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RESUMEN

El Amarillamiento Letal (AL) es una enfermedad causada por fitoplasmas que
afectan al cocofero entre muchas ofras especies de palmas y especies no
palmaceas. Actualmente la reaccién en cadena de la polimerasa {(PCR) en su
modalidad “anidado” es la opcién mas utilizada para su deteccion. La mas reciente
innovacion en la deteccidn de fitoplasmas es la PCR en tiempo real que permite
incluso cuantificarios. Un mejor entendimiento de la biclogia de los fitoplasmas que
causan el AL es un prerrequisito importante para poder desarrollar mejores medidas
de control. El objefivo de este trabajo fue implementar una metodologfa de PCR en
tiempo real para la cuantificacion relativa del ADN de fitoplacmas del AL

El primer paso fue determinar el contenido de ADN de las palmas por medio de
fluorometria. Los fejidos que contuvieron ‘mayar concentracién de ADN total fueron
las inflorescencias, las hojas, raices y cogolic en un rango de 580 pg — 1200 Lug/PF.
Por el contrario los troncos presentaron una muy baja cantidad de ADN (0 - 1810).
Las palmas sanas mostraron un rango similar al de las palmas enfermas con un
contenido de 70ug (roncos) a 853ug (demas fefidos). Se probaron diferentes
cebadores especificos para el AL que dieran resultados positivos de deteccion en el
extracto de DNA de una palma con sintomas, sin la necesidad de realizar PCR
anidado. Los cebadores LY13/LY15 fueron los méas adecuados al presentar una alia
eficiencia en la reaccién de PCR y una gran sensibilidad utilizando SYBR Green i
como fluoréforo. Mediante una serie de diluciones del extracto ya cuantificado para
su concentracién de ADN, se determind una relacidn linear (diluciones de ADN
contra ciclo umbral) de 0.99, lo cual indicé que estos cebadores eran adecuzdos
para la cuantificacién. La curva de disociacion del ADN no mostré amplificaciones
espurias. Para normalizar la concentracion de ADN en cada corrida de PCR tiempo
real se utifizaron cehadores del gen de la Retinoblastoma, este se puso a prueba
para evaluar los niveles relativos de ADN de fitoplasma en diferentes partes de dos
palmas enfermas. El andlisis mostré gue los igjidos de las inflorescancias mas
desarroliadas (-1 y -2), ! tronco y los meristemos de raiz presentaron hasta 1.5
veces mayores concentraciones de ADN de fitoplasmas en relacion a los ofros

{elidos.




