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INTRODUCCION
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OBJETIVOS

Objetivo General

1 . . . 7 . 7 . . - .
r - Determinar la patogenicidad y taxonomia de bacterias pectoliticas asociadas a pudriciones
_ A‘ blandas en cultivos solandceos andinos.

Objetivos Especificos

' Evaluar |la patogenicidad de las bacterias pectoliticas aisladas, en papa (Solanum tuberosum L),
tomate de arbol (Solanum betaceum Cav) y naranijilla (Solanum quitoense Lam).

Determinar de forma bioquimica el grupo de bacterias al que pertenecen los aislamientos
]55 obtenidos de papa (Solanum tuberosum L), tomate de arbol (Solanum betaceum Cav) y
naranjilla (Solanum quitoense Lam).

Identificar molecularmente a los aislamientos de bacterias pectoliticas asociadas con
pudriciones blandas de papa (Solanum tuberosum L), tomate de arbol (Solanum betaceum Cav)

y naranjilla (Solanum quitoense Lam).
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HIPOTESIS

Los aislamientos de las bacterias pectoliticas ocasionan pudricion blanda en cultivos
solanaceos andinos y son identificados a nivel bioquimico y molecular.
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Material Vegetal

MATERIALES Y METODOS

Material Bioldgico

Aislamiento

Origen

Ubicacidon geografica

Denominacion

P1

P2
P3

Tomate de arbol Tal

(amarillo punton)
Ta2

Ta3

Papa
(leona blanca) N1

N2

Naranijilla N3

Papa

Tomate de
arbol

Naranjilla

Carchi - Tulcan

Pichincha - Mejia

Pichincha - Mejia

Pichincha - Mejia - La Virgen

Pichincha - Mejia - La Virgen
Morona Santiago — Palora

Pichincha - Mejia - La Virgen

Papa Pecto C*

Papa Pedregal
Papa San Miguel

Tomate de arbol (PM)
Tomate de arbol (PP)
Tomate de arbol (N3)

Naranjilla 3 La Virgen*

Naranjilla Palora

Naranjilla 2 La Virgen™

(comun)

(*) Muestras conservadas en el Laboratorio de Fitopatologia de la EESC-Iniap
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MATERIALES Y METODOS

Siembra de semillas de tomate de arbol y naranjilla

Desinfeccién Transplante
ET D
=8 5T
-------------- B
D ’/j/ ® ' | . . R '/ 1 Mantenidas en el
b i — 3 - invernadero
Hipoclorito de 3 Lavados con Cajas petri con Incubar a 25°C Sustrato: tierra de
: agr C AR
SOS'O 1% agua estéril papel absorbente sanja-pomina (3:1)
min

Altura minima: 20 cm

Siembra de tubérculos de papa Condiciones en el invernadero

J

Mafana: 18 a 21 °C
Noche: 9a 12 °C

------- b3
” Mantenidas en el
Siembra en sustrato: : erncdire .
tierra de sanja- : ‘ . @ Riego: moderado
pomina (3:1) Altura minima: 20 ¢m i
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Aislamiento bacteriano

’
Macerar

bkl S
Muestra con sintoma Hipoclorito de 3 lavados con P SR Incubj; ?1 2C
(Tallo de naranjilla) sodio 1 % agua esteril AN . P
' 1 min _ e __.W est iado en
' Bacterias . medio CVP :
' conservadas v '
v en medio LB

1 colonia

- -
"

5 | — A\ &
-

Tallo de tomate de Tallo de papa
arbol infectado infectado 1000 uL de LB Colonias que

Incubar a 25°C ¢ 3
24 h orman cavidades
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3 MATERIALES Y METODOS

Inoculacion bacteriana

o )

Pesar Mac;rar 7 ;
g‘
Ta’llo dg tomate de Hipoc!orito de 3 lavados con SenbipoL Incubar a 25°C Colonias que
arbol infectado sodio 1 % agua estéril sstiade en 48 h forman cavidades
30s :
medio CVP

- '?) ESPE
- 2018; Waleron et al., 2014 NS uversions o s s awaoss



MATERIALES Y METODOS

©
o .. . s
'S Pruebas Reaccion Pruebas Reaccion
\ o=
"6 Oxido-fermentativa Metaboli

N _— ) . o etabolismo
5 Tincion Gram Gram positiva: Gram negativa: (Hugh and Leifson)  Metabolismo oxidativo ¢ ,
“— células de color células de color L ermentativo
c azul violdceo rojo o rosa. R o
o = Catalasa Desprendimiento de
§ 'S burbujas
= Degradacién » ] o .
E de pectato Formacién de hoyos en el medio, color O Oxidasa Reaccidn positiva: rosa Reocc.lon
© CVP y forma de las colonias 0 violdceo negativa:
© (CVP) L amarillo tenue
(4] Q o
O @ Crecimiento en agar

g nutriente a 37°C Formacién de colonias
Crecimiento en YDC Colonias de color

amarillo o anaranjado

Schaad et al (2001) ESPE
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MATERIALES Y METODOS

Identificacion molecular de los aislamientos

Extraccion, cuantificacion y validacion de ADN bacteriano

1 colonia

- e ey (P
c=y

' Incubar a 25°C Extraccion de ADN con el Cuantificacion de ADN
2000 ul. de LB 72 h protocolo de Castillo y por espectrofotometria
L.lumiquinga (2021)

Analisis Secuenciacion Electroforesis en gel de
Bioinformatico Sanger agarosa al 1,5%

Amplificacion de ADN con el
protocolo de (Morillo y Mino, 2011)

HESPE
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Castillo y Llumiquinga (2021); (Morillo y Mifio, 2011).




MATERIALES Y METODOS

Mix PCR Condiciones de PCR para la amplificacion del gen
X%\ ARNr 168.
/ / Reactivos Concentracion final 1X (uL) Temperatura
Fases Tiempo Ciclos
&\7 Agua ultra pura 12,4 (°C)
Tampon 1X 5 Desnaturalizacion
95 5 min 1
MgCl, (mM) 1,8 1,8 inicial
dNTPs (mM) 0,2 0,5 Desnaturalizacion 94 1 min
Primer 27F (pM) 08 5 Alineamiento 54 45 s 34
(5’- AGTTTGATCCTGGCTCAG -3’) ’ Elongacién 70 1 min
Primer 1492R (pM) 0,8 2 Extension final 70 8 min 1
(5’- GGTTACCTTGTTACGACTT -3’)
Taq - polimerasa (U/uL) 0,06 0,3
ADN (ng/uL) 1,6 1,0
Vf = 25

Castillo y Llumiquinga (2021); (Morillo y Mifio, 2011). {\) ES pE
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Analisis Estadistico

Longitud de pudricion de las plantas inoculadas con los aislamientos bacterianos

N° de cultivos 3
N° aislamientos 9
Tratamientos 27

Repeticiones por
tratamiento

Variables de respuesta
Longitud de pudricidn
Diseno experimental

Factorial 3 x 9 dispuesto en DCA

MATERIALES Y METODOS

Esquema de distribucion de los tratamientos

0 0000000 @® O
Q00000000 0 O
ON N N I N NUN N B BOR

000 0O 000 0 0 O

TR X E X XX X XD -&

Prueba de

normalidad

Kolmogdrov-
Smirnov

p valor 0.05

HSD de Tukey
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RESULTADOS Y DISCUSION

Prueba de patogenicidad

Control

Chang (2017) factores de
predisposicidon para la pudricién:
lesiones, hematomas y heridas.

Humedad y temperatura favorecen
el desarrollo

Bhat et al., (2004) & Czajkowski,
(2011) tejido se ablanda, superficie
se decolora y parte interna viscosa

Agrios (2005b) la superficie exterior
puede permanecer intacta mientras
gue el contenido se convierte en
una masa viscosa que se exuda al
exterior

; ESPE
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Chang (2017); Bhat et al., (2004); Czajkowski, (2011); Agrios (2005b).




3 RESULTADOS Y DISCUSION

Patogenicidad diferencial Re-aislamiento bacteriano

Agrios (2005b) la superficie Revelo et al., (2010) 28 EEIRITITECS DR 0E (DT
. .. cavidades en medio CVP
exterior puede permanecer Naranijilla INIAP
intacta. Kubheka et al., (2013) Palora es un hibrido Agrios (2005a) el
Oclusion de los vasos del xilema microorganismo
por las bacterias. debe ser aislado e

idéntico al original

) ESPE

(2005b); Kubheka et al., (2013); Revelo et al., (2010).
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion fenotipica

Tolga et al., (2018) familia
Enterobacteriaceae bacilos
Gram Negativos

Sangeetha et al., (2020) las
bacterias pectoliticas forman
cavidades en medio CVP.

Czajkowski et al., (2014) y Peralta
et al., (2021) especies del género

. .. Pectobacterium son: catalasa
PrUEba bloq'm'cas e positiva, oxidasa negativa y son

anaerobios facultativos

A) Vista microscdpica con el lente objetivo 100x.
B) Agujeros concavos en medio CVP

Luna (2007) las colonias color
crema en medio YDC pertenecen
a especies del género

Catalasa (+) Oxidasa (-) Anaerobias Colonias anaranjadas  Colonias en agar Pectobacterium
facultativas en medio YDC (-) nutriente a 37°C (=)
P1, N2, N3

ESPE
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Identificacion molecular

RESULTADOS Y DISCUSION

Denominacion

Marcador
Control +
Control -

Especie bacteriana homologa

Porcentaje

de cobertura ValorE

Porcentaje de

g & 2 ¥ §f p z2 2 2 identidad (%)
(%)
P1 Pectobacterium polaris 100 0.0 99,12
P2 Pectobacterium atrosepticum 99 0.0 99,34
& P3 Pectobacterium atrosepticum 100 0.0 94,53
1500 ph - — po— fa—

- o Aot - - — Tal Pectobacterium atrosepticum 100 0.0 94,53
Ta2 Pectobacterium atrosepticum 99 0.0 99,34
Ta3 Pectobacterium punjabense 100 0.0 100
N1 Pectobacterium punjabense 100 0.0 99,79

Pectobacterium carotovorum subsp.
N2 100 0.0 100

carotovorum

Lane (1991), cebadores universales Pectobacterium carotovorum subsp.

N3 100 0.0 100

para bacterias 27 Fy 1492 R,

carotovorum

amplifican una regién de ~ 1500 pb

(Lane, 1991)
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RESULTADOS Y DISCUSION

Prueba de normalidad

, . — p valor = 0.0643 .. datos normales
Kolmogdrov-Smirnov

ANOVA de la variable longitud de pudricion (cm)

Longitud de pudricion (cm)

Grados de
Suma de Cuadrados Pr (>F)
Libertad
Planta 2 85.23 2e-16 p valor < 0.05
Aislado Bacteriano 8 179.07 2e-16 Influencia significativa de
i los factores y su interaccidn
Planta:Aislado
16 139.70 3.74e-15

Bacteriano

Residuales 81 55.86

Test HDS de Tukey
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Longitud de pudricion

Pectobacterium
punjabense

ab

50-

P. carotovorum
subsp. carotovorum

Longitu de pudricién (cm)

defg

efg

00~

eft

a
=

Pectobacterium

abc

palaris

7,34 cm

Pectobacterium
atrosepticum

bcde
cdef

fg

ITI

P1
Aislado Bactenano

RESULTADOS Y DISCUSION

Sarfraz et al., (2018) y Cigna
et al., (2021)
Pectobacterium punjabense
identificada en Pakistany
Europa como hospedero

Pectobacterium principal de papa.
punjabense

abcd factor(planta)

. Naranjilla
Pectobacterium B Fus

atrosepticum Tomate de arbol Park et al'l (2012) y Abd EI_

kafie et al., (2019)
Pectobacterium
= carotovorum subsp.
. carotovorum tiene como
o i hospederos diferentes

e -
i especies vegetales

fg
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CONCLUSIONES

Los aislamientos bacterianos mas patogénicos fueron Pectobacterium polaris (P1), P. atrosepticum
(P2, P3y Tal), P. punjabense (Ta3, N1) y P. carotovorum subsp. carotovorum (N3); ya que infectaron
a los tres cultivos estudiados, ocasionando sintomas como: maceracion del tejido, necrosis,
liberacion de exudados y olor fétido, caracteristico de este tipo de bacterias.

Los dos aislamientos restantes tuvieron patogenicidad diferencial, es decir que P. carotovorum
subsp. carotovorum (N2) infectd papa y levemente a naranjilla produciendo un cambio tenue en |la
coloracién del tallo; mientras que en tomate de arbol se observo la colonizaciéon de los haces
vasculares, el aislamiento correspondiente a P. atrosepticum (Ta2) infectd a papa, tomate de arbol,
pero no a naranjilla.

El cultivo mas susceptible a la pudricion blanda fue papa inoculada con Pectobacterium polaris,
dando una longitud de pudricion de 7,34 cm, seguido de la naranjilla inoculada con Pectobacterium
polaris con una longitud de pudricidon de 5,58 cm, mientras que el tomate de arbol inoculado con P,
carotovorum subsp. carotovorum arrojo 2,81 cm en la longitud de pudricion.

@ESPE
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CONCLUSIONES

Los nueve aislamientos bacterianos presentaron similar respuesta a las pruebas bioquimicas:
catalasa (+), oxidasa (-), anaerobias facultativas (cambio de coloracion de azul a amarillo),
formacién de colonias amarillas en medio YDC (-) y formacién de cavidades en medio CVP (+).
Ademas, el fenotipo caracteristico fue bacilos Gram negativos, por lo gue se determind que
pertenecen al género Pectobacterium.

Las pruebas moleculares sustentaron a lo predicho por las pruebas bioquimicas, ya que el
género de todos los aislamientos bacterianos fue Pectobacterium.
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RECOMENDACIONES

Complementar a las pruebas bioguimicas realizadas con pruebas API, que permiten la
identificacidon rapida de Enterobacterias y otras bacterias Gram negativas, a nivel de género o
especie.

Caracterizar molecularmente a los aislamientos bacterianos por medio del uso de otros
cebadores u otras regiones de ADN, para asi complementar el analisis molecular obtenido en
este estudio.

Implementar secuenciacién de nueva generacion (NGS), para obtener resultados mas precisos
y 0ptimos; permitiendo un analisis gendmico de mejor calidad. \

Aplicar un screening en las diferentes variedades de los cultivos estudiados para asi conocer si

existe resistencia varietal ante las bacterias pectoliticas. &

Para el manejo de esta enfermedad se recomienda considerar, la rotacién de cultivos, donde
no deberian constar solanaceas, ya que se encontré como hospedantes de todas las especies
estudiadas.
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