 1987), podria esperarse que el
cierre estomatal en el amarillamiento letal estuviera mediado por ABA.

Niveles de arginina

Las especies del género Mycoplasma pueden ser divididos en dos grupos
basados en su habilidad para fermentar glucosa. Las especies no fermentativas
y unas pocas de las fermentativas, hidrolizan arginina a través de una via de tres
enzimas, la arginina desiminasa (EC 3.5.3.6), la ornitina carbamoil transferasa




(EC 2.1.3.3) y la carbamato cinasa (EC 2.7.2.2). Los productos finales de esta
via son amonio, biéxido de carbono y ATP (Barile,1983).

Si el amarillamiento letal es producido por alguna especie del género
Mycoplasma deberia de esperarse que bajos niveles de arginina produjeran una
resistencia a la infeccion por este tipo de organismos y por el contrario, niveles
elevados de arginina haria a las palmas suceptibles. Los experimentos
encaminados a probar esta hipotesis se llevaron a cabo hace algunos anos. En
efecto, hace algunos afios el grupo del Dr. McCoy demostro que hay unarelacion
directa entre el grado de suceptibilidad al amarillamiento letal y el contenido de
arginina (Barcelon et al., 1983). En el caso especifico de C. nucifera las
variedades Enano Malayo y Maypan, con bajos contenidos de arginina en su
folaje, son pocos susceptibles al amarillamiento ietal, en tanto que los Altos
Jamaiquinos, con niveles de arginina elevados, son altamente susceptibles a la
enfermedad. Sin embargo, estos resultados no han podido ser repetidos. Datos
de nuestro laborarorio sugieren que esta relacion no existe (Oropeza et al., datos

no publicados).

Por otro lado, el contenido de arginina en el exudado del floema es 66%
mas elevado en las palmas enfermas que en las palmas sanas. Sin embargo, la
variabilidad existente entre palma y palma hace que esta diferencia no sea
significativa (Stemmer et al., 1982).

ACTIVIDADES ENZIMATICAS

Cuando un patdogeno ataca a una planta, ésta responde de mdultiples
maneras. Entre las respuestas mas comunes de las plantas al ataque por
patdgenos se encuentran los cambios en los niveles de enzimas tales como las
peroxidasas (Agrios, 1969; Kanazawa et al., 1965, Solymosy et al., 1967).
Estudios llevados a cabo por Dabek (1974) mostraron que la actividad de algunas
peroxidasas fue independiente de si la palma estaba sana o afectada por
amarillamiento letal. Sin embargo, determind que existia una correlacién negativa
entre la (gaccic')n para detectar polifenoles y la actividad de las peroxidasas. Esta
correlacion no existe en palmas sanas, por lo que es posible que esta correlacién
pudiera ser utilizada, una vez mejorada, en el desarrollo de un método de
diagnostico temprano de la enfermedad del amarillamiento letal, ya que este
fenomeno se presentd antes de que aparecieran los sintomas visuales de la
enfermedad.

_ Por otro lado, la actividad enzimatica de la catalasa, una enzima
involucrada en el metabolismo de los polifenoles, aumenta en la etapa
presintomatica (Dabek, 1974). Conforma avanza la enfermedad la actividad de
esta enzima disminuye, llegando a ser solo el 50% de la actividad de las plantas
sanas 130 dias después de la aparicién de los primeros sintomas (Dabek and
Hunt, 1976). Los autores sugieren que éste es un sintoma del dafio al mecanismo
de sintesis de proteinas y por lo tanto puede no ser un sintoma especifico
producido por el Amarillamiento Letal.



Otras enzimas que han sido estudiadas en relacion al amarillamiento letal,
mediante patrones isoenzimaticos, han sido una fosfgtasa alcalina, tres
peroxidasas, cinco estearasas y una ribonucleasa. Sin embargo, no se
encontraron diferencias consistentes entre plantas sanas y enfermas (McCoy,

1983).

TRABAJO EXPERIMENTAL

Hace 3 anos la Division de Biologia Vegetal del Centro de Investigacion
Cientifica de Yucatan abordo el problema del amarillamiento letal a traves del
proyecto Aspectos Bioquimicos, Fisiol6gicos e Inmunologicos en Plantas de C.
nucifera L. Afectadas por amarillamiento letal.

Dicho proyecto tuvo como principal objetivo el desarrollar un estudio
sistematico e integral de algunos aspectos de la fisiologia y bioquimica de la
enfermedad encaminados a definir los parametros de deteccion temprana. En
otras secciones de este manual se reportan los resultados sobre los aspectos
fisiologicos, por lo que en este capitulo solo se mencionan los resultados
bioquimicos.

ESTUDIOS BIOQUIMICOS

MATERIAL BIOLOGICO.

Para los estudics bioquimicos se muestrearon plantas con grados de
avance de la enfermedad 0, 1, 4 y 6-7, de acuerdo a la clasificacion hecha por
McCoy (1983) . De estas plantas se seccionaron las pinulas 20 y 40 de la hoja
bandera (hoja jéven que esta completamente expuesta) y la pinuia 20 de la hoja
espada, la hoja mas joven, asi como inflorescencias provenientes, tanto de
palmas sanas como de palmas enfermas. Inmediatamente después de
cosechado el material, se congelaba por inmersién en nitrégeno liquido y se
mantenian asi hasta el momento de su utilizacion. Se llevaron a cabo numerosos
muestreos independientes, durante el tiempo de duracién de este proyecto .

OBTENCION DEL EXTRACTO CRUDO.

. Las pinulas o las inflorescencias se maceraron en un mortero hasta polvo
fino; posteriormente se homogenizaron en un politrén por 3 min con el
amortiguador de extraccion (Tris-HCI 100 mM, 2 mM CaCl,, 10 mM
B-mercaptoetanol, 400 mM A&cido transcinamico y 30% PVP), en una relacién
3.5/1v/p, sefiltro através de 4 capas de gasay se centrifugd a 18,000 x g durante
30 minutos. Tadas las manipulaciones fueron hechas a 4°C. Finalmente, se utiliz6



La actividad de esta enzima se defini6 como , moles de L-ornitina formada por
minuto. Para poder cuantificar la actividad de esta enzima se llevo a cabo una
activacion de la misma (Hashimoto et al., 1989), sometiendo al extracto crudo a
una temperatura de 55°C durante 20 minutos en presencia de MnCl> 10 mM.
Posterior a esta activacion, se llevd a cabo la reaccion durante 60 minutos y
finalmente se cuantifico la cantidad de L-ornitina formada.

La actividad de la argininosuccinasa se determind segun el método
propuesto por Ratner (1970). Esta reaccion es seguida por el aumento en la
absorbancia a 240 nm debido a la formacidn de fumarato. La mezcla de reaccién
contiene: amortiguador de fosfatos de potasio 0.10 M, pH = 7.5, extracto
enzimatico y argininosuccinato de potasio 0.01 M; este ultimo se forma con 50
mg de la sal de bario (100 moles) del acido succinico, disuelta en 9.85 ml de
agua, mas 0.15 ml de K2SO4 0.1 M, esta solucion se clarifica por centrifugacion.
La mezcla de reaccion conteniendo al amortiguador y a la enzima se preincuba
durante 2 minutos a 38°C, posteriormentg la reaccion se inicia por la adicion del
argininosuccinato, el volumen total de la reaccion es de 3 ml. El aumento en la
absorbancia se lee contra un blanco que contiene todos los componentes de la
mezclade reaccion excepto el sustrato. Las lecturas se toman cada medio minuto
durante diez minutos. Una unidad especifica se define como la cantidad de
enzima que es capaz de catalizar la formacion de un mol de fumarato por hora

a 38°C por mg de proteina .

l.a actividad de la arginina desiminasa se determin6é segin el método
propuesto por Schimke (1970), el cual se basa en la cuantificacion de la citrulina
formada a partir de la arginina, la cual es posteriormente cuantificada por el
metodo colorimétrico de Archibald (1944). La mezcla de reaccidn contiene
amortiguador de fosfato de potasio 0.1 M, pH 6.5, extracto enzimatico y
L.-arginina 0.05 M, ajustada a pH 6.5 con HCI. La mezcla de reaccidn, conteniendo
al amortiguador y al extracto enzimatico, se preincuba a 37°C durante 2 minutos,
al final de los cuales se activa la reaccion por la adicién de la L-arginina. La
reaccion se detiene por la adicién de 0.2 ml de 4cido perclérico al 70% a diferentes
intervalos de tiempo. Posteriormente los tubos se centrifugan a 3,000 rpm
durante 10 minutos y del sobrenadante se tomam partes alicuotas para la
cuantificacion de la citrulina formada. Esta cuantificacién esta basada en la
formacion de un producto de reaccién coloreado con la acetil monoxima en
solucion acida (H2SO4 concentrado y H3PO,4 en relacion 1:3). El cambio en la
absorbancia se lee a 490 nm.

DETERMINACION DE LAS POZAS METABOLICAS.

Los aminoéacidos fueron determinados utilizando el método de Cocking
(1954), utilizando &cido glutdmico como estandar. La poza de amonio fue medida
a traves del metodo de Nessler, descrito por Steli y Averell (1970). La
determinacion de las proteinas se efectud por el método de Peterson (1977)
utilizando albumina sérica bovina como estandar. '

Todos los experimentos fueron hechos por triplicado para cada uno de
los muestreos.




RESULTADOS Y DISCUSION.

Uno de los primeros problemas que hubo necesidad de resolver fue la
gran cantidad de fenoles que produce el tejido una vez colectado y sometido a
extracciony los cuales interfieren en la determinacion de varios de los parametros
por evaluar; para ello se utilizé al acido transcinarmico, inhibidor de la enzima fenil
amonio liasa (PAL), como una posible alternativa para evitar la formacion de estos
compuestos. Por otro lado, también se utilizoO una mayor concentracion de
polivinilpirrolidona (PVP), la cual es un compuesto ampliamente utilizado como
acomplejante de fenoles (Cuadro 1). De todas las concentraciones probadas, se
decidio utilizar una concentracion de 400 mM de acido transcinamico y PVP al
30%, ya que dicha combinacion era la que mejor restringia la produccion de
fenoles y no interferia con las actividades enzimaticas determinadas (Cuadro 2).

El amarillamiento letal es una enfermedad que lleva a la muerte a la palma
3 6 4 meses después de presentados los primeros sintomas, por lo que pudiera
pensarse que este proceso fuera un fendmeno de senescencia acelerada.
Debido a que durante el proceso de senescencia existe una gran degradacion
de aminoacidos y proteinas y con esto una gran produccion de amonio, la
actividad de la GDH aumenta, preferencialmente en el sentido aminativo (Lauriére
y Daussant, 1983). Para ello se midi¢ la actividad de esta enzima en diferentes
frondas de palmas con diferentes grados de avance de la enfermedad.

Los resutaldos obtenidos no apoyaron la hipotesis planteada, ya que
conforme aumenta el grado de avance de la enfermedad, la actividad de la
GDH-NADH se abate, independientemente de la pinula estudiada (Figura 1),
probablemente esto se deba a muerte celular en los tejidos estudiados. La
actividad de la GDH-NAD ' solo se encuentra presente en palmas sanas y no en
palmas enfermas.

La GOGAT-NADH (Figura 2), se comporta de una manera muy semejante
al de la GDH-NADH, ya que su actividad disminuye conforme aumenta el grado
de avance de la enfermedad de las palmas, independientemente de la pinula en
cuestion, a la vez que la actividad mas baja se observo en el estado uno de la
enfermedad.

El' comportamiento que presentd la GS (Figura 3) fue opuesto al que
Eresentaron la GDH y la GOGAT, ya que la actividad de esta enzima aumentd
asta 350% en plantas enfermas, independientemente de la pinula estudiada.
Esto podria explicar en parte, por qué a pesar de estarse formando grandes
cantidades de amonio, durante la hidrdlisis de |a arginina, la cual es mucho mayor
en palmas enfermas, la poza total de amonio no se ve modificada (Figura 4).

Como se acaba de mencionar, la poza de amonio en las diferentes
muestras ensayadas no parece verse afectada (Figura 4). Las pozas de
aminoacidos (Figura 5) y de proteinas (Figura 6) aumentan conforme el grado
de avance de la enfermedad aumenta en estas palmas. El caso mas marcado es
el de la poza de aminoéacidos de la hoja espada, en la que esta poza aumenta
hasta en un 100%.




En base a todos los resultados obtenidos con relacion a las enzimas de
asimilacién del amonio en plantas de Cocos nucifera L. y a los experimentos
realizados, se puede sugerir, que en este sistema las dos vias de asimilacidon de
amonio parecen estar funcionando.

Por otro lado, tratando de esclarecer la posible relacion existente entre el
contenido de arginina en las paimas y su suceptibilidad a infectarse con el
micoplasma, se cuantificaron las actividades enzimaticas de dos de las enzimas
involucradas en el metabolismo de la arginina, la arginasa y la ureasa.

No se logro detectar actividad de ureasa en las muestras, con los
procedimientos empleados y con los cuales normalmente se puede medir esta
enzime en plantas superiores.

El comportamiento general de la arginasa fue el de aumentar conforme
aumenta el grado de avance de la enfermedad. Este aumento es mucho mas
marcado en la pinula 20 de la hoja bandera (Figura 7). Falta esclarecer, sin
embargo, si este aumento es debido a que hay un mayor contenido de arginina
en las palmas, ya que es una enzima inducible por su sustrato (Thompson, 1980),
provocado por el micoplasma, ya que lo utiliza como su mayor fuente en la
producciéon de ATP (Razin y Tully, 1983), o si es resultado del proceso de
infeccion.

Para poder esclarecer este hecho, se montd la metodologia necesaria
para poder cuantificar a la arginina desiminasa, una enzima que es propia de los
micoplasmas y que degrada a la arginina hasta citrulina y amonio, (Razin y Tully,
1983; Schimke, 1970), asi como a la argininosuccinasa, la cual es la enzima
responsable del Gltimo paso en la sintesis de la arginina en las plantas. Todo esto
con el fin de poder distinguir claramente entre el metabolismo de la arginina en
la planta y el metabolismo de este compuesto por el micoplasma.

La actividad de la argininosuccinasa, en las muestras provenientes de
hojas de palmas con diferentes grados de avance de la enfermedad, aumentd
con el grado de avance de la enfermedad (Cuadro 3), lo cual sugiere una sintesis
aumentada de arginina muy probablemente debida a la infeccion por el
micoplasma. Hasta la fecha no se ha podido detectar actividad de arginina
desiminasa en las frondas de las plantas estudiadas.

' _Dado que los primeros tejidos de la palma que se ven afectados For la
infeccion del micoplasma son las inflorescencias, también se decidié incluirlos
en el estudio.

La actividad de las enzimas de asimilacion del amonio fueron estudiadas
tanto en inflorescencias de palmas sanas como en inflorescencias de palmas
enfermas grado 3. Puesto que durante el desarrollo de la enfermedad ias
inflorescencias mueren, se podria esperar que hubiera una gran degradacidn de

aminoacidos y de proteinas y con esto gran produccion de amonio, el cual podria
modificar la actividad de alguna de las enzimas involucradas en su asimilacion.

La actividad que presentd la GDH-NADH en las inflorescencias de palmas
enfermas fue menor que la presente en las inflorescencias de palmas sanas
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(Figura8), contrariamente alo esperado para un tejido en el cual se esta liberando
gran cantidad de amonio (Lauriére y Daussant, 1983). Estos resultados son
similares a los obtenidos con hojas de palmas enfermas.

La actividad desaminativa de la GDH solo se encont_ré en las inflorescencia
provenientes de palmas enfermas (Figura 8), a diferencia de las hojas, en las
cuales solo se encontrd esta actividad en las palmas sanas.

En cuanto a la actividad de la GS presente en las inflorescencias del
cocotero, su comportamiento fue similar al presentado en las hojas, ya que su
actividad aumento en inflorescencias provenientes de palmas enfermas, este
aumento fue de aproximadamente un 80% con respecto a la actividad
determinada en las palmas sanas (Figura 9).

La GOGAT-NADH, bajo las condiciones ensayadas, no pudo ser
cuantificada ni en las inflorescencias provenientes de palmas sanas ni en las
provenientes de palmas enfermas.

En lo que concierne a las actividades de las enzimas del ciclo de la
arginina, la arginasa present6 una mayor actividad en aquellas muestras
provenientes de palmas enfermas, al comparar con las inflorescencias de palmas
sanas (Figura 10). Este aumento en la actividad, de aproximadamente el 40%,
confirma los resultados obtenidos previamente en hojas de Cocos nucifera y
concuerdan con los reportes existentes, ya que a mayor grado de infeccién,
mayor contenido de arginina y como consecuencia mayor actividad de la
arginasa (Thompson, 1980).

La urea producida en las plantas es degradada por accidn de la ureasa
hasta CO, y amonio. Como ya se menciond esta actividad no estubo presente,
ni en hojas de palmas sanas, ni en hojas de palimas enfermas. Sin embargo, esta
actividad si se detectd en inflorescencias, presentando mayor actividad en
aquéllas provenientes de palmas enfermas (Figura 10). Dado que la degradacién
de la urea produce amonio, y puesto que este fendmeno es mas abundante en
las inflorescencias enfermas, esto podria explicar el hecho de que la poza de
armonio es mayor en las inflorescencias de palmas enfermas (Figura 11).

La actividad de argininosuccinasa no fue detectada ni en inflorescencias
de palmas sanas, ni en inflorescencia de palmas enfermas.

Tanto las pozas de amonio como de aminoacidos fueron mayores en
laslas muestras de inflorescencias de palmas enfermas (Figura 11). Esto
probablemente se deba al proceso de degradacion producido por el
amarillamiento letal.

Dado que es en las inflorescencias del cocotero en donde se ha reportado
la presencia del micoplasma, podria ser que el micoplasma indujera un aumento
en la sintesis de la arginina en las hojas de palmas enfermas, la cual pudiera ser
posteriormente transportada a las inflorescencias, donde seria degradada por
accion de la arginasa y de la ureasa.

Sin embargo, ain no se puede distinguir claramente entre el metabolismo
de la arginina por la planta y el metabolismo de este compuesto por el




micoplasma, ya que en ninguna de las muestras provenientes de hojas o
inflorescencias, tanto de palmas sanas como de palma_s enfermas, logré
detectarse actividad de la arginina desiminasa, que es la enzima que degrada la
arginina hasta citrulina y amonio y es una enzima clave del micoplasma.

Como continuacion de este trabajo, nos proponemos realizar estudios
mas concretos con algunas de las enzimas, que se ven modificadas por el
amarillamiento letal y generar asi conocimiento basico acerca de su
comportamiento en los distintos tejidos del coco; previo al establecimiento, asi
como a lo largo de toda la enfermedad, con el fin de determinar si alguna de las
actividades enzimaticas ensayadas pudiera ser utilizadas como marcador
temprano de la enfermedad.
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CUADRO 4. Efecto del acido transcinamico y el PVP sobre el contenido de
fenoles en hojas de C. nucifera L.

Acido transcinamico (mM) Contenido de fenoles
34 ++ + +
68 + 4+ +
102 + +
400 n

PVP (%)Contenido de fenoles

10 +++ +
20 ++ +
30 + +

Acido transcinamico (mM)Contenido de fenoles
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TAXONOMIA

La informacién que se presenta a continuacion es la sefialada por Kramer
(1979) para identificar a Myndus crudus.

Caracteristicas sobresalientes. Longitud de macho 4.2-5.1 mm hembra
4.3-5.1. Cabeza y torax de color pajizo a café claro, sin ningun diseno distintivo;
abdomen a veces verduzco en las formas mas claras: alas interiores hialinas con
venas claras o café claro, cada estigma claro.

Genitalia del macho. El Iébulo del pigofer en vista central producido
ovalmente con base angosta; apices del estilo redondeados; capsula genital en
vista lateral con la mitad inferior del margen posterior del pigofer fuertemente
excavada, estilo capitado y aleta simple con un par de proyecciones
subtriangulares en la parte medio basal. Aedeago en vista lateral izquierda con
procesos largos que se originan en la mitad distal y dirigidos cefaloventralmente.

Figurai.

DESCRIPCION Y BIOLOGIA

La hembra deposita sus huevecillos blanquecinos en las nervaduras de
las hojas cercanas al suelo aislados o en hileras; es posible que ovipositen en
desechos vegetales en el suelo. Los huevecillos son muy pequenas, en forma
de huso, miden aproximadamente 0.56 mm de largo y 0.18 mm en su parte ancha
(Zener de Poloniay Lopez, 1979). En la hoja se puede observar con una lupa un
extremo del huevecillo que sobresale del sitio donde esta insertado.

La incubacion del huevecillo dura de 2 a 3 semanas dependiendo de la
temperatura ambiental. Al nacer las ninfas del primer instar se movilizan hacia las
raices de la planta, para alimentarse. Pasan por cinco instares ninfales y durante
su desarrollo se protegen en una especie de nidos formados por una secrecion
sedosa de color blanco que esconde a varias ninfas. Dicha secrecidn se puede
observar a simple vista con las ninfas de G'timo istar, las cuales parecen llevar
una brochita blanca en la region anal. Los nidos se encuentran generalmente a
unos 3 a5 centimetros de la superficie del suelo, pero se han encontrado algunos
a profundidades mayores.

Los adultos son de color pajizo y alas transparentes, miden 3.5 a 4.5 cm
de longitud. Las hembras son mas grandes que el macho y de color mas oscuro.
Se pueden distinguir los sexos a simple vista. Al transformarse en adultos vuelan
hacia las hojas de las palmas donde se alimentan: se localizan principalmente en
el envés de los foliolos. Los adultos pueden vivir aproximadamente 50 dias; sin
embargo, en condiciones de laboratorio en pequenas jaulas viven menos tiempo.




HOSPEDERAS

La chicharrita palida tiene hospederas alternantes. Las ninfas se alimentan
de gramineas y ciperaceas principaimente mientras que los adultos lo hacen en
palmaceas y algunas otras especies vegetales. En el cuadro 1 se presentan
diversas especies de gramineas y ciperaceas en cuyas raices se han encontrado
ninfas de Myndus crudus y entre las cuales destacan algunos pastos utilizados
en ganaderia tropical como son: Pangola, estrella africana, Para y otros, se
observan también algunas gramineas ornamentales como zacate San Agustin y
una verbenacea Verbena scabra.

En relacién a las hospederas de ninfas de Myndus crudus, es conveniente
senalar que actualmente se estudia la posibilidad de encontrar algunas
gramineas que no favorezcan el desarrollo de Myndus de tal modo que se
pudieran emplear en las plantaciones en que actulamente se tiene como "piso"
gramineas hospederas favoritas del insecto. A este respecto Howard en 1990
determind que el nimero de adultos capturados en Brachiaria brizantha, Chloris
gayana y una seleccion de Hemarthria altissima fue menor que en Stenotaphrum
secundatum (pasto San Agustin).

El adulto se alimenta de la savia de diversas especies de palmas (Cuadro
2), pero ha sido colectado en otras plantas como: maiz, cana de azucar,
pandanus y carludovica.

El caso de pandanus es interesante por ser la Unica especie no palmacea
en la que se han observado sintomas similares al amarillamiento letal y por medio
de microscopia electronica se han detectado organismos tipo micoplasma en
tejido enfermo de Pandanus utilis (Thomas y Dunselman, 1979).

DISTRIBUCION

. Myndus crudus se encuentra ampliamente distribuido en las regiones
tropicales y subtropicales del continente americano.

Su presencia ha sido confirmada en Estados Unidos de Norte América;
(Howard, 1983) (Florida, Texas), Cuba, Isla del Gran Caiman, Jamaica, Trinidad
Venezuela, Colombia, Méx.co (todas zonas copreras del pais. Baja California Sur
y Morelos). Belice, Panama, Costa Rica, El Salvador, Honduras, Nicaragua y
Guatemala. Figura 2.

Es necesario sefialer que durante los estudios de distribucién de Myndus
crudus efectuados por el autor, se ha observado que en la mayoria de los casos
las altas o medianas poblaciones del insecto corresponden ‘a sitios donde el
"piso" de Ia plantacidn esta conformado por gramineas y/o ciperaceas; en cambio
en plantaciones de palmas a orillas de playa donde no hay vegetacion en el piso,
en lugares donde la vegetacién se conforma de dicotiledoneas, practicamente
no se encuentran adultos en las palmas (Villanueva, 1991). Estas observaciones
mt(erecedn ser tomadas en cuenta al formular aigunas estrategias de control
integrado.







encontrar especimenes dudosos, se les aplica un poco de petréleo para
despegarlos del plato, se pasan a alcohol y se llevan al laboratorio para el
diagnostico correspondiente. Este tipo de captura se utiliza en estudios
poblacionales y de determinacion de proporcion sexual.

RED DE GOLPEO. La red de golpeo se puede utilizar para estudios
poblacionales, determinaciones de sexoy porcentajes de parasitismo, en pastos,
el nimero de redadas se determina de acuerdo a la superficie por muestrear.

VISOR. El visor consiste en un cilindro de carton de 50 cms de altura y de
+ - 45 cms de diametro (La altura puede variar, dependiendo de la altura del
pasto que se muestrea). El *TACK- TRAP Animal repellent Inc. Griffin, Georgia,
E.U.A. cilindro-lleva un vidrio de plastico duro y transparente en un extremo y el
otro es ablerto. En la pared del cllindro se hace una ventana de + - 15 cms de
diametro en la cual se pega una manga de tela. El visor se coloca sobre una cepa
de pasto, se introduce el brazo por la manga y se sacuden las plantas para que
los adultos vuelen hacia el vidrio donde se les puede contar y sexar a simple

vista.

CAPTURA DIRECTA. La captura directa se hace con frascos de vidrio
pequenos de boca anchade + - 1 cm de diametro y 10 cm de largo o con tubos
de ensayo, a los cuales se les impregnan las paredes ligeramente con alcohol
70%. Estos tubos se colocan enfrente y muy cerca de las chicharritas tapandoles
la salida y con un ligero movimiento hacia ellas caen atrapadas en el frasco y
quedan pegadas a la pared con el alcohol. El uso de aspiradores es menos
practico, sin embargo son utiles cuando se requieren capturar especimenes
vivos o parasitados.

Para la captura directa es conveniente buscar palmas de baja altura y
hojas accesibles; si la poblacion del insecto es baja, buscar de preferencia en
las hojas paradas mas tiernas pero abiertas. Cuando hay muy alta infestacién de
chicharritas en las palmas se puede colectar indistintammente en cualquier hoja.

TRAMPAS ROTATORIAS. Cuando se desea llevar a cabo estudios de
frecuencia de visitas de adultos de Myndus crudus, a la palma, y determinar la
altura y horas en un eje vertical giratorio cuya base esté conectada a un motor
que puede ser movido por un acumulador y un eje horizontal en cuyos extremos
se coloca unared en C/U, este eje horizontal se puede mover hacia arriba o hacia
abajo, de acuerdo a la altura de captura programada. La red se pone a girar por
el tiempo que se requieray al final se colectan los adultos atrapados, para contar,
sexar e identificar.

EXTRACCION DE CEPAS DE GRAMINEAS. Para la determinacion de
hospederas o estudios poblacionales de estados inmaduros, se deben extraer
cepas de gramineas o ciperaceas, de aproximadamente 15 X 15 cms de
superficie y 20 cm de profundidad. Se deposita el material extraido sobre un
carton negro y se desmenuza la tierra y raices con una espatula o navaja. El
hallazgo de un nido fresco indica la presencia cercana de ninfas. Una vez
colectadas las ninfas y si se desea confirmar la especie, se pasan las ninfas méas
grandes a pequenos frascos de vidrio de + - 10 cms de largo y 3 cm de ancho:;
se coloca un algodén himedo en el fondo de los frascos, e introduce una planta
de pasto con raiz desnuda, se tapa la boca del tubo con una tela de organdi
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ajustada a la planta, para no permitir que se escapen los insectos; entre la planta
y latela se coloca un algodén el cual se quita para introducir las ninfas colectadas.
Los frascos se mantienen en el laboratorio durante varios dias (dependiendo la
edad de las ninfas) hasta que las ninfas se transformen en adultos y se les puede
identificar.
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Tabla 1. Especies en cuyas raices se han encontrado ninfas de Myndus_crudus

NOMBRE COMUN

NOMBRE CIENTIFICO
Andropogon bicornis

Cola de zorraGraminea
Pasto de alfombra
Pasto para
Cadillo tigre
Pasto bermuda
Pasto estrella de Africa
Pasto angola
Pasto de cuaresma
Paja de burro
Pasto granadilla
Pasto Guinea
Pasto Bahia
Paja brava
Setaria

Pasto San Agustin
Barba de judio

CoquilloCiperacea

Junquillo
. VerbenaVerbenacea

=

Axonopus compresus
Brachiaria mutica
Cenchrus echinatus
Cynodon dactilon
Cynodon pleystostachyus
Digitaria decumbens
Echinochloa colonum
Leptochloa filiformis
Panicum fasciculatum
Panixum maximum
Paspalum notatum
Paspalum paniculatum
Setaria geniculata
Stenotaphrum secundatum
Chiloris inflata
Chiloris petreae
Cyperus rotundus
Fimbrystylis spathaceae
Verbena scabra



Tabla 2. Palmas de coco y otras especies en las que se han colectado adultos
de Myndus crudus.

NOMBRE COMUN NOMBRE CIENTIFICO

Palma Canaria Phoenix canariensis Hort. Chabaud ex
Archontophoenix alexandrae Wendl.and Drude

Palma Saribus Livistona saribus R. Br.

Palma cola de Pescado Caryota mitis Lour

Palma Pritchardia Pritchardia spp. Seem. et Wendl

Palma Washingtonia Washingtonia spp. Wendl

Palma Manila Veitchia merillii (Becc.) H.E. Moore.
Palma Chit Thrinax spp. Lg.

Pejibaye Bactris gasipaes H.B.K.
Palma de Coco Cocos nucifera L.

Palma Africana Elaeis quineensis

Palma Areca Chrysalidocarpus lutescens
Palma Sabal Sabal spp.

Palma Reyna Arecastrum romanzoffianum
Palma Latania Latania spp.

Palma Paurotis Acoelorrhaphe wrightii

Maiz Zea Mays L.

Cana de Azucar Pandanus utilis

Pandanus Heliconia bihai

Heliconia Carludovica palmata







AAIA

()

Genitalia del macho de Myndus crudus. A) Vista lateral completa; B)
Aedeago en vista lateral derecha; C) Apice del pigofer, estilos y aedeago en vista
ventral. AA = Aleta anal; AAIA = apéndice apical izquierdo del aedeago; LMP
= lobulo medio del pigofer; FBM = fuste del bastdn medio; E = estilo; P =
pigofer. Tomado de Kramer (1979).
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DIAGNOSTICO DEL AMARILLAMIENTO LETAL
DEL COCOTERO POR METODOS DE
MICROSCOPIA

Rolando Cardena

Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, Km. 7 antigua carretera a Progreso, AP
87, Cordemex 97310, Yucatan, MEXICO

INTRODUCCION.

El empleo del microscopio, tanto 6ptico como electrénico, es una de las
herramientas mas ampliamente utilizadas en el diagnéstico de enfermedades
vegetales causadas por organismos tipo micoplasma (OTMs). La microscopia
(')Ftica se ha valido de métodos histogufmicos 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 diagndstico de distintas enfermedades micoplasmicas de
plantas ha sido revisado por Németh (1986). Es importante hacer notar que
ninguna de estas estrategias de deteccibn 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 producidos
por su presencia son respuestas muy inespecificas hacia una variedad de
agentes infecciosos (Ayers et al., 1985). La ambiguedad de resultados de la
segunda estrategia se debe a que, al ser el ADN una molécula comtin a cualquier
patégeno, la deteccion de acumulaciones anormales del mismo no puede
atribuirse ineguivocamente a la presencia de OTMs. El Unico caso en que la
microscopia optica ofrece una alternativa segura de diagndstico se presenta
cuando se dispone de anticuerpos especificos que permiten la aplicaciéon de
meétodos 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






MATERIALES Y METODOS.

A. Material biolégico.

Como se establecid en la Introduccion, la mayor concentracion de OTMs
se Iccaliza en tejidos en crecimiento activo con una cita demanda de nutrientes
como meristemo apical, peciolos de hojas en expansuon raiz e inflorescencias.
El muestreo de meristemo apical y peciolos de hojas jévenes, ademas de dificil
por implicar cortar el tronco de la palma 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.

Solucién 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.
Solucidn 3.- 87 % (p/v) glicerol.

Nota: Alternativamente al TBS, pueden emplearse otros buffers como por
ejemplo de fosfatos.
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K1, USO DI SONDAS DIEEADN PARA LA
DETECCION DE ORGANISMOS TIPO
MICOPLASMA CAUSANTES DEL
AMARILLAMIENTO LETAL DEL COCOTERO

José Armando Escamilla Bencomo y Lucely
Alpizar Carrillo

Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, Apdn. Postal 87. Cordemex 97310,
Yucatan, MEXICQO.

INTRODUCCION

Hasta ahora el mayor inconveniente para obtener informacion etiologica
y epidemiolégica concerniente al amarillamiento letal ha sido la carencia de una
técnica rapida, sensible y especifica para la deteccion del patégeno y el
diagnostico de la enfermedad. Por ello a nivel mundial se conoce poco acerca
rle la ecologia y distribucién de los OTMs asociadns con el amarillamiento letal .

La deteccion del organismo tipo micoplasma (OTM) causante del
amarillamiento letal del cocotero se ha hecho indirectamente por tratamiento con
antibidticos (McCoy, 1972, Ledn, et al 1991) y microscopia de transmision
electronica (TEM) (Parthasarathy, 1973; Cardena et al., 1991). Aunque la
microscopia de transmisién electronica ha sido usada para confirmar la presencia
de el organismo tipo micoplasma causante del amarillamiento letal del cocotero
en el area del Caribe, dicha técnica no es un procedimiento rapido y especifico
ya que los OTMs son demasiado pequernos para ser resueltos por microscopia
de luz (McCoy, 1979).

La aparicion de la tecnologia det ADN recombinante ha dado como
resultado el estudio del comportamiento de los OTMs mediante el uso de sondas
de ADN (Kirkpatrick et al, 1987). Fragmentos clonados del ADN de los OTMs
usados como un 'sonda’ han permitido:
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RESULTADOS

Los resultados de hibridizacion tanto con la sonda LY143 como con la
LYD9 fueron similares. Los resultados con la sonda LY 143 se muestran en la

tabla 2.

Para simplificar la interpretacion se uso una escala numérica para indicar
el orden de las muestras en relacion a su grado de hibridizacion; For ejemplo
una muestra de ADN. obtenido a partir de palma de Florida infectada con
amarillamiento letal la cual tuvo una grado fuerte de hibridizacién, se le di el valor

de 1. en cambio a la muestra No.2 de ADN de palma de Yucatan la cual tuvo un
baja grado de hibridizacion se le di6 el valor de 5. Todos las muestras de ADN
de palmas de Yucatan tuvieron una hibridizacion positiva excepto el control sano.

Cuando se comparan con las palmas de llorida, solamente la Veitchia y
coco tuvieron una hibridizacion positiva.

Las muestras de ADN obtenidas de dos especies de palmas sanas de
Florida y una de la legurinosa Cajanus cajan infectada con el OTM de escoba

de brujas tuvieron una hibridizacidn negativa.

Cuando comparamos grados de intensidad entre las regiones
geograficas, cuatro palimas de coco enfermas de Yucatan tuvieron un grado
similar o mayor que las palmas de coco enfermas de amarillamiento letal de

Florida.

DISCUSION

Todos los extractos de ADN obtenidos de palinas de Yucatan enfermas
con amarillamiento letal dieron resultados positivos con alto grado de
hibridizacion con ambas sondas.

El'hecho de que las sondas LY143 y LYDS fueron clonados e identificados
con fragmentos de ADN cromousomal de OTM asociado con AL de palmas de
Veitchia merilli en FFlorida explica que el grado de hibridizacion con la muestra
de Veitchia merilli fue el mas fuerte.

Los grados de hibridizacion positiva de todas las palmas de Yucatan
enfermas sugieren que los OTMs asociado con el amarillamiento letal de las
palmas de coco de Yucatan son geneticamente similares o tel vez identicos a los
OTMs asociados con el amarillamiento letal de las palmas de Florida. Sin
e_mt_?ilr%o se requieren estudios mas detallados para determinar el grado de esta
similitud.

La hibridizacion negativa del ADN cromosomal del OTM asociado con la
‘enfermedad de la escoba de brujas" determind que el ADN de la sonda fue
especifico para el ADN cromosomal del OTM asociado con amarillamiento letal
de las palmas. Nuestros resultados demuestra la utilidad de las sondas de ADN



del Dr. Harrison como una herramienta de diagnostico especifica para la
deteccién de OTMs asociados con amarillamiento letal de palmas de coco de
México.

PERSPECTIVAS

El uso de las sondas de ADN para la deteccion de OTMs asociados con
AL abre nuevas perspectivas en el campo de la investigacion de AL. A diferencia
de otros métodos de diagndstico empleados, es especifica para el OTM. Datos
preliminares sugieren que es le unico método capaz de detectar OTMs de AL
cuando la paima esta en 6! periodo de incubacion (Harrison y Escamilla,
comunicacion personal). Esta técnica también esta siendo empleada para la
deteccién de OTMs de AL en Myndus crudus . Ofrece también la posibilidad de
hacer monitoreo de malezas o palmas hospederas que son portadores
asimptomaticos de la enfermedad. Por ultimo puede emplearse como
herramienta de diagndstico para investigar si el OTM causante del AL en el area
de Caribe es el mismo que el OTM causante del AL en Africa, ya que la
enefermedad se desarrolla de manera diferente en dichas regiones geograficas.
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Tabla 1. Caracteristicas de edad, variedad, grado de avance del AL asi
como fecha de coleccion y localidad de las palmas colectadas para la extraccion

del ADN.
_____Fecha Edad _Grado__Localidad __Variedad

D 1991 (anos) AL(*)

1 Junio?22 8 5 San Crisanto  Hibrido
2 Junio 22 12 5 San Crisanto  Hibrido
3 Junio22 10 5 San Crisanto  AAtl.

4 Junio25 8 5 San Crisanto  AAtl

5 Junio25 1 CONTROL Campeche(**) A.Atl.
6 Abril30 12 4  San Bruno A AL

7 Mayo20 8 4 Chicxulub AN,

* Segun la Tabla de McCoy (1983)

** Tomada de una area donde el AL no esta presente presente (240 Km
NO de Mérida, Yucatan).

A ALl = Alto del Atlantico

Hibrido = A. Atl. x [A. Atl. x enano)






METODO DE DIAGNOSTICO Y CONTROL DEL
AMARILLAMIENTO LETAL POR APLICACION DE
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Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, Apdo. Postal 87 Cordemex, 97310 Yuc.
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ANTECEDENTES

(a) Agente causal del AL (propuestas iniciales: hongos, bacterias, virus,
nematodos, insectos y desérdenes nutricionales.

(b) Doi et al. (1967) usando microscopio electronico observan por primera
vez la presencia de organismos tipo micoplasma (OTM) en plantas enfermas.

(c) En 1972 tres diferentes laboratorios reportan la presencia de OTM en
floema de palmas con AL (Beakbane et al. 1972, Heinze et al. 1972;
Plavsic-Benjac et al. 1972).

(d) Nyland (1971) reporta que una aplicacion de tetraciclina previene el
desarrolio de sintomas de enfermedades producidas por micoplasmas en pera
y durazno.

(e) McCoy (1972) reporta remisién de sintomas (partes nuevas crecen
saludablemente) de AL en palmas de coco tratadas con tetraciclina. Por otro
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lado, el tratamiento con penicilina no tuvo efecto (McCoy 1973). Este efecto
diferencial es consistente con una etiologia de OTM.

(f) Este tipo de estudios permitié ver el potencial del uso de antibioticos
como herramientas para el diagndstico y el control del AL.

DIAGNOSTICO

DEFINICIONES

Micoplasma

Es un nicroorganismo delimitado por una membrana, que contiene
ribosomas y DNA. A diferencia de las bacterias, carecen de pared celular, son
mas pequenos y son insensibles a la penicilina.

OoT™M o

~ Esunorganismo que se sospecha es micoplasma pero que no ha podido
ser aislado para confirmarlo y mientras esto no ocurra se le denominara "tipo

micoplasma”.

PRINCIPIO

~ Los micoplasmas son insensibles a Ia peniciina y son sensibles a
antibioticos del tipo de las tetraciclinas.

Penicilinas:
Actuan a nivel de pared celular (ausente en micoplasmas).
Tetraciclinas:

Actuan a nivel de ribosomas (presentes en micoplasmas).

MONITOREO DEL TRATAMIENTO CON ANTIBIOTICOS

(a) Seleccionar palmas con AL en etapa temprana (2 6 3 de a
McCoy (1983). p P ( cuerdo a
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DOSIS

Tratamiento Referencia

Minimo: 0.1g/L/tronco McCoy, 1972

Maximo: 20.0g/L/tronco Hunt et al. 1974
DURACION

Aplicar 1-2 g (oxitetraciclina) cada tres meses.

MOMENTO DE APLICACION

Mientras mas avanzada esté la enfermedad, menos efectivo es el
tratamiento. Aplicar de preferencia al notar caida de frutos o aparicion de primera

inflorescencia. necrotica.

Grado de avance Efecto

No Retraso Remision

|83}

(A) Sin amarillamiento - -
(b) Amarillamiento intermedio - 5 -
() Amarillamiento avanzado 2 - -

Adaptado de Hunt et al. 1974

TIPO DE APLICACION

Sise trata de antibidticos del tipo de las tetraciclinas la penetracion al tejido

debe ser lo mas rapido posible, pues son compuestos inestables.

Forma de aplicacion Volumen Tiempo aplicacion
Botella de suero 1,000 ml 24 h
Dispositivo presurizado 200 - 500 mi 1h

Jeringa ml 10 min






McCoy R E (1972). Remission of lethal yellowing in coconut palm treated with tetracycline antiblotics. Plant
Disease reptr. 56, 1019-1021.

McCoy R E (1973). Lethal yellowing of palms. Ag Exp Stat, University of Florida. Bulletin 834.

Nyland G (1971). Remission of symptoms of pear decline in pear and peach K-disease In peach after treatment
with a tetracycline. Phytopathology 61, 904-905.

Plavsic-Benjac B, Hunt P and Maramorosch K (1972). Mycoplasma-like bodles associlated with lethal yellowing
disease of coconut palms. Phytopathology 62, 298-299.

Figura 1. Diagrama de aplicacion de antibiéticos por jeringa en el tronco
de la palma del cocotero.







olmo y del fresno se cerraron como resultado de la inoculacién. Por lo tanto se
ha sugerido, que el cierre de estomas es un sintoma de patogénesis relacionada
a organismos tipo micoplasma (Matteoni y Sinclair, 1983).

No es muy claro porqué se cierran los estomas como resultado de
infecciones por OTM's, se puede pensar que se debe a desbalances hormonales
(Ledn et al., 1991) aunque no se puede descartar que se deba a la produccién
de toxinas por parte de los OTM’s. Cualquiera que sea la causa, aparentemente
el cierre de estomas ocurre antes de la aparicion de sintomas visuales. En el
amarillamiento del olmo, ocurre una reduccion significativa de la conductancia
estomatal 3.5 semanas antes de la aparicion del primer sintoma, mientras que
en el amarillamiento del fresno, la reduccion de la conductancia precede la
aparicion de sintomas visuales hasta 2 meses (Fig. 1). Por lo que se ha sugerido
que el monitoreo del grado de cierre estomatal, pueda ser una herramienta Util
an la Astanciin de anfarmarariea aalinadae pae OTM'S,

POROMETRIA

Uno de los métodos mas practicos para monitorear el grado de apertura
estomatal es el uso de porémetros de difusion los cuales estiman la resistencia
estomatal (rs ) o su inverso, la conductancia estomatal (gs). La porometria de
difusién se basa en la medicién de la tasa de pérdida de vapor de agua
transpirada en una hoja confinada en una camara hermética. Dicha tasa de
g Reeeteraing 2NAET AR 15 h a8 SIS e i g b hElt
del tipo Delta T MK Ill; Delta T Devices) o a partir de la tasa a la cual se tiene que
adicionar aire seco para compensar dicho incremento en humedad (como en el
caso de porometros de balance nulo como el Li-Cor LI 1600) {ver Beadle et al.
1988). L.a conductancia del vapor de agua medida por porometros de difusion
es una estimacion efectiva del grado de cierre de estomas, por lo que se puede
extrapolar que el monitoreo de la conductancia estomatal por medio de
porometros puede ser Util en la deteccion temprana de enfermedades causadas

por OTM'’s.

EL USO DE POROMETROS EN AMARILLAMIENTO LETAL

En el caso del amarillamiento letal (AL) del cocotero donde la enfermedad
se desarrolla mas rapidamente, los cambios en el comportamiento estomatal
deben ocurrir mas cercanos a la caida generalizada de los cocos (primer sintoma
visual de acuerdo a McCoy, 1983). Basham y Eskafi (1980), estimaron que en
palmas de coco afectadas por AL en Jamaica, la reduccion de la conductancia
estomatal ocurre hasta 2 semanas antes de la caida de cocos. En Yucatén,
México, nuestros resultados indican una disminucion significativa en la
conductancla estomatal de palmas que empiezan a tirar sus cocos (grado 1) y
continua disminuyendo conforme la enfermedad avanza (Fig. 2). En un continuo
monitoreo de palmas asintomaticas localizadas en plantaciones con alta
incidencia de la enfermedad, encontramos una disminucion considerable en la



conductancia estomatal 1 semana antes de la caida de cocos (Fig. 3%) (Leon,
1990, Leodn et al. 1991). Sin embargo, es extremadamente dificil establecer a
ciencia cierta cuanto tiempo antes de la aparicion de sintomas visuales se detecta
una disminucidn significativa en la conductancia estomatal en palmas con AL, ya
que a diferencia de los estudios de Matteoni y Sinclair (1983), no es facil la
trasmicion artificial del AL del cocotero. De cualquier forma, el descenso de la
conductancia estomatal 1 6 2 semanas antes de la caida de los cocos, hace
limitado e! uso de porémetros como método de deteccion temprano de la
enfermedad si lo que estamos buscando son marcadores que indiquen la
presencia de la enfermedad meses antes de la aparicion de los sintomas visuales.
Sin embargo, el monitoreo de la conductancia estomatal por porometria es sin
lugar a dudas Util en la confirmacion del diagndstico de AL ya que en muchas
ocasiones los sintomas visuales pueden confundirse. El descenso en la
conductancia estomatal es suficientemente dramatico y rapido para detectar la

resencia de AL en una plantaciéon. El monitoreo por porometrfa es relativamente
Brauuuu porgue loe potdinetion U diflsiblng su Felativamerse piratdtiies y Hg

demasiado caros.

Sin embargo y considerando que al estar los estomas cerradcs, la
temperatura foliar aumenta, debe evaluarse el uso de pistolas infrarrojas para la
deteccion remota (sin subirse a la palma) del cierre estomatal. En otras palabras,
sila temperatura de una palma (usando pistolas infrarrojas) o de una plantaciéon
(usando fotografia aérea infrarroja) se encuentra anormalmente aumentada,
debe ser el resultado de cierre estomatal y esto pu=de indicar la presencia de AL
en una area aparentemente no afectada y puede ayudar en el monitoreo del
frente de la enfermedad. Obviamente, todo lo anterior depende de que el cierre
de estormas sdlo ocurra como resultado de infecciones por AL y se debe avaluar
sino ocurre un cierre de estomas equivalente en otras enfermedades como anillo
rojo. De igual forma, se debe tener cuidado de realizar las mediciones a la misma
hora del dia en dias soleados y cuidando que no esté presente en la plantacion
una evidencia clara de déficit hidrico ya que tanto sequia, como bajos niveles de
radiacion pueden generar bajos valores de conductancia estomatal y altas
temperaturas foliares.

CONCLUSIONES

En conclusién, los estomas de plantas que presentan enfermedades
asociadas a organismo tipo micoplasma, tienden a cerrarse antes de la aparicién
de sintomas visuales. En algunas especies el cierre de estomas ocurre meses
antes de la aparicion de sintomas por lo que el monitoreo del comportamiento
estomatal puede ser usado en el diagndstico temprano de la enfermedad. En el
caso del amarillamiento letal del cocotero su uso en este sentido es limitado
porque este ocurre muy cercano a la aparicion de sintomas. Sin embargo, el
monitoreo del grado de cierre estomatal puede ser Gtil en la confirmacién de la
presencia de la enfermedad en una plantacién. Se requieren estudios para
determinar si el cierre estomatal es exclusivo de palmas que presentan AL o éste
ocurre tambien en otras enfermedades. El monitoreo del grado de cierre
estomatal puede efectuarse eficientemente y en forma relativamente préctica,
pero tal vez, el monitoreo de la temperatura foliar resuitante de dicho cierre



estomatal sea mas eficiente por las facilidades de deteccion remota como el uso
de pistolas infrarrojas o de fotografia aérea infrarroja.
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Figura. 1. Conductancia estomatal de plantas de fresno después de ser
inoculadas con los respectivos agentes causantes de amarillamientos. La figura

fue recalculada y modificada de Matteoni y Sinclair (1983).
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Figura 2. Conductancia estomatal de palmas de coco sanas (grado 0) y
palmas enfermas con diferentes grados de avance de amarillamiento letal en
Telcha, Yuc.













calidad en aceites y proteinas. Presenta major homogeneidad que los demas
grupos.

En cuanto a la composicién de su endospermo presenta relativamete
menor cantidad de carne, entre 302 a 318 g. Presenta relativamente mayor
contenido de materia seca (58%); mayor porcentaje de aceite (71%) y proteinas
(22.8%).

Germina 134 dias después de ser cosechado, con un rango de 107 a 156
dias, siendo los cocoteros altos maés tardios. Cercano al descrito anteriormente
para el tipo "niu kafa " de 140 dias en Jamaica.

Su crecimiento vegetativo es menos vigoroso que el tipo niu vai, ya que
incrementa en altitud durante los primeros doce afios de vida 38 a 45 cm por
ano. A los doce anos de edad presenta un perimetro en la base del tallo (20 cm)
de 150 cm, el cual es menor al tipo "niu vai;" Asi como un perimetro a la altura
del pecho (150 cm) de 85 cm, tambien menor al tipo "niu vai®.

Su produccién foliar es de 13.3 hojas por afo, midiendo el peciolo una
longuitud de 120 cm, con uma lamina de 397 cm, con 120 foliclos y una longitud
del foliolo central de 128 cm y un ancho del foliolo 6.8 cm.

En cuanto a lainflorescencia, esta es de 93 cm en promedio de largo, con
35 espiguillas. Emite 13.3 inflorescencias al aflo en promedio.

La duracion de la fase masculina es de 20.6 dias y la fase femenina de 4.7
dias. Presenta un intervalo entre fases de 2.1 dias, y no presenta traslape entre
inflorescencias sucesivas.

Asien términos de su biologia floral, al parecer este grupo es estrictamente
de polinizacion cruzada, debido a que no se traslapan los ciclos femeninos y
masculinos en ninguna inflorescencia o entre el ciclo femenino de una
inflorescencia y el ciclo masculino de la siguiente inflorescencia. Sin embargo la
autopolinizacion no puede ser excluida, ya que el modo de reproduccién puede
variar con ciertos limites dependiendo de las condiciones ecoldgicas gudiendo
sobrelaparse las fases. Por tanto un bajo grado de autopolinizacion puede
ocurrir.

El cocotero es una especie considerada tardia en germinacién, pudiendo
tardar mas de 10 afos. Sin embargo la fertilizacién, control de arvenses y a
menudo el riego acortan significativamente el periodo de germinacién. El grupo
Africano presenta una amplia variacion en cuanto a germinacion, siendo mas
lento que el tipo niu vai. Tarda de 52 a 66 semanas para que se presenten las
primeras flores. Ademas presenta una lenta maduracién del fruto (423 dias).

~ El'mdmero de racimos esta directamente relacionado con la produccion
foliar. Aunque este grupo de cocoteros producen menos racimos al afio (de 13.2
a 13.3), en ellos se presenta mayor cantidad de flores femeninas por racimo (28)
produciendo un promedio de 91.1 a 94.6 frutos por afio. Pudiendo producir hasta
28 kgrs por afno de copra.



















resistencia, mayor al 90 porciento. No asi los cocoteros enanos de Ramingiroa
que fueron susceptibles.

Los cocoteros altos del grupo Malayo-tahilandés presentaron niveles
altos de resistencia, entre 60 y 80 porciento de sobrevivencia.

Los cocoteros del grupo Melanésico presentaron niveles medianamente
resistentes entre 40 y 52 % de sobrevivencia.

Los cocoteros del grupo polinésico fueron susceptibles sobreviviendo
entre 22 y 32%.

Los cocoteros del grupo Africano presentaron niveles de alta
susceptibilidad, muriendo ceca de 100 porciento.

DISCUSION

Los estudios realizados indican que México posse una amplia diversidad
de germoplama, producto de introducciones antiguas y la hibridizacién e
infiltracién genética de formas contrastadas. Los cocoteros en las costas del
Golfo corresponden al grupo Africano. En el Pacifico encontramos un enjambre
conformado presumiblemente por cocoteros emparentados con los grupos
Malayo- Tahilandés; Melanesico y Polinesico. Asi se espera que el impacto del
Amarillamiento letal sera diferencial entre ambas costas. En las costas del Golfo
severay en el Pacifico menor. Es de primordial importancia caracterizar a detalle
la variacion y evaluarla ante el amarillamiento letal, con la finalidad de estimar el
impacto. Asi mismo para que el amarillamiento letal seleccione material utii a
replantacién y mejoramiento genético.
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una restringida variabilidad genética, lo que ocasiona que se tengan en viveros
colecciones relativamente homogéneas. Lo anterior ha traido como
consecuencia negativa, que en el momento que aparezca alguna plaga que
afecte a determinada especie, puede menoscabar considerablemente a los
individuos. Aun mas, algunas especies pueden funcionar como reservorios de
algunas enfermedades. Este es el caso del amarillamiento letal, enfermedad
ocasionada por un micoplasma.

ESPECIES DE PALMAS RESISTENTES Y SENSIBLES AL
AMARILLAMIENTO LETAL

Ante la presencia del amarillamiento letal del cocotero en algunas zonas
donde esta enfermedad ha hecho estragos, algunos estudiosos se han hecho
las siguientes preguntas:

¢ Cuales son las palmas sensibles al amarillamiento letal?

¢(Cuadles son las palmas que pueden servir como reservorios de la
enfermedad?

¢Cudles son las palmas resistentes al amarillamiento letal?
¢Cuédles son las palmas nativas en una zona, resistentes y sensibles ?
¢Cudles son las palmas exdticas, introducidas sensibles y resistentes ?

Desafortunadamente, a la fecha, se ha realizado un pobre monitoreo
sobre los grados de sensibilidad de esta enfermedad sobre las palmas. Howard
y Mc Coy (1980), Mc Coy et al (1983) Mc Coy y Gwin (1977), han detectado en
diversas especies de palmas la resistencia o sensibilidad al amarillamiento letal.
La tabla 5 presenta las pocas especies estudiadas por dichos autores. En esta,
se presentan los diversos grados de sensibilidad que oponen las especies
analizadas. Estas han sido estudiadas casi exclusivamente en Miami, Florida; la
mayor parte de las especies sensibles son las palmas de origen asiatico. Esto
no quiere decir que las especies americanas no sean sensibles, sino que estas
aun no han sido analizadas. De la lista, la Unica especie americana que ha
resultado sensible es Gaussia attenauta.

CONCLUSIONES

A partir de los datos analizados anteriormente, es importante mencionar
que para prevenir o controlar el amarillamiento letal del cocotero deben tomarse
las siguientes medidas:




1. Uevar un riguroso control de las palmas exdticas cultivadas que
presenten sensibilidad al amarillamiento letal, ya que pueden funcionar comio
reservorios de la enfermedad.

2. Ampliar la lista de especies exdticas y nativas de cada region analizadas
en cuanto a su grado de sensibilidad al amarillamiento letal.

3. Dar preferencia al conocimiento, manejo y uso de las especies nativas
de cada region.
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Tabla 5. Diversas especies de palmas con sus UsoOs.

Acrocomia mexicana
Brahea dulcis
Chamaedorea tepejilote
Erythea eduliis
Sabal mexicana
Sheelea liebmanii

ESPECIES DE PALMAS NATIVAS ALIMENTICIAS

Brahea dulcis
Brahea decumbens
Brahea nitida
Brahea moorei
Coccothrinax readii
Cryosphila argentea
Erythea pimo
Erythea salvadorensis
Sabal mexicana
Sabal yapa
Thrinax radiata
Washingtonia robusta

ESPECIES UTILIZADAS EN LA CONSTRUCCIAN Y EXTRACCISN DE FIBRAS

Acrocomia mexicana
Orbignya cohune
Orbignya gacuyule
Scheelea liebmanii

PRODUCTORAS DE ACEITES

Acoelorraphe wrigtii
Chamaedorea spp.
Coccothrinax readii
Geonoma oxycarpa
Orbignya cohune
Orbignya guacuyule
Pseudophoenix sargentii
Reinhardtia gracilis
Reinhardtia elegans
Roystonea dunlapiana
Roystonea regia
Sabal mexicana
Sabal yapa
Scheelea liebmanii
Synecanthus fibrosus
Thrinax radiata
Washingtonia filifera
Washingtonia robusta




Tabla 6. Grados de sensibilidad al amarillamiento letal, presentados por diversas especies
de palmas.

*** muy sensible

Especies cultivada en México

Arenga engleri -
Cocos nucifera +
Corypha elata +
Phoenix dactiflifera +
Pritchardia affinis +
Pritchardia pacifica +
Pritchardia thurstonii +

** moderadamente sensible

Arikuryoba schizophylla -
Borassus flabellifer -

Caryota mitis +
Dictyosperma album -
Hyophorbe verschaffeltii +
(Mascarena)

Latania spp. -
Phoenix canariensis +
Veitchia merrilii +

* ligeramente sensible

Chrisalydocarpus cabadae +
Phoenix reclinata +
Veitchia sp +

Especies de palmas sensibles al amarillamiento letal.

sensibles pero escasamente cultivadas

Aiphanes lindeniana +
Allagoptera arenaria -
Gaussia attenuata -
Howea belmoreana +
Livistona chinensis +
Nannorrhops ritchiana -
Neodypsis decaryi -
Ravenea hildebrandti -



Tabla 7. Especies aparentemente no relacionadas con el amarillamiento

letal
ESPECIE NATIVA INTRODUCIDA
Acoelorraphe wrightii +
Arecastrum romanzoffianum +
Chrysalidocarpus lutescens +
Elaeis guineensis +

Roystonea regia
Thrinax radiata
Washingtonia filifera
Washingtonia robusta

++ + +
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Introduccion

El cultivo de tejidos de Cocos nucifera fue iniciado hace mas de dos
décadas (Blake, 1990), al comenzar la busqueda de sistemas eficientes de
propagacién vegetativa de palmas de coco, que permitieran multiplicar
rapidamente plantas "elite" seleccionadas por su superioridad agronomica. Hoy
en dia, los esfuerzos de los equipos pioneros en este trabajo (Wye College en
lnglaterra por J. Blake e IRHO/CIRAD en Francia por Y. Duval y C. Pennetier
principalmente) dejan ver que esta especie ofrece grandes problemas a la
regeneracion sostenida de plantas in vitro.

Entre otras causas, la dificultad cue tienen los laboratorios europeos para
abastecerse de material vegetal fresco en cantidades suficientes de las
variedades requeridas es en parte responsable de la lentitud con la que han
avanzado estas investigaciones. Por otro lado, el porte natural de las paimas y
la localizacion en éstas de las partes vegetativas que seran cultivadas in vitro,
hacen laboriosa y lenta la toma de muestras cuyo metabolismo cambia al ser
extraidas por lo que no siempre manti :nen caracteristicas deseables después
de un viaje trasatlantico.

En vista de este tipo de contratiempo y de la importancia de los estudios
que sobre el amarillamiento letal se han venido realizando en CICY (Robert y
Zizumbo, 1990), se ha establecido un estrecho vinculo de cooperacion cientifica
entre "Unit for Advanced Micropropagation Systems" en Wye Colege




(Universidad de Londres) y el Laboratorio de Propagacion Clonal en CICY, cuyo
objetivo es profundizar en los estudios sobre propagacion clonal in vitro de
palmas "elite" de C. nucifera resistentes a enfermedades.

Antecedentes

El estado del arte en la propagacion clonal de palmas de coco en Wye
College es el siguiente (Blake, 1991).

Los primeros trabajos en este laboratorio desembocaron en la formulacion
de un medio de cultivo utilizado ahora universalemente en el cultivo in vitro de C.
nucifera, Y3 (Eeuwens, 1976), basado en el de Murashige y Skoog (1962) (MS),
aunque con modificaciones en la composicion de microelementos. El tejido o
"explante” que se ha cultivado mas comunmente es tomado de las inflorescencias
inmaduras de palmas de la var. Enano Malayo proveniente de Filipinas y México.
Estas son inicialmente cultivadas con altos niveles de 2,4-D, sustancia reguladora
del crecimiento o fitohormona que induce la desdiferenciacién de los tejidos, los
cuales producen mas tarde una masa vegetal con crecimiento desorganizado
llamado "calloide". Al resembrar este tipo de tejido en medios de cultivo con
niveles inferiores de auxina, han podido obtenerse algunos embriones somaticos
que alcanzan en algunos casos el estado de plantula, pero cuya aclimatacion ha
resultado ser bastante infructuosa. A partir del calloide, otras estructuras han
sido obtenidas; asi, se ha encontrado raices, hojas anormales e incluso tejido
similar a aquel presente en el haustorio de los embriones cigoticos. Este calloide,
al pasar por una secuencia de resiembras similar a la anterior aunque con
concentraciones iniciales de 2,4-D mucho mayores, ha podido ser reorientado
hacia la formacion de embriones somaticos.

Actualmente, el trabajo en Wye Coilege esta dirigido hacia el mejor
entendimiento de los factores que controlan el proceso de embriogénesis
somatica en C. nucifera.

Resultados preliminares en CICY

Desde el inicio de la colaboracién con Wye College (Julio 1991), se ha
emprendido en el Laboratorio de Propagacién Clonal del CICY, una gran
actividad de recoleccion en zonas no afectadas por amarillamiento letal de
materiales vegetales para su introduccion in vitro. Estos son: a) semillas para la
extraccion de embriones cigéticos, b) plantas jovenes donadoras de tejido
meristematico y c) semillas para siembra en vivero y obtencion de plantulas.

Los embriones cigéticos son extraidos de las semillas y cultivados in
vitro con dos fines principales: 1) la induccién de callos o cailo:jes para la
obtencidn de embriogénesis somatica y 2) la obtencion de plantulas. En el primer
caso se esta observando los efectos de la adicién de diferentes auxinas (2,4-D,
AlA, ANA) combinados a diferentes concentraciones de 6-BAP. Los rangos a ios
Cuales se prueban estos reguladores del crecimiento van de 0 a 10 mg I para
las auxinas y de 0 a 50 mg I"' para la citocinina. Se han obtenido diferentes
patrones de germinacién con 2,4-D y ANA al ser combinados con




concentraciones bajas de 6-BAP. En los diferentes tratamientos, se observa en
ocasiones el desarrollo de abundantes raices, haustorio, parte aérea e incluso
embrioides. Hasta ahora, estos resultados son en CICY, los mas cercanos a la
obtencién de un método de propagacidn por embriogénesis, aunque su
frecuencia es muy baja. En el segundo punto, se intenta el desarrollo de un
método que permita la germinacion in vitro de embriones cigéticos para su
posterior adaptacién en invernadero y vivero. El dominio de este tipo de
tecnologia, garantizaria a los programas internacionales de intercambio de
germoplasma, que el material pueda ser trasladado en condiciones de asepsia
(in vitro), para ser adaptado a otras localidades después de haber cumplido con
los requisitos de cuarentena.

Las plantas jovenes son utilizadas como fuente de tejido meristematico
para su cultivo in vitro y regeneracidon de plantas via organogénesis y
embriogénesis. El cultivo de apices ha resultado tener grandes problemas por
contaminaciones bacterianas, que han sido resueltos parcialmente a través de:
a) la realizacion de antibiogramas que permitan identificar antibidticos eficaces y
b) la revisidn cuidadosa de los protocolos de esterilizacion. Los tejidos
meristematicos se han cuitivado en presencia de 2,4-D (2y 4 mg ') y de 6-BAP
(5 a 40 mg I'"). Ciertas reacciones efimeras se han obtenido con estos tejidos,
los cuales desarrollan inicialmente una masa de tejido organizado que evoluciona
en un microcallo de aspecto blanco y compacto que se necrosa rapidamente.
Estas observaciones sugieren que la frecuencia de resiembras debe ser
cuidadosamente estudiada a fin de prolongar la reaccién de crecimiento hasta
el establecimiento de callos embriogénicos.

Conclusion

Aunqgue no se ha tratado con detalle, se ha dado un panorama de los
resultados mas recientes en el cultivo de tejidos de C nucifera en CICY. A pesar
del poco tiempo que tiene de haberse iniciado este proyecto, los resuitados son
alentadores. No obstante una gran parte de tiempo y esfuerzos ha sido invertida
en la localizacion y recoleccion de material vegetal.

La seleccion del material vegetal utilizado es de gran importancia pues de
esto depende el éxito de la propagacidn clonal in vitro. En el supuesto de que se
obtenga un metodo de propagacion eficaz, debemos saber que éste producira
plantas clonales respecto al material "elite” seleccionado en campo solamente si
el explante inicial proviene de un tejido del soma de la planta donadora. Desde
este punto de vista los tejidos mas adecuados son del tipo de apices,
inflorescencias, etc. Los embriones cigdticos resultan de utilidad en este
contexto, en el-caso de variedades homdcigas o de semillas hibridas cutenidas
por polinizacion controlada. Por lo anterior, el trabajo de campoyy el de laboratorio
deben permanecer en constante retroalimentacién.
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INTRODUCCION

Hasta 1987, cuando se detectd la presencia del amarillamiento letal en la
franja costera del norte del estado de Yucatan, habia una zona que se extendia
entre la poblacién de El Cuyo por el oriente, hasta Progreso en el poniente, en
la que se localizaban importantes plantaciones de cocotero (Carrillo y Pina,
1990). Cuatro anos después de haberse efectuado el diagnodstico de esta
enfermedad, los efectos del ataque del amarillamiento letal pueden ser
evaluados.

El recorrido que se efectuara en el area afectada por la enfermedad del
amarillamiento letal del cocotero, situada en la franja costera del norte de la
Peninsula de Yucatan, tiene los siguientes objetivos:

1) Identificar los sintomas que muestran las palmas atacadas por
amarillamiento letal, para poder diferenciarla de otras enfermedades.



2) Aplicar distintas técnicas de diagndstico para la deteccién de palmas
enfermas.

3) Observar el comportamiento por saltos del avance de la erifermedad.

4) Mostrar los efectos diferenciales del ataque de esta enfermedad sobre
distintas variantes de cocotero.

5) Visitar la colecciéon de germoplasma de cocotero, asl como las
plantaciones experimentales que el CICY ha establecido para conocer el grado
de resistencia de las distintas variantes disponibles en Mexico.

6) Conocer otras especies de palmas susceptibles al amarillamiento letal.

7) Conocer las métodos empleados para la toma y la conservacién de
muestras de palmas.

8) Conocer las técnicas de estudio del vector que transmite el
amarillamiento letal.

Para cumplir con estos propésitos se ha elaborado la gufa para el
recorrido de campo, que contiene la informacion geogréfica, ecolégica,
agronémica y fitosanitaria de mayor relevancia para los propésitos de este
curso-taller sobre amarillamiento letal.

DESCRIPCION GENERAL DEL AREA

La franja costera del norte de la peninsula de Yucatan corresponde a una
extensa y solida masa de material calcareo de origen orgénico, emergida sobre
el nivel del mar (Zizumbo, 1991). Desde el punto de vista fisiografico, esta region
corresponde a una planicie, que se extiende con una pendiente suave de norte
a sur, entre la sierrita de Ticul y el Golfo de México, elevandose unos cuantos
metros del nivel del mar (Lopez Ramos, 1983).

En esta porcion de la peninsula no existen rios, dada la ausencia de un
relieve contrastado y la presencia de agrietamientos en la corteza litificada, que
contrastan con los muy voluminosos y frecuentes acuiferos subterraneos
(Zizumbo, 1991). El manto freatico oscila entre los 45 crn y 2 m de profundidad
(Espejel, 1984).

En la costa norte de Yucatan existen una serie de penilagunas o esteros
en cuyos margenes se encuentran largos cordones de dunas hacia la costa y
tierra adentro, extensos manglares. Las playas de la costa generalmente son
largas, de arena fina y blanca; rara vez son rocosas y nunca forman bahias
(Espejel, 1984). :

En los sitios de dunas, se presentan suelos de tipo Regosol (de acuerdo
con la clasificacion de suelos de la FAQ), que se caracterizan por no presentar
















mas xerofilo que la selva baja caducifolia. Sus elementos mas sobresalientes,
que no sobrepasan los 8 m de altura, son las cactaceas. La dominancia es
ejercida por distintas especies de leguminosas. Este tipo de vegetacion se
distribuye en una franja paralela a la costa, con una amplitud varlable de unos
cuantos kildbmetros. Se desarrolla en terrenos planos, con rocas calizas
aflorantes, sobre suelos muy escasos depositados en hondonadas y grietas. Los
valores de la precipitacion en su area de distribucién son inferiores a los 500 mm
como promedio anual. Las especies mas frecuentes son Acacia gaumeri, A.
pennatula, A. collinsi, A. riparia, Mimosa bahamensls, Leucaena leucocephala,
Pithecellobium albicans, P. ungulscatl, Gymnopodium florlbundum, Plumeria
obtusa, Jatropha gaumeri, Agave angustifolia, Morinda yucatanensis,
Acanthocereus pentagonus, Cephalocereus gaumeri, Nopalea gaumeri y
Beucarnea pliabilis.

DZEMUL. Poblado. En el tramo comprendido entre los poblados de
Dzemul y Baca se observan algunas areas de riego dedicadas a la produccién
de hortalizas, asi como de forrajes para la ganaderia de bovinos. Es interesante
anotar que estas actividades se desarrollan con base en el bagazo de henequén,
que se emplea como sustrato para las actividades horticolas, asi como para
propositos de engorda de ganado. El bagazo se obtiene de una planta
desfibradora de henequén de CORDEMEX.

BACA. Poblado. En este punto se torna la desviacion hacia Mérida.

MOCOCHA. Poblado. Instalaciones del campo agricola experimental de
la zona henequenera "Mococha" del Instituto Nacional de Investigaciones
Agricolas, Pecuarias y Forestales (INIFAP). Se desarrollan estudios sobre
henequén y forrajes tropicales.

CONKAL. En los alrededores de este poblado se encuentran las
instalaciones del Instituto Tecnolégico Agropecuario No. 2, asl como un mddulo
del CBTA No. 13 de Xmatkuil. En ellos se ofrecen estudios técnicos de
bachillerato y licenciatura en agronomia.

CHOLUL. Poblado.

Entrada a la ciudad de Mérida.
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