[V
(43

* X %

*,

* 9 B
* TROPI

ggAFE

*

*

DETECCION DE DOS CEPAS DEL FITOPLASMA DEL AMARILLAMIENTO
LETAL DEL COCOTERO MEDIANTE UNA SOLA PRUEBA

Fitoplasma del amarillento letal detectado mediante una

prueba de PCR cuantitativa

FICHA DE
INNOVACION
TECNICA

* e x

m PROBLEMA ABORDADO
Deteccién de las dos cepas predominantes de fitoplasmas del
amarillamiento letal en México

El cocotero es una especie de palmera cultivada en todo el mundo. Es muy importante porque de ella se pueden obtener
varios productos, especialmente del fruto. Los mercados de productos de coco (agua de coco, aceite virgen y otros)
estén creciendo muy répidamente. Desgraciadamente, la produccién de fruta se estd ralentizando, principalmente
debido a los problemas fitosanitarios y la edad de las p|0|n’rGC|ones El prlnC|pa| problemq fitosanitario es el
amarillamiento letal, una enfermedad - iy

devastadora asociada a la presencia
de fitoplasmas. En  América, el
amarillamiento letal afecta a varias
especies de palmeras, ademds del coco,
como Adonidia merrillii, Pritchardia
pacifica, Phoenix canariensis.

En  México, existen dos cepas
predominantes de fitoplasmas  del
amarillamiento letal, pertenecientes a
los subgrupos 16SrlV-A y 16SrIV-D.
Estdn ampliomente distribuidos por
todo el pais e infectan a diferentes
especies de palmeras. Normalmente,
para determinar la presencia de
diferentes cepas de amarillamiento
letal, las muestras de ADN de la planta
o del insecto vector se someten a dos

® Sintomas de amarillamiento letal en palmeras de Manila (Adonidia merrillii) en
Yucatén, México. Pardeamiento de las hojas (A). Inflorescencias necréticas (B).
Una palmera con necrosis de la hoja de la espiga (C) y un primer plano de la hoja
rondas de amplificacién por PCR (PCR  de |q espiga necrosada (D). Palmera con la mayor parte de la corona afectada
anidada) y a la secuenciacién de los (E). Palmera asintomética no infectada (F) y sus correspondientes inflorescencias
productos del gen 16S rRNA. Pero este (G). Las palmeras de Manila pueden ser infectadas por las cepas 16SrIV-A y

proceso es largo y costoso. 165rIV-D del fitoplasma.

m PRACTICA/INNOVACION PROPUESTA POR TROPICSAFE
Mejora de la deteccién de dos cepas de fitoplasmas del
amarillamiento letal

Se ha desarrollado un nuevo ensayo de PCR cuantitativa (g-PCR) para facilitar la deteccién e identificacién de
las dos cepas del fitoplasma del amarillamiento letal 16SrIV-A y -D. El procedimiento se basa en las diferencias
entre ellos, lo que reduce el tiempo de procesamiento. Aumenta la eficiencia de los recursos al eliminar los pasos
necesarios para ejecutar los productos de PCR anidados, digerirlos con enzimas de restriccién y determinar los
perfiles de digestion, o secuenciar los amplicones.

Este _provecto ha recibigo Esta ficha de innovacién se ha prodl:ado como parte del proyec’to
G financiacién del programa de H TROPICSAFE. Aunque el outor a  trabajado con la mejor
+, TROPIGSAFE investigacion e innovacion de la WWW'trOPICSGfe'eU informacién dispo ioe ni el autor ni la UE serén en ningin
Unién Europea H2020, bajo el caso responsables de cualquier pérdida, dafio o perjuicio que se
acuerdo de concesion N2 727459 P q P! P! | q

produzca directa o indirectamente en relacién con el proyecto.
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Desarrollo de un nuevo ensayo qPCR para la deteccién de
fitoplasmas del subgrupo 16SrlV-A y -D en un solo tubo

Con el objetivo de detectar las dos cepas de fitoplasma del amarillamiento letal mexicano predominantes (16SrIV-A
y -D) de una manera mds simple y répida, el nuevo protocolo de andlisis fue disefiado para ser realizado en el
mismo tubo con una sola reaccién gPCR.

, ofe o o el 3 . ) Test qPCR .
Se evqluo Iq espeqﬁadqd y |C| sensl b|l|dqd Cepa de fitoplasma (subgrupo ribosémico) 165rIV-A qlBSrIV—D PCR anidada
de |0 nueva pruebq' Fue CGpGZ de Disminucion letal del coco, Tanzania® 165r1V-C - - +
Amarillamiento letal del coco, 165rXXI-A - - +
detectar las cepas 16SrlV-A y -D, pero Mozambique
. i Amarillamiento letal del coco, Florida® | 165rIV-A + - +
no otros FltoplasmGS, y €s Capqz de ::;tsn;:;zn?assen Amarillamiento letal del coco, México® | 165rIV-A + - +
detectqr O O'l ng de ADN de F“’Oplqsma. Prichardia pacifica, amarillamiento 165r1V-D - + +
! letal, México®
Por IO thtO, el ensayo representﬂ Adonidia merrillii, amarillamiento letal, | 165rIV-D - + +
. F d d / México®
una mejora en |C| especirciaa Y/ o Cocotero sano, México ®
sensibilidad con respecto a las pruebas Cocotero sano, Mozambique ™ - -
. A ‘Ca. P. pruni’, cepa PWX* 165rl1-A +
descritas anteriormente (Bahder et al., Ca. P ulm?, cepa EY> 165V-A v
. . . ‘Ca. P. ziziphi’, cepa IWB# 165rV-B +
2017; Cordova et al., 2014; Harrison et OUOS b o, copa BLTVAR TeoVIA +
a/./ 1 999)‘ . ‘Ca. P. fraxini’, cepa ASHY # 16SrVII-A +
‘Ca. P. hispanicum’, cepa MPV* 165rXI1-A +
Virescencia de la fresa, cepa SGP* 165rXII-B +
‘Ca. P. cynodontis’, cepa BGWL* 165rXIV-A - +

Probado por duplicado. (-) no detectado; (+) fitoplasma detectado; ‘Ca. P. ‘Candidatus Phytoplasma’. Fuentes de ADN de fitoplasma:
(*) Dr. Nigel Harrison, Universidad de Florida, FL 33314, USA; and (%) CICY, Mérida, Yucatan, 97205 México.

® Deteccién especifica de fitoplasmas de diferentes grupos y subgrupos
ribosémicos con la nueva prueba gPCR en comparacién con la prueba

PCR anidada estandar.
Limite de deteccion del ensayo gPCR
ADN (ng) 100 10 1 0,1 0,01
16SrIV-A 20,3+0,1 23,5+0,1 27001 30,0+£0,1 34,0£0,0
16SrIvV-D 22,2+0,0 24,8+0,3 28,1101 31,2+0,1 350+0,1

Probado por duplicado. Ct: umbral del ciclo. DS: desviacidn estandar. Las muestras se consideraron negativas si el
valor de Ct era 2 37.

* Evaluacién de la sensibilidad del nuevo protocolo de prueba gPCR para la deteccién de fitoplasmas
de los subgrupos 16SrlV-A y 16SrlV-D. Las muestras de ADN utilizadas procedian de un cocotero
infectado con 16SrIV-A y de una palmera infectada con Adonidia merrillii para 16SrIV-D, analizadas
en un solo tubo.

Evaluacién del ensayo qPCR para la deteccion de fitoplasmas del
subgrupo 16SrlV-A 'y -D en un solo tubo

Para evaluar el funcionamiento del nuevo ensayo gPCR, se analizé un conjunto de muestras de ADN obtenidas de
tejidos del tronco de diferentes especies de palmeras que mostraban sintomas de amarillamiento letal y resultaron
positivas para los fitoplasmas 16SrIV-A o 16SrIV-D. Estos resultados coinciden con el andlisis de secuenciacién
realizado por separado. Por lo tanto, estos resultados confirman la capacidad de la prueba para detectar
especificamente el ADN del fitoplasma 16SrIV-A o 16SrV-D en un solo tubo y con una sola reaccién de qPCR. Esta
prueba es Otil para la investigacién y los fines epidemiolégicos.

Este provecto ha recibigo Esta ficha de innovacién sie ha prodll:cido ckc:modpar're delI proyecto
R inanciaciéon del programa de H TROPICSAFE. Aunque el autor ha trabajado con la mejor
+ TROPICSAFE investigacion e innovacién de la WWW.frOpICSGfe.eU informacion disponi le, ni el autor ni la LIJE serén en ninglﬁn

Unién Europea H2020, bajo el
acuerdo de concesion N2 727459

caso responsables de cualquier pérdida, dafio o perjuicio que se
produzca directa o indirectamente en relacién con el proyecto.
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Nueva prueba gPCR de deteccion

Especies de palmeras  Sintomas espc:-:-Pc?fri{cz [E ) especifica (Ct) Spurﬁirb:psp%‘:;
165rIV-A 165rIV-D

Cocotero No ND ND ND -

Cocotero Si 16,6 16,5 ND 16SrIv-A*
Cocotero Si 23,3 22,9 ND 16SrIvV-A*
Cocotero Si 18,24 30,9 ND 16SrIvV-A*
Thrinax radiata Si 14,58 25,6 ND 16SrIv-A*
Phoenix canariensis Si 21,5 ND 28,2 16Srlv-D*
Phoenix canariensis Si 23,2 ND 35,1 16SrlvV-D*
Phoenix canariensis Si 25,7 ND 21,7 16SrIV-D*
Phoenix canariensis Si 22,2 ND 19,2 16Srlv-D*

Ct: umbral de ciclo; ND: no se detecta amplificacién. Las muestras se consideraron negativas si el valor de Ct era = 37. Prueba de gPCR non
especifica segun lo informado por Cordova et al, 2014. (*) Subgrupo confirmado por el anélisis de la secuencia.

® Defeccion de las cepas de fitoplasma 16SrIV-A y 16SrV-D en muestras de ADN
del tronco de la palmera mediante la nueva prueba qPCR. Se obtuvieron muestras de
ADN de palmeras del estado de Yucatén (cocotero y Thrinax radiata) y del estado de
Coahuila (Phoenix canariensis) en México.
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