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RESUMEN

La Marchitez Letal (ML) es un problema fitosanitaque afecta al cultivo de la palma
aceitera, cuya sintomatologia se ha reportado estaciada con la presencia de un
fitoplasma transmitido por el hemiptewyndus crudusAunque sintomas de la ML en

plantaciones comerciales en Ecuador sugieren lmencia de la enfermedad, la
presencia de este patégeno aun no ha sido denmskadsta investigacion se valido
en una primera etapa, la deteccion molecular tigléisma con el fin de monitorear su
presencia en plantaciones comerciales de La Coacgr®rellana. La deteccion del

fitoplasma se realizé utilizando primers universatke la region espaciadora de los
genes 16S y 23S aplicando una reaccion de NestBd-€dD la combinacion de

cebadores P1F-P7R y R16mF2-R16mR1 los cuales farapliun fragmento de 1430

pb. Para el monitoreo de plantaciones comerciaesanalizaron 20 plantas con
sintomatologia de ML, en siete plantaciones, dételtise la presencia del fitoplasma
en 18 casos, y en ningun caso en ADN de plantasssaniestreadas en las mismas
plantaciones. Con la secuenciacion del fragmentaleteccion se determin6é que el
fitoplasma encontrado en el Ecuador es el mismosguba reportado en Colombia
(AY739023.1) como el agente causal de la enfermeBad otro lado, se analizé la

diversidad microbiana de suelo y material vegetglicando la técnica de

metagenomica, con el fin de determinar si existpirsd asociacion de esta con la
incidencia de la enfermedad. El analisis metagecdrse realizé para los 18 casos
positivos y ocho negativos, observandose que rgteexina variacion asociada con la

diversidad microbiana entre plantas con sintomgtalde ML y plantas sanas.

Palabras clave: Marchitez Letal, palma aceitera, fitoplasma, P@k&tagendmica,

Ecuador.
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ABSTRACT

Lethal wilt (LW) is a problem that affects oil paloultivation, whose symptoms have
been reported to be associated with the presence piiytoplasm transmitted by
hemipteranMyndus crudus Although symptoms of ML in commercial plantations
suggest the incidence of the disease in Ecuaderptisence of this pathogen has not
yet been demonstrated. This research validatediest atep, the molecular detection of
phytoplasms in order to monitor its presence in mantial plantations of La Concordia
and Orellana. Detection was performed using phgiopl universal primers from the
spacer region of the 16S and 23S genes applyinteti€5CR reaction with the primer
combination P1F-P7R and R16mF2-R16mR1which am@lif{430 bp fragment. For
monitoring of commercial plantations, we analyz€dpkants with symptoms of ML in
seven plantations, where the presence of phytoplaasndetected in 18 cases, and in
any case in DNA from healthy plants sampled instime plantation. Sequencing of the
detection fragment determined that the phytoplasithé same to the one reported in
Colombia (AY739023.1) as the causal agent of ttreeatie. Furthermore, microbial
diversity was analyzed using soil metagenomic teghe to determine any association
with the incidence of the disease. Metagenomic yaimalwas performed for the 18
positive and eight negative cases, showing thaethe no variation associated with

microbial diversity among plants with symptoms of lsind healthy plants.

Key words: Lethal wilt, oil palm, phytoplasm, PCR, metagengniicuador.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

1.1. Formulacion del problema

En la actualidad, la palma aceiteEdagis guineensjs uno de los principales
cultivos en el Ecuador, siendo las provincias degang@roduccion: Esmeraldas, Los
Rios, Pichincha, Santo Domingo de los Tsachilasag provincias orientales de
Sucumbios y Orellana (ANCUPA, 2011). La palma acaitabarca una superficie de
240 000 ha, de las cuales 198 000 ha se encuertrael Bloque Occidental
comprendido desde Quinindé hasta Quevedo. En e2@fib se reportd una produccién
total de 473 000 Tm, lo que representd econdémictenam valor de 470 millones de
dolares y genero 140 000 plazas de trabajo (FEDARALL).

La palma aceitera al ser un monocultivo es afectgo diversas
enfermedades, como el Anillo Rojo causado por ahatedo Bursaphelenchus
cocophilus la Marchitez Sorpresiva causada por flageladdsgdeero Phytomonas
spp., entre otras. En el Blogue Occidental, en Zasas comprendidas entre La
Concordia y Santo Domingo, asi como, en la prosinla Orellana, se ha detectado un

nuevo problema denominado “Marchitez letal” (ML).

La ML se caracteriza por presentar sintomas talesoc hojas con pérdida de
turgencia, hojas con manchas pequefias (analogochasmaceitosas), desprendimiento
con facilidad de frutos inmaduros, presencia deapotaices y en proceso de
secamiento. En estado avanzado, los foliolos dbdgs bajeras presentan coloracion
café-marrén en estado de necrosis y secamientozadan Los frutos del racimo
presentan pudricion especialmente de naturalezgicin(Gutiérrez, 2008). En las
plantas con sintomatologia avanzada, se ha obseouaal realizar cortes internos en
la zona de crecimiento se presenta oxidacion gelofemostrando una coloracion
intensa crema-marrén en ciertos puntos. El tejididemcia un ligero olor a
fermentacion, especialmente en la base del cogoililentras que en estado de mayor
avance presenta un olor putrefacto. La pudriciGsentada en la base del tallo, por lo



general empieza de afuera hacia adentro, inicisuddafio en los haces vasculares
(Rochaet al, 2007).

Los sintomas encontrados en las plantas de paleii@racafectadas con ML,
sugieren que el agente causal de esta enfermedstt mer un tipo de fitoplasma
(bacteria sin pared celular). Sin embargo, al estartual, no se ha determinado con
exactitud si este fitoplasma es el Unico agentsalale esta enfermedad, y tampoco se
ha determinado si otros microorganismos patogenesign estar involucrados en la
sintomatologia. Alvarez (2006), realiz6 la cardesmion molecular de fitoplasmas
asociados a plantas de palma aceitera con sinto®ablL, el resultado de su
investigacion determind que el posible agente dadesda enfermedad podria ser un
fitoplasma del grup&rl o también conocidos comaster yellowsasi lo confirmé el
Dr. Francisco Morales, virélogo del Centro Inteinaal de Agricultura Tropical
(CIAT), en julio del 2008, mediante un analisismeitroscopio electronico de muestras
foliares tomadas en tres plantaciones del bloglregra occidental (ANCUPA, 2011).

Ante esta situacion, en la actualidad el uso deaheentas moleculares,
ofrecen la posibilidad de identificar la presendgmicroorganismos cultivables y no
cultivables (que son la mayoria). En este sentalanetagendmica es una técnica de
biologia molecular que consiste en el uso de mareadgenéticos universales que
permiten identificar a todos los microorganismosogtrados en un nicho ecoldgico,
sea este suelo, agua (rios y mares) y hasta emismgs vivos (Rolf, 2005). En
relacion a la identificacion de un agente causa¢mfermedades, la metagenomica es
una novedosa y prometedora metodologia, que nawmitperanalizar genomas de
microorganismos que no pueden ser cultivados ycguneo consecuencia de esto han

sido dificiles de investigar por otras técnicas.

Las técnicas moleculares que permiten identifiaarcbmposicion de la
microbiota se basan en la amplificacion del genAd2N ribosomal 16S mediante la
técnica de PCR (Wanet al, 2009), ya que en bacterias su funcion se ha midote
constante durante la evolucion, siendo uno de le@nmes marcadores genéticos para
clasificarlas e identificarlas taxonémicamente (et al, 2007). Con los fragmentos

amplificados se procede a la construccion de liasegenéticas para su posterior



secuenciacion y comparacion con bases de datos tamrdel National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (Petrosims al, 2009).

Con este antecedente, la Asociacion de CultivadoeesPalma Aceitera
(ANCUPA) y el Departamento Nacional de Biotecnotogiel Instituto Nacional
Auténomo de Investigaciones Agropecuarias (INIABYpponen ejecutar un estudio
para identificar el o los causantes de la ML, mmatéida secuenciacion de fragmentos
especificos del metagenoma de plantas de palm@@ceon sintomatologia y muestras

de suelo, lo cual permitira realizar un invental®los microorganismos existentes.



1.2.Justificacion del problema

La produccion de aceite de palma en el Ecuadoresafectada por el bajo
rendimiento del cultivo debido a la presencia dmennsas enfermedades, producidas
por hongos, bacterias, nematodos y protozoarioemad de plagas de insectos
barrenadores y defoliadores que afectan tantordgslgdvenes como a plantas adultas,
siendo en muchos casos la eliminacion de las migina@sico método de erradicacion

de estos problemas (Ayala, 2008).

Una de estas enfermedades es la Marchitez letallase ha convertido en un
serio problema en los ultimos afios; dentro deluxgoplmero productor del Ecuador, la
enfermedad aparece dispersa y distribuida en faemsunidos hacen aproximadamente
200 ha; si bien es cierto, esta superficie pameekevante, el problema cada vez va en
aumento y al no identificar el agente causal egildimplementar un plan de manejo

apropiado, sin el cual, las pérdidas econdmicad sactor seran mayores.

La identificacion de él o los microorganismos vilacios con esta enfermedad
es el primer paso en la estrategia de lucha pafezmn a establecer medidas de
mitigacion y control, con perspectivas para el nm@ang prevencion de zonas

productoras.

La metagendmica es una tecnologia que permite dmtifitacion de
microorganismos cultivables y no cultivables, estltsnos representado mas del 95%
de los existentes en los distintos nichos ecol&g{&wlf, 2005). Este trabajo permitira,
por un lado confirmar en Ecuador la presencia gehte causal reportado en Colombia
para esta enfermedad, y ademas identificar siesxistros microorganismos asociados
con esta patologia. Adicionalmente, el andlisismmdestras de suelo permitira identificar
la presencia del agente causal en este nicho, yiradexperticia en metagenémica y
bioinforméatica, que son areas de incursion ciaxtifieciente en el Ecuador, con las

consiguientes perspectivas de uso en otros tratlajos/estigacion a corto plazo.



1.3.0bjetivos de la investigacion

1.3.1. Objetivo general

Identificar el o los agente(s) causal(es) de ladWiiéez letal en palma aceitera

(Elaeis guineensig)tilizando técnicas de metagendmica y bioinforozati

1.3.2. Objetivos especificos

a. Aislar el ADN metagenomico de la microbiota presemn tejidos afectados
(pseudotroncos) y suelos de zonas productoraslae @dricana en Santo Domingo

y Orellana.

b. Amplificar el gen 16S en el ADN metagendmico y izl la secuenciacion de los

fragmentos.

c. Detectar la presencia de fitoplasmas en plantassodomatologia de Marchitez

letal asi como en plantas sanas.

d. Realizar el andlisis bioinformatico de secuencias

e. Caracterizar la diversidad microbiana presentelamas enfermas y sanas, y suelos

con y sin la enfermedad.



1.4. Marco tedrico
1.4.1. Palma aceitera

Botanicamente, la palma aceitera se conoce coongbre deElaeis guineensis
Jacq. nombre dado por Jacquin en 1763, provengsitgriegoelaoin que significa
aceite y guineensis que hace honor a la region uiee@ de donde se considera
originaria (Borrero, 2006). Pertenece al orden R#s) grupo Cetoxylinae y a la

familia Palmaceae (Ayala, 2008).

E. guineensigonocida cominmente como palma africana, es lecaspnas
importante del género, seguida fidaeis oleiferala cual es originaria de Centro y Sur
América.E. oleiferacontiene una menor cantidad de aceite y un mayet de acidos
grasos insaturados que la especie africana; ademaa,utiliza para la produccion de
hibridos interespecificos colB. guineensigpor su resistencia a enfermedades (Hai,
2002).

La palma aceitera es una planta perenne, de taldigo rendimiento, su vida
productiva puede durar mas de 50 afos; sin embargartir de los 25-30 afios se
dificulta su cosecha por la altura del tallo (Edm&®08). El fruto de la palma es de
donde es extraido el aceite, siendo el mesocalgjoesposee la mayor proporcion de
aceite (45-55%). Una palma puede producir de 12 imdimos/afio, con peso promedio
de 20 a 30 kg, de 1 000 a 3 000 frutos por racima yendimiento industrial que varia
entre el 20 y 25% del peso en kilogradeaceite por racimo, convirtiéndose en una de

las plantas oleaginosas con mayor rendimiento @Qdi2).

1.4.1.1. El cultivo de palma aceitera

La palma aceitera, es nativa de Africa occidemtegde Sierra Leona, Liberia,
Costa de Marfil, Ghana y Cameran hasta regioneatedales como la Republica del
Congo y Zaire. El desarrollo de la palma aceiteraa@un cultivo empezo en el Sudeste
Asiatico en el afio 1848 cuando se introdujeron pomera vez en los jardines
botanicos de Bogor. La primera plantacién comeiftial establecida en Malasia en el
afio de 1912 por el francés Henri Fauconnier (HH22



En el Continente Americano las primeras planta@doeron establecidas en la
década de los 40°s; siendo Costa Rica en 1944rirekppais americano con una
plantacion comercial, mientras que en Colombiangedujo con fines ornamentales en
1932, no siendo hasta 1945 cuando se estableceta@tmes comerciales por todo el
pais (Quesada, 2001).

Anualmente, existe una produccion aproximada deilones de toneladas de
aceite, de las cuales la mayor parte proviene denksia (18,3 Tm) y Malasia (16,6
Tm), que representan el 87% de las exportacionesliaes. El resto de la produccién
proviene de paises como Tailandia (0,95 Tm), Colarty83 Tm), Nigeria (0,82 Tm)
y otros tales como Papua Nueva Guinea, Costa délM&awuador, Honduras, Ghana,

Camerun, Costa Rica y Peru, que producen las 2yv@es$tantes (Esmiol, 2008).

La importancia del cultivo se debe a que los fruteda palma son utilizados
por completo, tanto la pulpa como la almendra. Dprimera se obtiene el aceite rojo,
que una vez refinado se utiliza principalmente &nnldustria alimenticia, para la
elaboracion de aceites, margarinas, etc.; miengtnada segunda se obtiene el aceite de
palmiste que tras su transformacién es mas utdizent la industria cosmética (jabones
y cremas), la industria quimica (barniz, pintuesima) y la fabricacion de detergentes
(Esmiol, 2008).

1.4.1.2. La palma aceitera en el Ecuador

La ubicacion geografica del Ecuador le permite @onton condiciones
climaticas privilegiadas para el cultivo de palnfaicana. La fruta llegé al pais
alrededor de 1953, tiempo en el que se estableclesoprimeros cultivos a pequefia
escala en Santo Domingo de los Tsachilas y en @iéniSin embargo, solo a partir de
1967 se empieza la produccion comercial con almde® 1 000 ha de palma
(ANCUPA, 2011). Hoy en dia se han alcanzado 240H20@e produccion distribuidas
en 4 sectores principales: Bloque occidental (198 I8a), San Lorenzo (21 000 ha),
Orellana (18 000 ha) y Guayas (4 000 ha) (FEDAPZ11,0).

La produccion de aceite de palma es destinadaipaintente para el consumo

nacional. Por otro lado, las exportaciones de toslyctos de la cadena de valor de la



palma, en el afio 2000 representaron el 0,61% dal tte las exportaciones de
productos industrializados no tradicionales y €b866 de las exportaciones industriales
de extractos y aceites vegetales. Estas participesise incrementaron en el afio 2004,
alcanzando el 3,38% y el 74,88% respectivamentad®@&entral del Ecuador, 2006).
Convirtiendo al cultivo de palma aceitera en undodemas importantes del pais, ya que
a mas de generar divisas ha impulsado la generat@éempleos y formacién de

empresas.

La palma sembrada en Ecuador pertenece a la vdriBelzera, la cual es un
hibrido intraespecifico entre las variedadesEdeguineensisDura y Pisifera. En el
Ecuador encontramos a tres hibridos desarrolladogsliferentes instituciones, como
son: INIAP, ASD importada de Costa Rica y CYRAD KIR) importada en la
actualidad de Brasil (Ayala, 2008). Estas variedalan sido mejoradas para su
adaptacion a condiciones ambientales y sobre tada [a resistencia genética a
enfermedades, especialmente la Pudricion de CoENCUPA, 2011).

A pesar del uso de hibridos intra e interespedfieb cultivo de palma aceitera en el
Ecuador se ve afectado principalmente por cuatiermedades: Pudricién del Cogollo
(agente causal desconocido), Marchitez letal (®geatisal desconocido), Marchitez
Sorpresiva Phytomonas sppy Anillo Rojo Bursaphelenchus cocophilysausando
grandes pérdidas; lo que ha incentivado al secbngro a buscar soluciones para el
control de estas enfermedades (FEDAPAL, 2011).

1.4.2. Marchitez letal

La Marchitez letal se presenta por primera vez @or@Gbia en el afio de 1994,
en diversas plantaciones de la zona de los Llament@les. Se registro inicialmente en
hibridos intraespecificos d& guineensig recientemente en hibridos interespecificos
entreE. guineensiy E. oleifera En Colombia se han erradicado mas de 50 000gslant
afectadas, abarcado una extension aproximada deh&0@e distintas plantaciones
(Gutiérrez, 2008).

En el Ecuador la enfermedad se presenta por privezran el 2006 en la zona

de San Lorenzo, extendiéndose a Santo Domingosdesiachilas, Quevedo y Orellana,



produciendo la pérdida total de aproximadamenteh20@el cultivo (ANCUPA, 2011).
La presencia de la enfermedad se da por focos mldardaliseminacién, siendo la

erradicacion de las plantas afectadas la Unicadaet# mitigacion actual.

1.4.2.1. Sintomatologia

La Marchitez letal presenta una sintomatologia mpiese asemeja a ninguna
otra enfermedad reportada en la literatura paecstivo. Se presenta tanto en plantas
jovenes como en plantas adultas, siendo la edadcoman entre tres y cuatro afos
(Rochaet al, 2007). Ademas se ha determinado que el detedierlas plantas podia
empezar indistintamente por follaje, frutos o rajc@n seguir ningin patron definido,
por lo que se asume que la enfermedad es ocasipnaldablemente por un patégeno

sistémico (Gutiérrez, 2008).

Los primeros sintomas de la enfermedad son el Bamaiento y secamiento de
los foliolos, empezando por las puntas y bordes)jocee observa en la figura 1.1. Lo
altimo que se llega a necrosar es la flecha o teens. Desde la aparicion de los
primeros sintomas hasta la muerte de la plantagougdnscurrir de una a tres semanas
(Rochaet al, 2007).

La distribucion y diseminacion de la enfermedadesponden a la presencia
de un vector, el cual ha sido identificado en Cdimmcomo el hemipterdMyndus
crudusvan Duzee de la famili@ixiidae, el cual tiene antecedentes como transmisor de
enfermedades en cocoteros y ha sido encontradeseaohas afectadas por ML (Zufiga
et al, 2009).
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Figura 1.1 Amarillamiento y secamiento de los foliolos. A)&to inicial y B) Estado

avanzado.

Una caracteristica particular de la enfermedadaesphrente sanidad de los
tejidos internos del estipite, pero se logra digtinun ligero halo amarillento hacia la
periferia del mismo; en etapas avanzadas se obdesbedratacion y la presencia de un
olor caracteristico de fermentacion. A pesar desestntomas no se llega a observar
pudricion de los tejidos y esta es una caractegisthportante que permite diferenciar a
la ML de otros trastornos similares (figura 1.2u{@rrez, 2008).

Figura 1.2 Corte transversal del pseudotronco de una plaetdeaafa por ML.

Las inflorescencias también presentan tejidos d¢adesde secamiento y
pudricién como se observa en la figura 1.3.

10



Figura 1.3 Inflorescencias en pudricion por ML en diferentstadios.

Otro sintoma inicial caracteristico es la pérdidabdllo de los frutos (figuras
1.4y 1.5), seguido por el secamiento y el faciipdendimiento de los mismos, debido a

gue presentan pudricion en sus bases (figura 1.5).

Figura 1.4 Perdida de brillo y secamiento de los frutos. A)tés de palma sana y B) Frutos
de palma afectados por ML en diferentes estadios.
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Figura 1.5 Perdida de brillo y secamiento de racimos. A) Raadile frutos de palma

sana y B) Racimo de frutos de palma afectados por M

Por todos estos sintomas se puede concluir quatéjgno que afecta a las
plantas es de caracter sistémico y letal (Gutie2@@8). Ademas, se pueden identificar
dos estados en el ML inicial y avanzado, como seman en la figura 1.6. Al ser los
racimos e inflorescencias lo primero en ser afectad se da la posibilidad de cosecha
0 recuperacion de las plantas. Lo mas importanta efeteccion temprana para la
erradicacion de las plantas enfermas, evitandia ai$eminacion de la enfermedad.

Figura 1.6 Plantas afectadas por ML. A) Estado inicial y Bjdeo avanzado.

12



1.4.2.2. Agente causal

Se han planteado diferentes hipotesis sobre eltageausal de ML, las
primeras investigaciones y observaciones de |ldsmas fueron comparadas con los
registros bibliograficos de enfermedades de la patte aceite reportados a nivel
mundial. Con el objetivo de identificar el agend@igal se han realizado aislamientos de
hongos y bacterias, pruebas de patogenicidad,ctcie ELISA y biologia molecular

analizando diferentes microorganismos sospech@uusfrez, 2008).

En el afio 2002 Airede aisl6 numerosos microorgamésimcluyendo bacterias
y hongos comdrichodermaspp.,Penicillium spp.,Aspergillusspp.,Fusariumspp., y
Thielaviopsis paradoxdla forma asexual d€eratocystis paradoyaasociados con
palmas enfermas. EI hongo mas frecuentemente eadorngislado de todos los tejidos
evaluados fuelhielaviopsis paradoxaCenipalma en el afio 2004 realiz6 estudios de
patogenicidad y seguimiento de este hongo per@ mmesontrd una relacion directa con
la ML.

Por su similitud con ciertos sintomas de una erddad registrada en Africa
llamada Fusariosis o Marchitez Vascular causada FRasarium oxysporum se
realizaron pruebas de patogenicidad con difereatglados del hongo, pero no se
observaron los sintomas esperados en las plardesladas por lo que esta hipoétesis
fue descartada (Sanchetzal, 2003).

Se han realizado pruebas de deteccidon moleculatqyéella fastidiosaya que
se lo reporta comgatdégeno causante de la pudricion de raiz y enfiades de
marchitez en otros cultivos, pero no se logré siead®dn en ninguna de las plantas

afectadas con ML muestreadas (Sietral, 2006).

También se han realizado estudios para determiheai. estaba relacionada
con la Marchitez Sorpresiva, enfermedad que seepta®n el cultivo y es causada por
protozoarios flageladoBhytomonasspp. pero estos no se han logrado detectar en las
plantas que poseian la sintomatologia de ML (Tates, 2006).
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Finalmente se ha propuesto que el agente causalapedr un tipo de
fitoplasma, los cuales son bacterias sin paredlarelya que estos han tenido
antecedentes de causar enfermedades del tipo dellamanto y marchitez en
cocoteros (Niphat al, 2007, Nejaket al, 2009). Por esto, Alvarez (2006) realiz6 una
deteccion de dichos fitoplasmas mediante técnicakeaulares de diferentes tejidos
afectados por ML detectando la presencia de fisopées del grupdster yellows Sin
embargo, hasta el momento la hipdtesis de un &soph como agente causal, no es
considerada, ya que no se conoce una prueba cemtengue lo confirme (Rocle al,
2007).

Debido a que no se ha confirmado el agente caesal BIL, la metagenomica
es una tecnologia de biologia molecular que pugd@aas para su deteccion, ya que con
ella se analiza el ADN de todos los microorganismesentes en una muestra y ha
resultado ser muy Uutil para la deteccién de enfdaties causadas principalmente por
virus (Adamset al, 2009).

1.4.3. Metagendémica

La metagendmica es el andlisis mediante secuebuiat® una mezcla de
genomas microbianos (metagenoma), independiententEntun cultivo (Hernandez-
Ledn, 2010, Zeyaullah, 2009). Esta técnica se apara exploraciones de genomas en
consorcio que residen en nichos ecolégicos, plamtasimales (Petrosinet al, 2009,
Handelsman, 2004).

Se estima que mas del 99% de los microorganismesepies en ambientes
naturales no son cultivables, por lo tanto, no sooesibles para aislamientos e
investigaciones convencionales (Stedital, 2004). El suelo especialmente es un nicho
ecoldgico desafiante para los microbiélogos, cepeeto al tamafio de las comunidades
y la diversidad de especies presente. Un gramaele sontiene un estimado de 4 X 10

células procariotas, y un rango de 2 000 a 18 edomas diferentes (Rolf, 2005).

La capacidad de los procariotas para adaptarseercse llenar todos los
ambientes, desde los respiraderos hidrotermaled famdo del océano a los sitios de

drenaje acido de mina, esta relacionada con susilieel metabolica y fisiologica
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(Steeleet al, 2005). ElI enfoque metagendmico ofrece la posiili no sélo para
analizar la diversidad filogenética de las biopdtis en el medio ambiente, sino
también para localizar los genes y operones copigiades de interés biotecnoldgico

gue estos codifican (Reisenfadtlal, 2004).

La metagendmica ha llevado al descubrimiento yotaraacion de una amplia
gama de biomoléculas como: antibidticos y otros icaedentos, biocatalizadores,
enzimas, etc.; ademas de la comprension de rutategiadacion de contaminantes,

biosintesis de vitaminas u otros compuestos, poscds simbiosis, entre otros (Steele

et al, 2005).
SQp!l‘lClon o . |

celulas del suelo

Lisis de célulasy Aislamiento de Lisis de células directa
purificacién de ADN /ADN del suelo y purificacion de ADN

\Y/A\Y/A\Y/A\ ADN metagenomico del suelo V/A\Y/A\Y/AN
Fragmentacion de J\‘ 5”\ § JP OI) Vector de clonacion
ADN de suelo %j’ linealizado

QB & @3 ADN de suelo clonado @ @ @
vl < 4 P [: ¢ :
@ Libreria de ADN del s_uelo (':.
@@ @ O

}

Analsis de diversidad

Figura 1.7 Pasos para el andlisis del metagenoma del sueiwsiste en el aislamiento de ADN, seguido

de su clonacion en vectores y secuenciacion. Adopda: (Rolf, 2005).

La metagendmica se basa en cuatro pasos princigalaslamiento del ADN

metagendmico, 2) manipulacion del material gengtivediante la amplificacion de un
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determinado marcador, 3) construcciéon de libragéasticas y 4) Andlisis de diversidad
microbiana mediante secuenciacion (figura 1.7) iéedez-Ledret al.,2010, Petrosino
et al, 2009, Rolf, 2005).

Aislamiento de ADN metagenémicdarios protocolos para la extraccion de
ADN de suelo y fuentes acuéticas se han desaroollzata la construccion de
bibliotecas metagendmicas estos tienen como objdgbwmer una alta recuperacion,
eficiencia e idoneidad para el analisis molecyancipalmente en muestras como las
del suelo en donde existen compuestos como lo®sa¢idmicos y fulvicos que son

inhibidores de enzimas como la ADN polimerasa ussd8CR (Kimura, 2006).

Manipulacion del material genétic&l uso de la PCR es una de las bases para
el analisis metagendmico ya que permite analizdasacomunidades microbianas
mediante la amplificacién de genes universalesngewados como el gen 16S, para su
clasificacion taxonomica; o mediante la amplifiéecde marcadores especificos para
genes de interés que proporcionen informacion sobrenetabolito o capacidades de
biodegradacion (Singét al, 2009).

Construccion de librerias genéticakas bibliotecas metagendmicas son una
herramienta poderosa para explorar la diversidddsdmicroorganismos no cultivables
y forman la base de los estudios gendmicos paeza&nlas relaciones filogenéticas y
funcionales entre los microorganismos y el medidiante. El método clasico de
construccion de la biblioteca metagendmica conssiela insercion de secuencias
pequefias, de menos de 10 kb, en un vector de s@acién estandar como los
plasmidos (Ghazanfat al, 2010). Sin embargo, los vectores de clonacidahdi@nales
han sido sustituidos por los vectores de clonagr@andes como cdsmidos, fésmidos o
BACs (Cromosomas bacterianos artificiales) con feea de inserto de
aproximadamente 40-200 kb, lo que permite el estddi fragmentos mas grandes de
ADN que contienen mas informacion. Todos estos ovest son ingresados

generalmente eBscherichia colique tiene un facil crecimiento (Singhal, 2009).

Andlisis de diversidadSe basa en la secuenciacion completa de los clones
obtenidos a partir de la insercidon de los vectasta proporciona informacion sobre la

distribucion de funciones en una comunidad, la Wleion de rasgos, organizacion
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gendmica y transferencia horizontal de genes. DBssple la clasificacion de esta
informacion ya se tiene el analisis de diversidéctobiana de una determinada muestra
(Steeleet al, 2005).

A pesar que estos son los cuatro pasos basic@rdetagendmica las nuevas
tecnologias como la pirosecuenciacion, la cualesa len una reaccién de PCR durante
la secuenciacion, afiadiendo dNTPs marcados lumiterga para su deteccion por
laser; prometen eliminar la construccion de lilagrgenéticas ya que es posible el
andlisis de gran cantidad de secuencias, de mamé&s rapida y econdmica.
Principalmente con la pirosecuenciacion se analiggiones de maximo 200 pb sea de
un gen o de genomas completos para su posteriaméhge, todo esto a partir del
ADN metagendmico sin que este tenga que ser soongticha PCR o clonacion previa
(Petrosincet al, 2009).

Toda la informacién obtenida a través de la sedaeildn tiene que ser
compilada y analizada en computadoras, por lo gueidinformatica se vuelve una
herramienta indispensable para complementar estud® gendémica, protedmica,

metagendmica, etc. (Barreto, 2008).

1.4.4. Bioinformatica

La bioinformética, segun una de sus definiciones sefcillas, es la aplicacion
de tecnologia computacional a la gestion y analieisdatos bioldgicos (European
Bioinformatics Institute, 2006). Sus objetivos $ms: en primer lugar, en su forma mas
simple la bioinformatica organiza los datos en upama que permite a los
investigadores acceder a la informacion exister@ewar nuevas entradas a medida que
se producen (Cohen, 2004). El segundo objetivol etfesarrollo de herramientas y
recursos que ayudan en el analisis de los datodegdrrollo de tales recursos dicta
experiencia en teoria computacional, asi como umaprension profunda de la
biologia. El tercer objetivo es utilizar estas hprientas para analizar los datos e
interpretar los resultados de una manera biolégodensignificativa (Luscombet al,
2001).
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Es evidente que un aspecto esencial de la gestiéest gran volumen de
datos se encuentra en el desarrollo de métodos elaar similitudes entre las
diferentes biomoléculas y la identificacion de digiseque estan relacionadas (Lesk,
2002). Para gestionar esta informacion se han arbades de datos de informacion

especifica.

Una base de datos es una biblioteca de informa@ngida de experimentos
cientificos, literatura publicada, tecnologia d@esmentacion de alto rendimiento, y
andlisis computacional (Attwoodt al, 2011). Contiene informacion de areas de
investigacibn como gendmica, proteémica, metabalargiexpresion génica. (Altman,
2004). En la tabla 1.1 se observan las principadesges de datos que permiten acceder a
las fuentes primarias de informacion, y tambiémonhice algunas bases de datos

secundarias que agrupan sistematicamente los datos.

Tabla 1.1Principales bases de datos bioinformaticas

Tipo de informacion Base de datos
Secuencia proteica (primaria) UniProt
PIR
Secuencia proteica (compuesta) OWL
NRDB
Secuencia proteica (secundaria) PROSITE
PRINTS
Pfam
Estructuras macromoleculares Protein Data Bank (PDB)

Nucleic Acids Database (NDB)
HIV Protease Database
ReliBase
Secuencias nucleotidicas GenBank
EMBL
DDBJ
Secuencias genomicas Entrez genomes
GeneCensus
COGs
Integradas InterPro
Sequence retrieval system (SRS)

Entrez

Adoptado de: (Luscomle¢ al, 2001).
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Para poder analizar todos estos datos, es necedaugp de algoritmos, los
cuales pueden ser clasificados de la siguiente mateacuerdo a su funcion (Cohen,
2004):

Comparaciéon de secuenciadDado el enorme numero de secuencias
disponibles, hay una necesidad urgente de desaraljoritmos capaces de comparar
secuencias largas. Estos algoritmos deben pernatireliminacion, insercion y
sustitucion de simbolos que representan los nudtedio aminoacidos. Ej. BLAST,
CLUSTAL, FASTA.

Construccion de arboles filogenéticdsstos arboles se construyen a menudo
después de comparar secuencias pertenecientegerantks organismos. Ayudan a
agrupar las secuencias de acuerdo a su grado dieusinktllos sirven como una guia
para el razonamiento acerca de cdmo estas secsisadi@n transformado a través de la
evolucion. Ej. UPGMA, PHYLIP.

Deteccion de patrones en secuenchday ciertas partes de secuencias de ADN
y de aminoacidos que necesitan ser detectadosejboplos tipicos son la busqueda de
genes en el ADN y la determinacién de los subcorapi®s de una secuencia de

aminoacidos (estructura secundaria). Ej. HMMs.

Determinacion de Estructuras 3D a partir de secugsd_os problemas de la
bioinformética que se relacionan con las estrustude secuencias 3D son
computacionalmente dificil. La determinacion defdama de secuencias de ARN

requiere algoritmos de complejidad cubica. Ej. PEBIMs.

Deducir la regulacién celularLa funcién de un gen o una proteina se describe
mejor por su papel en el metabolismo o una via ef@algacion. Los modelos
aproximados disponibles de regulacion de la cukeden ser discretos o continuos.

Por lo general se distingue entre la simulacihrgadlelado celular. Ej. E-CELL.

Determinacion de la funcion de proteinas y viasalm@icas Esta es una de las
areas mas dificiles de la bioinformatica y para ¢osles no hay muchos datos

disponibles. El objetivo aqui es interpretar lastaciones humanas para la funcion de
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las proteinas y también para desarrollar basesiths due las representen graficamente
para facil consulta. Ej. PDB, KEGG.

Ensamblaje de fragmentos de ADRtagmentos proporcionados por maquinas
de secuenciacion se montan utilizando computadbeagarte dificil de este montaje es
que el ADN tiene muchas regiones repetitivas yishm fragmento puede pertenecer a
diferentes regiones. Ej. Overlap-Layout-ConsengdkC(), grafos de Brujin, grafos

Greedy.

En esta investigacion nos concentraremos en el des@lineamientos de
secuencias de ADN, con el uso del algoritmo BLAB&Sic Alignment Search Tool)
desarrollado por Altschudt al (1990). Conceptualmente el algoritmo BLAST sedaue
dividir en 3 etapas (Kuchaiev, 2009):

» Enla primera etapa, BLAST busca coincidencias tesade una pequefia
longitud fija W entre la secuencia ingresada yskasuencias de la base de datos. Esto se

hace usando graficos de puntos y tablas hash.

» Enla segunda etapa, BLAST intenta extender lacabencia en ambas
direcciones, a partir de la secuencia inicial emtento de aumentar la puntuacion de la

adaptacion. Las inserciones y eliminaciones naasideran en esta etapa.

» En la tercera etapa, BLAST realiza un alineami@aio intersticio entre
la secuencia ingresada y la secuencia de basetds wediante una variacion del
algoritmo de Smith-Waterman. Alineaciones estathstiente significativas se muestran

a continuacion para el usuario.
Como resultado BLAST reporta los siguientes redokgKuchaiev, 2009):
» Resultado nominal: puntaje bruto, que es la sumagipuntuaciones de

similitud y de las sanciones por gaps (seccionessscuencia). Esto depende de la

secuencia ingresada, la base de datos y el sistemantuacion.
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»  Puntuacion de bits S: puntaje normalizado de reation con gaps. Esto
todavia depende de las longitudes de la secuamgiesiada y la base de datos, pero se

supone que es independiente del sistema de pubruaci

» Valor-E: nimero esperado de secuencias que dansetarvalor E o
mejor, después de sondearse la base de datos@@eaurencia aleatoria.

»  Valor P: probabilidad de encontrar una puntuacidngasualidad.

Estos valores con calculados a través de una roadifin del algoritmo de
Smith-Waterman en donde se comparan un par de séggneée igual longitud de las
dos secuencias a analizar y se define un segmemardnaximo (HSP) a ser el par de
puntuacion mas alto de segmentos de longitud Entlegidos entre dos secuencias.
El puntaje HSP, que BLAST calcula heuristicameofiesce una medida del porcentaje
de similaridad (Altschuét al, 1990). Y con este resultado uno obtiene la idadtimas

probable de la secuencia ingresada.
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1.5. Sistema de hipoétesis

Las técnicas de metagendmica y bioinformatica gemmidentificar el o los
agente(s) causal(es) de la Marchitez letal en gdarde palma aceitereEl@eis

guineensis
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1. Participantes
2.1.1. Instituciones

La institucion auspiciante de esta investigaciénae8sociacion Nacional de
Cultivadores de Palma Aceitera (ANCUPA) en convecim el Instituto Nacional
Auténomo de Investigaciones Agropecuarias (INIAP).

2.1.2. Responsable del proyecto
Natasha Alexandra Baer Guevara
2.1.3. Colaboradores cientificos

Dr. Eduardo Morillo Lider del Departamento Na@bde

Biotecnologia del INIAP.

Dr. Gustavo Bernal Jefe de Investigaciones de BRA.
M.Sc. Diana Garcia Directora de tesis
M.Sc. Monica Jadan Codirectora de tesis

2.2. Zona de estudio

El presente estudio se desarroll6 en los Laboosodel Departamento
Nacional de Biotecnologia (DNB) de la Estacion Ekpental Santa Catalina (EESC)
del INIAP, parroquia Cutuglagua, canton Mejia epravincia de Pichincha. Ubicacion
geografica: 00°22°00°°S, 79° 32°00"° O y posee Utitacd de 3 058 m.

2.3. Periodo de investigacion

La presente investigacion se desarroll6 en un geride 16 meses, desde
Diciembre del 2011 a Marzo del 2013.
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2.4. Procedimiento
2.4.1. Recoleccion de muestras

Las plantas de palma aceitera que presentaban itear@n sus foliolos,
pudricion y secamiento de sus frutos fueron comadss como plantas sintomaticas,
mientras que las no presentaron estos sintomasnft@madas como control. Para las
plantas sintomaticas se tomo tejido vegetal, delsteeno del pseudotronco y para las
plantas control se tomé tejido foliar de la fleanéhojas méas jovenes. Ademas, se
colectaron 10 g de suelo de la rizésfera de cadadéenlas plantas, esto se realizé

tomando suelo de varios puntos alrededor de ldglan

El muestreo se realizé en dos localidades: Santoifyp de los Tsachilas y
Orellana. En la localidad de Santo Domingo de lesichilas se muestrearon 4
plantaciones y en Orellana se muestrearon 3 pianex En total se tomaron 20
muestras de plantas sintomaticas y 10 muestraslashdap asintomaticas, tanto de

material vegetal como de suelo.
2.4.2. Extraccion de ADN metagendmico

Para la extraccion de ADN de las muestras vegesalesilizo el kit comercial
DNeasyPlant Mini Kit marca QIAGEN No. Cat. 69104ig@Bendo el protocolo

propuesto en el kit, detallado a continuacion:

1. Colocar 100 mg de tejido vegetal en un microtub@ dd. Afadir nitrogeno liquido

para lisar el tejido por aproximadamente 30 seg.

2. Anadir 400 pl de buffer AP1 y 4 pl de ARNasa. Marchmediante vortex

vigorosamente.

3. Incubar 10 min a 65 °C. Mezclar dos o tres vecammde la incubacién por

inversion del tubo.
4. Anadir 130 pl del buffer AP2 para lisar, mezclaneubar en hielo durante 5 min.

5. Centrifugar el lisado durante 5 min a 14 000 rpm.
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6. Transferir el lisado a una columna QIAshredder msjmin (color lila), colocar un
tubo de coleccion de 2 ml y centrifugar durantei? an14 000 rpm.

7. Transferir el filtrado a un nuevo microtubo, simtpebar el pellet.

(o]

. Anadir 1,5 volumenes del buffer AP3/E al lisadozolar por pipeteo.

(]

. Pipetear 650 ul de la mezcla en una columna DNe@syspin y colocar en tubo de
coleccién de 2 ml. Centrifugar durante 1 min a Q0 fpm y descartar el filtrado.

10.Repetir el paso 9 con el resto de la muestra. D@saal contenedor del filtrado y

colocar la columna en un nuevo tubo de coleccion.

11. Anadir 500 pl del buffer AW y centrifugar durantenin a 10 000 rpm. Descartar el
filtrado.

12.Repetir el paso 11 y centrifugar durante 2 min @Q04@ rpm para eliminar todo el
buffer.

13.Colocar la columna en un nuevo microtubo de 1,5afédir 50 pl del buffer AE de
elucion en la columna. Incubar 5 min a temperaannbiente y centrifugar durante 1

min a 10 000 rpm. Posteriormente almacenar el ADNfipado a 4 °C.

La extraccion de ADN de suelo se realizd con elckinercial PowerSoil®
DNA Isolation Kit marca MO-BIO No. Cat. 12888-50.ig8iendo el protocolo
propuesto en el kit, detallado a continuacion:

1. Anadir 0,25 g de suelo a los tubos Power Bead.

2. Mezclar mediante vortex.

3. Anfadir 60 pl de la solucion C1, invertir varias sy mezclar con vortex.
4. Mezclar con vortex horizontal a maxima velocidadagte 10 min.

5. Centrifugar a 13 000 rpaiurante 30 seg.

6. Transferir el filtrado a un nuevo tubo de 2 ml.

7. Afadir 250 pl de la solucion C2 y mezclar con woderante 5 seg. Incubar a 4 °C

por 5 min.
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8. Centrifugar durante 1 min a 13 000 rpm.

9. Evitando tomar el pellet, transferir no mas de fg0de filtrado a un nuevo tubo de
2 ml.

10. AAadir 200 ul de la solucion C3, mezclar con vopiex un corto tiempo. Incubar a
4 °C durante 5 min.

11.Centrifugar durante 1 min a 13 000 rpm.

12.Evitando tomar el pellet, transferir no més de j{db@de filtrado a un nuevo tubo de
2 ml.

13. Afadir 1 200 pl de la solucion C4 y mezclar contedurante 5 seg.

14.Colocar 675 ul de la mezcla a una columna Spierfytcentrifugar a 13 000 rpm
durante 1 min. Descartar el filtrado y repetir gséso hasta terminar con toda la

muestra.

15.Anadir 500 ul de la solucion C5 y centrifugar a Q@0 rpm durante 30 seg.

Descartar el filtrado.
16.Volver a centrifugar a 13 000 rpm durante 1 mirapaiminar todo el buffer.
17.Cuidadosamente colocar la columna en un nuevodalibml.

18. Aniadir 50 pl de la solucion C6 de elucion en lauomha. Centrifugar a 13 000 rpm
durante 30 seg. Recoger el filtrado que contien®DM purificado y guardarlo a 4
°C.

2.4.3. Cuantificacion de ADN metagendmico obtenido

Para verificar la cantidad de ADN obtenido mediaitproceso de extraccion
se realizé la cuantificacién por fluorometria adindo el equipo QUBIT marca
Invitrogen No. Cat. Q32857 con el kit de cuantifiéam Quant-iT™ Broad-Range DNA
Assay Kit marca Invitrogen No. Cat. Q-33130, metkagl protocolo propuesto por el

fabricante:

1. Preparar la solucion de trabajo como se indica¢aldla 2.1.
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Tabla 2.1Preparacioén de la solucion de trabajo para la ffication de ADN

Reactivo Cantidad
Quant-iT" dsDNA BR (fluoréforo) n*x 1 pl
Buffer de dilucién Quant-i™ dsDNA BR n* x 199 pl

*n corresponde al nimero de muestras a ser cu@tés (incluyendo a los estandares)

2. En un tubo preparar los estandares del kit (cormeiphes conocidas de ADN),
para la calibracion del equipo. Mezclar 10 pl dérmdar con 190 pl de soluciéon de
trabajo, agitar suavemente e incubar a temperatakaente durante 2 min.

Insertar los tubos en el fluorometro para realiaaalibracion del equipo.

4. En un tubo mezclar 4 ul de cada muestra con 19 4 solucion de trabajo, agitar
suavemente e incubar a temperatura ambiente ditanie.

5. Insertar los tubos en el fluorometro y registracdmcentracion obtenida la cual se
encuentra en ng/pl.

6. Realizar el calculo de la concentracion tomandousmta el factor de dilucion de la
siguiente manera:

» — (200
ConcentraciOnyestra = QF (T)

Dénde:
Valor QF = Valor dado por el fluorémetro.
X = Volumen de ADN empleado para la cuantificacion.

Las muestras de ADN obtenido también fueron vigadks en un gel de
agarosa al 1% (p/v) mediante electroforesis hota@ppara comprobar la existencia de
material de buena calidad para la amplificacibmaPa carga de las muestras en el gel
se tomaron 4 pl del ADN extraido y se mezclé coual He Blue Juice 1X marca
Invitrogen No. Cat. 10816-015, se utiliz6 el maamade peso molecular Low DNA
Mass Ladder marca Invitrogen No. Cat. 10068-013cdraida electroforética se realizo
en un buffer TAE 1X a un voltaje constante de 1068uvante 30 min. Posteriormente,

se realiz6 la tincion de los geles en una soludérBromuro de Etidio (BEt) a una
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concentraciéon de 15 ppm durante 30 min en agitacdinua en oscuridad. Los geles
se visualizaron en el fotodocumentador marca Dolptew Wealtec.

Conociendo la cantidad y calidad del ADN se prazeddiluir las muestras a

una concentracién de 10 ng/ul para el método ddifemapion por PCR.

2.4.4. Validacion de ADN metagendmico

Para comprobar que el ADN extraido y cuantificato pasos anteriores
correspondia a ADN bacteriano y que no presentatgam inhibidor de PCR, se
realizd una amplificacion del gen 16S medianteitécde PCR. Para esto se utilizaron
los primers universales recomendados por Carrefdl]2 que se presentan a

continuacion:

27F (5- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3))
1492R (5'- CTACGGCTACCTTGTTACGA -3))

Para realizar la reaccion de amplificacion seadtitO ng de ADN, Buffer PCR
1 X, 200 uM de dNTPs, 0,2 uM de cada primer, 2,5 MyCl,, 0,4 mg/ml de BSA 'y 2
U de Taq polimerasa, en un volumen final de 25 yd €ue completado con agua

ultrapura.

Las condiciones de amplificacion se encuentrancifggelas en la Tabla 2.2.

La PCR se realizdé en un termociclador marca MJ &&ebdviodelo PTC-200.

Tabla 2.2 Condiciones de amplificacion con los primers 2782

Paso Temperatura (°C) Tiempo
Denaturacién inicial 95 5 min
Denaturacion 94 1mi
Hibridacién 55 45 se} 35 ciclos
Extension 70 1mi
Extensién final 70 8 min
Enfriamiento 4 5 min

Los productos de PCR se visualizaron mediante refecésis horizontal en
geles de agarosa al 2% (p/v). Para la carga denleestras se mezclaron 4 pl de
producto PCR con 2 pl de Blue Juice 1X marca loggén No. Cat. 10816-015, el
marcador de peso utilizado fue Tracklit™ 100 bp Dhsdder marca Invitrogen No.
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Cat. 10488-058. La corrida electroforética se réakn buffer TAE 1X a un voltaje
constante de 100 V durante 35 min, posteriormentealizo la tincidn de los mismos
en una solucién de BEt (15 ppm) por 30 min en eigitacontinua en oscuridad. Los

geles se visualizaron en el fotodocumentador niaotahin View Wealtec.
2.4.5. Deteccion de fitoplasmas

Al existir un antecedente de que la Marchitez Igadiria ser causada por
fitoplasmas, se realiz6 una deteccidbn de los mismoslas muestras de ADN
metagenomico obtenido del material vegetal, medidamtamplificacion de la region
espaciadora de los genes 16S y 23S. Los marcagloeese utilizaron estan basados en
los estudios realizados por Smatt al. (1996) y Alvarez (2006) y se encuentran
especificados en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3 Combinaciones de primers especificos para la meggpaciadora 16S-23S.

Pares de Tamafio del

Primer Secuencia g
bases amplicon
Combinacién # 1
P1F 5'- AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT -3' 25 1800
P7R 5'- CGTCCTTCATCGGCTCTT -3' 18
Combinacién # 2
P3F 5'- GGATGGATCACCTCCTT -3' 17 350
P7R 5'- CGTCCTTCATCGGCTCTT -3' 18
Combinaciéon # 3
16endF 5'- GTCTAAGGTAGGGTCGA -3' 17 200
TinT 5'- TCAGGCGTGTGCTCTAACCAGC -3' 22
Combinacion # 4
R16mF2 5'- CATGCAAGTCGAACGGA -3' 17 1430
R16mR1 5'- CTTAACCCCAATCATCGAC -3' 19
Combinacién #5
R16F2n 5'- ACGACTGCTGCTAAGACTGG -3' 20 1250
R16R2 5'- TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG -3 25

Para la deteccién de fitoplasmas fue necesariizaedlested-PCR ya que la
cantidad de ADN de estos microorganismos es posta tcnica consiste en dos
amplificaciones anidadas, la primera PCR debe ear primers que abarquen una
region determinada o un gen, y para la segundageGRilizan primers internos de esta

region.

En este caso se probaron diferentes combinaciomgwichers para Nested-

PCR, como se indican en la tabla 2.4.
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Tabla 2.4Combinaciones de primers para Nested-PCR

lera PCR Fragmento 2da PCR Fragmento
PCR (pb) PCR (pb)
P1F-P7R 1800 R16mF2-R16mR1 1430
P1F-P7R 1800 R16F2n-R16R2 1250
P1F-P7R 1800 P3F-P7R 350
P1F-P7R 1800 16endF-TinT 200

Para todas las combinaciones las condiciones @@atzion de PCR fueron: 40
ng de ADN, Buffer PCR 1 X, 200 uM de dNTPs, 0,2 gkl cada primer, 2,5 mM
MgCl,, 0,4 mg/ml de BSA y 2 U de Taq polimerasa, en olamen final de 25 pl que

fueron completados con agua ultrapura.

Las condiciones de amplificacién se encuentranoifsgaas en la Tabla 2.5.
La PCR se realiz6 en un termociclador marca MJ &ekd”TC-200.

Tabla 2.5Condiciones de amplificacién para Nested-PCR

Paso Temperatura (°C) Tiempo
Denaturacion inicial 94 5 min
Denaturacion 94 30s
Hibridacion* 59 1 min:F 35 ciclos
Extension 72 1mi
Extension final 72 10 min
Enfriamiento 4 5 min

*Las temperaturas de hibridacién varian para cadabmacion: Comb. 1: 59 °C, comb. 2 y 4:
50°Cycomb. 3y5:56°C.

Para la visualizacion de los productos PCR se &Gigumismo procedimiento

presentado en el apartado 2.4.4.

Con estos resultados se escogid la combinacionPRFRFR16mF2-R16mR1
porque fue la que presentd un amplicon de buen@adaly el peso esperado.
Posteriormente se procedid a realizar un screepar@ fitoplasmas en todas las

muestras de material vegetal siguiendo este misotogmlo.
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2.4.5.1. Secuenciacion del fragmento de deteccién

Se tomaron los productos PCR obtenidos de una maugsisitiva para
fitoplasmas de cada plantacion y estos fueron dogia MACROGEN (Corea) para su

secuenciacion en una concentracion de 50 ng/ul.

2.4.6. Secuenciacion del ADNr 16S de ADN metagenomico deeto

Con aquellas muestras de suelo pertenecientes @alaims sintomaticas que
resultaron positivas para fitoplasmas y las mussteaplantas asintomaticas (control) se
procedio a realizar la secuenciacion del ADN metageco, para analizar la diversidad

microbiana de cada una de ellas.

El ADN metagendmico fue enviado para secuenciaoi@diante técnica de
pirosecuenciacion en la empresa Eureka Genomigs (Bf.UU) en una concentracion
de 20 ng/ul.

2.4.7. Secuenciaciéon del ADNr 16S de ADN metagenémico deatarial vegetal

Con aquellas muestras de material vegetal perimesi a las plantas
sintomaticas que resultaron positivas para fitopis y las muestras de plantas
asintomaticas (control) se realizaron los siguErnieocesos para su secuenciacion:
primero se amplific6 una region del gen 16S, este €lonado y finalmente

secuenciado.

2.4.7.1. Amplificacion del gen 16S ADNr

Para la amplificacion del gen ADNr 16S se probatmtintas combinaciones
de primers especificos para esta region de ADN, edaobjetivo de cubrir todas las
regiones variables de este gen. Los primers atiegados fueron basados en el estudio

realizado por Wang (2009) como se especifica drakda 2.6.
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Tabla 2.6 Combinaciones de primers especificos para la éioguion del gen de 16S.

Pares de Tamafo del

Iniciador Secuencia* Iy
bases amplicon
Combinaciéon # 1
27F 5'- AGAGTTTGATCTMGGCTCAG -3' 20 1498
1525R 5'- AAGGAGGTGWTCCARCC -3° 17
Combinacion # 2
E338F 5'- ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT -3' 21 631
E969R 5-TTACCAGGTCTTGACA -3' 16
Combinacién # 3
U341F 5'- CCTACGGGRSGCAGCAG -3' 17 712
U1053R 5'- CTGGTGTCGTGAGATG -3' 16

*Primers degenerados (nucleétidos que son dos obames) M= A,C; W= A T; R= AG; S=
C,G.

Para la amplificacidbn con estos primers se siglignismo procedimiento

presentado en el apartado 2.4.4.

De las combinaciones presentadas anteriormentessegié aquella que
presentaba la mejor amplificacion, con los primésg1F-U1053R, de la que se obtuvo
un fragmento del712 pb el cual fue purificado con el kit PureLin€RR Purification
Kit marca Invitrogen (No. Cat. K3100-01) siguienelosiguiente procedimiento de la

casa comercial:

1. Anadir 300 ul del buffer HC a 75 pl de producto PGRzclar bien.
2. Anadir la mezcla a una columna PureLink Spin Column

3. Centrifugar a temperatura ambiente a 13 000 rprarderl min.

4. Descartar el filtrado y colocar la columna en nueaa de coleccion.
5. Anadir 650 pl de Wash Buffer en la columna.

6. Centrifugar a temperatura ambiente a 13 000 rprarderl min.

7. Descartar el filtrado y volver a centrifugar a tergiura ambiente a 13 000 rpm

durante 3 min para eliminar todo el buffer.
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8. Colocar la columna en un nuevo tubo de 1,5 ml, iaf@dul de buffer de elucién
en la columna, incubar a temperatura ambiente tirhnmin y centrifugar a

maxima velocidad por 2 min. Almacenar el produdBRRpurificado a -20 °C.

2.4.7.2.Clonacion de productos PCR

Con las muestras amplificadas producto de la aiwgdibon con los primers
U341F-U1053R se procedi6 a realizar la clonaciéordidbos fragmentos, ya que al
poseer una mezcla de fragmentos del gen 16S demt#s microorganismos estos no

pueden ser secuenciados directamente.

Los productos de PCR fueron sometidos a la téciécalonaje con el kit
PpGEM®-T Easy Vector Systems Il marca Promega Not. 834380 siguiendo el
protocolo especificado por la casa comercial, @ $®idetalla a continuacion:

1. Realizar las reacciones de ligacion como se muestlatabla 2.7

Tabla 2.7 Reaccion de ligacion del kit pPGEM-T Easy Vectost8yn |l

Reactivo Reaccion
estandar ()
Buffer de ligacién 2X 5
Vector pGEM-T Easy vector (50ng) 1
Producto PCR (10ng/pl) 1,2
T4 Ligasa (3U/ul) 1
Agua ultrapura 1,8
Volumen final 10

2. Incubar las reacciones toda la noche a 4 °C.

Después se prosigue con el proceso de transformacio

3. Colocar 2 pl de la reaccion de ligacion en un tbd.,5 ml.

4. Anadir 40 ul de células competentes JM109 Higlciefficy competent cells marca

Promega No. Cat. L2001 en cada tubo de reaccion.
5. Mezclar suavemente e incubar en hielo durante 20 mi
6. Realizar un shock térmico en un bafio maria dukbHe0 seg a 42 °C.

7. Volver los tubos al hielo durante 2 min.
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8. Anadir 250 ml de medio SOC marca Invitrogen No..@&644-034 en cada tubo.
9. Incubar a 37 °C durante 2,5 horas en agitacion.

10.Sembrar 50 pl y 100 pl de cada cultivo de transémion en medio LB
Agar/Ampicilina/IPTG/X-Gal.

11.Incubar las cajas a 37 °C durante 16-24 horas.

12.Contar el nimero de colonias transformantes (bigmuara cada cultivo.

Se tomaron 10 colonias blancas para cada una deulestras y una azul como
control negativo. Para comprobar si la coloniadr@ana poseia el inserto se realizé una
amplificacion con los primers SP6 (5'- TAATACGACTCAATAGG -3) y T7 (5-
ATTTAGGTGACACTATAG -3') especificos para el vectdPara esto primero se

diluyeron las colonias seleccionadas en 15 pl da afjrapura.

Para realizar la reaccion de amplificacion seaatitin 4 pl de la dilucién de las
colonias, Buffer PCR 1X, 200 uM de dNTPs, 0,2 uMdéa primer, 2 mM MgGJ 0,4
mg/ml de BSA y 2 U de Taqg polimerasa, en un volurfieal de 25 ul que fue

completado con agua ultrapura.

Las condiciones de amplificacion se encuentrancifgmelas en la Tabla 2.8.

La PCR se realizé en un termociclador marca MJ &&ebdviodelo PTC-200.

Tabla 2.8 Condiciones de amplificacidn con los primers SP6-T7

Paso Temperatura (°C) Tiempo
Denaturacion inicial 94 5 min
Denaturacion 94 10 seg
Hibridacién 46 20 seg } 30 ciclos
Extension 68 1 min 40 sgg
Extension final 68 10 min
Enfriamiento 4 5 min

La visualizacion de los productos PCR se realizdadmisma forma que se

encuentra detallado en el apartado 2.4.4.
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Una vez comprobado que poseian el inserto se cwboeinADN del vector

con el método de extraccion de Weisiag,al. (1995), modificado por el CIP-Quito,

como se detalla a continuacion:

. Sembrar la colonia seleccionada en 5 ml de medig tBltivarlas en agitaciéon a 37
°C durante 72 horas.

. Traspasar el cultivo a un microtubo de 1,5 ml yticigar a 13 000 rpm durante 10
minutos para formar un pellet, descartar el solu@mi@ y continuar del mismo

modo hasta terminar con todo el cultivo.

. Una vez formado el pellet afiadir arena de cuarzanyayuda de un homogenizador

pulverizarlo.

. Anadir 500 pl de buffer de extraccion (200 mM Tps$] 8.0; 22 mM EDTA; 1%
CTAB; 800 mM NacCl; 1% Sarkosyl) y 300 ul de clonsfm:alcohol isoamilico
(24:1). Macerar suavemente con el homogenizadarrpaeclar los reactivos.

. Invertir los tubos varias veces e incubar las nmaest 55 °C durante 30 min.

. Terminada la incubacion dejarlos a temperatura emd®i5 min y centrifugar a 13

000 rpm durante 10 min.
. Transferir la fase acuosa a un nuevo tubo de 1,5 ml
. Anadir 1 volumen de isopropanol, mezclar bien ellyae a -20 °C por una hora.

. Centrifugar a 13 000 rpm durante 10 min.

10.Descartar el isopropanol y lavar el pellet de ADdh &00 pl de etanol al 75%.

Descartar el etanol.

11.Secar el pellet de ADN a 65 °C durante 10 min yispender en 50 ul de agua

ultrapura. Almacenar el ADN a 4 °C.

Adicionalmente, se realiz6 una digestion enzimatiedos productos de PCR

obtenidos con los primers SP6-T7 y se observo Bi 10 colonias se encontraba

cubierta la diversidad de fragmentos por cada maess decir, se tratd de encontrar el

mayor numero posible de bandas diferentes. Seatiéi enzimaHpall de la marca
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Invitrogen No. Cat. 15240101 siguiendo la reacdérla tabla 2.9, la cual se incubo a
37 °C durante 1 hora y después a 65 °C durantar20 m

Tabla 2.9Reaccidn de digestién con la enzihipall

Reactivo Reaccibén
estandar (ul)
Buffer de digestién 2
EnzimaHpall 1
Producto PCR 2
Agua ultrapura 15
Volumen final 20

Estas digestiones se observaron en geles de agar@®% (p/v) mediante
electroforesis horizontal. Para la carga de lasstnag se mezclaron 8 pl de la digestion
con 6 ul de Blue Juice 1X marca Invitrogen No. Q&i816-015, el marcador de peso
utilizado fue TrackIit™ 100 bp DNA Ladder. La comielectroforética se realizé en
buffer TAE 1X a un voltaje constante de 100 V dteah hora, posteriormente se
realizd la tincion de los mismos en una soluciénBig (15 ppm) por 1 hora en
agitacion continua en oscuridad. Los geles se hzswan en el fotodocumentador

marca Dolphin View Wealtec.

2.4.7.3.Secuenciacion

El ADN extraido de plasmido fue enviado a MACROGIER. (Corea) para su
secuenciacion con los primers SP6-T7, en una ctnacéin de 100 ng/pl.

2.5. Analisis de datos

2.5.1. Deteccién de fitoplasmas

Los resultados fueron analizados mediante esteaid@scriptiva. Se verifico
la presencia o ausencia del fitoplasmas teniendmenta el peso molecular en pares de
bases del amplicén obtenido mediante Nested-PCRosoprimers P1F-P7R/R16mF2-
R16mR1.

2.5.1.1. Secuenciacion del fragmento de deteccion

Las secuencias enviadas por MACROGEN fueron am&an el programa

BioEdit v. 7.0.9.0, seguidamente se realizé unealmiento en el programa informatico
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de alineamiento de secuencias de tipo local BLA®TIlibre acceso en el internet
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/), el cual utilizan wlgoritmo heuristico para realizar los
alineamientos. De los resultados obtenidos en @sigrama tomamos los valores de

cobertura, maxima identidad y e-value para detexmiual fue el mejor alineamiento.

Los mejores alineamientos fueron analizados megliahprograma LALIGN
de libre acceso en el internet (http://embnetaitah/software/LALIGN_form.html)
para encontrar el porcentaje de similitud entresklesuencias de este proyecto y la
secuencia del fitoplasma causante de la ML reporgadla literatura y cuyo acceso se
encuentra en el NCBI con nimero AY739023.1. Errejama Clustal Omega de libre
acceso en el internet (http://www.ebi.ac.uk/Tooksrolustalo/) se analizaron las
secuencias para obtener un arbol filogénetico erebs la relacion entre secuencias
mediante un alineamiento multiple. Finalmente para representacion grafica de los
alineamientos se utilizé el programa T-COFFEE dweliacceso en el internet
(http://tcoffee.vital-it.ch/cgi-
bin/Tcoffee/tcoffee_cgi/index.cgi?stagel=1&dactioCOFFEE::Advanced). Se
probaron varios programas ya que cada uno de @iz diferentes algoritmos para

los alineamientos.

2.5.2. Secuenciacion del ADNr 16S de ADN metagen@mide suelo

Con los resultados enviados por Eureka Genomicp.Clos cuales consisten
en el nimero de lecturas recibido para cada gévecteriano, se realizé un analisis
multivariado de estos datos cuantitativos. Se zéalin analisis de componentes
principales (ACP) en el programa estadistico Irdo8t 2011e para observar si es que
los datos de las muestras asintomaticas se enoantegrupados y si se encontraban

diferencias significativas entre ellas.

2.5.3. Secuenciacion del ADNr 16S de ADN metagen@mide material vegetal

Las secuencias enviadas por MACROGEN fueron am&an el programa
BioEdit v. 7.0.9.0. Aquellas secuencias que nogrdan una longitud mayor a los
100 pb fueron eliminadas ya que no brindan infordraconfiable al momento de su
alineacion, la cual se la realizdé con el prograni®8T. Con datos de presencia y

ausencia de microorganismos para cada muestraalsgdrana matriz binaria, la cual
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después fue analizada mediante un andlisis de ewadds principales (PCO) en el
programa InfoStat v. 2011e.
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CAPITULO 3
RESULTADOS

3.1. Recoleccion de muestras
Se realizaron tres colectas, dos de ellas en Mnmia de Santo Domingo de
los Tsachilas y una en la provincia de Orellansidatos de las plantaciones visitadas se

encuentran detallados a continuacion:

Primera colecta: (Fecha: 14/03/2012)

Se tomaron muestras de tres plantaciones de laumocedas entre el Km. 26 y
Km. 31 de la via Santo Domingo - La Concordia (f&g8.1):

. Plantacién # 1: Hacienda de Gabriela Ocampo, ubieadel Km. 31 de la via
Santo Domingo - La Concordia, con una extensiob(lkectareas. El material
sembrado es de la variedad INIAP de cuatro afomne tuna incidencia
estimada de ML del 50%.

. Plantacion # 2: Hacienda Santa Ursula, del propief@sé Solorzano, ubicada
en el Km. 30 de la via Santo Domingo - La Concgrdam extensién de 230
hectareas. El material sembrado es de la variedi&Pl de cinco afios y tiene
una incidencia estimada de la enfermedad del 20%.

. Plantacién # 3: Hacienda Néapoles, del propietararddlo Vallejo, ubicada en
el Km. 29 de la via Santo Domingo - La Concord@a) ana extension de 100
hectareas. El material sembrado es de la varidd@diHIde tres afios y no se

tiene una estadistica de las plantas enfermas.

Segunda colecta: (Fecha: 14/03/2012)

Se tomaron muestras de una plantacion de la zanadabentre el Km. 26 y
Km. 31 de la via Santo Domingo - La Concordia (f&g8.1):
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. Plantacion # 4: Hacienda de Gilbert Torres, ubicadael Km. 29 de la via
Santo Domingo - La Concordia. El material sembraside la variedad INIAP

de 3 aflos y medio y no se tiene una estadistit@sqedantas enfermas.

© 9095 Sy
s LS, Salsbord Sorvasy

 Sente Deminge o los Tsdehles

Figura 3.1 Ubicacion satelital de las plantaciones muestread&anto Domingo de los Tsachilas.
Fuente: Google Earth 2013. Fecha: 25/11/2012.

Tercera colecta: (Fecha: 11/04/2012)

Se realiz6 la toma de muestras en 3 lotes de 2farkas cada uno, de la
plantacion Palmar del Rio en la provincia de Orellague tiene una extension total de
4500 hectareas (figura 3.2):

. Plantacion # 6: Lote 1C1, material hibrido de ldedad COARI de 3 afios de
edad, las plantas se encuentran en ciclo andrégancse tiene una estadistica
de las plantas enfermas.

. Plantacion # 7: Lote 2G1, material hibrido de ldadad COARI de 6 afios de
edad, con una incidencia de la enfermedad del 8%se tiene una estadistica
de las plantas enfermas.

. Plantacion # 8: Lote 17E2, material hibrido de daiedad Taisha x Avros de 1

aflo y medio de edad, los sintomas de las plantesneas difieren de las
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demas, puede ser otro tipo de marchitez pero nahayestadistica sobre las

plantas enfermas.

Figura 3.2 Ubicacion satelital de los lotes muestreados efiddeeen la plantacién Palmar del Rio.
Fuente: Google Earth 2013. Fecha: 25/11/2012.

Se recolectaron 29 muestras de las dos localidades, plantas sintomaticas y
asintométicas. En la tabla 3.1 se detalla la siatologia de cada una de ellas.
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Tabla 3.1Muestras recolectadas en las plantaciones dedampias de Santo Domingo de los Tsachilas

y Orellana con su respectiva sintomatologia.

Muestra Sintomatologia
P1-P1 Avanzado, ML
P1-P2 Medio, ML
P1-P3 Medio, ML
P1-P4 Avanzado, ML
P1-PS Sana
P2-P1 Inicial, ML
P2-P2 Medio, ML
P2-P3 Avanzado, ML
P2-PS Sana
P3-P1 Inicial, ML
P3-P2 Medio, ML
P3-P3 Medio, ML
P3-PS2 Sana
P3-PS3 Sana
P4-P1 Avanzado, ML
P4-P2 Inicial, ML
P4-P3 Media, ML
P4-PS1 Sana
P4-PS2 Sana
P6-P1 Inicial, ML
P6-P2 Medio, ML
P6-P3 Medio, ML
P6-PS Sana
P7-P1 Medio, ML
P7-PS Sana
P8-P1 Inicial, ML
P8-P2 Avanzado, ML
P8-P3 Medio, ML
P8-PS Sana

3.2. Extraccion y cuantificacion de ADN metagendma

3.2.1. Muestras vegetales
Tras realizar la extraccion del material genétieolas muestras vegetales se
obtuvo un rendimiento promedio de 2645.8 ng de AD&E concentraciones de cada

muestra se encuentran detalladas en la tabla 3.2.
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Tabla 3.2 Concentraciones y rendimientos totales de ADN parastras vegetales cuantificadas en el
sistema QUBIT.

Muestra Concentracion Rendimiento

ADN (ng/ul) total (ng)
P1-P1 146.8 7340
P1-P2 95.6 4780
P1-P3 67.2 3360
P1-P4 106 5300
P1-PS 34.7 1734
P2-P1 61.6 3080
P2-P2 14.2 712
P2-P3 46 2300
P2-PS 51.6 2580
P3-P1 38.9 1944
P3-P2 63.2 3160
P3-P3 186.8 9340
P3-PS2 64.8 3240
P3-PS3 186 9300
P4-P1 11.2 558
P4-p2 134 668
P4-P3 29.4 1468
P4-PS1 39.8 1990
P4-PS2 46 2300
P6-P1 29.4 1470
P6-P2 25.9 1296
P6-P3 215 1074
P6-PS 10 500
P7-P1 49.2 2460
P7-PS 10 500
P8-P1 16.4 820
P8-P2 22.3 1116
P8-P3 36.8 1838
P8-PS 10 500
Promedio 52.9 2645.8

El ADN observado en geles de agarosa al 1% mostyéadacion (figuras 3.3,
3.4y 3.5).
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Figura 3.3 ADN del material vegetal de plantas enfermas dwilaera colecta, en donde P1=Plantacion

#1, P2=Plantacién #2, P3=Plantacion #3, M= Marcadopeso molecular.

P | % % oz 3oz s
- e w - ' "

2000 |~ -

1200 | = -

800 | ™= -

400

200

Figura 3.4 ADN del material vegetal de la segunda colectajame P4=Plantacion #4, P5=Plantacion
#5, P2=Plantacion #2, P3=Plantacion #3, PS=Plamta, /= Marcador de peso molecular
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Figura 3.5 ADN del material vegetal de la tercera colectag@ende P6=Plantacion #6, P7=Plantacién #7,
P8=Plantacion #8, PS=Planta sana, M= Marcador se ipelecular.
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3.2.2. Muestras de suelo

Tras la extraccion de material genético de las tmagesle suelo Se obtuvo un
rendimiento promedio de 1558.3 ng de ADN. Las cotreeiones de cada muestra se

encuentran detalladas en la tabla 3.3.

Tabla 3.3 Concentraciones y rendimientos totales de ADN parastras de suelo cuantificadas en el
sistema QUBIT.

Muestra Concentracién Rendimiento
ADN (ng/ul) total (ng)
P1-P1 74.4 3720
P1-P2 28.5 1424
P1-P3 40.4 2020
P1-P4 47.6 2380
P1-PS 10 500
P2-P1 32.8 1642
P2-P2 28.8 1440
P2-P3 10 500
P2-PS 10 500
P3-P1 10 500
P3-P2 10 500
P3-P3 10 500
P3-PS2 10 500
P3-PS3 10 500
P4-P1 24.4 1220
P4-p2 15.6 780
P4-P3 10 500
P4-PS1 10 500
P4-PS2 10 500
P6-P1 68.4 3420
P6-P2 47.6 2380
P6-P3 73.2 3660
P6-PS 69.6 3480
P7-P1 20 1000
P7-PS 27.4 1370
P8-P1 28.7 1434
P8-P2 57.6 2880
P8-P3 64.8 3240
P8-PS 44 2200
Promedio 31.2 1558.3

45



El ADN observado en geles de agarosa al 1% mostgtadacion (figuras 3.6,
3.7y3.8).
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Figura 3.6 ADN de las muestras de suelo de la primera cqleatalonde P1=Plantacion #1,

P2=Plantacion #2, P3=Plantacién #3, PS=Planta 8émd&jarcador de peso molecular.
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Figura 3.7 ADN de las muestras de suelo de la segunda cplat@onde P4=Plantacion #4,
P5=Plantacién #5, P2=Plantacion #2, P3=Plantac3¢®8=Planta sana, M= Marcador de peso

molecular.
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Figura 3.8 ADN de las muestras de suelo de la tercera colentdonde P6=Plantacion #6,
P7=Plantacion #7, P8=Plantacion #8, PS=Planta &8ém&/jarcador de peso molecular.

3.3. Validacién de ADN metagenémico

La amplificacion del gen 16S evidencié que el makeregetal y el suelo
contenian ADN bacteriano, ya que todas las muegtesentaron amplificacion con los
primers 27F-1492R. Las muestras de suelo presentamoamplicon en el tamafio
esperado de 1465 pb, mientras que algunas mueltrgdantas enfermas y sanas
presentan a mas de este amplicén, un segundo ampliccdedor de 2000 pb (figuras
3.9, 3.10, 3.11, 3.12, 3.13 y 3.14).
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Figura 3.9 Amplificacion del gen 16S con los primers 27F-1R3h muestras vegetales de la primera
colecta. Tamafio del amplicér1465 pb. El pocillo M es el marcador de peso mdéclos pocillos 2-
11 son plantas enfermas.
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Figura 3.10 Amplificacién del gen 16S con los primers 27F-1R3%h muestras de suelo de la primera
colecta. Tamafio del amplicéri465 pb. El pocillo M es el marcador de peso mdéclos pocillos 1-7

son plantas enfermas, el pocillo 8 es el contrsltpo y el pocillo 10 es el control negativo.
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Figura 3.11 Amplificacién del gen 16S con los primers 27F-1R3%h muestras vegetales de la segunda
colecta. Tamafio del amplicér1465 pb. Los pocillos M son el marcador de pesemgéar. Los pocillos
2-4 son plantas enfermas, los pocillos 5-11 sontatasanas, pocillo 12 es el control positivo yilfot3

es el control negativo.
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Figura 3.12 Amplificacién del gen 16S con los primers 27F-1R3h muestras de suelo de la segunda
colecta. Tamafio del amplicér1465 pb. Los pocillos M son el marcador de pesemgéar. Los pocillos
2-4 son plantas enfermas, los pocillos 5-11 sontasasanas, el pocillo 12 es el control positiva y

pocillo 13 es el control negativo.
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Figura 3.13 Amplificacion del gen 16S con los primers 27F-1R3h muestras vegetales de la tercera
colecta. Tamarfo del amplicér1465 pb. Los pocillos M son el marcador de pesemdar. Los pocillos

2-5 son plantas enfermas y sana de la plantaciglogt@ocillos 6-7 son plantas enferma y sana de la
plantacién #7, los pocillos 8-11 son plantas enfermsana de la plantacion #8, el pocillo 12 esetrol

positivo y pocillo 13 es el control negativo.
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Figura 3.14 Amplificacion del gen 16S con los primers 27F-1R3h muestras de suelo de la tercera
colecta. Tamafio del amplicér1465 pb. Los pocillos M son el marcador de pes@mgér. Los pocillos

2-5 son plantas enfermas y sana de la plantaciglogt@ocillos 6-7 son plantas enferma y sana de la
plantacién #7, los pocillos 8-11 son plantas enfeynsana de la plantacién #8, el pocillo 12 eetrol

positivo y el pocillo 13 es el control negativo.

3.4. Deteccidn de fitoplasmas

Ya que se ha reportado que la ML podria ser caupadan fitoplasma se
realizo la deteccidon molecular del mismo por medé primers especificos para la
region 16S-23S. Para la estandarizacion de la moleigich de deteccion se probaron
diferentes combinaciones de Nested-PCR, paransepsi PCR se utilizaron los primers
P1F-P7R para todos los casos, y se utilizé un abpositivo de ADN de fitoplasma
enviado por el CIAT. En la figura 3.15 se observainplificacion de la primera PCR

en donde se obtiene un amplicén de aproximadamM&o@ pb.
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Figura 3.15 Amplificacion de las muestras vegetales en priffR con los primers P1F-P7R, tamafio
del amplicor=1800 pb. Los pocillos Mon el marcador de peso molecular. Los pocillos 2 y 3 son
muestras de plantas enfermas, el pocillo 4 es westra de planta sana, el pocillo 5 es un control

positivo del CIAT vy el pocillo 6 es el control neya.

Con los productos obtenidos en la primera PCRjguisa realizar la segunda
PCR con las siguientes combinaciones de prinR&&7, tamario del amplicon de 350 pb,
R16mF2-R16mR1, tamafio del amplicon de 1430 plmd:@enT, tamafio del amplicén de 200
pb y R16F2n-R16R2, tamafo del amplicon de 1250Fwbla figura 3.16 se observan las
amplificaciones para cada combinacion, finalmeetesedeccion6 a la combinacion R16mF2-
R16mR1 para realizar la deteccion, ya que presean@mplicon de buena calidad en el tamafio

esperado de aproximadamente 1430 pb.

pb

WM
1500

Figura 3.16 Amplificacién de las muestras vegetales en segl@R. Los pocillos Mon el marcador
de peso molecular. Los pocillos 2-5 se realizammnlos primers P3-P7, tamafio del amplicé860 pb,
los pocillos 6-9 se realizaron con los primers REBfR16mR1, tamafio del amplicét430 pb, los
pocillos 10-13 se realizaron con los primers 16€imd-, tamafio del amplicor-200 pb y los pocillos 15-

18 se realizaron con los primers R16F2n-R16R2, fiand&l amplicon 1256pb.

En la mayoria de las muestras vegetales de plaotasintomatologia de ML
se observa el amplicén esperado de aproximadanit0 pb con los primers
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R16mF2-R16mR1 de la segunda PCR, lo que deterrairmmesencia de fitoplasmas
(figuras 3.17, 3.18, 3.19, 3.20 y 3.21), mientras gn ninguna de las muestras sanas se

obtiene una amplificacion.

Figura 3.17 Amplificacion de las muestras vegetales de plamtésrmas y sanas de las plantaciones #1,
#2, #3 y #4 en Nested-PCR con la combinacion degrs P1F-P7R/R16mF2-R16mR1, tamafio del

amplic6n=1430 pb. M Marcador de peso molecular.

Figura 3.18 Amplificacion de las muestras vegetales de plamtdsrmas y sanas de las plantaciones #4,
#6 y #7 en Nested-PCR con la combinacion de prifréFsP7R/R16mF2-R16mR1, tamafio del
amplicon=1430 pb. M Marcador de peso molecular.
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Figura 3.19 Amplificacién de las muestras vegetales de plagtdsrmas y sanas de plantacién #8 en
Nested-PCR con la combinacién de primers P1F-P76R2-R16mR1, tamafio del amplicéh430 pb.

El pocillo 6 es el control positivo y el pocilloes el control negativo. MMarcador de peso molecular.

Con aguellas muestras que no presentaron ampiditae realizé una réplica
y algunas de las muestras sintomaticas presengra@amplicon, mientras que las
muestras de plantas asintomaticas no.

pb

2072
1500

100

Figura 3.20 Repeticion de la amplificacién de las muestraetadgs de plantas enfermas y sanas de que
no presentaron amplificacion anteriormente, en®&EeBICR con la combinacién de primers P1F-
P7R/R16mF2-R16mR1, tamafio del ampliedd30 pb. M- Marcador de peso molecular.
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Figura 3.21 Repeticion de la amplificacién de las muestraetadgs de plantas enfermas y sanas de que
no presentaron amplificacién anteriormente, en@®EBCR con la combinacion de primers P1F-
P7R/R16mF2-R16mR1, tamafio del amplied430 pb. EL pocillo 8 es el control positivo y elgilo 9

es el control negativo. MMarcador de peso molecular.

En la tabla 3.4 se encuentra un resumen de tosdasuastras analizadas y los
resultados tanto de la validacion de ADN con losers del gen 16S como el screening

de fitoplasmas.
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Tabla 3.4 Detalle de muestras colectadas con su sintomagojogesultado para su validacion del gen

16S y el screeening de fitoplasmas.

Muestra  Validacién Amplificacion
16S fitoplasmas

\
\

P1-P1
P1-P2
P1-P3
P1-P4
P1-PS
P2-P1
P2-P2
P2-P3
P3-P1
P3-P2
P3-P3

P2-PS2

P2-PS3

P3-PS2

P3-PS3
P4-P1
P4-P2
P4-P3

P4-PS1

P4-PS2
P5-PS
P6-P1
P6-P2
P6-P3
P6-PS
P7-P1
P7-PS
P8-P1
P8-P2
P8-P3
P8-PS

LR < < < £ £ & £ & <

LR < < < <

LR < < < S < & £ <
< <

<

LR < < < < L & £ < <
<

3.4.1. Secuenciacioén del fragmento de deteccion

Para comprobar si es que el fitoplasma detectadasemuestras es el mismo
que fue reportado en Colombia, se realizo la sexaeidn del fragmento de deteccion
para después compararlo con la secuencia deld#o causante de la ML disponible
en la base de datos del NCBI. Todas las secueeciaadas por MACROGEN son de
buena calidad con un valor de @\20. Con las secuencias enviadas por MACROGEN
primero se realizaron alineamientos en BLAST, émuiltados obtenidos se muestran en
la tabla 3.5.
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Tabla 3.5Alineamiento de secuencias en BLAST con la secaat®li fitoplasma causante de la
Marchitez Letal disponible en la base de datos\dBI

Muestra Query E-value Max ID
coverage (%) (%)

Control C2 88 0 92
Enferma plantacién 1 65 0 88
Enferma plantacion 2 67 2E-96 75
Enferma plantacién 4 80 2E-180 77
Enferma plantacion 6 84 0 87
Enferma plantacién 7 66 0 82
Enferma plantacion 8 78 0 85

Ademas se realizaron los mismos alineamientos @nogirama LALIGN por
medio de una matriz de sustitucion PAM120, la doata en cuenta mutaciones y
evolucion, este programa también presenta datesvditud y e-value, presentados en
la tabla 3.6.

Tabla 3.6 Alineamiento de secuencias en LALIGN con la secizedel fitoplasma causante de la

Marchitez Letal disponible en la base de datos\NdBlI.

Muestra E-value Max ID E-value Max ID
(%) (%)
Control C2 -1 91,5 - -
Enferma plantacion 1 g -1 oy -1 74,2
Enferma plantacién 2 TZ: -1 64,2 5 -1 64,2
Enferma plantacion 4 = -1 722 § -1 68,5
Enferma plantacién 6 8 0 86,9 © -1 80,9
Enferma plantacion 7 -1 73,2 -1 71,3
Enferma plantacién 8 -1 80,1 -1 76,8

También se realizaron alineamientos en el progresf@®OFFEE, los cuales se
encuentran representados en colores para fadditasualizacion de la similitud de las
secuencias. Con el programa Clustal Omega se geatizalineamiento con todas las
muestras con el fin de obtener una filogenia denigsnas (figura 3.22), el alineamiento
se encuentra detallado en el Anexo A.

Control_NCBI
_'—|7—(;0mm|_c2
Enferma_6
Enferma_2

Enferma_4
Enferma_1

Enferma_7

Enferma_8

Figura 3.22Filogenia de alineamiento de secuencias realizads programa Clustal Omega.
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Con este resultado hemos determinado que el fg#oaidentificado es el
mismo que fue reportado en Colombia como el agesteal de la ML (AY739023.1),
debido a que los alineamientos tienen una altatighesh buena cobertura y bajos

valores de e-value.

3.5. Secuenciaciéon del ADNr 16S de ADN metagendmide suelo

Para determinar si es que existe algun otro migeoosmo relacionado con la
ML se realizo el estudio metagendmico del suelostmaado para cada planta. Eureka
Genomics envio los datos del andlisis de diversidetobiana para 23 muestras (18 de
plantas positivas y 5 negativas para ML), ya qua de las muestras no contenia la
suficiente cantidad de ADN para el andlisis.

En la tabla 3.7 se presenta un resumen de lostadesl obtenidos, se
detectaron un total de 126 géneros bacterianosodss tlas muestras. Los géneros
mayoritarios so\cidobacteria, Streptophyta, Ktedonobacter, WS8pRmibacterium,
Ralstonia y TerrabacterlLa mayoria de estos son microorganismos nornukesuelo
y no tienen actividad patogénica. También se dastamicroorganismos conocidos
como Pseudomonas, Azospirillum, Mycobacterium, Rhyzobju@lostridium en

menores cantidades.

En los cuadros 3.1, 3.2, 3.3 y 3.4 se observargéoeros bacterianos mas
predominantes tanto para plantas sintométicas cpama asintomaticas y para las
regiones muestreadas. Una vez mas no se obserf@endias significativas en la
diversidad entre plantas sintomaticas y asintormstiademas no existen diferencias

entre las regiones de Santo Domingo y Orellandugren muestreadas.

En el andlisis de componentes principales realizadel programa InfoStat v.
2011e se pudo observar que no existia una relaeda diversidad microbiana con la
presencia o ausencia de la enfermedad, ya que olosseva un agrupamiento entre las
plantas sintomaticas y asintomaticas (cuadro 3&npoco se registra un agrupamiento
entre las plantas muestreadas en la zona de Samm@o y Orellana.
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Tabla 3.7 Compilacidn de datos cuantitativos de diversidacrafiana enviados por Eureka Genomics.

- | N | < || N - | N || N A | N|W | A | A | N[N0 0n|lun
: oo dio|a N o lo|g 0|00 ig | oo
Género |- |d| | o || < O|low|ow|~|o|low|o|d]|« © | ©
[ I o O O I O Y o 8 [n N O o I N T R I [ O I I I O o O o T o T o T Y N A [a I e

Acidobacteria_Gp2 spp.
Acidobacteria_Gp5 spp.
Acidobacteria_Gp4 spp.
Acidobacteria_Gp3 spp.
Streptophyta spp. -- --
Ktedonobacter spp. -
WS3 spp.
Propionibacterium spp. -----
Acidobacteria_Gp7 spp.
Ralstonia spp.
Terrabacter spp. ----
Acidobacteria_Gp6 spp.
Verrucomicrobia_Subdivision3 spp.
Spartobacteria spp.

Edaphobacter spp.

Bryobacter spp.

Steroidobacter spp.

Zavarzinella spp.

Sphingomonas spp.
Hydrogenophilus

Acidobacterium spp.

Ancylobacter spp.

HEE BN B EEEE

%
o
<
a

| N B PaP3
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Género

Aquabacterium spp.

Herbaspirillum spp.

Pseudomonas spp.

Acidobacteria_Gp25 spp.

Cupriavidus spp.

Pasteuria spp.

Pedomicrobium spp.

Stenotrophomonas spp.

Paramoritella spp.

Methylobacterium spp.

Azospirillum spp.

Kitasatospora spp.

Stenoxybacter spp.

Ideonella spp.

Dyella spp.

Dechloromonas spp.

Acidobacteria_Gp18 spp.

Nitrospira spp.

Armatimonadetes_gp4 spp.

Chthonomonas/Armatimonadetes_gp3 $

Oxalicibacterium spp.

Niastella spp.

Acidobacteria_Gp22 spp.

Ferruginibacter spp.
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Género

P1-P1

P1-P2

P2-P1

P2-P3

P3-P2

P4-P1

P4-P2

P4-P3

P6-P1

P6-P2

P6-P3

P7-P1

P8-P1

P8-P2

P8-P3

P1-PS

P2-PS

P4-PS

P6-PS
P8-PS

Gemmatimonas spp.

. P1-P4

. P2-p2

Gemmata spp.

Acinetobacter spp.

Rhizobium spp.

Haliangium spp.

EE LT

Mycobacterium spp.

Chitinophaga spp.

Geobacter spp.

Burkholderia spp.

Geobacillus spp.

Thermosporothrix spp.

Fusobacterium spp.

BN N

Phenylobacterium spp.

Rhodomicrobium spp.

Filomicrobium spp.

Ohtaekwangia spp.

Neorickettsia spp.

Lysinibacillus spp.

Geothrix spp.

Georgfuchsia spp.

Delftia spp.

Elusimicrobium spp.

Fontibacillus spp.

Aquicella spp.
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Género

P1-P1

P1-P2

P1-P4

P2-P1

P2-p2

P2-P3

P3-P1

P3-P2

P4-P1

P4-P2

P4-P3

P6-P1

P6-P2

P6-P3

P7-P1

P8-P1

P8-P2

P8-P3

P1-PS

P2-PS

P4-PS

P6-PS
P8-PS

Veillonella spp.

Phaeobacter spp.

Ramlibacter spp.

Cyanobacteria_Gpl spp.

Variovorax spp.

Anaeromyxobacter spp.

Nitrosospira spp.

Epilithonimonas spp.

Aquamicrobium spp.

Thalassobaculum spp.

Acidisoma spp.

Stigmatella spp.

Acidobacteria_Gp10 spp.

Syntrophaceticus spp.

Streptacidiphilus spp.

Flavobacterium spp.

Opitutus spp.

Clostridium_Ill spp.

Mesorhizobium spp.

Bacillariophyta spp.

Methyloversatilis spp.

Solirubrobacter spp.

Spirochaeta spp.

Singulsphaera spp.
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Género

P1-P1

P1-P2

P1-P4

P2-P1

P2-p2

P2-P3

P3-P1

P3-P2

P4-P1

P4-P2

P4-P3

P6-P1

P6-P2

P6-P3

P7-P1

P8-P1

P8-P2

P8-P3

P1-PS

P2-PS

P4-PS

P6-PS
P8-PS

Friedmanniella spp.

Hypomicrobium spp.

Caldisphaera spp.

Methylocella spp.

Nitrosospira spp.

Blastopirellula spp.

Paenibacillus spp.

Rhizomicrobium spp.

Cohnella spp.

Hydrotalea spp.

Kribbella spp.

Bdellovibri spp.

Chitinimonas spp.

Schlesneria spp.

Porphyrobacter spp.

Planctomyces spp.

Pseudolabrys spp.

Fluviicola spp.

Bangiophyaceae spp.

Sneathiella spp.

Mucilaginibacter spp.

Parachlamydia spp.

Armatimonadetes_gp2 spp.

Flavitalea spp.
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Género

P1-P1

P1-P2

P1-P4

P2-P1

P2-p2

P2-P3

P3-P1

P3-P2

P4-P1

P4-P2
P4-P3
P6-P1
P6-P2
P6-P3
P7-P1
P8-P1
P8-P2
P8-P3

P1-PS

P2-PS

P4-PS

P6-PS
P8-PS

Catenulispora spp.

Pelosinus spp.

Oceanibaculum spp.

Ammoniphilus spp.

Polaribacter spp.

Tenacibaculum spp.

Asticcacaulis spp.

B a5 I a1 Il >2@05% [ >a01% |

| >al005% | | <al0,05%]

0%

62




Cuadro 3.1Géneros bacterianos predominantes en muestrasmtapkintomaticas (%).

M Sin clasificar

M Acidobacteria_Gp2

M Acidobacteria_Gp5

M Ktedonobacter

M WS3_genera_incertae_sedis

M Verrucomicrobia_Subdivision3_genera_incertae_sedis
M Verrucomicrobia_Spartobacteria_genera_incertae_sedis
i Steroidobacter

i Propionibacterium

i Ralstonia

24.95

5.80

H Streptophyta

H Acidobacteria_Gp4
M Acidobacteria_Gp3
M Acidobacteria_Gp7
M Acidobacteria_Gp6
M Bryobacter

M Edaphobacter

M Zavarzinella

i Sphingomonas

i Ancylobacter

3.21
i 2.062.021.871.331.171.020.890.87 0.69 0.68 0.59 0.36 0.31 0.29 0.26 0.23 0.17

Cuadro 3.2Géneros bacterianos predominantes en muestrasmtaphsintomaticas (%).

M Sin clasificar

M Acidobacteria_Gp2
M Acidobacteria_Gp4
M Acidobacteria_Gp7
M Ancylobacter

M Acidobacteria_Gp6
M Ktedonobacter

i Acidobacteria_Gp25
M Sphingomonas

i Cupriavidus

18.59
16.24

M Streptophyta

H Steroidobacter

M Acidobacteria,cl:Acidobacteria_Gp3

M Acidobacteria_Gp5

M Zavarzinella

i Edaphobacter

M Verrucomicrobia_Subdivision3_genera_incertae_sedis

M Bryobacter

i Verrucomicrobia_Spartobacteria_genera_incertae_sedis
i WS3_genera_incertae_sedis

2.22
1.631.201.150.930.920.760.710.61 0.55 0.52 0.48 0.48 0.45 0.39 0.33 0.31 0.3
O e e e e e e e e e e e e
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Cuadro 3.3Géneros bacterianos predominantes en la regidmaute ®omingo (%).

H Sin clasificar

M Acidobacteria_Gp4

M Acidobacteria_Gp2

H WS3_genera_incertae_sedis
M Steroidobacter

M Acidobacteria_Gp6

M Ancylobacter

i Propionibacterium

M Bryobacter

i Zavarzinella

23.07

14.23

H Streptophyta

M Acidobacteria_Gp5

Acidobacteria_Gp3

M Acidobacteria_Gp7

H Verrucomicrobia_Subdivision3_genera_incertae_sedis

i Verrucomicrobia_Spartobacteria_genera_incertae_sedis
M Ktedonobacter

M Sphingomonas

i Edaphobacter

i Cupriavidus

2.122.021.641.241.211.201.020.91 0.79 0.53 0.45 0.45 0.42 0.40 0.31 0.190.16 0.15
o e e e e

Cuadro 3.4Géneros bacterianos predominantes en la regiénrelaaa (%6).

M Sin clasificar

M Acidobacteria_Gp3

M Acidobacteria_Gp4

M Edaphobacter

M Acidobacteria_Gp7

M Zavarzinella

M Verrucomicrobia_Subdivision3_genera_incertae_sedis
i Ralstonia

i Acidobacterium

i Sphingomonas

30.15

M Acidobacteria_Gp2

H Ktedonobacter

M Acidobacteria_Gp5

H Bryobacter

M Acidobacteria_Gp6

M Verrucomicrobia_Spartobacteria_genera_incertae_sedis
M WS3_genera_incertae_sedis

M Acidobacteria_Gp25

i Steroidobacter

4 Pedomicrobium

5.91
w 2.892.581.921.841.351.331.261.100.870.86 0.77 0.480.410.340.33 0.18 0.17 0.16
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Cuadro 3.5Analisis de componentes principales (ACP) paradatantitativos de diversidad microbiana en mussteasuelo, realizado en el programa Infostat ¥180

P3-p2 P1-PS
2.50- P2-P3 P4-P1
@ P2-PS2
| |
1.38-
P4-PS1
2
o " g P2-P2 o
S 025 P8-PS
I .25 4
~ ] p2-P1 P8-P2 e o
= ‘ P8-P3 P8-P1
. P6-P1
" Sy Versin - o P7P1 ®
p1-p4 PE-PS
L [
L P4P2 oo s
P4-Pp3 P1-P2 o - []
-0.88 P1-P1 i
m B
-2.00-
1.0 0.1 1.3 24 35
CP 1(78.1%)

I I Géneros bacterianos —<&— Muestras
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3.6. Secuenciaciéon del ADNr 16S de ADN metagendmide material vegetal

Para determinar si existe alguna relacién converdidad bacteriana endégena
de las plantas muestreadas con la enfermedad EeOred andlisis metagendmico

siguiendo los siguientes pasos.

3.6.1. Amplificacion del gen 16S ADNr

Primero se realizé la amplificacién de una regiéhgkn 16S bacteriano. Las
24 muestras seleccionadas presentaron amplificacdros primers U341R-U1053F,
mostraron un amplicon de aproximadamente 700 ghorés 3.23, 3.24 y 3.25), el cual
fue clonado posteriormente. En algunas muestrabiémamse observa un segundo

amplicon de aproximadamente 850 pb, el cual fueattado en la clonacién.

o~
&
o

1-P4

£ &
~

' ~
= a o o Y a - a a

a a — 3
I TN em s WD W €S Q---.&-

2072 | w— g - - —
1500 | ' — . e
- »

100

2-P2
3-P1
3-P2

pb

1-P1
P2-P3

Figura 3.23 Amplificacién de las muestras vegetales de plamtéasrmas y sanas de las distintas
plantaciones con los primers U341F-U1053R, tamadfiahplicon=700 pb. Los pocillos M son el
marcador de peso molecular. Los pocillos 7 y 13ed@ontrol negativo.

pb

Pa-P1
P4-P2
P4-P3

Figura 3.24 Amplificacion de las muestras vegetales de plastésrmas y sanas de las distintas
plantaciones con los primers U341F-U1053R, tamadfiahplicon=700 pb. Los pocillos M son el

marcador de peso molecular. Los pocillos 7 y 13gd@ontrol negativo.
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Figura 3.25 Amplificacién de las muestras vegetales de plamtésrmas y sanas de las distintas
plantaciones con los primers U341F-U1053R, tamagfi@aehplicon=700 pb. Los pocillos M son el

marcador de peso molecular. Los pocillos 7 y 13egd@ontrol negativo.

3.6.2. Clonacién de productos PCR

El producto PCR obtenido en el paso anterior foeadlo para obtener varias
copias de los diferentes fragmentos presentedoBhje para las 24 muestras positivas
y negativas para fitoplasmas fue realizado conogxia que se registraron buenos
porcentajes de transformacion y crecimiento, despl@éser realizado el screening de
colonias transformadas con los primers SP6/T7 kxgenaron 10 colonias con el

fragmento deseado por muestra (Anexo B).

3.6.3. Digestidon enzimatica de productos PCR clonad

Para analizar la diversidad de los fragmentos dosase realizd cortes
enziméticos para después analizar sus patronegpu@esde realizar los cortes
enzimaticos compall de los fragmentos clonados de 10 colonias muekstsgaor caja,
se obtuvieron un promedio de 4 patrones de digestistintos, o que nos indica la
diversidad microbiana que podria existir en cadastia y que seria comprobada en la

secuenciacion (Anexo C).

3.6.4. Secuenciaciéon

Los fragmentos clonados fueron secuenciados pazae el andlisis de
diversidad. De las 96 muestras enviadas a MACROGE#N 50 de ellas fueron
secuencias de buena calidad @QV20, cumpliendo con el tamafio esperado del

amplicén, las demas no tenian una buena longitugligase encontraban por debajo de
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las 100 pb y en los electroferogramas se obserpdesencia de sobrelapamientos en
los picos, lo cual no permite una lectura confiat#da secuencia. Esto pudo deberse a
que la calidad del ADN enviado no cumplia con leguerimientos Optimos para la

reaccion de secuencia.

Se analizaron todas las secuencias en la basetae dil NCBI mediante el
algoritmo BLAST para obtener la identidad de lasusacias mediante alineamientos.
De aquellas muestras que no poseian una buenacalidse obtuvieron alineamientos
y en la tabla 3.8 se presentan los datos de losaatientos obtenidos con las demaés
secuencias, todos corresponden a microorganisncoftivables, es decir que se han

encontrado mediante metagendmica en muestrasggn@ambiental u otros.

Tabla 3.8 Microorganismos endégenos identificados en la basgatos BLAST

Muestra Microorganismos endégenos encontrados Ngeﬁcéc:rii(én
P1-P1 Uncultured bacterium clone R16 JX523245.1
Uncultured bacterium clone RMAL28 JF681639.1

P1-P2  Uncultured bacterium clone FFCH13347 EU133393.1
Uncultured bacterium clone RMAL28 JF681639.1

P1-P4  Uncultured bacterium clone R16 JX523245.1
Uncultured bacterium clone RMAL28 JF681639.1

P1-PS Uncultured bacterium clone FL11e10 16137 JQ374597.2
Uncultured bacterium clone FFCH13347 EU133393.1
Uncultured bacterium clone RMAL28 JF681639.1

P2-P1  Uncultured bacterium clone RMAL28 JF681639.1
P2-P2  Uncultured bacterium clone RMAL28 JF681639.1
Uncultured bacterium clone R16 JX523245.1
Uncultured cyanobacterium clone BILOM65A DQY979069.1

P2-P3  Uncultured bacterium clone R16 JX523245.1
Uncultured bacterium clone RMAL28 JF681639.1

P2-PS Uncultured bacterium clone RMAL28 JF681639.1
Uncultured bacterium clone R4 JX523235.1
Uncultured bacterium clone R16 JX523235.1

P3-P1 Uncultured bacterium clone N102B 210 GU940692.1
Uncultured bacterium clone R16 JX523245.1

P3-P2  Uncultured bacterium clone R16 JX523245.1
Uncultured bacterium clone PM1t2_a03c09 GQ491732.1
Uncultured bacterium clone RMAL28 JF681639.1
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No. Accesion

Muestra Microorganismos endégenos encontrados GenBank
P3-PS Uncultured organism clone ELU0068-T458-S- HQ771590.1
NIPCRAMgANa_000279
Uncultured bacterium clone RMAL28 JF681639.1
P4-P1  Uncultured bacterium clone Munt_1 B12 HE857721.1
Uncultured Flavobacteriaceae bacterium clone LW9m  EU640469.1
Uncultured bacterium clone R16 JX523245.1
P4-P2  Uncultured bacterium clone R16 JX523245.1
Uncultured bacterium clone RMAL28 JF681639.1
P4-P3  Uncultured bacterium clone R16 JX523245.1
P4-PS Uncultured bacterium clone RMAL28 JF681639.1
Uncultured bacterium clone R16 JX523245.1
P6-P1  Uncultured bacterium clone R16 JX523245.1
P6-P2  Uncultured bacterium clone RMAL28 JF681639.1
Uncultured bacterium clone R16 JX523245.1
P6-P3  Uncultured bacterium clone HDB_SI10Z583 HM186785.1
Uncultured bacterium clone SG1-39 16S AY135867.1
Uncultured bacterium clone R16 JX523245.1
P6-PS  Uncultured bacterium clone R16 16S JX523245.1
P7-P1  Uncultured bacterium clone RMAL28 JF681639.1
Pantoea sp. CZS-2 JX873957.1
P8-P1  Uncultured bacterium clone R16 JX523245.1
Uncultured bacterium clone RMAL28 JF681639.1
P8-P2  Uncultured bacterium clone R16 JX523245.1
Uncultured bacterium clone RMAL28 JF681639.1
P8-P3  Uncultured bacterium clone R16 JX523245.1
Uncultured bacterium clone RMAL28 JF681639.1
P8-PS  Uncultured bacterium clone R16 JX523245.1
Uncultured bacterium clone RMAL28 JF681639.1

Con el fin de realizar un andlisis de coordenadascipales (PCO) en el
programa InfoStat v.2011e para determinar si exista relacion de la diversidad
bacteriana encontrada con la presencia o auseada ehfermedad primero se realiz
una matriz binaria con estos datos (tabla 3.9PE&D se encuentra representado en el

cuadro 3.6.
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Tabla 3.9 Matriz binaria de presencia o ausencia de micirgsgnos en las muestras vegetales.

Bacterias

P1-PS

P2-P1

P2-p2

P2-P3

P2-PS

P3-P1

P3-P2

P3-PS
P4-P1

P4-P2

P4-P3

P4-PS
P6-P1

P6-P2

P6-P3

P6-PS
P7-P1

Uncultured bacterium clone R16

Uncultured bacterium clone RMAL28
Uncultured bacterium clone FFCH13347
Uncultured bacterium clone FL11e10 16137
Uncultured cyanobacterium clone BILOM65A
Uncultured bacterium clone R4

Uncultured bacterium clone N102B 210
Uncultured bacterium clone PM1t2_a03c09

Uncultured organism clone ELU0068-T458-S-
NIPCRAMgANa_000279
Uncultured bacterium clone Munt_1 B12 0

Uncultured Flavobacteriaceae bacterium clone LW9m-60
90
Uncultured bacterium clone HDB_SI10Z583 0

Uncultured bacterium clone SG1-39 16S 0
Pantoea sp. CZS-2 0
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Cuadro 3.6 Analisis de coordenadas principales (PCO) parasdigaiversidad microbiana en muestras vegetales.
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Con esta informacion se observa que los la mayl&riaicroorganismos se encuentran
presentes tanto en muestras de plantas sintométioas asintomaticas, por lo tanto no

se puede definir una relacion de los mismos cdlla

CAPITULO 4



DISCUSION

Las plantas de palma aceitera en el Ecuador seafemtadas por diversas
enfermedades, siendo una de ellas la Marchitez, letacual tiene como sintomas
caracteristicos al amarillamiento y secamientoodefdliolos de adentro hacia afuera y
desde las hojas bajeras hacia arriba, ademaspieltaion y secamiento de los frutos,
lo que perjudica en gran manera a la producci@mit@ando con la muerte de la planta
en aproximadamente una semana (Gutiérrez, 2008pdiémdo esta sintomatologia se
procedié a buscar la mayor cantidad de plantacjodesdiferentes regiones, que
hubieran reportado dichos sintomas. El muestreoltéesomplicado dado que los
palmicultores eliminan lo mas pronto posible laanphds afectadas como medida de
mitigacion y de no diseminacion de la enfermedastio Eepresentd para nuestro estudio
una limitacion en la cantidad de muestras recalestasin embargo, las muestras
obtenidas son representativas ya hay estudios ratedse ha trabajado con un namero
menor de muestras, como el reportado por €iaal. (2000) en donde se realiza una
identificacion de fitoplasmas causantes de “esadabruja” mediante marcadores
moleculares en 10 plantas deyphus jujubao como el estudio de Velasquetal.
(2012)en donde se realiza un andlisis de la rizosferdrigel mediante metagendmica

tomando 10 muestras de suelo.

Para el aislamiento de ADN metagendmico de muestgstales se escogio
muestrear el tejido vascular de las plantas en el@® podria encontrar la mayor
cantidad del agente causal, ya que estos normansenéncuentran distribuidos en el
floema de las plantas (Martét al, 2003). El método de extraccion que se escogio fue
el del kit comercial de la marca QIAGEN con el die obtener ADN de 6ptima calidad,
pero una vez terminada la investigacion se comprgb® la extraccion de ADN
también se pudo haber realizado mediante el mépodpuesto por Ferreirat al.
(1998), el cual dio resultados de concentracioaligad semejantes a los obtenidos con

el kit, ademas presenta la ventaja de abaratavsost
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Para la recoleccion de muestras de suelo, estadioe el de Veldsquez al.

(2012) toma un sola muestra del suelo que estémtetiée pegado a las raices de la
planta y de igual manera lo realiza Mireteal (2007) en su estudio metagendémico de
la rizosfera de brezo para encontrar genes detaesia al niquel, pero en nuestra
investigacion la toma de muestras se realizé tomamdios puntos alrededor de la
planta para cubrir la mayor cantidad de rizosfeste tipo de muestreo no se encuentra
reportado en la bibliografia y se lo realiz6 deaastanera ya que el tamafio de las
plantas de palma africana no permiten un facil @xeesus raices. Para la extraccion de
ADN se realizaron pruebas preliminares con un neétoohvencional propuesto por
Zhou et al. (1996) con el cual se obtuvieron concentraciores8@ ng/ul, pero al
momento de someter el ADN obtenido a la validacidm los primers 27F-1492R no se
obtuvo una amplificacion, esto puede deberse aebgeelo contiene acidos fulvicos y
hamicos (Zhouet al, 1996), los cuales son inhibidores de PCR y elodwtde
extraccion utilizado no los eliminaba. Finalmergedecidié utilizar un kit comercial de
la marca MO-BIO ya que este contiene sustancianfztas que puede eliminar dichos
inhibidores y el proceso de extraccion es bastaimgle, como se muestra en los

resultados todo el ADN aislado por este métodovélielado.

Al ser la Marchitez letal una enfermedad con suntgeausal desconocido se
parti6 tomando en cuenta el estudio realizado pwardz (2006) en el CIAT de
Colombia, en donde se detecta a un fitoplasma @ragente causal de la enfermedad.
Estos fitoplasmas normalmente son transmitidos yeatores que se alimentan del
floema de las plantas (Martiet al, 2003) como los de las familias Cicadellidae,
Cixidae, Psyllidae, Delphacidae y Derbidae (Weurttret al, 2006). En el caso de esta
enfermedad se ha detectado al hemiptero de laidg@aGikidae,Myndus crudug€omo su
transmisor en Colombia (Zunigat al, 2009), pero queda por confirmar si en el

Ecuador la enfermedad es diseminada por el misgazio.

Como primer paso se realizé la validacion de laod@bgia, usando un
control positivo enviado desde el CIAT; como sesprgd en los resultados, se probaron
diferentes combinaciones de primers especificoa fimplasmas, se tomaron primers
usados por Smast al. (1996) el cual usa varias combinaciones de prirbasados en
secuencias conservadas del gen 16S y la regidéoiadpea entre este y el gen 23S para

la deteccién universal de fitoplasmas; también ®dbgron los primers usados por
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Alvarez (2006) en su deteccion de ML. En ambosdéssuusan una técnica de Nested-
PCR por dos motivos, el primero porque hace lacdgia mas especifica y segundo
porque la cantidad de ADN de fitoplasma en las mnag®s muy poca y con una sola
amplificacion no es posible detectarlo. Finalmesgeescogio la combinacion P1R-P7F
en la primera PCR y la combinacién R16mF2-R16mRXlsegunda PCR las cuales
fueron usadas por Alvarez (2006), ya que fue l@aijue presentdé un amplicon de

buena calidad y con el tamafio esperado como seaiedila figura 3.16.

Con las técnicas de deteccidn validadas se prdsgyuealizar un “screening”
en todas las muestras vegetales colectadas olddengemo resultado que existe una
relacion entre la presencia de fitoplasma y laosiattologia de ML, al igual que en el
estudio presentado por Alvarez en el 2006. Exislgnnas muestras que a pesar de
tener la sintomatologia de ML no presentaron elladp de deteccion, esto puede ser
debido a que existen diferentes tipos de marcluotasionadas por agentes causales
diferentes como la Marchitez sorpresiva producida protozoarios flagelados
Phytomonasspp. (Torreset al, 2006) o la Marchitez vascular causada por elgbon
Fusarium oxysporungSanchezt al, 2003); otra posibilidad es que al momento del
muestreo se pudo confundir la sintomatologia, dotémque la cantidad de fitoplasma
era muy baja como para ser detectada por la meigidolPara descartar esta ultima
posibilidad se recomienda realizar pruebas de Iséidad para la técnica de deteccion.
En todo caso, de 20 muestras de plantas sintora&ita 2 no presentan el amplicon de

deteccion para fitoplasmas.

Se realizé la secuenciacion de los fragmentos ifoaglos a partir de una
muestra positiva de cada plantacion y el contrditp reportado en Colombia
(AY739023.1) como el agente causal de la ML. Thdaandlisis bioinformatico de los
resultados de la secuenciacion se pudo comproleatogufitoplasmas encontrados en
las plantas muestreadas en este estudio con stologia de ML son similares al
encontrado en Colombia; los resultados reportadds ¢ablas 3.5 y 3.6 muestran las
diferencias en las secuencias de nuestras muestnda reportada en la bibliografia, y
esto pueden deberse a dos motivos, primero quéitdgdasmas encontrados en las
plantaciones muestreadas se encuentran en difereaeas geograficas que los
encontrados en Colombia y por consecuencia dehestosufrido mutaciones ya que

estos microorganismos tienden a adaptarse al vectuwspedero (Denamuwat al,
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2006), por lo que un fitoplasma similar puede caus@a enfermedad con los mismos
sintomas (Nejatt al, 2009, Hogenhoudt al, 2008). Y segundo, que tanto en el estudio
realizado por Alvarez (2006) como en esta invesifga se utilizd el método de
secuenciacion de Sanger, el cual puede llegarea besta el 1% de error (Kim, 2012),
por lo que al hacer un alineamiento entre secusrgui@ no han sido correctamente

depuradas, se encontraran diferencias que no jp@milar un 100% de similitud.

En los alineamientos es importante tomar en cugdntalor esperado (e-value),
el cual indica el numero esperado de secuenciaglanismo valor Z o mejor, después
de sondearse la base de datos con una secueratiarialeAl tener un e-value de O
podemos decir que es menos probable que los aliesm® se deban unicamente al
azar y por lo tanto mas posibilidad de que reptesenna homologia biolégica (Lesk,
2002). Ademas al realizar una filogenia de las secias se comprob6 que la mayoria
de estas se encontraban muy cercanas al contit/paecuenciado en este estudio y a
la secuencia de la base de datos reportada en Biatordos de las muestras
secuenciadas se encuentran en un diferente ctadoglnos podria indicar que se trata
de fitoplasmas diferentes o que la calidad de taale las secuencias no fueron buenas.
En todo caso, se tendria que ampliar la secuedoiactodas las muestras para obtener
mas infomacion que nos ayudaria a crear una filageras amplia y detectar si la

diferencia en los fitoplasmas se encuentra asoecidaglantacion.

Se tomd en consideracién que podria haber mas deniaroorganismo
involucrado en la ML, por lo que se tomaron muassti@asuelo, ya que este puede llegar
a ser un componente importante en cuanto a miao@gos patdogenoti( et al,
2010).

Con este andlisis cubrimos el objetivo de estedestmetagenomico tomando
tanto muestras vegetales como de la rizésfera d® fuara analizar su diversidad
microbiana; debido al elevado costo de realizandéss de metagendmica solo nos
enfocamos en analizar el componente bacterianasdmiiestras a partir del gen 16S y
no otros microorganismos como hongos o virus. Erég ocasiones se deberia intentar
hacer el analisis completo para no descartar labijidad de que exista otro
microorganismo que no sea de naturaleza bactegan® el reportado en el estudio de

Adamset al (2009) en donde se detecta al virus del mosatpeapino (CMV) como el
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anico causante de la enfermedad de mosaico erapldet tomate usando técnicas de

metagendmica.

Una vez completado el analisis metagenomico desleeempresa EUREKA
GENOMICS nos envi6 los datos cuantitativos y catilibs de 126 géneros bacterianos
encontrados en las muestras positivas para fitmalay 5 muestras asintomaticas, estos
datos son obtenidos de acuerdo al nimero de lsctiua cada uno de ellos recibe al
momento de la secuenciacion. En los resultadoemi@sos en la tabla 3.7 observamos
que casi el 50% de los géneros encontrados nontiena clasificacion, esto puede
deberse a que la identificacién solo ha llegadiveles taxonGémicos mas altos como
familia o clase. En esta investigacion se tomaroouenta solo los resultados a nivel de
género, ya que estos son los mas informativos atento de buscar un patogeno. Los
géneros mayoritarios que han sido encontrados/Astdobacteriael cual es un género
diverso y ubicuo de gran importancia ecoldgica ya ge encuentra mundialmente
disperso en el suelo (Nackt al, 2011) Ktedonobactedescrito por Cavaletet al.
(2006) como un género de bacterias filamentosapligum Chloroflexi sin ninguna
actividad patogénicaVS3es una division bacteriana candidata ya que sdli® senoce
por su secuencia y no ha sido caracterizada figimdénente (Ahmadet al, 2011)
Propionibacterium, Ralstonias un género de proteobacterias de gran importancia
econdémica ya que sus especies causan enfermedaddiferentes cultivos (Arauz,
1998) Terrabacteres un género bacteriano muy comun del suelo delnguse ha
registrado actividad patogénica de ninguna de specées (Whitmaret al. 2012) y
Verrucomicrobiaes un género bacteriano del que la mayoria de Spscies son
incultivables y que se han descubierto por metager@ en diversas muestras
ambientales (Whitmaet al. 2012), la mayoria de estos géneros han sido destng
recientemente gracias a la metagenomica por lmgexiste mucha informacion acerca
de ellos (Nacket al, 2011). También destacan géneros conocidos gelecsentran en
menores cantidades, como s®seudomonague es un género bastante de diverso de
microorganismos tanto saprofitos y benéficos coatogenos, en el caso de plantas la
especieP. syringaecasua enfermedades por heladas y esta distribnidaas de 50
especies vegetales (Smihal, 1992) Azospirillumes ungénero conocido por ser un
estimulante para el crecimiento de plantas en sigercultivos, con aplicaciones
comerciales (Staineat al, 1992) Mycobacteriumes un género de microorganismos de

vida libre en suelos y agua, se caracteriza pousgratégeno importante para el ser
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humano y animales, causante de la tuberculosibé€Bet al, 2009) Rhyzobiunes un

género de bacterias fijadoras de nitrdgeno quenalanente se encuentran en la
rizésfera y que viven en simbiosis principalmerde plantas leguminosas (Wild, 1992)
y Clostridiumque es un género de bacterias saprofitas en eéar@ppero causante de

enfermedades en humanos y animales, una de ¢ltaégmm (Garciat al, 1998).

Para determinar si alguno de estos géneros setegiz@rasociado con la ML,
se realizo un analisis de componentes princip&€$] y como se muestra en el cuadro
3.5 no se encuentra una relacion entre la enfemingda diversidad bacteriana del
suelo. ElI ACP solo confirma que el agente causdhdenfermedad es un fitoplasma
trasmitido por medio de un vector. Tampoco se ewxi@de una diferencia en la
diversidad entre suelos de la zona de Santo Donyr@Qcellana, esto podria deberse a
que las bacterias presentes en el suelo estarmdasaion el cultivo de palma aceitera y
no con el tipo de suelo. Sin embargo, a pesar gsierdsultados no se encuentran
asociados con la enfermedad, ahora se tiene poregivez un inventario de las
bacterias presentes en suelos palmeros lo queapomiriribuir a otras aplicaciones y lo

cual brinda datos importantes en esta investigacion

Con el analisis metagendmico de muestras vegesalgzetendia encontrar
una diferencia en la diversidad bacteriana endogmmtee plantas sintomaticas y
asintomaticas. Para esto se utiliz6 como marcadoleaular a un fragmento de
aproximadamente 712 pb del gen 16S definido estati® de Wangt al. (2009) para
estudios metagenomicos, como una region de altarniaicion para identificar
diversidad bacteriana. Después de realizada laacion de los fragmentos se pudo
observar por medio de cortes enziméaticos diverat®ipes de corte que nos indica que
existe una diversidad de fragmentos y por lo taintersidad de bacterias enddgenas de
las palmas, esta variaba entre 3 a 6 microrganisiifer®@ntes, como no existen estudios
de los microorganismos enddgenos encontrados emapateitera, esto no pudo ser
comparado por este motivo se procedi6 a la secmani de estos fragmentos para la

identificacién de los microorganismos.

Aproximadamente del 50% de las muestras vegetatessen obtuvieron
alineamientos con secuencias establecidas en das#sos, esto se puede deber a que

la mayoria de ellas fueron secuencias cortas arésgia los 300 pb, y con un tamafio tan
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pequefio no brindan informacién confiable para aigéfilognéticos (Janssen, 2006). El
no haber obtenido secuencias del tamafio esperado geberse a la técnica de
extraccion y purificacion del ADN de plasmido quee frealizado con un protocolo
manual y no con kit comercial y la calidad y caatidle ADN no fue la suficiente para
el proceso de secuenciacion. Con la informacioerobé en los cortes de restriccion y
las secuencias alineadas en el BLAST no se puedarlla una conclusién de si la

diversidad bacteriana endogena de las plantasliestaamente relacionada con la ML.

A pesar de que los fitoplasmas estan clasificagosral del dominidBacteria
en la clase de loMollicutes estos tampoco pudieron ser detectados con ebeiso
marcados del gen 16S escogido. Esto puede debepse la diversidad interna de las
plantas es bastante amplia y al momento de la clomal fragmento deseado no fue
clonado o no fue seleccionado dentro de las 1h@daescogidas. Este es un problema
comun cuando se realizan librerias genéticas denfeatos diferentes, ya que uno corre
el riesgo de perder informacion y por eso ahoraaséesarrollado tecnolgia como la
pirosecuenciacion (usada en la metagenomica de)spata no tener este problema
(Janssen, 2006, Petrosiebal, 2009).

Por el momento con esta investigacion se ratificailg ML puede ser causada
principalmente por un fitoplasma transmitido por uector, el cual todavia es
desconocido en el Ecuador, este fitoplasma dete@nckste trabajo es el mismo que se
detecté en Colombia (AY739023.1) en el estudicizadb por Alvarez (2006). Ademas
hemos comprobado que la enfermedad no se encwsoiteada a un factor biético del
suelo ni tampoco a la diversidad endégena de &a#gd. Todo esto puede ayudar a que
el control de la enfermedad sea mas enfocada Bbcantrol del vector diseminador de

la misma y ademés se recomienda la eliminaciondiateede las plantas afectadas.
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES

Mediante el uso de kits comerciales de MO-BIO y GEN para la extraccion
de ADN metagendémico de suelo y tejido vegetal gedl@l aislamiento de ADN de

buena calidad para las muestras recolectadas nlapkintomaticas y asintomaticas.

Con los primers universales para bacterias 27FR48# gen 16S ribosomal
se validaron todas las muestras recolectadas,revatelo la presencia de bacterias en
todas ellas.

Se amplificé una de las regiones del gen 16S ribasaon los primers
U341F-U1053R para posteriormente realizar su céopaecuenciacion.

Se valid6 y estandariz6 la metodologia para lacd&ir de fitoplasmas en
plantas afectadas por Marchitez letal, medianteselde los primers especificos P1F-
P7R/R16mF2-R16mR1 con el uso de Nested-PCR.

Se detectaron fitoplasmas en 18 de los 20 caspfadtas con sintomatologia
de Marchitez letal y se comprobé que en plantast@siaticas no se registra la
presencia de fitoplasmas.

Se determind que los fitoplasmas encontrados epldasaciones muestreadas
probablemente son los mismos que se detectaron caosante de la Marchitez Letal
en Colombia, ya que las secuencias comparadasadosse de datos del NCBI tienen

alto grado de similitud y valores esperados (ea)alie cero.

Con las secuencias obtenidas de los diferentesegmecde secuenciacion se
realizd el analisis bioinformatico de las mismasana® diferentes programas de

alineamiento.
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Se caracterizd6 la diversidad bacteriana presenteswrios de plantas
sintomaticas y asintomaticas mediante metagenéndedectando a los géneros
bacterianos mayoritarios comAcidobacteria, Streptophyta, Ktedonobacter, WS3,

Propionibacterium, Ralstonia y Terrabactgrero ninguno asociado con la marchitez
letal.

La diversidad microbiana detectada en el suelola@l®gs sanas y enfermas no
tiene una relacion directa con la Marchitez Leitadicando que la enfermedad no es
causada por un factor biotico del mismo

Con la informacion obtenida de la diversidad baater endégena presente en
tejidos afectados con Marchitez letal y sanos noueele llegar a una conclusion de que

esta diversidad se encuentre relacionada con éameafiad.
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CAPITULO 6
RECOMENDACIONES

Para abaratar costos es posible realizar la eidraate ADN de material
vegetal mediante un método casero y se puedenipgatitos volimenes de reaccion de

PCR para un menor uso de reactivos.

En cuanto a las técnicas utilizadas se deberiamese@r mayor cantidad de
fragmentos de deteccion de fitoplasmas, especiadmasm la misma plantacién para
obtener una filogenia mas detallada de los misaemas el analisis metagendmico de
muestras vegetales se deberia realizar por medpralgecuenciacion para no perder
tanta informacién al momento de clonar los fragmeramplificados y finalmente
después de realizar la clonacién de fragmentoseessario usar un kit comercial de
Miniprep para realizar la extraccion de ADN de pia ya que para procesos como la

secuenciacion no debe haber ningun tipo de inhibgdo

Como perceptivas futuras de la investigacion seerdatextender el analisis
metagenomico de las muestras, no solo para bactna para otros microorganismos
como hongos y virus para tener un inventario cotople la diversidad microbiana y el
estudio de la enfermedad deberia continuar comldatificacion del posible vector
transmisor por medio de entomologia y con la idfieatiion de posibles plantas
hospederas del fitoplasma como malezas que normtnse encuentra alrededor del

cultivo.
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