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Introducción 

la marchitez letal es una enferme
dad aparecida a mediados de la dé
cada de 1990, en la Zona Oriental 
palmera de Colombia_ Esta enferme
dad ha afectado varias plantaciones 

y es responsable de cuantiosas pérdidas para el 
sector. Se han adelantado variedad de experimen
tos encaminados a identificar el agente causal y 

desarrollar estrategias para el manejo de la enfer
medad IAirede. 2002). los síntomas externos ori-

ginalmente reportados en las palmas afectadas 

por Cenipalma descartaron a F. oxysporum como 
agente causal de la enfermedad ISánchez et al., 
2003)_ 

Hasta el momento. no se ha identificado ningún 
agente causal de esta enfermedad y se han pos
tulado nuevas hipótesis _ Según la sintomatología 

presente en las palmas. se consideró posible la 
presencia de la bacteria fitopatógena Xyle/la fas

tidiosa_ Este microorganismo es una bacteria 
Gram negativa limitada al ,ítema de las plantas. 
que se transmite a través de insectos pertene
cientes a la familia Cercopidae. subfamilia 
Cicadellinae, que se alimentan del xilema_ X 

fastidiosa se ha asociado a disturbios tales como 

la Enfermedad de Pierce de la Uva. Clorosis 
Variegada de los Cltricos ICVe) y Enanismo de la 
Soca (Agrios, 2005). entre otros. Sin embargo. 

no se ha reportado asociada a enfermedad algu
na en palma da aceite_ No obstante. dentro de 
las hipótesis de trabajo de Cenipalma. se consi
deró importante evaluar. mediante técnicas 
moleculares. la presencia o ausencia de X fas

tidiosa en distintos tejidos de palmas de aceite 
sana y afectada por marchitez letal. 

incluían el amarillamiento de las hojas. la pudrición Metodología 
de racimos y el necrosamiento de haces vasculares. 
por lo cual se consideró Que el "nuevo disturbio· Muestreo 
era similar a enfermedades causadas por Fusarium El material vegetal fue obtenido de la plantación 
oxysporum_ Sin embargo. experimentos realizados Palmas del Casanare IVillanueval_ Se 
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muestrearon raíces, folíolos, raquis y aserrín del estípite obtenidos de 
palmas sanas y afectadas por marchitez letal. En total se muestrearon 
dos palmas sanas y diez palmas enfermas. los tejidos recolectados 
fueron empacados en bolsas plásticas y transportados vía terrestre, a 
temperatura ambiente, hasta el laboratorio de Caracterización 
Molecular de Cenipalma (lCM, Bogotá). El material fue pulverizado 
con nitrógeno líquido y almacenado a -70°C hasta su uso. 

Extracción de ADN 
El AON de cada uno de los tejidos muestreados por cada palma fue 
extraído empleando el protocolo establecido por ellCM, con algunas 
modificaciones. Brevemente, 500 mg de cada uno de los tejidos pul· 
verizados se incubaron a 65°C, durante 30 minutos, con 1,5 mi de 
solución de extracción IT ris·HCI 150 mM, EDT A 15 mM; NaCI 1 M; 
CTAS 1 % p!v; PVP 360.000 1 % plv; PVP 40.000 2% p!v y b· 
mercaptoetanol 5% v!vl. Posteriormente, la mezcla se centrifugó a 
12500xg durante 20 mino El sobrenadante se trató con un volumen de 
fenol equilibrado a pH 8,0. la mezcla se centrifugó a 12500xg duran· 
te 15 mino luego a la fase acuosa superior se adicionaron 1,5 volúme· 
nes de cloroformo:octanol 124: 1 vlvl y se agitó vigorosamente. la 
mezcla se centrifugó a 12500xg durante 15 mino la fase acuosa fue 
tratada con un volumen de cloroformo y agitada durante 10 min a 
temperatura ambiente. luego se centrifugó a 12500xg durante 15 
mino Para precipitar el ADN, el sobrenadante fue suplementado con 11 
10 del volumen de acetato de sodio 3M, pH 5,2 Y un volumen de 
isopropanol frío 1·20°C). la mezcla se agitó por inversión y se incubó 
toda la noche a -20°C. Al día siguiente, se centrifugó a 25000xg 
durante 15 mino El botón de ADN fue lavado con 1 mi de etanol 70%, 
se centrifugó nuevamente a 15000xg durante 3 mino y el etanol resi· 
dual fue completamente removido. El ADN fue resuspendido en 20 ¡l1 
de TE·ARNasa e incubado a 37°C durante 30 mino la calidad del AON 

Amplificación de regiones específicas 
El gen que codifica para la subunidad 16S del ARN ribosomal (ARNrl 
se amplificó mediante la reacción en cadena de la polimerasa IPCRI 
empleando cebadores específicos para eubacterias IRodrigues et al., 
2003; Tabla 1). la reacción de amplificación 125 ¡l1) contenía: Solu· 
ción tampón PCR 1 X, MgCI, 1,5 mM; dNTPs 200 ¡1M; 0,2 ¡1M de cada 
cebador, 1,0 U de Taq ONA polimerasa y 1 ¡JI de ADN laprox. 50 ng). 
las condiciones de amplificación fueron como siguen: 
Desnaturalización inicial a 94°C, durante 3 min., seguido por 30 ci· 
clos de desnaturalización a 94°C durante 1 min, alineamiento de 
cebadores a 54,5°C durante 30s; extensión a 72°C durante 1 mino y 
extensión final durante 7 mino los productos de PCR fueron separados 
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %, teñidos con bromuro 
de etidio. Se utilizó como control positivo AON de X. fastidiosa. 
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Resultados 
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Se obtuvo ADN de las muestras de tejido sano y enfermo de palma que 
fue amplificable con los cebadores evaluados. la calidad del AON fue 
aceptable; sin embargo, se presentó degradación rápida de esta molé· 
cula para tejidos provenientes de raíces V aserrín de estípite. 

resultante fue verificada mediante electroforesis en gel de agurosa. PCR Específica 
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Se tomaron muestras de ADN Que no presentaron degradación para 
realizar la amplificación con los cebadores universales FQ·l y RO·l. 
Se realizaron diluciones de las muestras de AON extraídas de palma 
enferma y de las muestras de X. fastidiosa, las cuales fueron usadas 
como molde en la PCR. En todos los ensayos, en el control positivo 
(AON de X. fastidiosa) se obtuvo una banda de 1.348 pb con los 
cebadores S·S·X.fas·0067·a·S-19 y S·S·X.fas·1439·a-A-19 IFig. 1); 

otra banda de 745 pb con los cebadores S·S·X.fas·0067·a·S·19 y S·S· 
X.fas·0838·a·A·21IFig.l y 2) Y una banda de aproximadamente 1.000 
pb con los cebadores CVC·l y 272-2·int [Fig. 21. Se obtuvo amplifica· 
ción de varias bandas en la muestra de aserrín tanto en plantas sanas 
como en plantas sintomáticas. 

Para determinar la procedenCia o significancia de las bandas obteni· 
das en el material vegetal con el par de cebadores S·S·X.fas·OOS7-a· 
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S·19 y S·S·X.fas·0838·a·A·21, se decidió realizar un segundo ensayo 
con aserrín de plantas sintométicas y asintomáticas iFi~. 1) Y de otras 
muestras vegetales de plantas sintomáticas iFig. 2). Sólo se observó 
amplificación clara en los controles positivos V ciertas amplificacio· 
nes inespecificas (que no corresponden a los tamaños reportados 
para el gen) en algunas muestras. 
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Figura 1: peR a partir de AON de aserrín y muestras de Xyle//a fastidiosa. ,. Marcador 100 pb. 
Cebadores S-S-X.fas-OD67-a-S·19 V S-S·X.fas 1439·aA 19 del carril 2 a17. Carril 2 Aserrín, 3 (Sin 
muestra), 4. Aserrín planta asintomática, 5. Aserrín de planta con síntomas, 6 COlltrol X. fastidiosa, 
7. Cllntml S-inmuestra. Cebaderas S-S-X.las-Q067-II-S-19V S-S-X.fas-083B-a-A.21 delcanil8 al 12. 
Carr~ 8 Aserrín planta con síntomas, 9. Aserrín planta asintomática, 10. Aserrín planta con síntomas, 
11. Control X. fastidiosa, 12. Control sin muestra. 
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Figura 2: peR a partir de AON de palma enferma lote 10 V muestras deXyle/la fastidiosa 1. Marcador 
lOOpb. CebadalesCVC·1 y 272 2-int del cani\ 2 ala. Canil2. Hoja, 3 Raíz, 4. Aserrín, 5, Estípite, S. 
Control X. fastidiosa, 7 Control X. fastirJiosa IdiluciólI), a. Control sin muestra. Primers S·S·X.fas-
0067 a·S·19 V S·S·X.fas-(]838-a·A·21 del carlil 9 a115. Carril 9. Hoja, 1 (] Raíz, 11. Aserrín, 12. 
Estípite, 13. Control X. fastidiosa, 14. Control X fastidiosa, 15, Controlllegativo sin muestra. 

La calidad del ADN se garantizó mediante la amplificación de alelos 

microsatélites en muestras provenientes de tejidos sanos V enfermos 

(Fig. 3) siguiendo la metodologia propuesta por Rocha et al. 2005). 

Tejidos sanos Tejidos enfermos 

Figura 3. Amplifkación de microsatélites eOIl AON de tejidos obtenidos de muestras sanas V enfer
mas 

Adicionalmente, para comprobar la ausencia de inhibidores de la PCR 

en las muestras de ADN extra idas de palma enferma se realizó una 

mezcla de las cuatro extracciones de ADN realizadas: foliolos, raices, 

raquis y aserrín del estipite en proporción 1:1:1:1. Luego, los ADN se 

mezclaron con el ADN de X. fastidiosa en proporciones 1:1,4:1 y 1:4 

(ADN palma: X. fastidiosa). El PCR se realizó con los cebadores S·S· 

X.fas·0067-a·S·19 y S·S·X.fas·0838·a-A-21 que amplifican una ban· 

da para X. fastidiosa de aproximadamente 745 pb iFig.4). 
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Figura 4 Electroforegrama de los productos de PCR generados a partir de AON de palma enferma 
lote 1 (] Y lrlJestras deX. fastidiosa. 1. Marcador de peso molecular. Cebadores S·S·X.fas-0067·a·S-
19 Y S·S·X.fas-083B·a-A,·21 del carril 2 a17. Carril 2. Mezcla de AON palma, 3. AON de palma y de 
X. fasritliosa 1:1,4 ConlrolX. fastidiosa, 5. AON de palma y deX. fastidiosa 4:1, 6. AON de pama 
V X. fastitliosa 1 :4, 7. Control sin muestra 
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No hubo amplificación de las muestras de palma enferma al igual que Agrarias Politécnico Colombiano JIC, Medellín) por la gestión para la 
en el control negativo (Fig. 4). Se observó, en las muestras que cante· consecución del ADN deX fastidiosa y por su valiosa información. Al 
nían ADN de X fastidiosa, una banda intensa del tamaño esperado. En 
conclusión, se descarta la posibilidad de inhibidores de la reacción de 
PCR presentes en las muestras de ADN de palma enferma. 

Conclusiones 

Las bandas obtenidas en los controles positivos (X. fastidiosa) co
rresponden al tamaño de las esperadas según la literatura (Rodrigues 
et al., 2003) (Fig. 1 a 5). No se obtuvieron amplificaciones en las 

muestras de tejido enfermo de palma con los cebadores S·S-X.las-
0067-a-S-19 y S-S-X.fas-1439-a-A-19 ni con CVC·1 y 272-2-int (Fig_ 
2)_ Se observaron bandas inespecíficas (tamaños no esperados) en 
las muestras de aserrín con los cebadores S-S-X.fas-0067-a-S-19 y S
S-X.fas-0838-a-A-21 (Fig. 1). Sin embargo, estas bandas se presenta
ron tanto en tejidos enfermos como en sanos y no se obtuvieron cuan-
do la temperatura de alineamiento aumentó ni cuando se usaron pro
ductos como DMSO y BSA. Se puede concluir que la presencia de 
tales bandas en la muestra fueron artefactos de la amplificación y no 

corresponden a bandas específicas de la bacteria objeto de estudio. 

doctor Pedro León Gómez Cuervo y al Comité de Publicaciones de 
Cenipalma por la crítica a este manuscrito. La investigación de 
Cenipalma es financiada por el Fondo de Fomento Palmero, adminis· 
trado por Fedepalma. 
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Figura 5: Esquema de la posición relativa del16S rRNA de los cebadores específicos para la región 
16S del ARNr de X. fastidiosa (tomado de Rodrigues et al, 2003). 
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