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Resumen 

Zamora Fallas, Luis Gabriel 
Determinación de la etiología de la "bacteriosisn del palmito de pejibaye 

(Bactris gasipaes) en Costa Rica. 
Proyecto de Graduación Microbiologia. -San José, C.R.: 
L.G.Zamora F., 2003. 
47h.:il. - 18 refs. 

Determinación de la etiología de la "bacteriosis" del palmito de pejibaye 
(Bactris gasipaes) en Costa Rica. 

Se propone establecer la etiologia de la "bacteriosisn del palmito de 

pejibaye (Bactris gasipaes). Para ello se colectó material vegetal afectado de 

plantaciones de las regiones Huetar Norte y Atlántica del país, se optimizaron los 

métodos de aislamiento microbiano a partir del material vegetal, se cultivó el 

presunto agente etiológico. Se identificaron los aislamientos utilizando técnicas 

microbiológicas tradicionales, taxonomía molecular y se optimizaron las técnicas 

involucradas en la comprobación de los postulados de Koch. 

La colecta del material foliar infectado se realizó empleando técnica 

aséptica para luego ser procesado mediante desinfección y macerado, a partir 

del cual se sembraron placas de agar YPGA. Los aislamientos obtenidos fueron 

caracterizados por morfología colonial, tinción de Gram, pruebas de oxidasa, 



catalasa, crecimiento en agar TSI, utilización de urea y citrato, determinación de 

movilidad, producción de lndol y H2S, prueba de Rojo de Metilo y Voges- 

Proskauer. Se seleccionaron aislamientos clasificados como enterobacterias 

para proseguir con la identificación utilizando el sistema Biolog. Se preparó un 

perfil bioquímico ampliado mediante el cual se obtuvieron porcentajes de 

similitud con respecto al comportamiento bioquímico esperado para cepas del 

genero Erwinia según el manual Bergeys de bacteriología 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 suspensión bacteriana de concentración conocida. Las plantas 

inoculadas se colocaron en cámara húmeda por 24 horas, se realizó un registró 

de la evolución de síntomas 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 Atltintico de la Universidad de Costa Rica, el 

cual reune las condiciones que amerbn un ensayo de patogenicidad. 

Los aislamientos caracterizados como enterobacterias no lograron ser 

identificados hasta especie empleando el sistema Biolog, a una selección de 

estos se les efectuó el perfil bioquimico ampliado, el cual reveló porcentajes de 

similitud sobre el 80% con cepas de Brwinia camfovora, Erwinia herbicola y 

Eminia stewarüi. Cuatro aislamientos analizados por perfil bioquímico ampliado 

se les analizó por métodos moleculares, mediante la secuenciación de su ADN 



16s todos los aislamientos analizados por secuenciación fueron identificados 

como Ewinia stewartii En los ensayos de patogenicidad no se ha logrado al 

presente provocar en las palmas de las pruebas una lesión similar a la 

observable en las plantas afectadas en campo, las pruebas continúan en etapa 

de estandarización. 

El patrón de diseminación de la infección en las plantaciones, la 

sintomatología que se observa en el palmito afectado, la presencia de posibles 

vectores mecánicos y el aislamiento e identificación de microorganismos 

descritos como fitopatógenos a partir de muestras foliares permiten establecer la 

hipótesis 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 afirmación el desarrollo de pruebas de patogenicidad que 

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

Palabras clave: Bactris gasipaes, fitopatologia, bacteriosis, diagnóstico, 

Erwinia stewarüi, producción de palmito y peji baye. 

Msc. Marielos Mora López 

Centro de Investigaciones en Biología Celular y Molecular (CIBCM) 



Introducción 

El pejibaye (Bactris gasipaes) es una palmera autóctona del trópico 

húmedo 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 O a los 900 metros sobre el nivel del mar 

(Fig. 1 ). 

Figura l. Palma de pejibaye (Bactris gasipaes) 

a) Detalle de palma, fruto y tronco, b) palmas adultas, 

c) plantación de palmito, d) fruto. 
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El palmito se cultiva en cuatro regiones del país. donde hay establecidas 

alrededor de 8000 hectáreas en manos de 2000 familias (Fig.2). Las regiones 

Huetar Norte y Huetar Atlántica, que albergan pueblos como Guápiles, Upala. 

Pococi. Valle de la Estrella y Sarapiquí, constituyen las principales zonas 

productoras en las cuales el cultivo de palmito representa una de las actividades 

agrícolas más importantes. En las regiones Chorotega y Brunca existen 

plantaciones dedicadas al cultivo del tallo tierno, sin embargo el número de 

hectáreas dedicadas a este cultivo es mucho menor al presente en las 

principales zonas de cultivo. 

Figura 2. Regiones de cultivo de palmito en Costa Rica. 
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Estos lugares poseen precipitaciones pluviales de las más altas del país; 

por ejemplo, el cantón de Sarapiqui tiene una precipitación media anual que va 

desde los 3500 a 4000 mm, en la parte central del cantón, 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 reproducción, diseminación y mantenimiento de agentes patógenos. 

El aprovechamiento del palmito de pejibaye es de origen precolombino. 

La utilización como alimento del extremo apical tierno de las palmeras en 

general, se pierde en el laberinto histórico de los indígenas del trópico americano 

y de donde quiera que haya palmeras. En la América Tropical el pejibaye 

también llamado pupunha, chontaduro, tembe, pipire, pijuayo, pibá, peach palm, 

etc., fue desarrollado por las tribus que habitan en el trópico húmedo desde 

Honduras hasta Bolivia, y constituyó la palma más apreciada por algunas de 

ellas (Mora, 1999). 

En Costa Rica hay documentación desde inicios de la Colonia en el siglo 

XVI sobre la importancia de éste árbol para los indios de Talamanca, cuyo 

cultivo era esencial en la dieta de las tribus de ésta zona del país. Utilizaban el 

palmito de pejibaye como alimento, además utilizaban las inflorescencias 

tiernas, el fruto y la savia del tallo; la madera del árbol para la construcción y 

para la fabricación de armas (Mora, 1999). 
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La siembra y explotación comercial del palmito en nuestro país se inicia 

en la decada de los setenta, con el cultivo de 400 hectáreas en la región Huetar 

Norte (Sarapiquí), por parte de la empresa agroindustrial Del Campo, 

actualmente DEMASA, la cual continúa siendo el principal comercializador del 

producto(Mora, 1989). Poco después, se realizan las primeras exportaciones de 

palmito a Francia, país 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 

pequeños y medianos productores, surgen diferentes empresas 

industrializadoras. En el ano 1987, se inicia una nueva etapa de expansión del 

cultivo con un aumento del volumen de exportaciones y apertura de nuevos 

mercados como España, Canadá y los Estados Unidos de América. 

En la década de los noventa, se incrementa el área de siembra, 

principalmente en manos de pequeños productores y se da un incremento 

gradual del volumen de exportaciones. En el período comprendido entre 1994 y 

1996 se experimenta un mayor incremento en el volumen de exportaciones y 

precios. A partir de 1997, la dinámica productiva se vio afectada por una 

sobreproducción a escala nacional, un limitado consumo interno, un incremento 

en el área de siembra y exportación por parte de países 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 disminución del precio 

internacional. Esta situación, provocó una perdida de competitividad del sector 
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palmitero y una crisis socioeconómica que afectó a los medianos y pequeños 

productores que constituyen el 86% de los agricultores dedicados a esta 

actividad. La crisis provocó el abandono de las plantaciones; los productores 

dejaron de invertir en el control de plagas, enfermedades y nutrición de las 

palmas. 

En el cultivo de pejibaye se han reportado más de 27 patógenos (Cuadro 

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

y esto puede evitarse manteniendo las plantas en condiciones saludables. 

Cuadro 1: .A. Principales enfermedades de Bactris gasipaes y sus agentes 
etiológicos. 

Enfermedades de la semilla 
Enfermedad 
Pudrición de la nuez 

Mancha de anillo 
Vena corchosa 

Agentes etiológicos 
Schyzoph~dlum commune, 
Botryodiplodia thebromae, 
Thielaviopsis paradoxa y 
Fusarium sp. 

Dresclera incuwata 
Fusarium monofiliforme 

Mancha negra 1 Colletotrichum sp. 
Enfermedades del tallo 

Enfermedad 
Pudrición del tallo 

Enfermedades 
Pudricibn blanca 
Pudrición basal 
Moho blanco 
Mancha chocolate 

Enfermedades del follaje 

Agentes etiológicos 
Phytophthora palmivora, 
Erwinia chrysanthemi 

Agentes etiológicos 
Monilia sp. 
Diplodia sp. 
Phytophthora palmivora 
Pseudomonas syringae - 

Enfermedades 
Mancha amarilla 
Mancha parda 

Enfermedades del fruto 

Agentes etiológicos 
Pestalotiopsis sp. 
Mycosphaerella sp. 



En general las palmáceas son muy susceptibles a la falta de aireación 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 física 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 física y sin 

capas impermeables (Mora, 1999). 

Enfermedades del fruto en poscosecha 

A partir del año 1999, se han presentado reportes en las regiones 

Huetar Norte y Huetar Atlántica del país, de una enfermedad conocida por los 

productores como "bacteriosis", que ha tenido un alto impacto en la producción 

de las plantaciones afectadas, en las que se han reportado disminuciones en la 

producción de hasta un 55%, con las consecuencias que esto ocasiona en 

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

Enfermedad 
Pudrición negra 

Los principales sintomas de esta enfermedad se presentan en las hojas, 

con una clorosis (zonas de marchitamiento o aclaramiento) inicial que sigue el 

patrón vascular de la hoja y presencia de un exudado en el envés que en 

Agentes etiológicos 
Thielaviopsis paradoxa, 
Chalaropsis sp. 

Enfermedades del raquis y raqulllas 
Enfermedad 
Tizón del racimo 

Agentes etiológicos 
Ceratocystis sp. 

(') Tomado de Palmito de pejibaye: Su cultivo e industrialización. Mora, U.J.; 1999. 
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épocas secas se torna en pústulas de color rojo rellenas de un liquido 

amarillento y culmina con necrosis. Lesiones al tallo se presentan en cuadros 

avanzados con pudrición, mal olor y exudado excesivo que puede llevar a la 

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

Estudios preliminares de distribución de la enfermedad en diferentes 

plantaciones de la Región Atlántica, han determinado que la infección presenta 

un patrón de focos infecciosos (Olaso; 2001), es decir, las palmas enfermas se 

localizan juntas; por tanto se pueden visualizar dentro de la plantación regiones 

sanas y zonas evidentemente enfermas en los bordes de los caminos y áreas 

colindantes con terrenos destinados a ganadería y otros cultivos. 

Es evidente además, la proliferación masiva de coleópteros de la familia 

C urculionidae (Metamasius hemipterus y Rhynchophorus palmarum) 

conocidos comúnmente como "picudosn; sus larvas se desarrollan en el interior 

de los tallos, dañándolos y produciendo una disminución en el rendimiento del 

área sembrada. Algunos estimados realizados en los años 2000 a 2001 han 

arrojado cifras de hasta un 40% de daños 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 mecánicos, lo cual debe ser confirmado 

experimentalmente (Fig. 3). 



S 

Estudios preliminares en un número limitado de plantas, elaborados por 

la Dirección de Sanidad Vegetal del Ministerio de Agricultura y Ganadería 

(1999), han reportado el cultivo e identificación de un aislamiento del género 

Erwinia como probable agente causal de la bacteriosis. 

Figura 3. Coleópteros de la familia Curculionidae: 
a) Rhynchophorus palmarum y b) Metamasíus hemípterus 
conocidos como "picudos". 

El patrón de cultivo, el manejo poco controlado de los desechos y la falta 

de un plan organizado para el mantenimiento de la plantación, son puntos a 

favor para la perpetuación de la infección (Vargas, 1990). Además la alta 

humedad relativa y pluviosidad contribuyen a la erosión del suelo 

desproveyéndolo de nutrientes y garantizando condiciones aptas para la 

proliferación de enfermedades microbianas. 

Costa Rica es un país productor y exportador de productos agrícolas. En 

las últimas décadas, el palmito, tallo tierno de la palma de pejibaye (Bactris 

gasipaes), se ha convertido en un importante producto de exportación 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 dólares 

(PROCOMER, 2003) y es importante mencionar que un 98% del total de las 

importaciones de palmito por parte de la Unión Europea, es de Costa Rica 

(Santana, 2000). 

El propósito de este trabajo es iniciar un estudio epidemiológico para 

determinar la etiología de la bacteriosis del palmito, para el establecimiento de 

medidas de control y manejo de la infección orientadas a mantener la 

productividad del cultivo, en las zonas afectadas de la región Huetar Norte y 

Huetar Atlántica. 



Objetivos 

Objetivo general: 

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

gasipaes) . 

Objetivos específicos: 

Colectar material vegetal afectado por la bacteriosis en las plantaciones 

de las regiones Huetar Norte y Atlántica del país. 

Optimizar los métodos de desinfección y aislamiento microbiano a partir 

de material vegetal. 

Aislar y cultivar el o los agentes etiológicos. 

Identificar los aislamientos utilizando técnicas microbiológicas 

tradicionales y taxonomia molecular. 

Optimizar las técnicas involucradas en la comprobación de los 

postulados de Koch. 



1. Selección y toma de muestras en el campo 

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

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

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

jóvenes (en estas lesiones solamente se observan pequeñas zonas cloróticas en 

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

oportunistas en lesiones más avanzadas. 

Cuadro 2: Información general de giras de campo 

I 

G1 Huetar Atlántica Pococi, Limón 

salizadas a las regiones 
12. 
I 

Fecha de Número de 
colecta muestras 

foliares 
colectadas 

Febrero 6 

G3 

Mayo 2001 1 
Huetar Atlántica 

lG4 I Huetar Atlántica Siquirres, Limón 1 I Junio 2002 1 14 I 
Pococi, Limón Junio 2001 

J 

4 

G5 

G6 

Huetar Norte 

Atlántica 

Huetar Norte y 

Pococi, Limón 

Sarapiqui, Heredia 

Siquirres, Heredia y 

Total 

Julio 2002 

99 

7 

Agosto 2002 7 
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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 cortó con bisturi estéril, el 

cual se descartó luego de cada corta en un recipiente con tapa plástica. Con la 

pinza se introdujo la muestra en un tubo cónico de 50 ml, los tubos con muestras 

fueron mantenidos y transportados en una hielera. 

2. Procesamiento de muestras en el laboratorio 

Se optimizaron diferentes técnicas para la desinfección y macerado del 

material foliar. Se emplearon soluciones de etanol al 85% y de cloro al 0.5% 

(Klement, 1990), se concluyó que la solución más adecuada para la desinfección 

serla la solución 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 desinfectó 

previo a su maceración sumergiéndola en 10 m1 de solución de etanol al 85% 

por un minuto, luego se enjuagó en 1 O ml de agua destilada estéril (ADE). 

3.-Aislamiento y cultivo de microorganismos: 

La muestra se maceró con un mortero y pistilo estériles con 1 m1 de ADE, 

una vez optimizadas las técnicas de desinfección y macerado del material 

vegetal, se tomaron 100 VI del macerado para su inoculación en diferentes 

medios de cultivo para microorganismos, especialmente fitopatógenos, 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 Tinción de Gram, se obtuvieron los 

cultivos puros y los aislamientos fueron almacenados en caldo LB al cual se 

adicionó glicerol al 20%, se mantienen a -70 OC. 

Posteriormente, se inició la caracterización bioquímica para lo cual se 

realizaron las pruebas contenidas en el cuadro 1 del apéndice 1. Para completar 

la identificación de los aislamiento, se utilizó el sistema semi-automatizado 

Biolog (Biolog Inc., 2001), el cual se basa en la reacción de óxido-reducción de 

96 carbohidratos. 

En aquellos casos en los cuales con el sistema Biolog no se logró la 

identificación hasta especie de los aislamientos, se procedió a ampliar el perfil 

bioquimico con pruebas adicionales (Apéndice 1, cuadro 2). Los resultados 

obtenidos fueron comparados con las propiedades bioquímicas presentadas por 

cepas de Erwinia herbicola, E. dissolvens, E. amylovora, E. carotovora, E. 

chrysanthemi, E. stewartii según 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 continuación en el cuadro 3. 

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

4.Taxonomía molecular: 

Código de 
cepa 

UCR #271 

UCR #274 

G2-W 

4.1 Extracción de ADN genómico, 

Para complementar la identificación taxonómica de los aislamientos a 

utilizar en las pruebas de patogenicidad (comprobación de postulados de Koch), 

se realizó una extracción de ADN genómico, para lo cual se inocularon caldos 

nutritivos con los aislamientos seleccionados, se incubaron en agitación por las 

24 horas previas a la extracción en un baño a 30 OC. Posteriormente, se 

centrifugaron los tubos con el caldo inoculado por 2 minutos a 2000 rpm. El 

sobrenadante fue descartado y el sedimento se resuspendió en 2 m1 de tampón 

Procedencia 

Bacterioteca de la Facultad de 
Microbiologia de la U.C.R. 
Bacterioteca de la Facultad de 
Microbiolog¡a de la U.C.R. 
Cepa aislada a partir de una 
muestra foliar recolectada en 
la gira G2 e identificada 
mediante el sistema BIOLOG. 

Identificación 

Erwinia herbicola 

Eminia carotovora subsp. 
caro to vora 
Agrobacterium rhizogenes 
(100%) (Sim 1,000) 
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de lisis (NaCI 400 mM, Sacarosa 750 mM, 20 mM EDTA, 50 mM Tns-HCI, pH 

9.0) y se incubó con Lisozima a una concentración final de 1 mglml, por 30 

minutos a 37 OC. A esta mezcla se aiiadió doudecil sulfato de sodio (SDS) a una 

concentración final de 1% y Proteinasa K a una concentración final de 100 

pgImL, la mezcla se incubó por 2 horas a 55 OC. Se procedió a la extracción del 

ADN aiiadiendo 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 mezcló con un volumen de cloroformo-isoamilo 24:1 para 

luego centrifugar por 15 minutos a 2900 rpm. El ADN se precipitó aiiadiendo 

1/10 volumen de acetato de sodio 3 M, pH 5.3 y 2 volúmenes de etanol absoluto 

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

Se realizaron lavados con etanol de 95% y 70%, para al final suspender el 

ADN en 100pl de tampón TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA ImM, pH 7.6). La 

solución de ADN se conservó en refrigeración. Para determinar la calidad y 

cuantificar el ADN extraído, una fracción de la solución fue separada por 

electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% en tampón TBE, utilizando como 

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

4.2 Amplificación ARN 16s Ri bosomal 

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

imprimadores universales 27Fl1492R. Los productos de amplificación fueron 
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separados en electroforesis de agarosa y purificados con columnas de QIAGEN 

segun las especificaciones de proveedor. 

Para la secuenciación, se utilizó el kit comercial Big Oye, versión 3 de 

Applied Biosystems en un equipo ABI 373. Los protocolos utilizados fueron 

optimizados por la Unidad de Secuenciación del ClBCM (Apéndice 2). 

5. Optimización de las tbcnicas involucradas en la comprobación 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 suspensión bacteriana de 

concentración conocida (1x10~ U.F.C.lml) preparada a partir de un cultivo puro 

en agar nutritivo con 48 horas de incubación a 27 OC de la cepa a inocular. 

Se probaron diversos métodos de inoculación como: 1) Raspada de hoja 

e inoculación con una jeringa de 1 ml, 2) inoculación del tallo con una jeringa de 

1 ml y 3) inoculación mediante corte en hoja con tijera. Como controles 

negativos para el ensayo se emplearon plantas a las que se les inoculó solución 

salina al 0.85% empleando los métodos antes citados y también se incluyó una 

planta que sirvió como testigo inalterado. 
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Las plantas inoculadas se colocaron en cámara húmeda por 24 horas. Se 

realizó un registró de la evolución de síntomas 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 Atlántico de la Universidad de Costa Rica, el 

cual reúne las condiciones que ameritan un ensayo de patogenicidad como son 

una técnica aséptica en la inoculación de las plantas, el acceso restringido al 

área de ensayos y el cumplimiento de normas de bioseguridad básicas para este 

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

Figura 4. Invernadero empleado en la optimización de pruebas 
de patogenicidad en Bactris gasipaes: a) invernadero, 
b) letrero de acceso restringido, c) plantas para ensayo, 
c) cámara húmeda. 



Resultados 

Descripción de la sintomatología y observaciones de campo: 

Las lesiones observadas en las plantas de pejibaye debido a la presunta 

bacteriosis por Erwinia sp. son inicialmente pequeñas lesiones cloróticas con un 

exudado que se aloja en el dorso o envés de la hoja, en estados avanzados las 

lesiones crecen progresivamente, presentan una coloración rojiza, llegan a ser 

observables pústulas de color rojo rellenas de un líquido amarillento y la 

infección culmina con necrosis (Fig. 5). Las lesiones al tallo se presentan en 

cuadros avanzados con pudrición, mal olor y exudado excesivo. Se ha visto que 

dicho exudado atrae a insectos, en especial picudos (coleópteros que son una 

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

La clorosis en las hojas incrementa de tamaño progresivamente y 

disemina a los tallos. El proceso a este nivel compromete el desarrollo de la 

planta y por ende la obtención del tallo tierno apto para el consumo y comercio. 



Figura 5. Diferentes estadios de la infección de las hojas: 
a) clorosis inicial a lo largo de la vena central, 
b) exudado en el envés y signos de necrosis, 
c) marchitamiento y necrosis, d) "pústulas" con líquido viscoso 

Aislamiento, cultivo e identificación: 

En el cuadro 4 se presentan los resultados de la identificación de los 

aislamientos obtenidos. A partir de las muestras foliares de pejibaye obtenidas 

en la primera gira ( G I )  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 Morfología colonial del presunto agente patógeno. 

Cuadro 4: 
Aislamientos bacterianos obtenidos de material foliar de plantas de pejibaye infectadas con 
la bacteriosis en la región Huetar Norte y Huetar Atlántica de Costa Rica. 

Localidad I Código Método de Identificación 
Finca Aislamiento Bíolog Taxonomía Molecular 

Pococl, 7- 
Limón MG G1-1 NO ID Serratia rubidaea (Sim 0,471) 

G1-2 Serratia rubidaea (31 %) "' 
G 1 -3A NO ID Serratia rubidaea (Sim 0,471) 
G1-36 NO ID Serratia rubidaea (Sim 0,471) 

G 1 -5A NO ID Enterobacter aerogenes (30%) "' 
G1-5B NO ID Morganella morganii (54.9%) (" 

Ticari, 
Sarapiquí 

Colonia 
Villalobos, 
Sarapiqui 

Pantoea agglomerans (1 00%. S i  1,000) 
NO ID Senatia rubidaea (Sim 0,471) 

Pantoea agglomerans (1 00%, Sim 1,000) 

Erwinia stewartii (96% sim) 



Rambla, 
Sarapiquí 

Otoya, 
Sarapiquí 

Finca 
Chávez, 

Sarapiquí RP 

Pococí, 
Limón MG 

Siquirres, 
Limón IC 

Pococí, 
Limón 

Pococí, 
Limón RB 

Roxana, 
Sarapiquí FA 

Pococí, 
Limón RB 

Siquirres, 
Limón 
?- 

IC - 

NO ID Senatia mbidaea (Sirn 0,381) 
NO ID Pantoea dispersa (Sirn 0,393) 
NO ID Serratia rubidaea (Sim 0,471) 
NO ID Seratia rubidaea (Sim 0,304) 
NO ID Pantoea dispersa (Sirn 0,242) Erwinia stewarfii (97% sirn) p) 

Flavimonas otyzihabitans (1 00%, Sirn 1,000) 

NO ID Serratia rubidaea (Sim 0,471) 

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

NO ID Serratia mbidaea (Sirn 0,471) Etwinia stewartii (96% sirn) '"' 

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

NO ID Pantoea dispersa (Sirn 0,432) 
NO ID Semtia mbidaea (Sirn 0,380) 
NO ID Senatia mbidaea (Sirn 0,382) 
NO ID Serratia mbidaea (Sirn 0,480) 
NO ID Senatia mbídaea (Sirn 0,298) 
NO ID Senatia mbidaea (Sirn 0,510) 
NO ID Seratia mbidaea (Sirn 0,510) 
NO ID Senatia mbidaea (Sirn 0,220) 
NO ID Seratia mbidaea (Sirn 0,550) 
NO ID Enterobacter cloacae (Sim 0,119) 
NO ID Enterobacter cloacae (Sim 0,340) v' 
NO ID Enterobacter gergoviae (Sim 0,5 10) 
NO ID Enterobacter gergoviae (Sim 0,550) 
NO ID Enterobacter gergoviae (Sim 0,400) 
NO ID Entembacter asburiae (Sirn 0,111 ) 
NO ID Entembacter sakasakií (Sirn 0,196) 

NO ID Pantoea agglomerans (Sim 0,3 1 1 ) 

NO ID Senatia rubidaea (Sim 0,550) 

G5-01-03 NO ID Pantoea agglomerans (Sirn 0,220) 
G5-01-04 NO ID Pantoea agglomemns (Sirn 0,343) 
G5-01-07 NO ID Pantoea agglomemns (Sirn 0,264) 

G6-02-04 NO ID Seratia rubidaea (Sim 0,301) 

G6-04-12 - - .-m . NO ID Seratia mbidaea (Sirn 0,241) -.- w.".r "- m-.-- - . 

(1): Fueron procesadas con el Sistema Api 20E, no lograron ser identificadas. 
(2): El aislamiento se realizó a partir del líquido de "pústulas" de una muestra foliar infectada. 
(3): Porcentaje de similitud con respecto a secuencia de ADN 16s de la base de datos NCBl BLASTN del 
Center for Biotechnology Information. 
NO ID: No se logró la identificación hasta especie del aislamiento mediante el sistema Biolog. 



El resultado fue que cinco de los aislamientos correspondían a bacilos 

gram negativos, oxidasa negativos, catalasa positivos y TSI N A  (patrón 

fermentador), lo que los clasifica como enterobacterias. Para tener una mejor 

caracterización bioquímica, así como para identificar los aislamientos hasta 

especie se efectuaron las pruebas API 20E test (cuadro 5). Sin embargo, no se 

logró una identificación definitiva al nivel de especie, únicamente 3 de los 6 

aislamientos (G1-1, G1-3A y G1-36) presentaron un porcentaje de identidad de 

53.8% con Enterobacter agglomerans (sinónimos 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. 

1 1 identidad con E. a g g l o k n s ;  1 

Muestra analizada 
Muestra #G1-1 

Muestra #G1-2 

Resultado Api 20E 
Muestra no identificada, 53% de 
identidad con E. agglomerans; 
posibilidad de Erwinia sp. 
Muestra no identificada, 31.7% de 

1 1 identidad con E. agglomerans; 1 
Muestra # G1-3A 

posibilidad de Erwinia sp. 
Muestra no identificada, 53% de 

1 1 identidad con E. agglomerans; 1 
Muestra # G1-3B 

posibilidad de Erwinia sp. 
Muestra no identificada, 53% de 

Muestra # G1-5A 

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

G2, se obtuvieron 136 aislamientos. Debido a que estas muestras no fueron 

posibilidad de Erwinia sp. 
Muestra no identificada, 30% de 

Muestra # G1-56 
identidad con Enterobacter aerogenes 
Muestra no identificada, 54.9% de 
identidad con Morganella morganii 
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desinfectadas superficialmente antes de ser cultivadas, aproximadamente la 

mitad de los aislamientos correspondían a levaduras, hongos filamentosos, 

cocos gram positivos y bacilos gram positivos. La otra mitad correspondió a 

bacilos gram negativos, los cuales en su mayoría presentaban un patrón de 

fermentador. Se seleccionaron 13 de estos aislamientos clasificados 

previamente como enterobacterias (Gram negativas, catalasa positivas, oxidasa 

negativas y un TSI con un patrón AIA) para proseguir con la identificación 

utilizando el Biolog. 

Únicamente 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 mayoría (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 sólo se analizó por Biolog 

dos de ellas, que correspondieron a Erwinia herbicola y Enterobacter 

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

Debido a que el sistema Biolog presentó limitaciones importantes en la 

identificación al nivel de especie de los aislamientos obtenidos, se procedió 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 ano 2001, a los cuales se les evaluó su comportamiento bioquímico con 

respecto a diversos carbohidratos, sustratos, condiciones de incubación y demás 

propiedades según el manual Bergeys de bacteriología. Las propiedades 

bioquimicas que presentó cada aislamiento fueron comparadas con las 

esperadas para cepas de Eminía herbicola, E. dissolvens, E. amylovora, E. 

carotovora, E. chrysanthemi, E. stewarüi según el manual Bergeys de 

bacteriologla. 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: 
Análisis de similitud de algunos aislamientos obtenidos de material foliar de 
palmito infectado con bacteriosis con respecto a diversas especies del género 
Erwinia. 

Subgrupos 

AislamientoICepa 

GI - I  
G2-82 
G Z ~  
Control Positivo 
E. herbicola 
G3-2DMML 
G3- M4M 
Control Negativo 
A. rhizogenes 
G3-MMLA 

Especies del g6nero Elwinía 
No productores de pudrición blanda Productores de pudrición 

blanda 
Erwinia 
caroto vora 
80% 
78% 

83% 
65% 

82% 
82% 
31 % 

82% 

Erwinia 
amylo vora 
64% 
59% 
64% 
69% 

39% 
54% 
64% 

59% 

Erwinia 
S te wartii 
81% 
83% 
86% 
81 % 

71 % 
74% 
62% 

74% 

Erwinia 
chrysan fhemi 
73% 
73% 
73% 
60% 

72% 
72% 
33% 

72% 

Erwinia 
díssolvens 
73% 
68% 
73% 
60% 

73% 
76% 
35% 

73% 

Erwinia 
herbicola 
83% 
80% 
88% 
80% 

78% 

84% 
41 % 

84% 
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Los 6 aislamientos presentaron porcentajes de similitud de 80% o superiores 

con respecto a los perfiles bioquímicos esperados para cepas de E. camtovom, 

E. herbicola y E. stewartii. Este perfil ampliado tampoco proporcionó una 

identificación 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 caracterización 

bioquímica básica y el ensayo Biolog. En este momento cabe resaltar que la 

mayoría 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 realizó perfil bioquimico (Gl-1, G2-82, 

G2-6 y G3-2DMML), fueron analizados por métodos moleculares (amplificación 

de ADNr 16s) con el propósito de determinar su caracterización taxonómica. Las 

secuencias obtenidas fueron depuradas, alineadas y confrontadas con 

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

(Fig. 7). 



Escalera Ikb  Kb 
10, 000 pb 

3 4 5 6  8 9 

1500 pb 

1000 pb 

750 pb 

500 pb , 

I 

Figura 7. Productos de reacción PCR para amplificación 
de ADN 16s. 

1. Aislamiento G1-1; Pococí, Limón. 
2. Aislamiento G2-82; Sarapiquí, Heredia. 
3. Aislamiento G2-6; Sarapiquí, Heredia. 
4. Aislamiento G3-M3MML; Pococí, Limón. 
5. Aislamiento G3-2DMML; Pococí, Limón. 
6. Aislamiento G3-2DMML; Pococí, Limón. 
7. Cepa UCR#271 Erwinia herbicola. 
8. Cepa UCR#274 Enivinia carotovora subsp. carotovora. 
9. Cepa UCR#276 Erwinia stewartii subsp. stewartii. 
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Los resultados fueron los siguientes: todos los aislamientos analizados 

por secuenciación fueron identificados como Eminia stewaM; tres con un 96% 

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

Optimización de ensayos de patogenicidad: 

Los protocolos a emplear en los ensayos para la comprobación de los 

postulados de Koch se encuentran en proceso de estandarización, 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 Atlántico de la 

Universidad de Costa Rica. 

En estas pruebas de estandarización se ensayaron diferentes 

concentraciones de inóculo de los aislamientos G1-1 y G3-2DMML, y se 

evaluaron los siguientes métodos de inoculación: lesión de hoja e inoculación 

con jeringa, inoculación del tallo e inoculación 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 lesión similar a la observable en las plantas afectadas en campo (datos no 

mostrados). 



Discusión: 

Las lesiones observadas en las plantas de pejibaye debido a la presunta 

bacteriosis por Erwinia sp. son inicialmente pequeñas lesiones cloróticas con un 

exudado que se aloja en el dorso de la hoja y que coincide con la lesi6n clorótica 

inicial de una marchitez. Estas lesiones evidencian daiio 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 podrían servir como 

vectores mecánicos. El hombre no debe descartarse como otro posible medio de 

transporte y propagación de la bacteriosis en las plantaciones (Fahy 1983, 

Klement 1990, Schaad 2001) lo anterior debido a la amplia manipulación de este 

cultivo desde su corta hasta el acarreo de palmitos a las plantas procesadoras 

por intermediarios. 

La clorosis en las hojas incrementa de tamaño progresivamente y 

disemina a los tallos provocando la aparición 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 una consistencia blanda o pastosa. Esta pudrición lleva a la 

consecuente muerte de la planta debido a microorganismos saprofitos. 

La sintomatología y comportamiento de infectar palmas jóvenes en las 

condiciones de abandono de las plantaciones hasta ahora descrito, es típico de 
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una marchitez de Stewart (conocida como Stewart's wilt) y causado por Eminia 

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

Los resultados obtenidos mediante pruebas bioquímicas básicas, API test, 

Biolog y perfil bioquímico para los aislamientos bacterianos hechos a partir de 

hojas de la palma Bactris gasipaes que presentaban lesiones cloróticas típicas 

de la infección en estudio apuntan a que dichos aislamientos son de la familia 

Enterobacteriaceae y del género Ewinia. 

La imposibilidad de identificar la mayoría de los aislamientos por métodos 

fenotípicos, puede encontrar explicación en el hecho de que dentro de los 

géneros Ewinia, Enterobacter, Serratia y Pantoea existen especies con una 

incompleta caracterización bioquímica, situación que dificulta la ubicación 

taxonómica de aislamientos lo que muchas veces sólo encuentra solución al 

emplear técnicas que aplican biología molecular, que son más sensibles y 

específicas que las técnicas fenotípicas convencionales (Schaad 2001). 

Al menos 4 aislamientos fueron identificados por taxonomía molecular 

como Erwinia stewartii, una especie fitopatógena (Fahy 1983, Klement 1990, 

Schaad 2001) asociada a la enfermedad de Stewart presente en cultivos como 

el maíz. 

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

marchitez de Stewart) se observa marchitamiento, lesiones cloróticas 
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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 transmisión por vectores invertebrados y mecánicos (Cariton, 

1997). 

Los resultados hasta ahora obtenidos permiten establecer la hipótesis 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 optimización las pruebas de patogenicidad 

(Postulados de Koch), las cuales determinarán si los aislamientos hasta ahora 

caracterizados son capaces de reproducir en una planta sana los mismos 

síntomas presentes en las plantaciones afectadas. Hasta el presente, no se ha 

logrado reproducir una lesión característica en invernadero, situación vista 

comúnmente en pruebas de esta índole ya que son muchas las variables 

involucradas en el desarrollo y manifestación de la enfermedad en el campo las 

que son difíciles 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 cámara húmeda, la cual debe ser mayor 

al 90%, el solvente empleado en la preparación de las suspensiones bacterianas 

a inocular, el cual no debe dañar la fisiología de la planta y la edad de las 

plantas a emplear en los ensayos. 



Conclusiones 

El patrón de diseminación de la infección en las plantaciones, la 

sintomatología que se observa en el palmito afectado, la presencia de posibles 

vectores mecánicos y el aislamiento e identificación de microorganismos 

descritos como fitopatógenos (Fahy 1983, Klement 1990, Schaad 2001) a partir 

de muestras foliares permiten establecer la hipótesis de que enterobacterias de 

la especie Ewinia stewarfii son el posible agente causal de la bacteriosis en 

Bactris gasipaes. Resulta así necesario para comprobar la anterior afirmación 

el desarrollo de pruebas de patogenicidad que comprueben los postulados de 

Koch para la evaluación de resultados y validación de las pruebas. 

La determinación del agente etiológico de la bacteriosis, reviste 

importancia ya que puede orientar la búsqueda de un método de control que 

reduzca las pérdidas en producción 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 patógeno, mas aún si se toma en cuenta que el inóculo bacteriano puede 

sobrevivir en el campo, en los rastrojos, hasta por treinta meses. Resulta así, 

que el control químico no es una alternativa a largo plazo por su alto costo, se 

debe orientar más bien al mejoramiento genético y. a la mezcla de variedades 

(buscar heterogeneidad en la plantación) como soluciones al problema a futuro 

(Elango, 2002). 



32 

Este proyecto de graduación fue apoyado financieramente por el 

proyecto: "Implementación de un programa para mejorar la competitividad de los 

productores de palmito", Fondos Concursables (FC-29), MICIT-CONICITI (VI- 

801 -A1 -522). 



Ap6ndice 1 : 

Pruebas de caracterización y medios que conforman el perfil 

bioquimico 

Cuadro 1 : 

Pruebas de caracterización 

(Klement, 1990; Holt et. a1.1996; 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 lron de la casa 

comercial OXOID. 

Utilización de urea: Se emplearon el Agar Base Urea y las ampollas con el 

componente activo de la casa comercial OXOID. 

Utilización de citrato: Se empleó el Agar Citrato de Simmons de la casa 

comercial OXOID. 

Prueba en Agar S.I.M.: esta prueba determina movilidad, producción de lndol 

y producción de H2S, se hizo con el Agar SIM de la casa comercial OXOID. 

Prueba de Rojo de Metilo y VogesProskauer: Se empleó el caldo MR-VP de 

la casa comercial OXOID. 

Pruebas API 20E test de bioM6rieux, para obtener una mejor caracterización 

bioquímica.(l ) 

Prueba Biolog: se empleó con el fin de identificar los aislamientos. 

(1): solamente se empleó con las muestras de la gira#l 



Cuadro. 2: 
Pruebas y medios que conforman el perfil bioquímico ampliado 

Tinción de Gram 
Prueba de Oxidasa 
Prueba de Catalasa 
Agar TSI 
Tinción 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 producción de ácido a partir de: 
Caldo Base Púrpura de Bromocresol con campana de Durham y 
1 % de D-Adonitol 
Caldo Base Púrpura de Bromocresol con campana de Durham y 
1 % de L-Arabinosa 

Caldo Base Púrpura de Bromocresol con campana de Durham y 
1 % de Celobiosa 
Caldo Base Púrpura de Bromocresol con campana de Durham y 
1 % de Dulcitol 
Caldo Base Purpura de Bromocresol con campana de Durham y 
1 % de Glicerol 
Caldo Base Púrpura de Bromocresol con campana de Durham y 
1 % de myo-inositol 
Caldo Base Púrpura de Bromocresol con campana de Durham y 
1 % de Lactosa 
Caldo Base Púrpura de Bromocresol con campana de Durham y 
1 % de Maltosa 
Caldo Base Púrpura de Bromocresol con campana de Durham y 
1 % de D-Manitol 
Caldo Base Púrpura de Bromocresol con campana de Durham y 
1 % de D-Manosa 
Caldo Base Púrpura de Bromocresol con campana de Durham y 
1 % de Melibiosa 
Caldo Base Púrpura de Bromocresol con campana de Durham y 
1 % de Raffinosa 
Caldo Base Púrpura de Bromocresol con campana de Durham y 
1 % de L-Ramnosa 
Caldo Base Púrpura de Bromocresol con campana de Durham y 
1 % de Salicina 
Caldo Base Púrpura de Bromocresol con campana de Durham y 
1 % de D-Sorbitol 
Caldo Base Purpura de Bromocresol con campana de Durham y 
1 % de Sacarosa 



. 
Caldo Base Púrpura de Bromocresol con campana de Durham y 
1 % de Trehalosa 
Caldo Base Púrpura de Bromocresol con campana de Durham y 
1 % de D-Xilosa 
Caldo Base Púrpura de Bromocresol con campana de Durham y 
1 O h  de Fructuosa 
Caldo Base Púrpura de Bromocresol con campana de Durham y 
1 % de D-Galactosa 

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

Caldo Base Púrpura de Bromocresol con campana de Durham y 
1 % de Almidón 

Agar bilis esculina 
Caldo para reducción 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 producción de lndol 
Prueba Voges-Proskauer 



Apendice 2: 

Protocolos 

2.1 Preparación de agar YPGA 

El agar YPGA se preparó 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 Ilevó la mezcla a un volumen de 

1000 ml en un erlenmeyer de 2 1. Se autoclavó por 15 minutos a 121°C y se 

vertió el agar en placas de petri estériles cuando la mezcla tenia una 

temperatura de aproximadamente 55 OC. 

2.2 Preparación de agar YDC 

El agar YDC está compuesto de: 10 g de extracto de levadura, 20 g de 

glucosa, 20 g de carbonato de calcio (CaC03) y 15 g de agar y se preparó de la 

siguiente manera: se colocó el extracto de levadura, el CaC03 y el agar en un 

recipiente con 900 mL de agua destilada estéril. Luego, se calentó la mezcla en 

el mechero hasta que empezó a ebullir, en ese punto se Ilevó al autoclave (15 

minutos a 121°C). La glucosa se disolvió en un erlenmeyer aparte con 100 ml de 

ADE y se Ilevó 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 composición del CaC03 debe 

cumplir los siguientes requisitos: 

Gehalt > 98.0% (NT) 
CI 0.005 
S04 e 0.05 
Cu 0.005 
Pb e 0.01 
Fe 0.05 
Zn 0.005 

2.3 Protocolo para amplificación de PCR 16s Ribosomal 

La amplificación del fragmento del 16s ARNr ,de ADN genómico se 

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

REACTIVO 
Buffer de Promega 

1 OX 
lgepal 1 % 

DNTPs 12,5 mM 
Primer 8F 10 pM 

Primer 1492 10 pM 
Taq Polimerasa 
H20 promega 

BSA 2% 
ADN 

I X  (pl) 
5 

2'5 
0,8 
2 
2 

0 2  
35,5 

1 
1 

8X (pl) 
40 

20 
6 4  
16 
16 
1,6 
284 
8 
1 

16X (vi) 
80 

40 
12'8 
32 
32 
3'2 
568 
16 
1 
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La amplificación 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 extensión 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%, teñido con bromuro de etidio. 

2.4 Purificación de los productos para secuenciación 

El fragmento de 1250 pb se purificó mediante el uso de columnas de 

Quiagen. El material se transfirió a un vial Eppendorf de 1.5 ml y se le agregó 

80 p1 isopropanol al 75 %, luego se mezcló fuertemente y se almacenó a 

temperatura ambiente por 15 minutos. Se precipitó mediante centrifugación 

a 13 000 rpm por 20 minutos, este proceso se repitió nuevamente y el botón 

resultante se secó en en un speed vac. 

Para secuenciar se resuspendió el botón en 6 p1 de FL (5 pL de 

formamida + 1 pL de loading buffer para acrilamida) para luego entregar los 

productos purificados al encargado de secuenciar en el laboratorio. 



2.5 Protocolo de secuenclacián con kit comercial BIG DYE version 3 

Para la secuenciación, se utilizó el kit comercial Big Dye, versión 3 de 

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

optimizados por la Unidad de Secuenciación del ClBCM y se realizan en un 

volumen total de 20ul. 

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

- 
H20 
Big Dye ( vortex) 
Primer 10 pI 
ADN 

Como control se utilizó: 

Hasta completar 20 pI 
8 pl 
2 pI 
Según el tamaño del fragmento* 

El programa para la secuenciación 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 reacción para secuenciación en una rampa a 4°C hasta su 

purificación. 

Big Dye ( vortex) 
M 13 
Plásmido 
H20 
TOTAL 

8 pI 
4 pI 
2 MI 
6 p1 
20 p1 



Bibliografia 

Alpizar, D. 2001. Folleto: Algunos aspectos sobre el manejo integrado de los 
picudos Rhychophoms palmamm y Metamasius hemiptems en el cultivo de 
palmito Bactris gasipaes, Estación Experimental Los Diamantes, Guápiles, 
Limón, Ministerio de Agricultura y Ganaderia de Costa Rica. 

Carlton, W.M., Munkvold, G.P. 1997. Corn Stewart's Disease; lowa State 
University Extension Bulletin Pm-1627. 

Elango, F. 2002. Bacteriosis en el palmito de pejibaye. Comunicación personal. 
En día de campo CANNAPA. La Colonia, Guápiles. Costa Rica. 16 de marzo de 
2002. 

Fahy, P.C. 1983. Plant bacteria1 diseases: A diagnostic Guide. Academic Press 
Australia, págs 67-1 01. 

John G. Holt, et al., 1996. Bergey's Manual of Determinative Bacteriology, gth 
edition, págs 202-222,227-232. 

Klement, Z. 1 990. Methods in Ph ytobacteriolog y. Akadémiai Diadb, Budapest, 
pags 71 -75. 

M.A.G., U.C.R. 2001. Boletín informativo: Bacteriosis en palmito; Agosto 2001 

Mora, U.J., 1989. Pejibaye (Guilielma). Serie Técnica Vol.1, No. 1. Universidad 
de Costa Rica. 

Mora, U.J., Gainza, E.J.; 1999. Palmito de pejibaye: Su cultivo e 
industrialización. Editorial U.C.R. San José, Costa Rica. 

NCBl BLASTN del National Center for Biotechnology Information. 
Consultado en abril y mayo del 2002. Disponible en: http://www.ncbi.nlm.nih.aov 



Olaso, A. 2001. Informe: Diagnóstico del estado actual de las plantaciones de 
palmito en lo que respecta al ataque de la bacteria en el cantón de Sarapiquí; 
Ministerio de Agricultura y Ganadería, Programas Nacionales, Programa 
Nacional Sectorial del Palmito. 

Paneles de Diagnóstico Especializado Microbiológico BIOLOG, MicroLog User 
Guide; copyright 2001, BIOLOG cinc. 3938 Tmsa may, Haywrad CA 94545 USA, 
pags 34-42. 

PROCOMER. 2003. Principales productos exportados por la industria 
alimentaria. Consultado en junio 2, 2003. Disponible en: 
h t t p : / / p r o c o m e r . c o m / e s t / i n f o r m e s / i n d e ~ e = 0 3  abril 

Santana, R. 2000. Estadísticas de comercio exterior y de inversión extranjera 
directa en Costa Rica durante 1999. Consultado en abril 26, 2002. Disponible en: 
http:lEwww.comex.ao.cr/Dublicacion/ciclol2OOOlrsantana.~df 

Schaad, M.W; Jones, J.B.; Chan W. 2001. Laboratory Guide for ldentification of 
Plant Pathogenic Bacteria, The American Phytopathological Society, St. Paul, 
Minnessota. Third edition, pags 17-83. 

Solórzano, A. 1999. Informe: Bacteriosis del palmito para pejibaye (Bactris 
gasipaes K), en la zona atlántica de Costa Rica. Protección de cultivos, 
Dirección de Investigaciones agropecuarias, Ministerio de Agricultura y 
Ganadería de Costa Rica. 

Vargas, E. y Villa plana. 1 979. Principales enfermedades del peji baye 
observadas en Costa Rica. ASBANA, alío 3, No. 7i, pp.8-9. 

Vargas, E. La marchitez del pejibaye, Facultad de Agronomía, Universidad de 
Costa Rica, consultado en febrero 2001 en: 
www. urc. ac. cr/-reiiba ve/PEnfermedades 


