AMARILLAMIENTO LETAL DEL COCOTERO EN CUBA:
IDENTIFICACION DE FITOPLASMAS ASOCIADOS

Actualizacién de la presencia de fitoplasmas

La historia del amarillamiento letal del coco en Cuba

El amarillamiento letal de los cocoteros se encuentra entre las enfermedades fitoplasméticas més graves (Eziashi y
Omamor, 2010). En Cuba, el cocotero se utiliza como planta ornamental y existen algunas pequefias plantaciones
comerciales en Baracoa (provincia de Guantdnamo), Niquero y Pilén (provincia de Granma) y algunos municipios
de la regién central (Cueto, 1986). ; '
En informes anteriores los fitoplasmas
cubanos asociados al amarillamiento
letal fueron clasificados en el grupo
16SrlV  (Llauger et al., 2002). En la
actualidad existe un Programa Nacional
de Recuperacién de la Industria del
Coco en Cuba y en este marco era muy
relevante verificar la identidad de los

fitoplasmas asociados al amarillamiento
letal para apoyar el desarrollo posterior
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El fitoplasma detectado en el cocotero

El amarillamiento letal del cocotero (LY) es actualmente la enfermedad més importante que afecta a la produccién
de coco en todo el mundo. Se tomaron muestras de cocoteros sintomdticos y asintomdticos en dreas seleccionadas
para verificar la identidad de los fitoplasmas asociados al LY en Cuba. En las muestras de los cocoteros sintomdticos
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FICHA DE INNOVACION CIENTIFICA

Identificacién molecular de los fitoplasmas de los
cocoteros

Se recogieron muestras de cocoteros sintomdticos y asintomdticos en los focos més activos de la enfermedad,
localizados principalmente en el norte de la regién occidental y central del pais. También se incluyé una muestra
del sureste del pais. La extraccién de ADN se realizé a partir de 1g de serrin obtenido taladrando el tronco,
utilizando métodos basados en CTAB y/o fenol-cloroformo. Se utilizaron controles positivos de cocoteros infectados
con amarillamiento letal (16SrV-A) de México y Jamaica y 16SrIV-D de México. Se realizé la amplificacién por
PCR del gen 16S rRNA con cebadores universales, seguida de PCR anidada con cebadores generales y especificos
del grupo 16SrlV y RFLP y/o secuenciacién. Ademds, las muestras positivas a 16SrlV también se amplificaron
en el gen groEL con los cebadores groELF1/R1 en directo y groELF2/R2 (Myrie et al., 2011) en la PCR anidada.
Para la identificacién del fitoplasma se realizaron andlisis RFLP con Trull y Alul en los amplicones apropiados del
gen 16S rRNA. Se empled la enzima Hinfl para digerir los amplicones de groELF2/R2. Ocho de las 16 muestras
fueron positivas para fitoplasmas y la secuenciacién confirmé la identidad de los fitoplasmas detectados, tal como
se verificé con los andlisis RFLP.
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* Linea superior: gel de poliacrilamida visualizado bajo luz ultravioleta tras la tincién con bromuro de etidio de los perfiles
RFLP de los amplicones obtenidos de las muestras de coco con las enzimas indicadas en la parte inferior. Izquierda,
cebadores 16S503f/LY16Sr; derecha, cebadores groELF2/R2. Muestras de Cuba: ¢, C7, d, C13 y e, C168; muestras
de México 1, 16SrlV-D y 2, 16SrIV-A; muestras de Jamaica a y b; P, marcador phiX174 ADN digerido con Haelll. Linea
inferior: arbol filogenético con el método Neighbour-Joining realizado en MEGAé mostrando los diferentes fitoplasmas
detectados en palmas de Cuba y Jamaica en negrita.
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Diversidad molecular de los fitoplasmas detectados en
los cocoteros

Estos resultados indican la presencia de diferentes grupos ribosomales de fitoplasmas en las palmeras. Las cepas
16SrlV detectadas se engloban en el subgrupo -A, mientras que el RFLP en el gen groEL, que no amplifica los
fitoplasmas englobados en el subgrupo 16SrlV-D,
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