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RESUMEN

La papa es un alimento de gran valor nutritivo y es clave en la seguridad alimentaria mundial.
Ademas, la papa es el tercer cultivo alimentario méas importante del mundo en términos de
consumo humano, después del arroz y del trigo, y la produccion total mundial del cultivo
sobrepasa los 300 millones de toneladas métricas. Existen factores abidticos como:
temperatura, luz, suelo y nutrientes y factores biéticos que son las plagas y enfermedades que
afectan al desarrollo de las plantas de papa. Este estudio se centra en la identificacion
patogénica y molecular del agente causal de la podredumbre blanda en tallos y tubérculos de
muestras de papa recolectadas en Cafiar, Ecuador. Se realizaron diluciones en serie, las cuales
se sembraron en medio LB (Luria Bertani) y AN (Agar Nutriente) +fungicida; se aislaron 14
distintas morfologias de bacterias. Se hicieron ensayos de patogenicidad en tubérculos y tallos
de papa de la variedad super chola. Con las bacterias que fueron patdgenas se realizaron

bioensayos confirmatorios en plantas enteras con y sin herida.

Los aislados bacterianos M3 y M14 generaron sintomas de pudricion blanda en tallos y en
tubérculos. Las bacterias M3 y M14, se identificaron molecularmente por PCR del gen 16s
rRNA con los primers universales 27f y 1492r. Los fragmentos de PCR se secuenciaron; las
dos bacterias fueron identificadas como Pseudomona spp. Para determinar la especie a la que
pertenecen estos aislados bacterianos es necesario utilizar mas marcadores moleculares como

la subunidad beta de la ARN polimerasa rpoB o la gyrB ADN girasa subunidad B.

Palabras clave: Pseudomonas, podredumbre blanda, bioensayos de patogenicidad



ABSTRACT

Potato is a food of high nutritional value and is key to global food security. Moreover, potato
is the third most important food crop in the world in terms of human consumption, after rice
and wheat, and the total world production of the crop exceeds 300 million metric tons. There
are abiotic factors such as: temperature, light, soil and nutrients and biotic factors which are
pests and diseases that affect the development of potato plants. This study focuses on the
pathogenic and molecular identification of the causal agent of soft rot in stems and tubers of
potato samples collected in Cafiar, Ecuador. Serial dilutions were performed, which were
sown on LB (Luria Bertani) and AN (Nutrient Agar) + fungicide medium; 14 different
bacterial morphologies were isolated. Pathogenicity tests were carried out on potato tubers
and stems of the super chola variety. Confirmatory bioassays were performed on whole
plants with and without wound with the bacteria that were pathogenic. Bacterial isolates M3
and M14 generated soft rot symptoms in stems and tubers. Bacteria M3 and M14 were
molecularly identified by PCR of the 16s rRNA gene with the universal primers 27f and
1492r. The PCR fragments were sequenced; the two bacteria were identified as Pseudomona
spp. To determine the species to which these bacterial isolates belong, it is necessary to use
more molecular markers such as the beta subunit of RNA polymerase rpoB or the gyrB DNA
gyrase B subunit.

Key words: Pseudomonas, soft rot, pathogenicity bioassays.
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1. INTRODUCCION

Solanum tuberosum, conocida como papa, es una especie de planta herbacea de la familia de
las solanaceas, originaria de la sierra sur de Peru. La papa se domestic6 hace unos 8000 afios
(Hardigan, et al., 2017). Las papas tardan hasta 3 meses en alcanzar la madurez normal, lo
que las convierte en una opcion econdmica y viable en comparacion con el maiz y el trigo,
que requieren al menos 4 meses para crecer en condiciones Optimas de temperatura y
humedad. (Naeem, M, et al, 2021).

La papa es un producto muy nutritivo que desempefia un papel clave en la seguridad
alimentaria mundial debido a su alto valor nutritivo, su amplia produccién en todo el mundo
y su contribucion a la dieta de diferentes regiones, especialmente alli donde se cultiva a
pequefia escala. Los tubérculos de papa son un producto nutritivo; por ejemplo, 100 gramos
de papa hervida contienen aproximadamente 86 calorias, 0,1% de grasa, 20,10 gramos de
hidratos de carbono y 1,71 gramos de proteinas. Las papas también contienen hierro,
vitaminas B1, B3 y B6, potasio, fosforo, magnesio, folato, acido pantoténico, riboflavina,
antioxidantes y fibra, lo que las hace saludables. (INIAP, s/f). La papa es el tercer cultivo
alimentario mas importante del mundo después del arroz y el trigo, con una produccion
mundial total de méas de 300 millones de toneladas (Naeem, et al.) La papa alimenta a una de
cada siete personas en todo el mundo y es una fuente de ingresos para 10 millones de
pequefios agricultores y empresarios en Africa, Asia y América del Sur (Dolnigar 2021). A
nivel nacional, la mayor produccion de papa se encuentra en el norte del pais, en la provincia
de Carchi, que representa el 43,56% de la produccion total; en 2019, se estima que se
cultivaron 20 626 hectareas de papa en Ecuador. La papa es el segundo cultivo méas

importante en Ecuador después del maiz. (Espac, 2019).
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En el cultivo de la papa influyen una serie de factores abioticos y bidticos que pueden afectar
al rendimiento y la calidad. Los factores abioticos que pueden afectar al rendimiento son la
temperatura, la luz, el suelo y los nutrientes. Estos factores abi6ticos pueden afectar a la
planta de la papa directa o indirectamente. Por ejemplo, las bajas temperaturas pueden dafiar
los tubérculos y la falta de luz puede atrofiar el crecimiento de la planta (Naeem et al., 2021).
Los factores bioldgicos que afectan a las papas incluyen plagas, hongos como Phytophthora
infestans, oomicetes como Alternaria solani y bacterias (Van Der Waals, et al., 2016).

El cultivo de la papa en Ecuador se ve amenazado constantemente por plagas y
enfermedades, lo que ha llevado a una reduccién del area sembrada de papa en un 40% en los
Gltimos dos afios (ABBA, 2021). Ademas, los precios de la papa se incrementaron en mas del
40% en 2019, lo que ha generado preocupacion entre los agricultores. Por ejemplo, el tizon
tardio es considerado como la enfermedad mas devastadora en el cultivo de la papa. Se
estima que las pérdidas globales por tizon tardio ascienden a 3 mil millones de ddlares
anuales, afectando a productores de todo el mundo (Ortiz, et al, 2017). De igual forma, los
cultivos también se ven afectados por enfermedades causadas por bacterias donde las
principales son Ralstonia solanaraceum, la cual provoca una marchitez bacteriana,
Streptomyces scabies que genera sarna comun en el tubérculo de la papa, Pectobacterium
spp, Dickeya spp y Pseudomonas marginalis que provocan la pudricién blanda. En la
sintomatologia de la pudricion blanda se observan manchas necroticas blandas de aspecto
himedo en el tallo. Se presenta una pudricién acuosa que en etapas avanzadas, se observa de
coloracion marrén oscuro con olor fétido y una infeccion de la capa externa donde la
enfermedad avanza hacia la parte basal, llegando a infectar entre el 50% y el 70% de la capa
externa del pseudotallo. La sintomatologia de pie negro se observa en el tallo de la papa que

incluye necrosis y reabsorcion del tallo
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subterraneo, presentando una podredumbre de color negro y himeda muy tipica en el cuello.
(Hardigan, et al, 2017). La enfermedad se origina en el tubérculo-semilla del que crece la
planta y se manifiesta en tallos con una pudricion de color negro, que generalmente empieza
con la pudricion del tubérculo- semilla y se extiende hacia arriba en el tallo, estos son
causadas por Pectobacterium spp, Dickeya spp y ciertas especies de Pseudomona spp.
(Majeed, et al, 2019).

Las enfermedades bacterianas causan afectaciones econdmicas relevantes como es el caso de
Pectobacterium spp. la cual es capaz de ocasionar pérdidas que alcanzan mas del 80% en
campo y pérdidas totales en condiciones que son de almacenaje en el Ecuador (INIAP, s/f).
Pectobacterium carotovorum genera pérdidas entre 50 y 100 millones de délares anuales a
nivel mundial, esta enfermedad se la conoce como la més severa la cual ataca a tubérculos a
nivel postcosecha especificamente cuando se los almacena (Alzomor et al., 2013).
Pseudomona solanacearum, también conocida como Ralstonia solanacearum, es la bacteria
responsable de la marchitez bacteriana en la papa. El ciclo de infeccion de esta bacteria
comienza con su supervivencia en el suelo, donde puede permanecer durante varios afos sin
un huésped. Cuando las condiciones son favorables, la bacteria infecta las plantas a través de
las raices, penetrando a través de aperturas naturales, grietas y cortes. Una vez dentro de la
planta, se propaga a través del sistema vascular, provocando la obstruccion de los vasos y,
como resultado, la marchitez de la planta. Esta enfermedad puede limitar la produccién de
papa en diversas regiones, especialmente en climas célidos, y ocasionar graves pérdidas en
los cultivos (Kheirandish, et al, 2015).

Pseudomona marginalis es una especie de bacteria que puede afectar a los cultivos de papa,

causando enfermedades como el desorden del peridermo también conocida como “pink eye"
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la cual es una alteracion que produce un deterioro en el tubérculo en su estadio de
precosecha. La enfermedad se caracteriza por la aparicion de manchas rosadas o rojas en la
superficie del tubérculo, que pueden extenderse y afectar a toda la papa (Viteri, 2020).
Pseudomona marginalis afecta a diversas especies vegetales, incluyendo el repollo, pepino,
cebolla, papa y judias verdes. Las lechugas se han descrito como una de las plantas mas
afectadas por Pseudomona marginalis ( Li, et al, 2007).

El control de enfermedades bacterianas en cultivos de papa puede ser dificil debido a la falta
de variedades resistentes y a la falta de productos quimicos efectivos para el control de estas
enfermedades. Para el control de enfermedades producidas por bacterias se usan practicas
culturales como la rotacion de cultivos, la eliminacion de restos de cultivos y la seleccion de
semillas sanas para prevenir la propagacion de enfermedades bacterianas (Bastas, 2023).

El objetivo de esta investigacion es caracterizar al agente causal de podredumbre blanda de
muestras de papa recolectadas en Cafiar mediante el aislamiento de bacterias, bioensayos de
patogenicidad en tubérculo, tallo y planta e identificacion molecular del gen 16s rRNA,

reinfeccion y re-aislamiento para cumplir con los postulados de Koch.
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2. METODOS

2.1  Material vegetal y aislamiento bacteriano

En agosto de 2022, cinco muestras de papa con sintomas de pudricién blanda, con un color
oscuro en los tallos, fueron recolectadas de plantaciones de papa en la provincia de Cafar
fueron trasladadas al Laboratorio de Agrobiotecnologia de la USFQ. La superficie del tejido
vegetal se desinfecté con una solucién de NaOCI al 3%, agua destilada estéril y una solucion
de etanol al 70%. Los tejidos sintomaticos se machacaron en un mortero con solucién salina
(0,9%) hasta llegar a la dilucion de 1x10~® UFC. Todas las diluciones se sembraron en
medios Luria Bertani (Miller), Tryptic soy agar (TSA) y Agar nutriente + Fungicida (Becton
Dickinson and Company) y se las incubd a 20°C+2 por 24 horas. Las distintas morfologias se
separaron mediante la técnica de siembra hasta obtener cultivos puros para su estudio

posterior. Las bacterias fueron criopreservadas a -80°C.

2.2  Bioensayos de patogenicidad en tubérculo con herida

Se uso el protocolo de (Mae, et al, 2022) con ciertas modificaciones, para ello se emplearon
nueve tubérculos de Solanum tuberosum L. variedad super chola sanos. Se desinfectaron los
tubérculos con NaOCI al 2,5%, agua destilada estéril y una solucion de etanol al 70%. Los
cultivos puros fueron sembrados en el medio de cultivo % TSA y se usaron para este ensayo.
Se recogi6 una colonia aislada la cual fue sembrada en caldo %2 TSB, cultivada por 24 horas y
se ajustdé a 0D6000,1 UFC en el espectrofotometro 7305 Spectrophotometer de la marca
JENWAY, modelo 7305. En cada tubérculo inocularon 10ul de caldo. Se evalud a las 120

horas y se hizo andlisis estadisticos (Han, et al, 2023)
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2.3  Bioensayos de patogenicidad en porciones de tallo con herida y en tallo de papa

entera con y sin herida

En porciones de tallo de 5¢cm de plantas de papa de 5 semanas de la variedad super chola. Se
realiz6 el mismo protocolo de desinfeccion empleado para los tubérculos, se emplearon las
14 morfologias bacterianas cultivadas en el medio de cultivo %2 TSA por 24 horas. Se realizd
una puncién de 5mm en los fragmentos de tallo con palillos estériles y se inocul6 en la herida
realizada previamente. Esto se lo realizé por triplicado y se tuvo controles que tenian
unicamente herida. Se evaluaron los resultados a las 48 horas después de la inoculacion.
(Majeed, et al, 2019). Para los bioensayos en tallo de papa de planta entera con herida se
sembraron 25 minitubérculos de la variedad super chola obtenidos de aeroponia en un
sustrato autoclavado compuesto de 50% Perlita y 50% Turba rubia de la marca Kkekkild. Las
plantas se mantuvieron en invernadero a 23°C £ 5°C, 12 horas luz y 12 obscuridad. Cuando
las plantas tuvieron 5 semanas se infectaron empleando caldos de cultivo de las bacterias a un
0D600, se hicieron heridas de 3mm en cada tallo. Un palillo estéril se sumergi6 en el caldo
bacteriano y se inocul6 en la herida del tallo y sellé con vaselina estéril. Cada morfologia se
inocul6 por quintuplicado y se tuvo controles que tenian Gnicamente herida, se evaluaron los
resultados a los 15 dias post inoculacién. Para los bioensayos en tallo de papa de planta
entera sin herida se repitié el mismo protocolo de germinacion de minitubérculos, cuando la
planta alcanz6 una edad de cinco semanas se hizo una inmersion por 10 minutos en una
solucion Ringer (NaCl, KCl y CaCl2), donde se sembraron las bacterias y posteriormente se
las hizo crecer a las condiciones anteriormente mencionadas, cada morfologia se inoculé por
quintuplicado y se tuvo controles negativos. Se evaluaron los resultados a los 15 dias post

inoculacién. (Hadizadeh, et al, 2018).
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2.4  Extraccion de ADN y deteccion PCR

Se extrajo el ADN con el kit DNeasy Power soil (Quiagen). Se hizo una electroforesis en
Agarosa grado analitico al 2%. Para la electroforesis se usé el equipo ENDURO GEL XL de
la marca Labnet, la electroforesis se fue realizd a 100 V durante 45 minutos y los amplicones
se visualizaron y fotografiaron bajo luz ultravioleta UV en el transiluminador ENDURO-
Labnet. Se realiz6 una amplificacion del gen de ARNr 16S empleando el par de cebadores
universales 27F y 1492R. En el termociclador MultiGene- Labnet. Los fragmentos
amplificados por PCR se visualizaron con electroforesis y se utilizé Invitrogen Tracklt 100
bp DNA Ladder como marcador de ADN molecular. Los amplicones se liofilizaron 'y
enviaron a secuenciar en Macrogen Korea. De los resultados se generaron secuencias
consenso con los programas Pregap4 version 1.6-r y gap v4. Las y se analizaron usando

BLASTN (Basic Local Alignment Searching tool) y Genebank.

2.5  Tinciones de Gram, pruebas bioquimicas preliminares y reasilamiento

Los aislados bacterianos se sometieron a pruebas microbioldgicas que incluyeron la prueba
catalasa con peroxido de hidrégeno al 30% y una tincion Gram. También se realizaron las
pruebas bioquimicas CIT, URE y MAN. Para el reaislamiento se repitié la misma
metodologia empleado en el aislamiento, la diferencia radica en que se usaron muestras de
los bioensayos de patogenicidad realizados en tallos de papa entera que presentaron
maceracion del tejido. A las bacterias aisladas se les realiz6 una Tincion Gram y una prueba

catalasa.
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3. RESULTADOS

3.1 Aislamiento bacteriano

De las diluciones en serie se observaron colonias aisladas a partir de la dilucion 1x10~* se
lograron recuperar 14. Las morfologias bacterianas se estriaron en el medio de cultivo %2 TSA
y se obtuvieron 14 cultivos puros, como se indica en la Figura 1. Las morfologias de las

bacterias se clasificaron segun su forma, color, tamafio, elevacion.

3.2  Bioensayos in vivo en tubérculo con herida

Los tubérculos infectados con las 14 morfologias bacterianas se evaluaron a los 2 dias post-
inoculacién. Siete morfologias presentaron sintomatologia de pudricion blanda en tubérculos
de papa, donde se observo que el tejido era blando, himedo y de color blanco cremoso, y que
la podredumbre comenzaba en la parte superior del tubérculo y avanzaba hacia el interior,
con un margen marron bien definido entre el tejido infectado y el sano. El control no presentd
ningun tipo de maceracion. Los resultados son consistentes en todos los casos al evaluar por

triplicado.

3.3  Bioensayos in vivo en tallo con herida y en tallo de papa entera con y sin herida

En las porciones de tallo de papa con herida en la Figura 3. se observan siete de las catorce
morfologias que se encuentran sefialadas fueron las que presentaron la maceracion del tallo el
cual se tornod blando y se lo observo al realizar cortes transversales al tallo donde se

manifiesto necrosis, presentando una podredumbre de color negro y himeda, estos datos
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fueron obtenidos a las 48 horas de realizada la infeccion. En la Tabla 1. se observa un
resumen de los datos obtenidos de la actividad pectinolitica del tejido en tubérculos y la
maceracion tallo de 14 morfologias de bacterias donde se destaca de color naranja que fueron
siete bacterias que fueron capaces de causar esta pudricién blanda tanto en tejido en tubérculo
como en tallo. Con estas siete bacterias se realizaron bioensayos confirmatorios en tubérculo
con herida y medir el area de afectacion con Image J, la Figura 2, literal B se visualizan los
resultados de los bioensayos con herida s los 5 dias después de su infeccién. En la Figura 4.
se presenta en analisis estadistico de las areas afectacion donde se realiz6 una grafica de caja
y un andlisis de Tukey con a= 0.05, pvalue = 0. 002 y n= 3, obteniendo que las morfologias
M3y M14 poseen areas de afectacion significativamente distintas al control. El que tuvo
mayor area de afectacion fue la morfologia M3 con un area de 72.73 mm?, las lesiones que
se observaron tuvieron la sintomatologia de pudricion blanda en la papa que se manifesto con
tejidos blandos, himedos y de color crema en los tubérculos . Con las bacterias M3y M14
que presentaron un area de afectacion significativamente diferente al control en ensayos de
patogenicidad en tubérculo de papa con herida se realizaron bioensayos en tallos de plantas
de papa entera con herida. En la Figura 5. literal A se observa los resultados del area
infectada con herida en tallo de papa entera a las 360 horas. En el Anexo 1. se presenta el
analisis estadistico de Tukey y una grafica de caja del area de infeccion en los tallos de papa
de planta entera con herida con o= 0.05, pvalue = 0. 002 y n= 5, obteniendo que el area de
afectacion de la bacteria M3 es significativamente distinta al control. En los tallos que fueron
infectados con las bacterias lo que se pudo observar fue una necrosis, lesién acuosa y
pudricién de los tejidos internos del tallo alrededor del sitio en donde se realiz6 la puncion

con la bacteria M3, mientras que en el control s6lo se pudo observar la puncion realizada.
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En los bioensayos de patogenicidad en tallo de planta entera de papa sin herida en la Figura
5, literal B se observan los resultados obtenidos del area infectada a los 15 dias post-
inoculacién, en donde la morfologia M3 fue la Unica que present6 una maceraciéon del tallo
de la papa mientras que la bacteria M14 y el control no presentaron ningln dafio. El area de
afectacion obtenida de M3 fue de 1196 mm2 donde la maceracion del tallo se propagé desde
la puncién hacia la corona de la planta. En la Tabla 2. se puede observar una tabla resumen
de los datos obtenido del dafio de tejido en tallo de planta de papa entera con y sin herida en
la cual las que estan destacadas de color naranja fueron las que presentaron dafio del tejido
del tallo indicando que la bacteria M14 no fue capaz de causar dafio si no existe una herida en

el tallo de la papa.

3.4  Extraccion de ADN y deteccion PCR

En la Figura 6, literal A. se visualiza la electroforesis de la extraccion de ADN, donde se
puede observar que existe una buena extraccion que se observa por la claridad de las bandas
en la electroforesis, mientras que en la Figura 6, literal B. se presenta la electroforesis del
producto PCR del gen 16s rRNA de las bacterias M3, M14, un control positivo (ADN de
bacteria), un control negativo (ADN de Fusarium spp.) y un blanco (agua). M3y M14 se
amplificaron y las bandas tuvieron un tamafo de 1500bp. Posteriormente los resultados de
secuenciamiento obtenidos de MACROGEN se procesaron en el programa Pregap4 version
1.6-ry gap v4. 11.2-r obteniendo las secuencias consenso (Anexo 2). Se realizé un
alineamiento de las secuencias consenso con la base de datos de BLASTn en la Tabla 3. se
visualizan los resultados tanto para la morfologia M3 como M14 resultando que ambas
bacterias pertenecen al género Pseudomona spp. En el Anexo 3. se presentan mas marcadores

moleculares para el género Pseudomonas.
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3.5  Tincion Gram, pruebas bioquimicas preliminares y reasilamiento

En la Tabla 4. se presenta la prueba bioguimica de la catalasa y la Tincién Gram para ambas
bacterias M3 y M14 en comparacion con la especie Pseudomona marginalis la cual es capaz
de presentar una sintomatologia igual a la observada en los bioensayos realizados. En cuanto
al reaislamiento se realiz6 nuevamente la Tincion Gram y la prueba bioquimica catalasa

donde se obtuvieron los mismos resultados que cuando se aisl6 las bacterias inicialmente.
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4. DISCUSION

Se realiz6 una busqueda en la literatura sobre enfermedades de Solanum tuberosum causadas
por Pseudomonas y cuya sintomatologia sea la misma que la descrita por nosotros, se
encontrd que una de las especies que es capaz de producir una podredumbre en los cultivos
de papa es la Pseudomona marginalis la cual es una bacteria gramnegativa, movil,
proteobacteria bacilar, flagelada polar, no esporulante, estrictamente aerobia, quimioorgano
heterétrofa, no esporulante. En la Tabla 4. se obtiene los resultados esperados para
Pseudomona marginalis tanto en Tincién Gram al todas ser Bacilos gramnegativos pero
también en cuanto a la catalasa, utilizacion del citrato (CIT), ureasa (URE) y fermentacion
del manitol (MAN) ya que todas resultan ser positiva (Al- Zomor, et al, 2013). Esta bacteria
produce un pigmento fluorescente en medio de cultivo que son apropiados y enzimas las
cuales son pectinoliticas, sus huéspedes no sélo son los cultivos de papa sino también la
alcachofa, apio, lechuga, tabaco, entre otras plantas horticolas, la sintomatologia que produce
es una podredumbre blanda en tubérculos. (Scoch, 2020), resultados similares a los nuestros
de ensayos de patogenicidad. La actividad pectinolitica se refiere a la capacidad de un
microorganismo para producir enzimas pectinoliticas, las cuales son capaces de degradar la
pectina, un componente de la pared celular de las plantas. En el caso de los cultivos de papa,
la actividad pectinolitica puede estar asociada a la pudricion de los tubérculos, ya que la
degradacion de la pectina en la pared celular de la papa puede contribuir a su descomposicion
y deterioro. La presencia de microorganismos con actividad pectinolitica en el suelo o en los
propios tubérculos de papa puede ser un factor que contribuya a la aparicion de enfermedades
y a la disminucién de la calidad de los cultivos. (Ngadze, et al, 2012). Los postulados de
Koch son los criterios definidos por el médico aleman Robert Koch para establecer una

relacion causal entre los microorganismos en este caso las bacterias y las enfermedades: una
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bacteria debe estar presente en todos los organismos que padecen una enfermedad, pero no en
los organismos sanos. La bacteria debe aislarse del organismo enfermo y cultivarse en estado
puro. La bacteria cultivada debe causar la enfermedad cuando se introduce en un organismo
sano. La bacteria debe volver a aislarse del huésped de prueba enfermo inoculado y
confirmarse que es el mismo que el patdgeno especifico original. (Castillo, et al, 2020). Por
lo tanto se ha cumplido con todos los postulados puesto a que se aislo las bacterias de plantas
de papa que presentaron sintomatologia de pie negro, por otro lado con los bioensayos de
patogenicidad se corrobor6 que siete bacterias fueron capaces de causar enfermedad, es decir
una actividad pectinolitica en tubérculo y una maceracion del tejido en porciones de tallo
donde dos bacterias que fueron M3 y M14 fueron capaces de generar areas de afectacion
significativamente distintas al control en tubérculo por lo que se realizé bioensayos de
patogenicidad en tallos de plantas de papa entera observando que cuando existe una puncion
0 no M3 es capaz de causar maceracion del tejido en tallo mientras que si no existe una
herida M14 no es capaz de generar dafio al tejido en tallo de planta de papa entera, y una
maceracion de tejido en el tallo. También es importante mencionar que los patégenos
verdaderos en plantas son aquellos que causan enfermedades de manera consistente y
predecible en un amplio rango de condiciones ambientales. Por otro lado, los patégenos
oportunistas son microorganismos que causan enfermedades solo cuando las plantas estan
debilitadas por factores como estrés, lesiones o condiciones ambientales desfavorables. En el
contexto de los cultivos de papa los patdgenos oportunistas tienden a atacar cuando las
plantas estan en situaciones de vulnerabilidad, como estrés hidrico o dafio mecanico.
(Charkowski, 2016). Por lo tanto por los bioensayos de patogenicidad realizados en tallos de
planta de papa entera M3 se lo puede considerar como un patdgeno verdadero mientras que
M14 s6lo fue capaz de afectar el tejido cuando existi6 dicho dafio mecéanico. En la Tabla 2.

Se describe la sintomatologia que presentaron los tubérculos como tejidos blandos. La
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pudricién comienza en la superficie del tubérculo y progresa hacia adentro. Los tejidos
infectados estan claramente delimitados del tejido sano por margenes de color marrén oscuro
0 negro. Los factores que favorecen la pudricion blanda incluyen tubérculos inmaduros,
temperaturas adversas durante la cosecha, dafio mecanico y agua libre en la superficie de los
tubérculos. (Nova, 2013). Pseudomona marginalis ademas de producir la podredumbre
blanda en tubérculos también afecta a nivel de bulbos y tallos, en cuanto a las hojas es capaz
de producir lesiones iniciales en los margenes de estas que llegan a evolucionar hasta lesiones
oscuras con gran tamafo, cuando existe una alta humedad y temperatura, la podredumbre se
logra extender hasta toda la planta por lo que también se considera como una bacteria que es

oportunista (Scoch, 2020).

En los bioensayos de patogenicidad en planta se observaron lesiones acuosas en la base del
tallo, que posteriormente se fusionan, se oscurecen y progresan hacia arriba a lo largo del
tallo. Los tejidos internos del tallo se pudren y se vuelven negros, lo que dificulta el
suministro adecuado de agua y nutrientes a las partes aéreas de las plantas, esto es lo que se
puede observar en la Figura 3 y es igual a lo descrito por (Mae, et al, 2022). Las hojas en los
tallos afectados pueden marchitarse, volverse cloréticas y, posteriormente, colapsarse.
Ademas, las plantas afectadas pueden ser facilmente extraidas del suelo, y los tubérculos
pueden ennegrecerse y pudrirse en el sitio de fijacion del estolon (Osei, et al, 2022). En la
Figura 5. Literal B se puede visualizar que M14 no presenté dafio en el tejido de papa cuando
no existia una abertura, esto puede ser debido a que las plantas de papa tienen varios
mecanismos de defensa contra patdgenos, incluyendo la produccion de metabolitos
secundarios, compuestos antimicrobianos, enzimas y proteinas antimicrobianas (Bastas,
2023). Razon por la cual la planta se pudo haber defendido y la bacteria M14 no fue capaz de

causar dafo. Por lo tanto se recomienda en el caso de M14 controlar mejor las condiciones
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del bioensayo de patogenicidad y realizar ensayos confirmatorios. La electroforesis es una
técnica que permite separar las moléculas de ADN en funcion de su tamafio y carga.
(Gonzélez, 2022). En cuanto a la electroforesis del producto de PCR, en la Figura 6, literal B
se observa que se amplificaron las bandas de ambas bacterias, la region que amplifica la PCR
de 16S rRNA con los cebadores 27f y 1492r se refiere a la amplificacion de la region V3 del
gen 16S rRNA utilizando los cebadores universales 27f y 1492r. (Schloss, et al, 2016). La
PCR de 16S La region V3 del gen 16S rRNA es una seccidn conservada y variable de la
molécula de 16S rRNA, que codifica para una proteina de 55 kDa. (Zambrano, 2018) se
obtuvo el tamafio de bandas esperadas que fue de 1500 pares de base. La identificacion
bacteriana mediante el 16S rRNA es una técnica molecular que se utiliza para identificar
bacterias a nivel de género y especie. El 16S rRNA es una molécula de ARN ribosomal que
se encuentra en todas las bacterias y presenta regiones altamente conservadas y regiones
variables. La técnica implica la amplificacion de la region variable del 16S rRNA mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la secuenciacion de la region amplificada. La
secuencia obtenida se compara con bases de datos de secuencias de 16S rRNA para

identificar la bacteria a nivel de género y especie. (Zambrano, 2018).

En el Anexo 2. se plantea a el marcador molecular gyrB girasa subunidad B la cual es capaz
de codificar para la subunidad beta de la girasa y se ha utilizado como marcador para el
analisis filogenético (Guevara, 2012), otro marcador molecular que se puede emplear es la

subunidad beta de la ARN polimerasa dirigida por ADN de rpoB (Ferndndez, 2019).
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5. CONCLUSIONES

Se lograron identificar dos aislados que produjeron sintomatologia de pudricion blanda en
papa variedad super chola, se aislaron dos morfologias que tenian la capacidad de causar
dafo en tejido de tubérculo y tallo de papa. En cuanto a los bioensayos de patogenicidad se
obtuvo que la bacteria M3 presentd dafio de tejido de tubérculo con herida y tallo de papa
cuando hubo y no una herida, en cuanto a la bacteria M14 presenté dafio en tejido de
tubérculo de papa con herida y maceracion del tejido del tallo inicamente cuando existié una

herida presente.

En la identificacion molecular con el gen marcador 16s rRNA de las bacterias M3 y M14 se
identificaron como perteneciente al género Pseudomona spp. sin embargo, se requieren de

més marcadores moleculares con el fin de identificar cual es la especie.



6. TABLAS

Tabla 1. Bacterias aisladas y su actividad pectinolitica en tubérculo y maceracién del tejido

en tallo
Caddigo Actividad Maceracion del
pectinolitica tallo
tubérculo

M1 No No

M2 No No

M5 Si No

M8 No No

M9 No No
M10 No No

Cddigo

Maceracion del
tejido de tallo de
planta de papa
entera con herida

M3

M14

Tabla 2. Resultados de maceracion del tejido en tallo con y sin herida

Maceracion del
tejido de tallo de
planta de papa
entera sin herida

s No

Tabla 3. Alineamiento en BLASTn de las secuencias consenso del gen 16s rRNA de las

bacterias M3y M14

Cadigo Scientific  Max score Total Query E value Per.
Name score cover Ident
M3 Pseudomona 1735 1735 100% 0.0 99.89%
spp.
M14 Pseudomona 2484 2484 100% 0.0 100%

Spp.



Tabla 4. Resultados de Tincion Gram y pruebas bioquimicas de las bacterias M3 y M14

comparadas con Pseudomona marginalis

28

Pseudomona M3 M14
marginalis
Tincion Gram - - -
Prueba Catalasa + + +
CIT + + +
URE - - -
MAN + + +
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7. FIGURAS

M8 M9 M10 m11 M12 m13 M14

Figura 1. Aislamiento de bacterias: a. Sintomatologia observada de las muestras empleadas
para el aislamiento bacteriano que fueron recogidas en la provincia del Cafiar, Ecuador, b.
Morfologias bacterianas aisladas de muestras que presentaron sintomatologia de pudricion

blanda. Las morfologias de las bacterias se clasificaron segun su forma, color, tamafio,

elevacion.
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Figura 2. Bioensayos de patogenicidad en tubérculo: a. Resultados de bioensayos de las 14
morfologias en tubérculo con herida 48 horas después de su infeccidn, b. Resultados de
bioensayos confirmatorios de 7 morfologias en tubérculo con herida 120 horas después de su

infeccion.

Figura 3. Bioensayos de patogenicidad en porciones de tallo con herida 48 horas después de

su infeccion.
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Figura 4. Area de pudricion blanda en tubérculo
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CONTROL

Figura 5. Areas de afectacion en planta de papa entera variedad stper chola de 5 semanas: a.
Resultados de bioensayos de patogenicidad con herida en tallos de papa entera, b. Resultados

bioensayos de patogenicidad sin herida en tallos de papa entera.

Figura 6. Electroforesis: a. Extraccion de ADN de las morfologias M3y M14, b. PCR del

genl6srRNA de las morfologias M3y M14
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9. ANEXOS

Anexo 1: Grafica de caja y analisis de Tukey del area de afectacidn del tallo de papa de las

morfologias M3y M14
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Anexo 2: Secuencias consenso de las bacterias M3 y M14 obtenidas con los programas

Pregap4 version 1.6-r y gap v4.

M3:AGCAACGGAATCACCGTGGTAGCGTCCTCCGAGGTCAGACTA

GCTACTTCTGGTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTG

TACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGACATTCTGATTCACGAT
TACTAGCGATTCCGACTTC

CGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTAT



GGGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTTTGTACCGACCA

TTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTT

GACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTT

AGAGTGCCCACCATTACGTGCTGGTAACTAAGGATAAGGGTTGC

GCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACAACACGAGCTGAC

GACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAATGTTCCCGAAGGCACCAAT

CTATCTCTAGAAAGTTCATTGGATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCT

TCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGG

CCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCC

AGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAGAGTTCAAG

ACTCCCAACGGCTAGTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGG

GTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAG

TATCAGTCCAGGTAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATAT

CTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACTACCCTCTACCA

TACTCTAGCTTGCCAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCG

GGGATTTCACATTCAACTTAACAGACCACCTACGCGCGCTTTACG

CCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGC

TGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAAACGTCA

AAAACACTAAAGGTATTAAGGTTAATGCCCTTTCCTCCCCAACTT

AAAAGTGCTTTTACAATCCCGAAAGACCTTCTTTCACACACCCGGG.

M14:TGACAAAATACATCTACTGATACGTACATCCCGAAGGTTAG

ACTAGCTACTTCTGGTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGG

TGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCG

CGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGC



GATCCGGACTACGATCGGTTTTCTGGGATTAGCTCCACCTCGCGG
CTTGGCAACCCTCTGTACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCA
GGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCC

GGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCATGACGTGCT

GGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCA
ACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCT
CAATGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCATTGGA
TGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCA
CATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTT
TAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAG
CTGCGCCACTAAGAGCTCAAGGCTCCCAACGGCTAGTTGACATC
GTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCC
ACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTT
CGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACAC
AGGAAATTCCACCACCCTCTACCATACTCTAGTCAGTCAGTTTTG
AATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAACTTAA
CAAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGC
TTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGG

TGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACC.

Anexo 3: Marcadores moleculares para Pseudomonas

Marcador Descripcion
molecular
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gyrB ADN
girasa
subunidad B

Codifica la
subunidad beta de
lagirasa y se ha
utilizado como
marcador para el
analisis
filogenético y la
identificacién de
bacterias

Subunidad beta
dela ARN
polimerasa
dirigida por ADN
de rpoB

Codifica para la
subunidad beta de
la ARN polimerasa
y seha establecido

como un buen
marcador para el
analisis
filogenético y la
identificacion
debacterias

Anexo 4: Protocolo empleado para la PCR del gen 16srrna

Reactivos Volumlen para
X
Buffer 10 X 0,5 ul
MgCI2 50mM 2,5ul
dNTPs (10mM) 0,625 ul
Primer 27f 0,625 ul
Primer 1492r 1,5ul
Taq polimerasa 0,5 ul
ADN 1ul
H20 17,75 ul
Volumen total 25ul




