El cuttva comarcial do fa palma afnicana en
Colombia es un cultiva colonizador, y come
tal, 258 expuesie a condiclones nuevas, N
solamente edalochimiticas, sino también 2
las producidas por ke gran biodivarsidad de
insectos v microsrganismod que axistan an af
mndin rolombiano.

En la medida gue se ha ampliade & dcea dal
cultivo ¢ 3& ha intensificade su manejo pors
sumentar la productividad, se ha fortalecido
ln presancia de inseclos y microorganismos
nuBves, que an mochds cases se han conver-
lidle w0 plages de imporiancia scandmica para
al gramio.

Un gigmplo de dicho suménto es of caoo de la
Uamnads Marchitez Letal, que se detectd a
medadas de fa década de 1990 y de Ja cusl
Cenipalma imicid ka investigacidn para ancon-
trar un agente causal en o afio 2002

Se han estudiado varias hipbtesis. Una de las
estudiadas, y que se presenis sn este
Canisvances, e o de la bacteria Xylells far-
lidipsa, hien canacida por producir grandes
dafios acondmicos on cultivos coma la uva y
Ing citricos. Los resultndos muestran que
Xylolla fastidipsa no esth prasanta en los
tojides anfermos ni sanos.

El trabajo fo desarrollé Cenipalna con el apo-
ya del Laboratorio de Micologia y Fitopatologia
e fa Universidad de Los Andes (Lamfual.
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Xylolia fastidiosano se detecta sntejldes de paima de
aceltel £lasls gulnoensisiacy.) afectada por marchitezletal

Introduccidn

La marchitez letal es una enferme-
dad aparecida a mediados de la dé-
cada de 1990, en fa Zona Oriental
palmera de Colombia. Esta enferme-
dad ha atectado varias plantaciones
y es responsable de cuantiosas pérdidas para el
sector. Se han adelantadoe variedad de experimen-
tos encaminados a identificar el agente causal y
desarrollar estrategias para el manejo de la enter-
medad (Airede, 2002). Los sintomas extarngs ori-
ginalmente reportados en ias palmas afectadas
incluian el amarillamiento de las hojas, la pudrician
de racimas v el necrosamiento de haces vasculares,
por lo cual se considerd gue el “nuevo disturbio”
era similar a enfermedades causadas por Fusarivm
oxysporum. Sin emharge, experimentes realizados

pot Cenipalma descartaron a F. oxysporum come
agente causal de la enfermedad {Sanchez et af.,
2003).

Hasta ef momento, no se ha identificado ningtin
agente causal de esta enfermedad y se han pos-
tulado nuevas hipotesis. Segin la sintomatologia
presente en las palmas, se considerd posible Ia
prasencia de fa bacteria fitopatdgena Xy/efla fas-
tidipsa. Este microorganisma es una bacteria
Gram negativa limitada al xilema da las plantas,
gue se transmite a través de insectos pertene-
cientes a la famifia Cercopidae, subfamilia
Cicadellinae, que se alimentan del xilema. X.
fastidiosa se ha asociado a disturbios tales comao
la Enfermedad de Pierce de la Uva, Clorosis
Variegada de los Citricos {CVC) y Enanismo de la
Soca [Agrios, 2005), entre otros. Sin embargo,
no se ha reportada asociada a enfermedad algu-
na en palma de aceite. No chstante, dentro de
las hipbtesis de trabajo de Cenipalma, se consi-
derd importante evaluar, mediante técnicas
moleculares, la presencia o ausencia de X. fas-
tidigsa en distintos tejidos de palmas de aceite
sana y afectada por marchitez letal.

Metadologia

Muestreo
El material vegetal fue obtenido de la plantacidn
Paimas del Casanare (Villanueva). Se

Aoberto Sierra. Estudiante Microbialagia, Universidad de fos Andes, Bogotd, E-mail: ro sierr@uniandes. edu.co
Adriana Gonrdlez. Asistente de nvestigacion, Universidad de los Andes, Bogetd, E-mail: adryenza@uniandes.adu.co
Pedro Racha Investigador Titular, Cenipalma, Bogotd, E-mail: pedra recha@ecenipalmsa.org

Sitvia Restrepo. Protesara Asistente, Universidad de fos Andes, Bogota, E-mail: srestrap@uriandes.edu co



Cemimvances S

muestrearon raices, foliolos, raguis y aserrin del estipite obtenidos de
palmas sanas y afectadas por matchitez letal. En total se muestrearon
fos paimas sanas y diez palmas enfermas. Los tejidos recolectades
fueron empacados en bolsas plasticas y transpartados via terrestre, a
temperatura ambiente, hasta el Laboratotio de Caracterizacion
Molecular de Cenipalma (LCM, Bogota). El material fue pulverizado
cen nitrogeno liquido y almacenade a —70°C hasta su use.

Extraccién de ADN

El ADN de cada uno de ios tejidas muestreades por cada palma fue
extraido empieande el protocolo establecido por el LCM, con algunas
modificaciones. Brevermente, 500 mg de cada uno de los tejidos pul-
verizados se incubaron a 65°C, durante 30 minutas, cen 1,5 ml de
solucién de extraccién (Tris-HGL 150 mM, EDTA 15 mM; NaCl TM;
CTAB 1% plv; PYP 360.000 1% plv; PYP 40.000 2% piv y b-
mercaptoetanol 5% v/vl. Posteriormente, 1a mezcla se centrifugt a
12500xg durante 20 min. E} sohrenadante se tratd con un volumen de
fenot equilibrade a pH 8,0. La mezcla se centrifugd a 12500xg duran-
te 15 min. Luego a la fase acuosa superior se adicionaron 1,5 voliime-
nas de cloroformo:octanol {24:1 viv) v se agitd vigorosamente. La
meztla se centrifugd a 12500xg durante 15 min. La fase acuosa fue
tratada con un volumen de cloroformo y agitada durante 10 min a
terperatura ambiente. Luego se centrifugd a 12500xg durante 15
rnin. Para precipitar el ADN, el sobrenadante fue suplementado con 1/
10 def volumen de acetata de sadie 3M, pH 5.2 y un volumen de
isopropanol frio (-20°C). La mezcla se agitd por inversion y se incubd
toda la noche a ~20°C. Al dia siguiente, se centrifugd a 25000xg
durante 15 min. El botdn de ADN fue lavado con 1 ml de etanol 70%,
se centrifugé nuevamentie a 15000xg durante 3 min. y el etanol resi-
tual fue compietamente removido. E! ADN fue resuspendido en 20 o
de TE-ARNasa e incubado @ 37°C durante 30 min. La calidad del ADN
resultante fue verificada mediante electraforesis en gel de agarosa.

Amplificacién de regiones especificas

El gen que codifica para fa subunidad 155 del ARN ribosomal (ARNK)
se amplificd mediante la reaccion en cadena de fa polimerasa (PCR)
empleando cebadores especificos para eubacterias (Rodrigues ef &/,
2003; Tabla 1). La reaccign de amplificacion {25 z) contenia: Sofu-
cign tampén PCR 1X, MgCl, 1.5 mM; dNTPs 200 #M; 0,2 uM de cada
cebador, 1,0 U de 7ag DNA polimerasa v 1 24 de ADN {aprox. 50 ng).
Las condiciones de amphlificacién fueron como siguen:
Jesnaturalizacidn inicial a 94°C, durante 3 min., seguide por 30 ci-
clos de desnaturalizacién a 94°C durante 1 min, alineamiento de
cebadores a2 54,5°C durante 30s; extension a 72°C durante T min. y
exiensidn final durante 7 min. Los productos de PCR fueron separados
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, tedidos con bremuro
de atidic. Se utilizé como confrol positive ADN de X. fastidioss.

Takla 1. Cebadores utilizados en este esturio
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Resuttados

Extraccion de ADN

Se obtuyo ADN de las muestras de tejido sang y enfermo de palma que
fue amplificable con los cebadores evaluados. La calidad del ADN fue
aceptable; sin embargo, se presentd degradacidn rdpida de esta molg-
cula para tejidos provenientes de raices y aserrin de estipite.

PCR Especifica

Se tomaren muestras de ADN gue no presentaron degradacidn para
realizar la amplificacidn con los cebaderes universales FO-1 y RO-1.
Se realizaron diluciones de las muestras de ADN extraidas de palma
enferma y de las muestras de X. fastidiosa, las cuales tueron usadas
come malde en la PCR. En todos fos ensayos, en el contrel positivo
{ADN de X. fastidinsa) se obtuve una banda de 1.348 ph con los
cebadores S-5-X.fas-0067-a-S-19 y §-8-X.fas-1439-a-4-18 {Fig. 1}
otra banda de 745 ph con los cebadores 5-S-X.1as-0067-a-S-19 y §-5-
X.fas-0838-2-A-21 (Fig.1 y 2) y una banda de aproximadamente 1.000
pb con los cebadores CVE-1 y 272-2-int [Fig. 2). Se obtuvo amplifica-
cifn de varias bandas en la muestra de aserrin tanto en plantas sanas
como en plantas sintométicas.

Para determinar Ia procedencia o significancia de fas bandas ohteni-
das en el material vegetal con el par de cebadores S-S-X.fas-0067-a-
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§-19 y 5-5-X.fas-0838-a-A-21, se decidio realizar un segundo ensayo
con aserrin de plantas sintomaticas y asintomaticas (Fig. 1) y de otras
muestras vegetales de plantas sintométicas (Fig. 2}. Sélo se ohservd
amplificacion clara en los controles positivos y ciertas amplificacio-
nes inespecificas (que no corresponden a los tamaros reportados
para el gen) en algunas muestras.
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Figura 1: PCR a partir de ADN de aserrin y muesiras de Xy/efiz fastidiosa. 1. Marcador 100 ph.
Cebadores S-S-X.fas-0067-a-5-19 y 5-5-X.fas 1439-a-A-19 del carril 2 al 7. Carril 2. Aserrin, 3 {Sin
muestra}, 4. Aserrin planta asintornatica, 5. Aserrin de planta con sintomas, 8 Control X. fastigfosa,
7. Gontrol sin muestra, Cebadores 8-8-X fas-0067-2-5-19y 8-5-X fas-0838-a-A-21 delcaril B al 12,
Carril8 Aserrin planta con sintomas, 9. Aserrin planta asintomatica, 10. Aserrin planta con sintomas,
11. Control X, fastidiesa, 12. Control sin muestra.
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Figura 2: PGR a partir de ADN de palma enferma lote 10y muestras de Xjlelia fastidiosa 1. Marcador
100 ph. Cebiadores CVC-1y 272 2-int del rarril 2 a1 8. Carrit 2. Hoja, 3 Raiz, 4. Aserrin, b Estipite, 5.
Control £. fastidiosa, 7 Control X. fastidipsa {dilucidn), 8, Control sin muestra. Primers 3-8-X.fas-
00B7 a-5-19 y §-8-X.{as-0838-a-A-21 del carril 9 al 15. Carril 9. Hoja, 10 Raiz, 11. Aserrin, 12,
Estipite, 13. Cantrol X, fastidiosa, 14. Control X. fastidiosa, 15 Gontrol negativo sinmuestra.

La calidad del ADN se garantizd mediante la amplificacién de alelos
microsatélites en muestras provenientes de tejidos sanos y enfermos
(Fig. 3} siguiendo la metodologia propuesta por Rocha et a/. 2005).

ngidos sanos Tejidos enfermas

el
e3lipite
't
pite

hajs
v
]
hoja
5t

MP

SEEETANEE

\”" -

| TR I

Figura 3. Amplificaciin de microsaiélites con ADN de tejidos obtenidos de muestras sanas y enfer-
mas

Adicionalmente, para comprobar la ausencia de inhibidores de la PCR
en las muestras de ADN extraidas de palma enferma se realizd una
mezcla de las cuatro extracciones de ADN realizadas: foliolos, raices,
raquis y aserrin del estipite en proparcién 1:1:1:1. Luego, los ADN se
mezclaron con el ADN de X, fastidiosa en proporciones 1:1, 4:1y 1:4
{ADN palma: X. fastidiosa). El PCR se realizd con los cebadores S-S-
X.fas-0067-a-S-19 y 5-S-X.fas-0838-a-A-21 que amplifican una ban-
da para X. fastidiosa de aproximadamente 745 pb (Fig.4).
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Figura & Eleciroforegrama de los productos de PGR generados a partir de ADN de paima enferma
lote 10y muestras de X. fastidiosa. 1. Marcador de peso molecular. Cebadores 5-5-X.fas-0067-a-5-
18y 8-5-X.1as-0838-a-A-21 del carril 2 al 7. Carril 2. Mezcla de ADN palma, 3. ADN de palna y de
X. fastidiosa 1:1,4 Control X, fastidiosa, 5. ADN de paima y de A. fastigioss 4:1, 6. ADN de palma
y X. fastidiosa 1:4, 7. Cantral sin muestra
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No hubo amplificacion de las muestras de palma enferma al igual que
en el control negative {Fig. 4). Se abservé, en las muestras que conte-
nian ADN de X. fastidiosa, una banda intensa del tamano esperado. En
conclusién, se descarta la pasibilidad de inhibidores de la reaccion de
PCR presentes en las muestras de ADN de palma enferma.

Conclusiones

Las bandas obtenidas en los controles positivos (X, fastidiesa) co-
rrespenden al tamao de las esperadas segin la literatura (Rodrigues
et a/., 2003) (Fig. 1 a 5). No se obtuvieron amplificaciones en las
muestras de tejido enfermo de palma con los cebadores S-3-X.fas-
0067-2-5-19 y S-8-X.fas-1439-a-A-19 ni con CVC-1 y 272-2-int (Fig.
2}. Se observaran bandas inespecificas {tamafos no esperados) en
las muestras de aserrin con los cebadores S-5-X.fas-0067-a-S-19y §-
S-X.fas-0838-a-A-21 (Fig. 1}. Sin embargo, estas bandas se presenta-
ron tanto en tejidos enfermos coma en sanos y no se ohtuvieron cuan-
do |a temperatura de alineamiento aumentd ni cuandoe se usaron pro-
ductos como DMS0 y BSA. Se puede concluir que la presencia de
tales bandas en la muestra fueron artefactos de la amplificacidn y no
corresponden a bandas especificas de la bacteria objeto de estudio.
Asi mismo, experimentos de amplificacion especifica sobre tejidos de
palmas enfermas y mezclas de ADN de palma con ADN bacteriano,
permitieron descartar la presencia de inhibidores de PCR.

Los resultados ohtenidos permiten concluir que X. fasfidiosa no esta
presente en tejidos de paima de aceite sanos ni afectados por marchi-
tez Ietal. En consecuencia, se descarta esta hipdtesis de trabajo.
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Figura 5: Esquema de la posicion relativa del 16S rRNA de los cebadores especificos para la region
168 del ARNrde X. fastidiosa (tomado de Rodrigues ef 2/, 2003).
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