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Resumen

Zamora Fallas, Luis Gabriel
Determinacion de la etiologia de la “bacteriosis” del palmito de pejibaye
(Bactris gasipaes) en Costa Rica.
Proyecto de Graduacién Microbiologia. ~San José, C.R.:
L.G.Zamora F., 2003.
47h.:il. — 18 refs.

Determinacion de la etiologia de la “bacteriosis” del palmito de pejibaye
(Bactris gasipaes) en Costa Rica.

Se propone establecer la etiologia de la “bacteriosis” del palmito de
pejibaye (Bactris gasipaes). Para ello se colecté material vegetal afectado de
plantaciones de las regiones Huetar Norte y Atlantica del pais, se optimizaron los
métodos de aislamiento microbiano a partir del material vegetal, se cultivé el
presunto agente etiolégico. Se identificaron los aislamientos utilizando técnicas
microbiolégicas tradicionales, taxonomia molecular y se optimizaron las técnicas

involucradas en la comprobacién de los postulados de Koch.

La colecta del material foliar infectado se realiz6 empleando técnica
aséptica para luego ser procesado mediante desinfeccion y macerado, a partir
del cual se sembraron placas de agar YPGA. Los aislamientos obtenidos fueron

caracterizados por morfologia colonial, tincion de Gram, pruebas de oxidasa,
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catalasa, crecimiento en agar TSI, utilizacion de urea y citrato, determinacién de
movilidad, produccién de Indol y H2S, prueba de Rojo de Metilo y Voges-
Proskauer. Se seleccionaron aislamientos clasificados como enterobacterias
para proseguir con la identificacion utilizando el sistema Biolog. Se preparé un
perfil bioquimico ampliado mediante el cual se obtuvieron porcentajes de
similitud con respecto al comportamiento bioquimico esperado para cepas del
genero Erwinia segin el manual Bergeys de bacteriologia y se identificaron
cuatro aislamientos mediante técnicas de taxonomia molecular. A su vez, para
optimizar los ensayos de patogenicidad se inocularon palmas de pejibaye
(Bactris gasipaes), de estadio joven, de aproximadamente 6 meses de edad
con una suspension bacteriana de concentracion conocida. Las plantas
inoculadas se colocaron en camara humeda por 24 horas, se realizé un registré
de la evoluciéon de sintfomas y se tomaron muestras de las lesiones para
recuperar la cepa inoculada. Dichas pruebas se realizaron en un invernadero
ubicado en la Sede Regional del Atlantico de la Universidad de Costa Rica, el

cual relne las condiciones que ameritan un ensayo de patogenicidad.

Los aislamientos caracterizades como enterobacterias no lograron ser
identificados hasta especie empleando el sistema Biolog, a una selecciéon de
estos se les efectud el perfil bioquimico ampliado, el cual revelé porcentajes de
similitud sobre el 80% con cepas de Erwinia carotovora, Erwinia herbicola y
Erwinia stewartii. Cuatro aislamientos analizados por perfil bioquimico ampliado

se les analizé por métodos moleculares, mediante la secuenciacién de su ADN
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16S todos los aislamientos analizados por secuenciacién fueron identificados
como Erwinia stewartii. En los ensayos de patogenicidad no se ha logrado al
presente provocar en las palmas de las pruebas una lesion similar a la
observable en las plantas afectadas en campo, las pruebas contindan en etapa

de estandarizacion.

El patrén de diseminacién de la infeccion en las plantaciones, la
sintomatologia que se observa en el palmito afectado, la presencia de posibles
vectores mecanicos y el aislamiento e identificacion de microorganismos
descritos como fitopatégenos a partir de muestras foliares permiten establecer la
hipotesis de que enterobacterias de la especie Erwinia stewartii son el posible
agente causal de la bacteriosis en Bactris gasipaes. Resulta necesario para
comprobar la anterior afirmacién el desarrollo de pruebas de patogenicidad que

comprueben los postulados de Koch. L.G.Z.F.

Palabras clave. Bactris gasipaes, fitopatologia, bacteriosis, diagnéstico,

Erwinia stewartii, produccién de palmito y pejibaye.

Msc. Marielos Mora L6pez

Centro de Investigaciones en Biologia Celular y Molecular (CIBCM)



Introduccion

El pejibaye (Bactris gasipaes) es una palmera autoctona del trépico
himedo que crece en climas con precipitaciones entre los 2000 mm y 5000 mm
anuales y con temperaturas medias que superan los 22 °C. Su cultivo se

recomienda en alturas que van de los 0 a los 900 metros sobre el nivel del mai

(Fig. 1).
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Figura 1. Palma de pejibaye (Bactris gasipaes)
a) Detalle de palma, fruto y tronco, b) palmas adultas,

c) plantacién de palmito, d) fruto.
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El palmito se cultiva en cuatro regiones del pais, donde hay establecidas
alrededor de 8000 hectareas en manos de 2000 familias (Fig.2). Las regiones
Huetar Norte y Huetar Atlantica, que albergan pueblos como Guapiles, Upala,
Pococi. Valle de la Estrella y Sarapiqui constituyen las principales zonas
productoras en las cuales el cultivo de palmito representa una de las actividades
agricolas mas importantes. En las regiones Chorotega y Brunca existen
plantaciones dedicadas al cultivo del tallo tierno, sin embargo el numero de
hectareas dedicadas a este cultivo es mucho menor al presente en las

principales zonas de cultivo.

Figura 2. Regiones de cuitivo de palmito en Costa Rica.
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Estos lugares poseen precipitaciones pluviales de las mas altas del pais;

por ejemplo, el cantdon de Sarapiqui tiene una precipitacion media anual que va
desde los 3500 a 4000 mm, en la parte central del cantén, aumentando hasta
5000 a 6000 mm en la costa del Mar Caribe y hasta 6000 a 8000 mm en la
Cordillera Central (Olaso, 2001). A su vez, presentan climas relativamente
soleados, lo que propicia una alta humedad en el ambiente y en consecuencia

favorece la reproduccion, diseminacién y mantenimiento de agentes patégenos.

El aprovechamiento del palmito de pejibaye es de origen precolombino.
La utilizacion como alimento del extremo apical tierno de las paimeras en
general, se pierde en el laberinto histérico de los indigenas del tropico americano
y de donde quiera que haya palmeras. En la América Tropical el pejibaye
también llamado pupunha, chontaduro, tembe, pipire, pijuayo, piba, peach palm,
efc., fue desarrollado por las tribus que habitan en el trépico himedo desde
Honduras hasta Bolivia, y constituy6 la palma mas apreciada por algunas de

ellas (Mora, 1999).

En Costa Rica hay documentacién desde inicios de la Colonia en el siglo
XVI sobre la importancia de éste arbol para los indios de Talamanca, cuyo
cultivo era esencial en la dieta de las tribus de ésta zona del pais. Utilizaban el
palmito de pejibaye como alimento, ademas utilizaban las inflorescencias
tiernas, el fruto y la savia del tallo; la madera del arbol para la construccion y

para la fabricaciéon de armas (Mora, 1999).
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La siembra y explotacién comercial del palmito en nuestro pais se inicia
en la década de los setenta, con el cultivo de 400 hectareas en la region Huetar
Norte (Sarapiqui), por parte de la empresa agroindustrial Del Campo,
actualmente DEMASA, la cual continia siendo el principal comercializador del
producto(Mora, 1989). Poco después, se realizan las primeras exportaciones de
palmito a Francia, pais que se ha mantenido como el principal destino de

exportaciones del producto hasta la actualidad.

Durante la década de los ochenta se promueve la siembra entre
pequefios y medianos productores, surgen diferentes empresas
industrializadoras. En el afio 1987, se inicia una nueva etapa de expansion del
cultivo con un aumento del volumen de exportaciones y apertura de nuevos

mercados como Espafia, Canadd y los Estados Unidos de América.

En la década de los noventa, se incrementa el area de siembra,
principaimente en manos de pequefios productores y se da un incremento
gradual del volumen de exportaciones. En el periodo comprendido entre 1994 y
1996 se experimenta un mayor incremento en el volumen de exportaciones y
precios. A partir de 1997, la dinamica productiva se vio afectada por una
sobreproduccion a escala nacional, un limitado consumo interno, un incremento
en el drea de siembra y exportaciéon por parte de paises del cono sur (Ecuador,
Bolivia y Brasil) sin un subsecuente incremento del mercado internacional y por
tanto se genera una sobreoferta del producto y una disminucion del precio

internacional. Esta situacion, provocé una perdida de competitividad del sector
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palmitero y una crisis socioeconémica que afecté a los medianos y pequefios
productores que constituyen el 86% de los agricultores dedicados a esta
actividad. La crisis provocé el abandono de las plantaciones; los productores
dejaron de invertir en el control de plagas, enfermedades y nutricién de las

palmas.
En el cultivo de pejibaye se han reportado mas de 27 patégenos (Cuadro

1), muchos de ellos se desarrollan porque las palmas se encuentran estresadas

y esto puede evitarse manteniendo las plantas en condiciones saludables.

Cuadro 1: Principales enfermedades de Bactris gasipaes y sus agentes

etiolégicos. ¢
Enfermedades de la semilla
Enfermedad Agentes etiolégicos
Pudricién de la nuez Schyzophyllum commune,
Botryodiplodia thebromae,
Thielaviopsis paradoxay
Fusarium sp.
Enfermedades del follaje
Enfermedades Agentes etiolégicos
Mancha amarilla Pestalotiopsis sp.
Mancha parda Mycosphaerella sp.
Mancha de anillo Dresclera incurvata
Vena corchosa Fusarium monofiliforme
Mancha negra Colletotrichum sp.
Enfermedades del tallo
Enfermedad Agentes etiolégicos
Pudricién del tallo Phytophthora palmivora,
Erwinia chrysanthemi
Enfermedades del fruto
Enfermedades Agentes etiolégicos
Pudricién blanca Monilia sp.
Pudricion basal Diplodia sp.
Moho blanco Phytophthora palmivora
Mancha chocolate Pseudomonas syringae




Enfermedades del fruto en poscosecha

Enfermedad Agentes etiolégicos
Pudricion negra Thielaviopsis paradoxa,
Chalaropsis sp.
Enfermedades del raquis y raqulllas
Enfermedad Agentes etiolégicos
Tiz6n del racimo Ceratocystis sp.

" Tomado de Palmito de pejibaye: Su cultivo e industrializacion. Mora, U.J.; 1999.

En general las palmaceas son muy susceptibles a la falta de aireacién en
el suelo lo que causa, entre otros problemas, un fuerte estrés por carencia de
potasio, que es uno de los elementos que mejora la resistencia de la planta. Una
vez que se siembra la parte nutricional es manejable, pero la parte fisica del
suelo es casi imposible. Es por ello que en el caso de la palma de pejibaye, se
debe sembrar en aquellos suelos que tengan una buena estructura fisica y sin

capas impermeables (Mora, 1999).

A partir del afio 1999, se han presentado reportes en las regiones
Huetar Norte y Huetar Atlantica del pais, de una enfermedad conocida por los
productores como “bacteriosis”, que ha tenido un alto impacto en la producciéon
de las plantaciones afectadas, en las que se han reportado disminuciones en la
produccion de hasta un 55%, con las consecuencias que esto ocasiona en

costos y en la rentabilidad del negocio (Boletin Informativo MAG, U.C.R., 2001).

Los principales sintomas de esta enfermedad se presentan en las hojas,
con una clorosis (zonas de marchitamiento o aclaramiento) inicial que sigue el

patrén vascular de la hoja y presencia de un exudado en el envés que en
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épocas secas se torna en pustulas de color rojo rellenas de un liquido
amarillento y culmina con necrosis. Lesiones al tallo se presentan en cuadros
avanzados con pudricion, mal olor y exudado excesivo que puede llevar a la

quebradura del tallo (Boletin Informativo MAG, U.C.R., 2001).

Estudios preliminares de distribucion de la enfermedad en diferentes
plantaciones de la Region Atlantica, han determinado que la infeccion presenta
un patron de focos infecciosos (Olaso; 2001), es decir, las palmas enfermas se
localizan juntas; por tanto se pueden visualizar dentro de la plantacién regiones
sanas y zonas evidentemente enfermas en los bordes de los caminos y areas

colindantes con terrenos destinados a ganaderia y otros cultivos.

Es evidente ademas, la proliferacion masiva de coleépteros de la familia
Curculionidae (Metamasius hemipterus y Rhynchophorus palmarum)
conocidos cominmente como “picudos”; sus larvas se desarrollan en el interior
de los tallos, dafiandolos y produciendo una disminucién en el rendimiento del
area sembrada. Algunos estimados realizados en los afios 2000 a 2001 han
arrojado cifras de hasta un 40% de dafios en aquellas plantaciones que
presentan infestaciones de hasta cinco larvas por cepa (Alpizar, 2001). Se les ha
asociado a otras enfermedades y en el caso de la bacteriosis podrian actuar
como importantes vectores mecanicos, lo cual debe ser -confirmado

experimentalmente (Fig. 3).




Estudios preliminares en un nimero limitado de plantas, elaborados por
la Direccién de Sanidad Vegetal del Ministerio de Agricultura y Ganaderia
(1999), han reportado el cultivo e identificacion de un aislamiento del género

Erwinia como probable agente causal de la bacteriosis.

i

Figura 3. Coledpteros de la familia Curculionidae:
a) Rhynchophorus palmarum y b) Metamasius hemipterus
conocidos como “picudos’.

El patrén de cultivo, el manejo poco controlado de los desechos y la falta
de un plan organizado para el mantenimiento de la plantacién, son puntos a
favor para la perpetuacién de la infeccion (Vargas, 1990). Ademas la alta
humedad relativa y pluviosidad contribuyen a la erosién del suelo
desproveyéndolo de nutrientes y garantizando condiciones aptas para la

proliferaciéon de enfermedades microbianas.

Costa Rica es un pais productor y exportador de productos agricolas. En
las Ultimas décadas, el palmito, tallo tierno de la palma de pejibaye (Bactris

gasipaes), se ha convertido en un importante producto de exportaciéon entre los
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cultivos no tradicionales ocupando el séptimo lugar entre los principales
productos exportados por la industria alimentaria. Se estima que las ventas al
exterior acumuladas a abril del 2003 son de 6.15 millones de dolares
(PROCOMER, 2003) y es importante mencionar que un 98% del total de las
importaciones de palmito por parte de la Unién Europea, es de Costa Rica

(Santana, 2000).

El propésito de este trabajo es iniciar un estudio epidemiolégico para
determinar la efiologia de la bacteriosis del palmito, para el establecimiento de
medidas de control y manejo de la infeccion orientadas a mantener la
productividad del cultivo, en las zonas afectadas de la regién Huetar Norte y

Huetar Atlantica.



Objetivos

Objetivo general:

Establecer la etiologia de la bacteriosis del palmito de pejibaye (Bactris

gasipaes).

Objetivos especificos:

Colectar material vegetal afectado por la bacteriosis en las plantaciones
de las regiones Huetar Norte y Atlantica del pais.

Optimizar los métodos de desinfeccién y aislamiento microbiano a partir
de material vegetal.

Aislar y cultivar el o los agentes etioldgicos.

Identificar los aislamientos utilizando  técnicas microbiolégicas
tradicionales y taxonomia molecular.

Optimizar las técnicas involucradas en la comprobaciéon de los

postulados de Koch.

10



Metodologia

1. Seleccién y toma de muestras en el campo

Se realizaron 6 giras a plantaciones de la zona Huetar Norte y Huetar

Atlantica (Fig.1) con el fin de obtener material foliar presuntamente infectado

(cuadro 2). Se seleccionaron muestras de material foliar de palmas con lesiones

jovenes (en estas lesiones solamente se observan pequefias zonas cloréticas en

la hoja y exudado en su envés), principalmente para evitar el aislamiento de

oportunistas en lesiones mas avanzadas.

Cuadro 2: Informacién general de giras de campo realizadas a las regiones
Huetar Norte y Atlantica durante los afios 2001 y 2002.

Cédigo | Region visitada |Localidad Fecha de Ndamero de
de gira colecta muestras
foliares

colectadas

G1 Huetar Atlantica Pococl, Limén Febrero 6

2001

G2 Huetar Norte Sarapiqui, Heredia |Mayo 2001 61

G3 Huetar Atlantica Pococi, Limén Junio 2001 4

G4 Huetar Atlantica Siquirres, Limén Junio 2002 14

G5 Huetar Norte Sarapiqui, Heredia |Julio 2002 7

G6 Huetar  Norte y|Siquirres, Heredia y|Agosto 2002 7

Atlantica Pococi, Limén
Total 99

11
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Para la toma de muestra se usaron guantes desinfectados con alcohol al

85% para el trato con cada muestra. Se tomaron las hojas con pinzas
previamente desinfectadas en alcohol al 85% y se corté con bisturi estéril, el
cual se descart6 luego de cada corta en un recipiente con tapa plastica. Con la
pinza se introdujo la muestra en un tubo cénico de 50 mli, los tubos con muestras

fueron mantenidos y transportados en una hielera.

2. Procesamiento de muestras en el laboratorio

Se optimizaron diferentes técnicas para la desinfeccién y macerado del
material foliar. Se emplearon soluciones de etanol al 85% y de cloro al 0.5%
(Klement, 1990), se concluyé que la solucion mas adecuada para la desinfeccion
seria la solucién de etanol al 85%. Las muestras tomadas durante la primera y
segunda gira no fueron desinfectadas superficialmente previo a su
procesamiento. A partir de la gira 3 la muestra foliar a analizar se desinfecto
previo a su maceracion sumergiéndola en 10 ml de soluciéon de etanol al 85%

por un minuto, luego se enjuagé en 10 ml de agua destilada estéril (ADE).

3.-Aislamiento y cultivo de microorganismos:

La muestra se maceré con un mortero y pistilo estériles con 1 ml de ADE,
una vez optimizadas las técnicas de desinfeccion y macerado del material
vegetal, se tomaron 100 upl del macerado para su inoculacién en diferentes

medios de cultivo para microorganismos, especialmente fitopatégenos, por
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ejemplo el Agar YPGA (Yeast Peptone Glucose Agar) y el Agar YDC (Yeast

Peptone Calcium Carbonate)(Klement, 1990; Schaad, 2001)(Apéndice 2).

Los cultivos se incubaron por 48h a 30 °C. Cada uno de los morfotipos
coloniales obtenidos fue caracterizado por Tincién de Gram, se obtuvieron los
cultivos puros y los aislamientos fueron almacenados en caldo LB al cual se

adiciond glicerol al 20%, se mantienen a -70 °C.

Posteriormente, se inicié la caracterizacion bioquimica para lo cual se
realizaron las pruebas contenidas en el cuadro 1 del apéndice 1. Para completar
la identificacion de los aislamiento, se utiliz6 el sistema semi-automatizado
Biolog (Biolog Inc., 2001), el cual se basa en la reaccidn de éxido-reduccion de

96 carbohidratos.

En aquellos casos en los cuales con el sistema Biolog no se logré la
identificacion hasta especie de los aislamientos, se procedi6 a ampliar el perfil
biogquimico con pruebas adicionales (Apéndice 1, cuadro 2). Los resultados
obtenidos fueron comparados con las propiedades bioquimicas presentadas por
cepas de Erwinia herbicola, E. dissolvens, E. amylovora, E. carotovora, E.
chrysanthemi, E. stewartii segun el Manual Bergey's (Holt; 1996). Los
resultados fueron expresados como porcentajes de similitud con respecto a los

perfiles de las cepas antes citadas.
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Como controles para los ensayos bioquimicos se emplearon las cepas

descritas a continuacién en el cuadro 3.

Cuadro 3: Lista de cepas control empleadas en ensayos bioquimicos.

Cédigo de Procedencia Identificacién
cepa
UCR #271 Bacterioteca de la Facultad de | Erwinia herbicola
Microbiologia de la U.C.R.

UCR #274 Bacterioteca de la Facultad de | Erwinia carotovora subsp.
Microbiologia de la U.C.R. carotovora

G2-W Cepa aislada a partir de una|Agrobacterium rhizogenes
muestra foliar recolectada en|(100%) (Sim 1,000)

la gira G2 e identificada
mediante el sistema BIOLOG.

4.Taxonomia molecular:

4.1 Extraccién de ADN genémico,

Para complementar la identificacion taxonémica de los aislamientos a
utilizar en las pruebas de patogenicidad (comprobacién de postulados de Koch),
se realizé una extraccién de ADN gendémico, para lo cual se inocularon caldos
nutritivos con los aislamientos seleccionados, se incubaron en agitaciéon por las
24 horas previas a la extraccion en un bafio a 30 °C. Posteriormente, se
centrifugaron los tubos con el caldo inoculado por 2 minutos a 2000 rpm. El

sobrenadante fue descartado y el sedimento se resuspendié en 2 ml de tampon
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de lisis (NaCl 400 mM, Sacarosa 750 mM, 20 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI, pH
9.0) y se incubé con Lisozima a una concentracién final de 1 mg/ml, por 30
minutos a 37 °C. A esta mezcla se afiadi6é doudecil sulfato de sodio (SDS) a una
concentraciéon final de 1% y Proteinasa K a una concentracion final de 100
ug/mL, la mezcla se incub6 por 2 horas a 55 °C. Se procedi6 a la extraccion del
ADN afiadiendo un volumen de una mezcla de fenol-cloroformo-isoamilo
(25:24:1), para luego centrifugar los tubos por 15 minutos a 2900 rpm. Se extrajo
la fase acuosa y se mezclé con un volumen de cloroformo-isoamilo 24:1 para
luego centrifugar por 15 minutos a 2900 rpm. EI ADN se precipité afiadiendo
1/10 volumen de acetato de sodio 3 M, pH 5.3 y 2 volimenes de etanol absoluto

a -20°C. La mezcla se incub6 a -20 °C durante toda la noche.

Se realizaron lavados con etanol de 95% y 70%, para al final suspender el
ADN en 100yl de tampén TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1mM, pH 7.6). La
solucién de ADN se conservd en refrigeraciéon. Para determinar la calidad y
cuantificar el ADN extraido, una fraccién de la solucién fue separada por
electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% en tampén TBE, utilizando como

marcador de peso molecular la escalera de 1 Kb de Promega.

4.2 Amplificacion ARN 16s Ribosomal

Para la amplificacion por PCR del gen del ARNr 16S, se utilizaron los

imprimadores universales 27F/1492R. Los productos de amplificacién fueron
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separados en electroforesis de agarosa y purificados con columnas de QIAGEN

segun las especificaciones de proveedor.

Para la secuenciacion, se utilizé el kit comercial Big Dye, versién 3 de
Applied Biosystems en un equipo ABI 373. Los protocolos utilizados fueron

optimizados por la Unidad de Secuenciacién del CIBCM (Apéndice 2).

5. Optimizacion de las técnicas involucradas en la comprobacién de los

postulados de Koch.

Se inocularon palmas de pejibaye (Bactris gasipaes), de estadio joven,
de aproximadamente 6 meses de edad (las que se obtuvieron de un proveedor
de una zona libre de bacteriosis) con una suspension bacteriana de
concentracion conocida (1X10° U.F.C./ml) preparada a partir de un cultivo puro

en agar nutritivo con 48 horas de incubacion a 27 °C de la cepa a inocular.

Se probaron diversos métodos de inoculacion como: 1) Raspada de hoja
e inoculacion con una jeringa de 1 ml, 2) inoculacién del tallo con una jeringa de
1 ml y 3) inoculacion mediante corte en hoja con tijera. Como controles
negativos para el ensayo se emplearon plantas a las que se les inocul6 solucién
salina al 0.85% empleando los métodos antes citados y también se incluyé una

planta que sirvié como testigo inalterado.
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Las plantas inoculadas se colocaron en camara humeda por 24 horas. Se
realizé un registré de la evolucion de sintomas y se tomaron muestras de las

lesiones para intentar recuperar la cepa inoculada.

Dichas pruebas se realizaron en un invernadero ubicado en Turrialba,
(Fig. 4) en la Sede Regional del Atlantico de la Universidad de Costa Rica, el
cual reune las condiciones que ameritan un ensayo de patogenicidad como son
una técnica aseptica en la inoculacién de las plantas, el acceso restringido al
area de ensayos y el cumplimiento de normas de bioseguridad basicas para este

tipo de pruebas (Klement, 1990; Schaad, 2001).

Solo
Persona
Autorizado

s ——

2
-

Figura 4. Invernadero empleado en la optimizacion de pruebas
de patogenicidad en Bactris gasipaes: a) invernadero,

b) letrero de acceso restringido, c) plantas para ensayo,

C) camara humeda.



Resultados

Descripcion de la sintomatologia y observaciones de campo:

Las lesiones observadas en las plantas de pejibaye debido a la presunta
bacteriosis por Erwinia sp. son inicialmente pequefas lesiones cloroticas con un
exudado que se aloja en el dorso o envés de la hoja, en estados avanzados las
lesiones crecen progresivamente, presentan una coloracion rojiza, llegan a ser
observables pustulas de color rojo rellenas de un liquido amarillento y la
infeccion culmina con necrosis (Fig. 5). Las lesiones al tallo se presentan en
cuadros avanzados con pudricion, mal olor y exudado excesivo. Se ha visto que
dicho exudado atrae a insectos, en especial picudos (colebpteros que son una

plaga tipica en el cultivo del palmito) y del exudado es posible aislar bacterias.

La clorosis en las hojas incrementa de tamafo progresivamente y
disemina a los tallos. El proceso a este nivel compromete el desarrollo de la

planta y por ende la obtencién del tallo tierno apto para el consumo y comercio.
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»;: .

Figura 5. Diferentes estadios de la infeccion de las hojas:

a) clorosis inicial a lo largo de la vena central,

b) exudado en el envés y signos de necrosis,

¢) marchitamiento y necrosis, d) “pustulas” con liquido viscoso.

Aislamiento, cultivo e identificacion:

En el cuadro 4 se presentan los resultados de la identificacion de los
aislamientos obtenidos. A partir de las muestras foliares de pejibaye obtenidas

en la primera gira (G1) durante el verano (Feb 2001), las cuales presentaban
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lesiones avanzadas, se obtuvo seis aislamientos bacterianos caracterizados por

presentar colonias redondas, amarillas, levantadas, de margen entero, superficie

lisa, translucidas y brillantes (Fig. 6).

Figura. 6 Morfologia colonial del presunto agente patégeno.

Cuadro 4:

Aislamientos bacterianos obtenidos de material foliar de plantas de pejibaye infectadas con
la bacteriosis en la regiéon Huetar Norte y Huetar Atlantica de Costa Rica.

Pococi,
Limén MG
Ticari,
Sarapiqui SG
AM
Colonia
Villalobos,

Sarapiqui CcC

G1-1
G1-2
G1-3A
G1-3B
G1-5A
G1-5B

G2-43C
G2-34

G2-B

NO ID Serratia rubidaea (Sim 0,471) Erwinia stewartii (96% sim)
Serratia rubidaea (31%) "

NO ID Serratia rubidaea (Sim 0,471)

NO ID Serratia rubidaea (Sim 0,471)

NO ID Enterobacter aerogenes (30%) "

NO ID Morganella morganii (54.9%) "

Pantoea agglomerans (100%, Sim 1,000)
NO ID Serratia rubidaea (Sim 0,471)

Pantoea agglomerans (100%, Sim 1,000)



Rambla,
Sarapiqui
Otoya,
Sarapiqui

Finca
Chavez,
Sarapiqui

Pococi,
Limén
Siquirres,
Limén

Pococi,
Limén
Pococi,
Limén
Roxana,
Sarapiqui

Pocodi,
Limén
Siquirres,
Limon

EC

FS

CN

RP

MG

RB

FA

RB

IC

G2-12
G2-10
G2-4
G2-5
G2-6
G2-7

G2-62

G2-20
G2-16

G2-82

G3-2DMML

G4-03-05
G4-04-13
G4-04-15
G4-05-18
G4-06-21
G4-06-23
G4-086-56
G4-08-31
G4-08-33
G4-05-17
G4-05-20
G4-07-25
G4-07-27
G4-08-30
G4-03-09
G4-12-38

G4-08-32
GA-08-33

G5-01-03
G5-01-04
G5-01-07

G6-02-04

G6-04-12

2]

NO ID Serratia rubidaea (Sim 0,381)

NO ID Pantoea dispersa (Sim 0,393)

NO ID Serratia rubidaea (Sim 0,471)

NO ID Serratia rubidaea (Sim 0,304)

NO ID Pantoea dispersa (Sim 0,242) Erwinia stewartii (97% sim) ©!
Flavimonas oryzihabitans (100%, Sim 1,000)

NO ID Serratia rubidaea (Sim 0,471)

NO ID Sphingomonas sugnis (Sim. 0394)
NO ID Pantoea dispersa (Sim 0,362)

NO ID Serratia rubidaea (Sim 0,471) Erwinia stewartii (96% sim) ©

Enterobacter cloacae (Sim 0,520) Erwinia stewartii (96% sim) )

NO ID Pantoea dispersa (Sim 0,432)

NO {D Serratia rubidaea (Sim 0,380)

NO ID Serratia rubidaea (Sim 0,382)

NO ID Ssrratia rubidaea (Sim 0,480)

NO 1D Serratia rubidaea (Sim 0,298)

NO ID Ssrratia rubidaea (Sim 0,510)

NO ID Serratia rubidaea (Sim 0,510)

NO 1D Serratia rubidaea (Sim 0,220)

NO 1D Serratia rubidaea (Sim 0,550)

NO ID Enterobacter cloacae (Sim 0,119)
NO ID Enterobacter cloacae (Sim 0,340)
NO ID Enterobacter gergoviae (Sim 0,510)
NO ID Enterobacter gergoviae (Sim 0,550)
NO ID Enterobacter gergoviae (Sim 0,400)
NO ID Enterobacter asburiae {(Sim 0,111)
NO ID Enterobacter sakasakii (Sim 0,196)

NO ID Pantoea agglomerans (Sim 0,311)
NO ID Serratia rubidaea (Sim 0,550)

NO ID Pantoea agglomerans (Sim 0,220)
NO ID Pantoea agglomerans (Sim 0,343)
NO D Pantoea agglomerans (Sim 0,264)

NO ID Serratia rubidaea (Sim 0,301)

NO ID Serratia rubidaea (Sim 0,241)

(1): Fueron procesadas con el Sistema Api 20E, no lograron ser identificadas.
(2): El aislamiento se realiz6 a partir del liquido de "pustulas” de una muestra foliar infectada.
(3): Porcentaje de similitud con respecto a secuencia de ADN 16s de la base de datos NCBI BLASTN del

Center for Biotechnology Information.

NO ID: No se logré la identificacion hasta especie del aislamiento mediante el sistema Biolog.
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El resultado fue que cinco de los aislamientos correspondian a bacilos

gram negativos, oxidasa negativos, catalasa positivos y TSI A/A (patron
fermentador), lo que los clasifica como enterobacterias. Para tener una mejor
caracterizacion bioquimica, asi como para identificar los aislamientos hasta
especie se efectuaron las pruebas API 20E test (cuadro §). Sin embargo, no se
logré una identificacion definitiva al nivel de especie, Unicamente 3 de los 6
aislamientos (G1-1, G1-3A y G1-3B) presentaron un porcentaje de identidad de
53.8% con Enterobacter agglomerans (sin6nimos Erwinia herbicola y

Pantoea agglomerans) y se indica la posibilidad de Erwinia sp.

Cuadro 5:
Resultados de ensayos Api 20E efectuados a aislamientos obtenidos a partir de
muestras foliares de G1.

Muestra analizada Resultado Api 20E

Muestra #G1-1 Muestra no identificada, 53% de
identidad con E. agglomerans;
posibilidad de Erwinia sp.

Muestra #G1-2 Muestra no identificada, 31.7% de
identidad con E. agglomerans;
posibilidad de Erwinia sp.

Muestra # G1-3A Muestra no identificada, 53% de
identidad con E. agglomerans;
posibilidad de Erwinia sp.

Muestra # G1-3B Muestra no identificada, 53% de
identidad con E. agglomerans;
posibilidad de Erwinia sp.

Muestra # G1-5A Muestra no identificada, 30% de
identidad con Enterobacter aerogenes
Muestra # G1-5B Muestra no identificada, 54.9% de

identidad con Morganella morganii

Posterior a la recoleccién y procesamiento de las 61 muestras de la gira

G2, se obtuvieron 136 aislamientos. Debido a que estas muestras no fueron
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desinfectadas superficiaimente antes de ser cultivadas, aproximadamente la
mitad de los aislamientos correspondian a levaduras, hongos filamentosos,
cocos gram positivos y bacilos gram positivos. La otra mitad correspondié a
bacilos gram negativos, los cuales en su mayoria presentaban un patrén de
fermentador. Se seleccionaron 13 de estos aislamientos clasificados
previamente como enterobacterias (Gram negativas, catalasa positivas, oxidasa
negativas y un TSI con un patréon A/A) para proseguir con la identificacién

utilizando el Biolog.

Unicamente 3 de estos aislamientos fueron identificados con un 100% de
identidad, 2 aislamientos identificados como Erwinia herbicola y uno como
Flavimonas oryzihabitans. Sin embargo la mayoria (10 aislamientos) no fueron
identificados por este sistema. Las cepas control fueron identificadas como E.
herbicola y E. carotovora subsp. carotovora con un 100% y 98% de

confianza respectivamente empleando el sistema Biolog.

A partir de las muestras de la gira G3 se obtuvieron 8 aislamientos de
enterobacterias (datos no mostrados) de los cuales sélo se analizé por Biolog
dos de ellas, que correspondieron a Erwinia herbicola y Enterobacter

cloacae, este Ultimo con un bajo nivel de confianza (Sim 0.520).

Debido a que el sistema Biolog presenté limitaciones importantes en la
identificacién al nivel de especie de los aislamientos obtenidos, se procedi6 a

ampliar el perfil bioquimico de un grupo representativo de aislamientos. Se
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seleccionaron 6 aislamientos representativos de los 3 muestreos realizados en
el afio 2001, a los cuales se les evalué su comportamiento bioquimico con
respecto a diversos carbohidratos, sustratos, condiciones de incubacién y demas
propiedades segin el manual Bergeys de bacteriologia. Las propiedades
bioquimicas que presentd cada aislamiento fueron comparadas con las
esperadas para cepas de Erwinia herbicola, E. dissolvens, E. amylovora, E.
carotovora, E. chrysanthemi, E. stewartii segin el manual Bergeys de
bacteriologia. Para cada aislamiento en estudio se obtuvo un porcentaje de
similitud con respecto a los resultados esperados para las cepas antes citadas

(cuadro 6).

Cuadro 6:
Andlisis de similitud de algunos aislamientos obtenidos de material foliar de

palmito infectado con bacteriosis con respecto a diversas especies del género

Erwinia.
Especies del género Erwinia
Subgrupos No productores de pudricién blanda Productores de pudricion
blanda
Aislamiento/Cepa | Erwinia Erwinia Erwinia |Erwinia |Erwinia Erwinia
amylovora | dissolvens | stewartii | herbicola | carotovora| chrysanthemi
G11 64% 73% 81% 83% 80% 73%
G2-82 59% 68% 83% 80% 78% 73%
G286 64% 73% 86% 88% 83% 73%
Control Positivo |69% 60% 81% 80% 65% 60%
E. herbicola
G3-2DMML 39% 73% 71% 78% 82% 72%
G3- M4M 54% 76% 74% 84% 82% 72%
Control Negativo |64% 35% 62% 41% 31% 33%
A. rhizogenes
G3-MMLA 59% 73% 74% 84% 82% 72%
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Los 6 aislamientos presentaron porcentajes de similitud de 80% o superiores
con respecto a los perfiles bioquimicos esperados para cepas de E. carotovora,
E. herbicola y E. stewartii. Este perfil ampliado tampoco proporcioné una

identificacion al nivel de especie.

Las muestras procesadas de las giras G4, G5 y G6 no proporcionaron
aislamientos que se lograran identificar a especie empleando la caracterizacion
bioquimica basica y el ensayo Biolog. En este momento cabe resaltar que la
mayoria de los aislamientos obtenidos en las giras no lograron ser identificados
y que son ubicados principalmente dentro de los géneros Serratia (53% de los
aislamientos identificados por Biolog), Enterobacter (21% de los aislamientos
identificados por Biolog) y Pantoea (20% de los aislamientos identificados por

Biolog) con bajos niveles de confianza.

Cuatro aislamientos a los que se les realizé perfil bioquimico (G1-1, G2-82,
G2-6 y G3-2DMML), fueron analizados por métodos moleculares (amplificaciéon
de ADNr 16S) con el propésito de determinar su caracterizacion taxonémica. Las
secuencias obtenidas fueron depuradas, alineadas y confrontadas con

secuencias contenidas en el Gene Bank, utilizando el sistema BLASTN 2.2.2

(Fig. 7).
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Figura 7. Productos de reacciéon PCR para amplificacién
de ADN 16S.

CoNOORWN =

Aislamiento G1-1; Pococi, Limoén.

Aislamiento G2-82; Sarapiqui, Heredia.

Aislamiento G2-6; Sarapiqui, Heredia.

Aislamiento G3-M3MML; Pococi, Limén.

Aislamiento G3-2DMML,; Pococi, Limén.

Aislamiento G3-2DMML; Pococi, Limén.

Cepa UCR#271 Erwinia herbicola.

Cepa UCR#274 Erwinia carotovora subsp. carotovora.
Cepa UCR#276 Erwinia stewartii subsp. stewartii.
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Los resultados fueron los siguientes: todos los aislamientos analizados
por secuenciacion fueron identificados como Erwinia stewartii; tres con un 96%

de similitud con la secuencia de la base de datos y una con un 97%.

Optimizacién de ensayos de patogenicidad:

Los protocolos a emplear en los ensayos para la comprobacién de los
postulados de Koch se encuentran en proceso de estandarizacion, por tanto se

consideran preliminares los resultados en ellos obtenidos.

Durante Abril y Agosto del 2002 se realizaron pruebas preliminares en el
invernadero del proyecto ubicado en la Sede Regional Atlantico de la

Universidad de Costa Rica.

En estas pruebas de estandarizacion se ensayaron diferentes
concentraciones de inéculo de los aislamientos G1-1 y G3-2DMML, y se
evaluaron los siguientes métodos de inoculacién: lesion de hoja e inoculacién
con jeringa, inoculacion del tallo e inoculacién mediante corte en hoja con tijera.
A pesar de que se han obtenido lesiones empleando los métodos antes citados,
en ninguno de estos ensayos se ha logrado al presente provocar en las palmas
una lesién similar a la observable en las plantas afectadas en campo (datos no

mostrados).



Discusion:

Las lesiones observadas en las plantas de pejibaye debido a la presunta
bacteriosis por Erwinia sp. son inicialmente pequefias lesiones cloréticas con un
exudado que se aloja en el dorso de la hoja y que coincide con la lesion clorética
inicial de una marchitez. Estas lesiones evidencian dafio a la vasculatura de la
hoja de la planta y del exudado es posible aislar bacterias. Se ha visto que
dicho exudado atrae a insectos, en especial picudos que podrian servir como
vectores mecanicos. El hombre no debe descartarse como otro posible medio de
transporte y propagacion de la bacteriosis en [as plantaciones (Fahy 1983,
Klement 1990, Schaad 2001) lo anterior debido a la amplia manipulacién de este
cultivo desde su corta hasta el acarreo de palmitos a las plantas procesadoras

por intermediarios.

La clorosis en las hojas incrementa de tamafio progresivamente y
disemina a los tallos provocando la aparicion de exudado. El tallo que
normalmente presenta un color blanquecino y una consistencia fibrosa al cortar,
en una planta infectada llega a presentar un color café-rojizo con exudado y
pasa a tener u’na consistencia blanda o pastosa. Esta pudriciéon lleva a la

consecuente muerte de la planta debido a microorganismos saprofitos.

La sintomatologia y comportamiento de infectar palmas jévenes en las

condiciones de abandono de las plantaciones hasta ahora descrito, es tipico de

7R
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una marchitez de Stewart (conocida como Stewart’s wilt) y causado por Erwinia

stewartii (Fahy 1983, Klement 1990, Schaad 2001).

Los resultados obtenidos mediante pruebas bioquimicas basicas, API test,
Biolog y perfil bioquimico para los aislamientos bacterianos hechos a partir de
hojas de la palma Bactris gasipaes que presentaban lesiones cloroticas tipicas
de la infeccién en estudio apuntan a que dichos aislamientos son de la familia

Enterobacteriaceae y del género Erwinia.

La imposibilidad de identificar la mayoria de los aislamientos por métodos
fenotipicos, puede encontrar explicacion en el hecho de que dentro de los
géneros Erwinia, Enterobacter, Serratia y Pantoea existen especies con una
incompleta caracterizacién bioquimica, situacidbn que dificulta la ubicacion
taxondmica de aislamientos lo que muchas veces s6lo encuentra solucion al
emplear técnicas que aplican biologia molecular, que son mas sensibles y

especificas que las técnicas fenotipicas convencionales (Schaad 2001).

Al menos 4 aislamientos fueron identificados por taxonomia molecular
como Erwinia stewartii, una especie fitopatégena (Fahy 1983, Klement 1990,
Schaad 2001) asociada a la enfermedad de Stewart presente en cultivos como

el maiz.

En la marchitez bacteriana (sinénimo de la enfermedad de Stewart o

marchitez de Stewart) se observa marchitamiento, lesiones cloroticas
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progresivas en las hojas afectadas, la presencia de exudado, compromiso del
tallo, el cual pierde su firmeza y adopta una consistencia blanda, olor
desagradable y la transmision por vectores invertebrados y mecanicos (Cariton,

1997).

Los resultados hasta ahora obtenidos permiten establecer la hipotesis de
que Erwinia stewartii es el agente causal de la bacteriosis en palmito. Lo
anterior, debe comprobarse mediante ensayos que permitan demostrar que los

microorganismos aislados cumplen los postulados de Koch.

Se encuentran en proceso la optimizacion las pruebas de patogenicidad
(Postulados de Koch), las cuales determinaran si los aislamientos hasta ahora
caracterizados son capaces de reproducir en una planta sana los mismos
sintomas presentes en las plantaciones afectadas. Hasta el presente, no se ha
logrado reproducir una lesion caracteristica en invernadero, situacion vista
cominmente en pruebas de esta indole ya que son muchas las variables
involucradas en el desarrollo y manifestacion de la enfermedad en el campo las

que son dificiles de reproducir en condiciones de invernadero (Klement, 1990).

En futuros ensayos debe procurarse un control estricto de variables como
la humedad relativa que se logra en la cdmara hiumeda, la cual debe ser mayor
al 90%, el solvente empleado en la preparacion de las suspensiones bacterianas
a inocular, el cual no debe dafiar la fisiologia de la planta y la edad de las

plantas a emplear en los ensayos.



Conclusiones

El patron de diseminacién de la infeccion en las plantaciones, la
sintomatologia que se observa en el palmito afectado, la presencia de posibles
vectores mecanicos y el aislamiento e identificacion de microorganismos
descritos como fitopatégenos (Fahy 1983, Klement 1990, Schaad 2001) a partir
de muestras foliares permiten establecer la hipétesis de que enterobacterias de
la especie Erwinia stewartii son el posible agente causal de la bacteriosis en
Bactris gasipaes. Resulta asi necesario para comprobar la anterior afirmacién
el desarrolio de pruebas de patogenicidad que comprueben los postulados de

Koch para la evaluacién de resuitados y validaciéon de las pruebas.

La determinacion del agente etiolégico de la bacteriosis, reviste
importancia ya que puede orientar la busqueda de un método de control que

reduzca las pérdidas en produccion causadas por la enfermedad.

En el palmito para pejibaye, la longitud del ciclo del cultivo complica el
control de la bacteriosis, ya que es virtualmente imposible romper el ciclo de vida
del patégeno, mas aun si se toma en cuenta que el inéculo bacteriano puede
sobrevivir en el campo, en los rastrojos, hasta por treinta meses. Resulta asi,
que el control quimico no es una alternativa a largo plazo por su alto costo, se
debe orientar mas bien al mejoramiento genético y a la mezcla de variedades
(buscar heterogeneidad en la plantacion) como soluciones al problema a futuro

(Elango, 2002).
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Apéndice 1:
Pruebas de caracterizaciéon y medios que conforman el perfil

bioquimico

Cuadro 1:
Pruebas de caracterizacion
(Klement, 1990; Holt et. al.1996; Stockwell, 1998; Schaad 2001)

Tinciones de GRAM y KODAKA.

Prueba de Oxidasa: se usaron los palitos “oxidase sticks” de la casa comercial
OXOID.

Prueba de Catalasa.

Crecimiento en Agar TSI: Se emplearon el Agar Triple Sugar Iron de la casa
comercial OXOID.

Utilizaciéon de urea: Se emplearon el Agar Base Urea y las ampollas con el
componente activo de la casa comercial OXOID.

Utilizacion de citrato: Se emple6 el Agar Citrato de Simmons de la casa
comercial OXOID.

Prueba en Agar S.L.M.: esta prueba determina movilidad, produccién de Indol
y produccion de H2S, se hizo con el Agar SIM de la casa comercial OXOID.

Prueba de Rojo de Metilo y Voges-Proskauer: Se empleé el caldo MR-VP de
la casa comercial OXOID.

Pruebas API 20E test de bioMérieux, para obtener una mejor caracterizacion
bioquimica.(1)
Prueba Biolog: se empleé con el fin de identificar los aislamientos.

(1): solamente se empleé con las muestras de la gira#1
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Cuadro._2:
Pruebas y medios que conforman el perfil bioquimico ampliado

Tincién de Gram

Prueba de Oxidasa

Prueba de Catalasa

| Agar TSI

Tincién de flagelos (KODAKA)

Agar Fenilalanina

Caldo Moeller con Lisina

Caldo Moeller con Arginina

Caldo Moeller con Ornitina

Medio para crecimiento a partir de KCN

Medios para evidenciar produccién de acido a partir de:

Caldo Base Purpura de Bromocresol con campana de Durham y
1% de D-Adonitol

Caldo Base Purpura de Bromocresol con campana de Durham y
1% de L-Arabinosa

Caldo Base Purpura de Bromocresol con campana de Durham y
1% de Celobiosa

Caldo Base Purpura de Bromocresol con campana de Durham y
1% de Duicitol

Caldo Base Purpura de Bromocresol con campana de Durham y
1% de Glicerol

Caldo Base Purpura de Bromocresol con campana de Durham y
1% de myo-inositol

Caldo Base Purpura de Bromocresol con campana de Durham y
1% de Lactosa

Caldo Base Puarpura de Bromocresol con campana de Durham y
1% de Maltosa

Caldo Base Purpura de Bromocresol con campana de Durhamy
1% de D-Manitol

Caldo Base Purpura de Bromocresol con campana de Durham y
1% de D-Manosa

Caldo Base Puarpura de Bromocresol con campana de Durham y
1% de Melibiosa

Caldo Base Puarpura de Bromocresol con campana de Durham y
1% de Raffinosa

Caldo Base Purpura de Bromocresol con campana de Durham y
1% de L-Ramnosa

Caldo Base Purpura de Bromocresol con campana de Durham y
1% de Salicina

Caldo Base Purpura de Bromocresol con campana de Durham y
1% de D-Sorbitol

Caldo Base Purpura de Bromocresol con campana de Durham y
1% de Sacarosa
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Caldo Base Purpura de Bromocresol con campana de Durhamy
1% de Trehalosa

Caldo Base Purpura de Bromocresol con campana de Durhamy
1% de D-Xilosa

Caldo Base Purpura de Bromocresol con campana de Durham y
1% de Fructuosa

Caldo Base Purpura de Bromocresol con campana de Durham y
1% de D-Galactosa

Caldo Base Purpura de Bromocresol con campana de Durham y
1% de Melezitosa

Caldo Base Purpura de Bromocresol con campana de Durham y
1% de Almidén

Agar bilis esculina

Caldo para reduccién de Nitratos

Tubos con Caldo Tripticasa Soya con 5% NaCl

Tubos con Caldo Tripticasa Soya para crecimiento a 37 Celsius.

Prueba ONPG

Rojo Metilo

Prueba de produccién de Indol

Prueba Voges-Proskauer
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Apéndice 2:

Protocolos

2.1 Preparacioén de agar YPGA

El agar YPGA se prepar6 de la siguiente manera: se mezclaron y
disolvieron 5.2 g de extracto levadura, 5.5 g de peptona, 10 g de D—glucosa,
15.2 g de agar con agua destilada estéril y se llevé la mezcla a un volumen de
1000 ml en un erlenmeyer de 2 |. Se autoclavé por 15 minutos a 121°C y se
verti6 el agar en placas de petri estériles cuando la mezcla tenia una

temperatura de aproximadamente 55 °C.

2.2 Preparacién de agar YDC

El agar YDC esta compuesto de: 10 g de extracto de levadura, 20 g de
glucosa, 20 g de carbonato de calcio (CaCOz3) y 15 g de agar y se preparé de la
siguiente manera: se colocé el extracto de levadura, el CaCOz y el agar en un
recipiente con 900 mL de agua destilada estéril. Luego, se calent6 la mezcla en
el mechero hasta que empezd a ebullir, en ese punto se llevé al autoclave (15
minutos a 121°C). La glucosa se disolvié en un erlenmeyer aparte con 100 ml de

ADE y se llevé al autoclave.
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Una vez autoclavadas ambas soluciones se mezclaron antes de verterse

en las placas de petri.

Es Importante tener en cuenta que la composiciéon del CaCOs debe
cumplir los siguientes requisitos:

Gehalt >98.0% (NT)

Cl <0.005
S04 <0.05
Cu < 0.005
Pb < 0.01
Fe <0.05
Zn < 0.005

2.3 Protocolo para amplificacion de PCR 16s Ribosomal

La amplificacién del fragmento del 16S ARNr ,de ADN gendémico se

realiza en un volumen total de 50 ul, presentado en la siguiente reaccion.

REACTIVO 1X (ul) 8X (ul) 16X (ul)
Buffer de Promega 5 40 80
10X
Igepal 1% 2,5 20 40
DNTPs 12,5 mM 0,8 6,4 12,8
Primer 8F 10 uM 2 16 32
Primer 1492 10 uM 2 16 32
Taq Polimerasa 0,2 1.6 3,2
H20 promega 35,5 284 568
BSA 2% 1 8 16
ADN 1 1 1
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La amplificacién fue obtenida de un temociclador PTC- 100, programado
para 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos, 72°C por 1,5
minutos, con una extensién de 72°C por 10 minutos y con un Hot Start a 80°C,
94°C por 4 minutos. El fragmento fue visualizado en una electroforesis de

agarosa en TBE al 2%, tefiido con bromuro de etidio.

2.4 Purificacién de los productos para secuenciacion

El fragmento de 1250 pb se purific6 mediante el uso de columnas de
Quiagen. El material se transfirié a un vial Eppendorf de 1.5 ml y se le agreg6
80 ul isopropanol al 75 %, luego se mezcld fuertemente y se almacenéd a
temperatura ambiente por 15 minutos. Se precipité mediante centrifugacion
a 13 000 rpm por 20 minutos, este proceso se repitié6 huevamente y el boton

resultante se sec6 en en un speed vac.

Para secuenciar se resuspendié el boton en 6 pyl de FL (5 pL de
formamida + 1 pL de Joading buffer para acrilamida) para luego entregar los

productos purificados al encargado de secuenciar en el laboratorio.



2.5 Protocolo de secuenciacién con kit comercial BIG DYE version 3

Para la secuenciacién, se utiliz6 el kit comercial Big Dye, versién 3 de

Applied Biosystems en un equipo ABI 373. Los protocolos utilizados han sido

optimizados por la Unidad de Secuenciacién del CIBCM y se realizan en un

volumen total de 20ul.

H20 Hasta completar 20 i

| Big Dye ( vortex) 8 ul

Primer 10 pl 24

ADN Segun el tamafio del fragmento*

* Por ejemplo, para de fragmentos de 900 pb se empleé 50 ng.

Como control se utiliz6:

| Big Dye ( vortex) 8 ul
M13 4 ul
Plasmido 24l
H20 6 ul
TOTAL 20

El programa para la secuenciacién consiste de 25 ciclos de: 96°C por 10

segundos, 50°C durante 5 segundos y 60°C por 4 minutos. Se mantienen los

productos de la reaccién para secuenciacién en una rampa a 4°C hasta su

purificacién.
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