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RESUMEN

Suazo Tejada, G E. 2008. Caracterizacion de un posible agente causal de la pudricion de
cogollo en cocotero (Cocos nucifera L.), en la costa norte de Honduras. Proyecto especial
Ingeniero Agrénomo. Carrera de Ciencia y Produccion Agropecuaria, Zamorano,
Honduras. 21 p.

Honduras atravesd por una epidemia de Amarillamiento Letal del Cocotero (ALC) en la
década de los noventa, que se agudizd después del Huracan Mitch en 1998. Entre 2001 y
2003 se establecieron programas de replantacion con variedades tolerantes al ALC
(hibridos Maypan, Enanos Malayos y Altos del Pacifico) que afios después han
sucumbido a nuevos ataques de lo que se consideraba ALC, poniendo en duda la
tolerancia de estos materiales. Estudios recientes realizados por la Universidad Zamorano,
establecieron que estas replantaciones de cocoteros no solo estaban muriendo a causa del
ALC, sino por una nueva enfermedad: la Pudricion del Cogollo (PC) de etiologia
desconocida, que también afecta a la palma de aceite en Honduras, Ecuador y Colombia.
Debido a que los sintomas de la PC, sobre todo en etapas tempranas de la infeccion, se
confunden con el ALC. En Honduras no existen programas de manejo para ésta nueva
enfermedad y todos los esfuerzos son enfocados al ALC. El objetivo de este estudio fue
identificar y caracterizar los posibles agentes causales de la pudricion de cogollo (PC) en
palma de coco en la costa norte de Honduras. El estudio se llevo a cabo en el laboratorio
de diagndstico molecular de Zamorano. Se tomaron muestras representativas de palmas
con sintomas clasicos de PC a lo largo de la costa norte de Honduras (Departamentos de
Cortés, Atlantida y Colén). Para evitar contaminacion los primeros aislamientos de
posibles patdgenos se realizaron directamente en el campo, inoculando frascos con Agar
Nutriente (AN), a partir de diferentes tejidos, caracterizados para este fin. Se
seleccionaron 24 aislamientos que fueron caraterizados sistematicamente por microscopia,
andlisis bioquimicos, pruebas inmunoldgicas y pruebas de patogenicidad, en plantas de
crisantemos. Las pruebas de patogenicidad y los andlisis bioquimicos sugieren dos
posibles asilamientos de bacterias como candidatos para agentes causales de la PC en
Honduras : una bacteria con caratecteristicas clasicas del género Erwinia (denominada en
este estudio como BCTE) y otra bacteria de coloracion rojo intenso (denominada BR)
también con las caracteristcas bioquimicas del género Erwinia, excepto por el color. No
se encontrd en la literatura una bacteria patdgénica con esta coloracién, por lo que es
imperativo continuar con la caracterizacion de este aislamiento.

Palabras clave: Analisis bioguimicos, Erwinia, primers, postulados de Koch, reaccién de
hipersensibilidad.
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INTRODUCCION

El cocotero es la palma mas importante de las areas costeras de los tropicos humedos, se
cultiva en 85 paises de la zona intertropical donde cubre una superficie de 10.49 millones
de hectareas (Franqueville 2001). En la actualidad, la produccion de cocotero cobra cada
vez mA&s importancia ya que su aceite puede utilizarse para la produccion de
biocombustible bajo condiciones artesanales en aéreas donde una agricultura industrial no
es posible. Como las &reas de playa de la costa norte de Honduras e islas de la Bahia.

Se estima que antes de la llegada del Amarillamiento Letal del Cocotero (ALC) a
Honduras (a mediados de la década de los noventa), existian alrededor de 6 000 ha de
palmas de coco, con una poblacién de unos 660 000 cocoteros, que producian
aproximadamente 29 millones de frutos por afio; lo que representaba un monto de 30
millones de lempiras anuales (equivalentes a aproximadamente 1.8 millones de ddlares).
En la actualidad, se estima que esta produccion ha declinado un 95% y que el precio de un
fruto de coco es de 10 a 15 veces mas de lo que fue antes del ALC (Roca et al. 2006).

Para apoyar a las comunidades afectadas por el ALC, se establecieron entre 2001 y 2003,
programas de replantacion con variedades tolerantes al ALC (hibridos Maypan, Enanos
Malayos y Altos del Pacifico) que afios después han sucumbido a nuevos ataques de ALC,
poniendo en duda la tolerancia de estos materiales. Estudios detallados recientes
realizados por la Universidad Zamorano, establecieron que estas replantaciones de
cocoteros no solo estaban muriendo a causa del ALC, sino por una nueva enfermedad: la
Pudricién de Cogollo (PC) de etiologia desconocida, que también afecta a la palma de
aceite en Honduras, Brasil, Ecuador y Colombia (Franqueville 2001). Debido a que los
sintomas de la PC, sobre todo en etapas tempranas de la infeccion, se confunden en gran
medida con el ALC, en Honduras no existen programas de manejo para esta nueva
enfermedad y todos los esfuerzos son enfocados al ALC.

Actualmente la mortalidad de las palmas en Honduras es causada por tres enfermedades
principales: Pudricion de Cogollo (PC) con una incidencia del 40 — 50%, seguida de
muerte de palmas por ALC (20 — 30%) y el Anillo Rojo (10-20%) (Roca 2008).

Por muchos afios se atribuyd la pudricion observada en palmas en Honduras a una
infeccion por hongos del género Phytophtora (ya que ha sido ampliamente reportada en
Jamaica)(Roca 2008). Estudios exhaustivos realizados en Zamorano con colaboracién del
CABI y del Central Science Laboratory de Inglaterra, descartaron a Phytophthora como el
agente causal de la PC en Honduras. En Ecuador, desde hace una década se ha tratado de
aislar Phytophthora, en palmas de aceite sin éxito™.

'Roca, MM. 2008. Pudricion de cogollo (PC) en Honduras (entrevista). Universidad Zamorano,
Honduras.



Es posible que la PC en palma de coco y palma de aceite estén asociadas, por lo que se
considera de interés econdémico establecer la etiologia de las enfermedades en ambas
especies (Roca 2008).

En investigaciones recientes en Zamorano se han identificado bacterias y hongos
asociados a la pudricién de cogollo. Estos patdgenos incluyen: Erwinia amylovora, E.
carotovora, E. chrysanthemi, Fusarium solani y F. proliferatum (Rivera Vega 2007).

Con el objetivo de ampliar el conocimiento sobre la PC, se desarroll paralelamente a este
estudio, una investigacién para establecer si la PC es una enfermedad independiente del
ALC en Honduras y para evaluar aplicaciones de antibioticos como estrategia de manejo
en una plantacién comercial de Lean, Depto. Atlantida (Jaramillo Echenique 2008)

La investigacion paralela busca establecer si la PC se puede manejar con aplicaciones de
antibidticos (Tetraciclina) para retardar los sintomas o como una practica preventiva. Si se
logra retardar los sintomas de PC con el uso del antibidtico, es una confirmacion indirecta
que el patégeno primario de la PC puede ser una bacteria o un fitoplasma (Roca 2007).



MATERIALES Y METODOS

I. Seleccion de localidades para el muestreo

Para el estudio se hicieron recolecciones a lo largo de la costa Atlantica de Honduras que
incluye Cuero y Salado, Lean (Depto. Atlantida), Ciriboya (Depto. Coldn), y en La
Fundacion Hondurefia de Investigacion Agricola (FHIA) (Depto. Cortés) (Figura 1). En
todos los sitios se encontraron cocoteros con sintomatologia de PC. Se procedio a la
descripcion de los sintomas, toma de muestras y a establecer un record de fotografias
electronicas.

= A:FHIA
B:Lean (Tela)
C: Cuero Salado

D: Ciriboya

Figura 1. Mapa de Honduras indicando localidades donde se realizaron los muestreos
para el estudio.



Para la seleccion de los cocoteros muestreados se elabord una escala de severidad de la
enfermedad de 0 a 4, siendo 0 una planta sana 'y 4 una planta muerta (Cuadro 1, Figura
2).

Cuadro 1. Escala de severidad para la Pudricion de Cogollo (PC).

Escala  Severidad Sintomatologia
0 Planta sana Sin sintomas
1 Dafio leve Hoja flecha caida, clorosis de las hojas jovenes,
hojas bajeras caidas en un 25%.

Dafio
2 moderado Clorosis avanzada hojas bajeras en un 50%, aborto de nueces.
3 Darfio severo  Clorosis y necrosis combinada, defoliacion en un 75%.
4 Muerte 95% hojas caidas y necroticas, tronco flacido.

MM Roca, 2008.

N v
- -

Figura 2. Escala de severidad para PCy ALC




I1. Metodologia de muestreo

Toma de muestra para PC
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Jaramillo G (2008)

Figura 3. Método de toma de muestras para PC, A. Primer corte, B. Se talan las hojas, C.
Corte transversal a la altura del meristema apical, D. Corte longitudinal para exponer el
tejido con pudricion, E. Tejido donde se obtiene la muestra.



I11. Seleccién del tejido infectado, pruebas bioquimicas y pruebas de patogenicidad

Se desarroll6 un sistema para caracterizar:
e EIl tejido adecuado para la toma de muestras para aislar bacterias patdgenas y
evitar saprofitos
e Las colonias aisladas de acuerdo a su morfologia y color
e Las bacterias de cada aislamiento de acuerdo a sus reacciones bioquimicas y
pruebas de patogenicidad

Para la toma de muestras de cocotero con sintomas de PC, se procedio al corte de cada
una de las palmas enfermas. Posteriormente se hizo un corte longitudinal para exponer el
tejido degradado debido a las enzimas pectoliticas del sistema apical.

Seleccion del tejido infectado

La toma de la muestra se hizo en el area del meristema apical (palmito) en la interfase,
tejido necrdtico, tejido con pudricion liquida y olor fétido (Figura 4).

TCP TN TI

-
.

e

B. Tejido con partes C. Interfase entre tejido
necroticas. sanoy danado.

A. Tejido con pudricion.

Figura 4. Tejido del meristema apical utilizado para el aislamiento del posible agente
causal de la PC, A. tejidos con pudricion liquida y olor fétido (TCP); B. tejidos con partes
necroticas (TN); C. interfase entre tejido sano y necroético (TI).



Aislamiento de bacterias y pruebas bioquimicas

En el campo, se inocularon segmentos de diferentes tejidos de la planta (tejido de
interfase, tejido necrotico, tejido con pudricion) en frascos con medio AN, utilizando la
mejor técnica aséptica posible (todos los instrumentos utilizados como bisturis o jeringas
eran estériles y desechables). En el laboratorio, con el objetivo de obtener aislamientos
puros a partir del crecimiento en AN, se prepararon suspensiones de bacterias a una
concentracion de 0.5 standard de McFarland (medida de turbidez de las suspensiones).
Estas suspensiones se subcultivaron por duplicado nuevamente en medio AN. Un tercer
subcultivo fue realizado, seleccionando una colonia, que fue luego inoculada en AN
mediante el método de rayado Frobisher.

Se seleccionaron 24 aislamientos puros que se sometieron a analisis bioquimicos que
incluyeron:

tincion de Gram.

crecimiento anaerdbico y aerdbico en medio oxidacion/fermentacion (OF).

prueba de oxidasa.

produccion de pigmento en medio Yeast extract-dextrose-calcium carbonate
(YDC).

e pruebas rapida para Ralstonia (tiras imunoldgicas).

Para la caracterizacion de bacterias, se siguié la Clave de Identificacion de Bacterias de
Schaad (Schaad 2001) (Figura 5).

j- Tincionde Gram

Erwinia, Pantoea, Xylophilus,
Acidovorax, Burkholderia,

Ralstonia, Pseudomonas,
Xanthomonas, Agrobacterium

+‘7 Crecimiento anaerébico =

W

=z Agrobacterium, Acidovorax,
Burkholderia, Ralstonia,
Pantoea Pseudomonas, Xanthomonas,
[ Xylophilus

+ -
.
J, + [ Fmetebienybe ] -

Pantoea

Figura 5. Esquema para identificacion de bacterias fitopatdgenas (Shaad et al. 2001).

Agrobacterium, Acidovorax,

Xanthomonas, Bulkholderia, Ralstonia
Xvlophilus




Pruebas inmunologicas

Se utilizaron pruebas rapidas con tiras inmunoldgicas con un anticuerpo monoclonal
especifico a Ralstonia de la compafiia Agdia®.

Pruebas de patogenicidad

Se establecidé una metodologia que permitiera realizar pruebas de patogenicidad
(Postulados de Koch) en un modelo de planta (crisantemos) faciles de manejar en la casa
malla de Zamorano.

De los 24 asilamientos sometidos a las pruebas bioquimicas se seleccionaron 10
aislamientos representativos utilizando los siguientes criterios de seleccion:

e Los resultados de las pruebas bioquimicas (Cuadro 7)

e Los aislamientos que presentaron un color crema brillante ya que son
caracteristicas cléasicas asociadas con el género Erwinia y que coinciden con
bacterias aisladas en 2007 de cocoteros con sintomas clasicos de PC. A estos
aislamientos se los denomino “Bacteria Crema Tipo Erwinia” (BCTE).

e Aislamientos de color rojo intenso, denominado “Bacteria Roja” (BR), asilados
consistentemente de tejido con pudricién liquida y olor fétido. Esta bacteria tiene
un crecimiento muy agresivo comparado con otras bacterias.

e Aislamiento proveniente de la palma aceitera, para establecer si el mismo tipo de
bacterias que produce sintomas en palma aceitera, afecta cocotero.

Los aislamientos seleccionados fueron: CS1-16-BCTE, CS1-17-BB1, F121-BC, F122-
BCTE, L323C-BR, L325B-BR, L326A-BR, L330A-BN, L331-BB1, C1PA34-BB2.

De cada aislamiento se prepar6é una suspension y se inoculd por triplicado en plantas de
crisantemo. Los testigos fueron inoculados con agua destilada estéril. Se inocularon un
total de 33 plantas (10 x 3 mas el testigo). Las inoculaciones se llevaron a cabo en la casa
malla de la unidad de Fitopatologia de Zamorano. No se usaron plantas de cocoteros
porgue no se adaptan muy bien a las condiciones de Zamorano.

A partir de las plantas que mostraron una reaccion de hipersensibilidad se realizaron
aislamientos utilizando tejido de interfase (sano y enfermo) de las hojas inoculadas, para
confirmar el tercer Postulado de Koch (reaislar el patdgeno inoculado) y confirmar la
patogenicidad de los aislamientos inoculados.



IV. Establecimiento de pruebas moleculares (PCR) para el diagnostico de Erwinia
sp.

Extraccion de ADN para PCR para bacterias. La extraccion de ADN se hizo por el
método de Ausubel et al. (1990). Las células bacterianas (1.5 ml de cultivo) se
precipitaron a 5000 rpm durante 2 minutos empleando una microcentrifuga. Las bacterias
precipitadas se lisaron por incubacion (1 h a 37°C) con proteinas K y SDA (Sodio
duodecil sulfato), a concentraciones de 100 pg/ml y 0.5%, respectivamente. Se agregaron
100 ul de Na CL 5 M y seguidamente 80 pl de solucion CTAB/NaCL Hexadeciltrimetil
bromuro de etidio (CTAB). Luego de la incubacion por 10 min a 65 °C, los complejos
CTABI/proteinas/polisacaridos se removieron con igual volumen (0.8 ml) de fenol:
cloroformo: alcohol isoamilico. Las muestras se centrifugaron a 14000 r.p.m durante 5
min. La fase acuosa se transfirio a un nuevo tubo de microcentrifuga para precipitar el
ADN con 0.6 vol de isopropanol frio. EI ADN precipitado se lavo con etanol (70%).
Luego de eliminar el sobrenadante, el precipitado resultante se secd, se resuspendié a 100
ul de amortiguador TE (Tris-EDTA), se cuantificO y las soluciones de trabajo se
prepararon a una concentracion de 50 ng/pl.

Amplificacion de ADN por PCR

Para la amplificacion de ADN por PCR se usaron tres set de primers para Erwinia
amylovora, E. chrysanthemi, E. carotovora subsp. atroseptica.

Cuadro 2. Primers utilizados para la reaccion PCR.

Primers Tamafio Secuencia Referencia
banda
(bp)

Erwinia chrysanthemi 420  ADE15-GATCAGAAAGCCCGCAGCCAGAT-3 Nassar et al. 1996.

ADE2 5 -CTGTGGCCGATCAGGATGGTTTTGTCGTGC-3"

Erwinia carotovora 389  Erwfor 5~ACGCATGAAATCGGCCATGC-3' Smid et al. 1995
subs. Atroseptica Atrorev 5-ATCGATAATTTGATTGTCCT-3
Erwinia amylovara 900  Eamy15-CGGTTTTTAACGCTGGG3’ Bereswill et al. 1992

Eamy 2 5-GGGCAAATACTCGGATT-3’
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Cuadro 3. Composicion del Master mix para la reaccion del PCR.

Patdgeno Volumen DNTPs Primers Buffer® MgCL2 Polimerasa
Reaccion (mM) Gotag® (mM)  Gotag®
Flexi V)
Erwinia Chrysanthemi 25 0.2 1uM 1X 15 15
Erwinia amylovara 50 0.2 25pmol 1X 15 0.5
Erwinia carotovora 50 0.2 20uM 1X 1.5 1.5

Subsp. atroseptica

&Promega, USA
Gel de electroforesis

Todos los productos de PCR se corrieron en geles de agarosa (Agarose LE Analytical
Grade PROMEGA) al 1 % en un tanque de electroforesis (FBSB 2025 Fisher Scientific),
a 85 voltios por una hora. Luego las geles se tifieron por 10 minutos en bromuro de etidio
al 10%, se observaron en un transiluminador de luz ultravioleta.



RESULTADOS Y DISCUSION

I. Caracterizacion del tejido muestreado

Se escogieron tres tipos de tejido infectado del meristemo apical de palmas con sintomas
clasicos de PC para la toma de muestras (Figura 6): tejido de interfase (TI) donde se
observa tejido sano y enfermo, tejido con pudricion liquida y olor fétido (TCP) (las
enzimas pectoliticas de la bacteria han degradado completamente el tejido el cual tiene
mal olor), tejido necrético (TN) (manchas irregulares).

| Tejidodela ; i .
Tejido con pudricién Tejido necrético
v IR -

Figura 6. Sistema de nomenclatura de tipo de bacterias aisladas de diferentes tejidos



I1. Caracterizacion de bacterias

12

Se aislaron colonias con varios pigmentos y caracteristicas y se les asignd una
nomenclatura correspondiente (Cuadro 4 y Figura 7).

Cuadro 4. Caracteristicas morfologicas de las bacterias.

Sitio Aislamiento Abreviacion Caracteristicas morfologicas de las bacterias

Forma Borde Elevacion Textura Reflejodeluz Color
Cuero Salado Bacteriacremal BCTE Circular Entero Convexa  Suave Brillante Crema
FHIA, Lean tipo Erwinia
Ciriboya
Lean Bacteria Roja BR Circular Entero Convexa Suave Brillante Roja
Cuero Salado Bacteriablancal BBl Circular Entero Convexa  Suave Brillante Blanca
Lean, y Ciriboya
Cuero Salado Bacteria blanca2  BB2 Irregular  Lobular Plana Rugosa Opaca Blanca
Lean Bacteria Naranja BN Circular Entero Convexa  Suave Brillante Naranja
Lean Bacteria amarilla ~ BA Circular Entero  Convexa  Suave Brillante Amarilla

1 16 BCTE TI

1

Figura 7. Sistema de nomenclatura de los aislamientos
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Luego de haber caracterizado el tipo de bacterias (ej. Bacterias crema tipo Erwinia,
Bacteria roja) se prosiguio a la caracterizacion de los aislamientos con relacion a sus
origenes, sintomas, y tipo de tejido (Cuadro 5).

Cuadro 5. Caracterizacion de los aislamientos

NUmero Sitio Aislamiento Sintomas Tipo de
(Severidad ) Tejido

1 Cuero Salado CS1-16-BCTE PC2 T

2 Cuero Salado CS1-17-BB1 PC2 TI

3 Cuero Salado CS1-18-BCTE PC3 Tl

4 Cuero Salado CS1-19 BCTE PC2 Tl

5 Cuero Salado CS1-20-BCTE PC2 TI

6 FHIA F1-21-BCTE ALC Tl

7 FHIA F1-22-BCTE ALC T

8 Lean L3-23A-BCTE PC2 STCP

9 Lean L3-23B-BN PC2 TCP

10 Lean L3-23C-BR PC2 TCP

11 Lean L3-24-BC ALC TCP

12 Lean L3-25B-BR PC4 TCP

13 Lean L3-26A-BR PC2 TCP

14 Lean L3-26B-BCTE PC2 TCP

15 Lean L3-27-BCTE PC2 TN

16 Lean L3-28-BCTE PC2 TCP

17 Lean L3-29A-BCTE PC3 TCP

18 Lean L3-29B-BA PC3 TCP

19 Lean PA3-30A-BN PC2 TCP

20 Lean PA-30B-BC PC2 TCP

21 FHIA F3-31-BB1 PC TCP

22 Ciriboya Cl-32-BB1 PC3 TCP

23 Ciriboya CI-33-BB1 PC3 TCP

24 Ciriboya Cl-34-BB2 PC2 TN

€T1: Area del meristemo interfase.
STCP: Tejido con pudricion y mal olor.
*TN: Tejido necrético.
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I1. Analisis bioquimico

De los 24 aislamientos analizados, se encontraron 19 aislamientos con caracteristicas
similares al género Erwnia. Tres de estos 19 aislamientos fueron del tipo “Bacteria Roja”.
También se encontraron cinco aislamientos con caracteristicas del “Grupo de Bacterias
Aerobicas” (GBA) que incluyen los siguientes géneros:

e Agrobacterium

e Acidovorax

e Bolkhoderia

e Ralstonia

Se descarto el género Agrobacterium ya que la literatura no reporta el cocotero como
hospedero. También se descartd Ralstonia, ya que las pruebas inmunologicas fueron
negativas (Figura 8) para los aislamientos analizados. No se descarta la posibilidad de que
Acidovorax o Bulkhoderia sean patogeénicas al cocotero, aunque esto es poco probable.

Figura 8. Pruebas rapidas (tiras inmunoldgicas para Ralstonia sp)
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IV. Pruebas de patogenicidad (Postulados de Koch)

Se utilizaron diez aislamientos que comprendieron los siguientes grupos de bacterias
caracterizadas en el estudio:

e BCTE

e BR

e BBl

e BB2

e BN

e BA

De los diez aislamientos utilizados (Cuadro 6) sélo dos grupos de bacterias mostraron una
reaccion de hipersensibilidad en las plantas inoculadas: BCTE y BR.

La bacteria roja (BR) se caracteriza por producir una reaccion de hipersensibilidad en 24
horas, mientras que la bacteria crema tipo Erwinia (BCTE) tardé aproximadamente una
semana en presentar sintomas.

Una vez que se describieron los sintomas en las plantas inoculadas, se hicieron los
reaislamientos de los patdgenos que causaron necrésis en los crisantemos, obteniendose
las bacterias con las mismas caracteristicas de las que fueron inoculadas (Figura 8).
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Cuadro 6. Pruebas de patogenicidad en hojas inoculadas

Muestra/ Tipode  Aislamiento Plantas de crisantemos
aislamiento  tejido 1 2 3
CSI-16 TI BCTE Bt S+ ++
CSI-17 T BB1 &. - -
F1-21 TI BCTE - - -
F1-22 TI BCTE - - -
L3-23C TCP BR +4++ +++ +++
L3-25B TCP BR +++ ++ ++
L3-26A TCP BR +++ +++ +++
L3-30A TCP BN - - -
L3-31 TCP BB1 - - -
C1-PA34 TCP BB2 - - -
Testigo - - -

£+++: Severa La reaccion de hipersensibilidad se presentd en cada una de las hojas inoculadas
€++: Moderada  La reaccién de hipersensibilidad se presenté en algunas de las hojas inoculadas.
&_: Sin sintomas



Reaccion de

hipersensibilidad

BR

BCTE

Figura 9. Pruebas de patogenicidad en crisantemos. A: planta inoculada con aislamiento
puro de la BR, B: hoja con sintomas de hipersensibilidad, C: BR aislada apartir de hoja
inoculada, D: BCTE aislada apartir de hoja inoculada, E: caracteristicas morfologicas de
la BR, F: caracteristicas morfolégicas de la BCTE.

IV. Pruebas moleculares (PCR)
No se amplifico ninguna banda de ADN de las colonias extraidas con los diferentes

primers usados para identificacion de especies de Erwinia, indicando posiblemente la
presencia de otra especie del género Erwinia.



Cuadro 7. Anélisis bioquimicos, pruebas de patogenicidad y pruebas moleculares (PCR) de aislamientos de

bacterias seleccionadas.

Aislamiento

Tipo
de

Aislamiento
tejido  bacteriano

Analisis bioguimico

Patogenicidad

Gram Crecimiento Crecimiento Oxidasa Bioensayo YDC

Anaerébioco Aerobico en papa

Posible
etiologia

del aislamiento

CS1-16
CS1-17
CS1-18
CS1-19
CS1-20
F1-21
F1-22
L3-232
L3-23B
L3-23C
L3-24
L3-25B
L3-262
L3-26B
L3-27
L3-28
L3-292
L3-29B
PA-30?
PA-30B
L3-31
Cl-32
ClI-33
Cl-PA-34

+

+

GBA

GBA

Erwinia sp.
Erwinia sp.
GBA

Erwinia sp.
Erwinia sp.
GBA

Erwinia sp.
Erwinia sp.
GBA

Erwinia sp.
Erwinia sp.
Erwinia sp.
Erwinia sp.
Erwinia sp.
Erwinia sp.
Erwinia sp.
Erwinia sp.
Erwinia sp.
Erwinia sp.
Erwinia sp.
Erwinia sp.

Erwinia sp.

+:

GBA:

Tl BCTE
Tl BB1
Tl BCTE
Tl BCTE
Tl BCTE
Tl BCTE
Tl BCTE
TCP  BCTE
TCP BN
TCP  BR
TCP  BCTE
TCP  BR
TCP  BR
TCP  BCTE
N BCTE
TCP  BCTE
TCP  BCTE
TCP  BA
TCP BN
TCP  BCTE
TCP  BB1
TCP  BB1
TCP  BB1
TN BB2
Positivo
Negativo

Grupo de bacterias aerobicas (Agrobacterium, Bulkhoderia, Acidovorax, Ralstonia)



CONCLUSIONES

Este estudio contribuyd a entender mejor la etiologia de uno de los posibles
agentes causales de la enfermedad en cocotero en Honduras.

Se desarroll6 un sistema para realizar pruebas de patogenicidad (Postulados de
Koch) en Zamorano que permitidé establecer que dos bacterias con potencial
patogénico (BCTE y BR) pueden provocar una reaccion de hipersensibilidad en
plantas de crisantemos.

A través de andlisis bioquimicos y pruebas de patogenicidad se pudieron aislar
bacterias del genero Erwinia en palmas con sintomas de PC. La bacteria roja no ha
sido reportada en la literatura y no se conocen bacterias patogénicas con esta
coloracion.

Estos aislamientos de bacterias (BCTE y BR) son candidatos importantes para ser
inoculadas en palmas de cocotero sanas para establecer la etiologia del agente
causal del PC.

RECOMENDACIONES

Realizar mas pruebas de patogenicidad inoculando las bacterias BR y BCTE en
palmas de cocotero sanas (preferiblemente en la costa norte donde las condiciones
para el desarrollo del cocotero son dptimas).

Continuar con la caracterizacion de las bacterias BR y BCTE enviandolas al
laboratorio del CABI en Inglaterra. Ya que es uno de los mejores laboratorios
dedicados a proporcionar informacion cientifica en el campo agricola y ambiental.

Para agilizar un diagndstico rapido y confiable de una posible Erwinia, causante
de la PC, se recomienda establecer una prueba molecular para PCR. Las FTA®
Cards (que consisten en papel filtro impregnado con buffer que protege el ADN)
(Anexo 1) donde se impregna directamente el ADN de una muestra de planta
enferma, para ser procesada por PCR.

Estudiar la posible relacion entre la pudricion de cogollo observada en palma de
aceite y en palma de coco, realizando el mismo estudio con aislamiento de palma
de aceite con sintomas de PC.
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ANEXOS

1. FTA® Cards

Las FTA Cards consiste en un papel filtro que le permite al investigador recolectar el
ADN de una muestra de una manera facil sin tener que tener a disposicion una amplia
gama de herramientas de laboratorio. Una de las grandes ventajas de las FTA Cards es la
conservacion del ADN listo para su procesamiento en el PCR (Polimerase Chain
Reaction), evitando de esta manera hacer toda la bacteriologia clésica.

Durante el desarrollo de este estudio no se pudo emplear esta tecnologia por razones de
tiempo y logistica.

9

. .uaunan‘ =

Muestra de tejido de palmas infectadas (que poseen el ADN del agente causal) son
impregnadas directamente al papel filtro.
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2. Postulados de Koch

1. Debe haber una asociacion constante entre el
organismo v el hospedero enfermo.

2.Se debe aislar el patogeno sospechoso del hospedero
enfermo y obtenerlo en cultivo puro.

3.Se debe inocular un hospedero sano con el cultivo puro
del organismo sospechoso vy reproducir los sintomas tipicos
de la enfermedad.
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4. Se debe reaislar el patogeno en cultivo puro a partir del

hospedero inoculado y enfermo v sus caracteristicas deben
ser exactamente iguales a las observadas en el cultivo.




