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RESUMEN

La pudricion blanda bacteriana en los cultivos es causada por un grupo de bacterias
capaces de secretar enzimas pectinoliticas que degradan la pectina presente en la pared
celular de las plantas. Se evalud un grupo de bacterias provenientes de hortalizas con
pudricion blanda de zonas horticolas de Cartago y Alajuela. Las muestras
correspondian a frutos de chile dulce, plantas de papa, plantas de cebolla, plantas
zucchini, y tallos y frutos de tomate. Los aislamientos fueron evaluados por su
capacidad de crecimiento en el medio semi-selectivo cristal violeta y pectato, a la
prueba de reaccion hipersensible, a pruebas de patogenicidad (postulados de Koch) y
a la presencia de enzimas pectinoliticas para identificar cudles de ellos corresponden
a los agentes causales. Ademads, se realizaron analisis moleculares con el fin de
identificar dichas bacterias. Las bacterias fueron inoculadas en hojas de chile dulce
para analizar la capacidad de causar reaccion hipersensible (RH), y a los aislamientos
positivos para dicha prueba se les evaluo la capacidad de degradar la pectina mediante
la inoculacién en placas de medio cristal violeta y pectato (CVP), donde se encontrd
que algunos aislamientos provenientes de papa (Pt1-A), cebolla (6-M2) y chile dulce
(Ech2A, CfspA y Cfsab) tenian actividad pectinolitica. A las bacterias identificadas
como pectinoliticas (CVP) se les evalu6 su patogenicidad siguiendo los postulados de
Koch, dando como resultado tres aislamientos bacterianos causantes de pudricion
blanda en chile, identificadas posteriormente por amplificacion del gen 16s ribosomal
como pertenecientes al género Pectobacterium para las cepas CfspA y Cfsab y la cepa
Ech2A como perteneciente al género Raoultella. Los aislamientos provenientes de
papa y cebolla no causaron la enfermedad cuando fueron inoculadas en las plantas
correspondientes. El andlisis enzimatico en SDS-PAGE mostr6 que la cepa CfspA
proveniente de chile producen enzimas correspondientes a los grupos de esterasas,
galacturonasas y pectato liasas. Ademas, se realiz6 un analisis in silico de la presencia
de enzimas pectinoliticas en el genoma de la cepa Ech2A (aislada de chile) que mostrd

que la bacteria presenta genes que estan vinculados en la produccion de esterasas y
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galacturonasas, enzimas importantes para el proceso de degradacion de la pectina

presente en plantas.
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INTRODUCCION

En Costa Rica, la horticultura es una de las actividades agricolas mas importantes y la
mayor parte de la produccion se lleva a cabo en la region central del pais,
principalmente en las faldas de los volcanes Irazl, Turrialba y Pods, pertenecientes a
las provincias de Cartago y Alajuela. Esta actividad también se desarrolla en algunas
zonas bajas del pais, encontrandose plantaciones desde los 700 hasta los 3000 msnm

(Wei-Salas y Duran-Quiros 2015).

La produccién se lleva a cabo principalmente en campo abierto, bajo condiciones
ambientales como alta humedad relativa, precipitacion y temperatura, lo cual podria
resultar adverso para los cultivos y favorable para organismos fitopatdogenos como
bacterias, hongos, virus y nematodos (Agrios 2005). Estos organismos interactiian con
las plantas y pueden causar enfermedades en los cultivos de estas zonas horticolas

(Arauz 2011).

Una de las principales enfermedades en la produccion horticola es la podredumbre
blanda, la cual puede ser provocada por hongos, algunos nematodos, y principalmente
por bacterias pectinoliticas (Czajkowski etal. 2015), Dentro de este grupo de
bacterias, se encuentran los géneros Pseudomonas, Burkholderia, Pantoea,
Enterobacter, Klebsiella, Leuconostoc, Bacillus, Xanthomonas, Clostridium,
Erwinia, Pectobacterium y Dickeya (Nguyen-the y Carlin 1994, Charkowski et al.
2014), siendo éstos dos ultimos los que se encuentran con mayor como causantes de

la sintomatologia (Charkowski 2018).

Pectobacterium y Dickeya son conocidos actualmente como Enterobacterias de la
podredumbre blanda (SRE, por sus siglas en inglés, Soft rot Enterobacteriacea). A
diferencia de otros géneros mencionados anteriormente, se considera que éstos poseen

mayor agresividad y efectividad para causar la enfermedad, esto, debido a que son
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capaces de sintetizar un complejo enzimatico mas amplio, que les permite degradar la
pectina presente en los tejidos vegetales, afectando directamente la firmeza tisular de

las plantas (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al. 2014).

La podredumbre blanda bacteriana (BSR por sus siglas en inglés, Bacterial soft rot)
provocada por las SRE es considerada una de las causas de mayores pérdidas
econdmicas en la agricultura alrededor del mundo (Charkowski et al. 2014). Se ha
diagnosticado en muchas regiones agricolas, afectando frutales, cereales, vegetales y
ornamentales (Ma et al. 2007, Bhat et al. 2010, Wright et al. 2005, Kim et al. 2007,
Zhang et al. 2014, Pu etal. 2012). Esta enfermedad se puede observar desde la
siembra de los cultivos hasta la etapa de almacenamiento donde se registran las
pérdidas econémicas mas importantes debido a que la descomposicion de algunos
vegetales puede propagar las bacterias rapidamente por todo el lugar de almacenaje

(Bhat et al. 2010).

La mayoria de investigaciones sobre la BSR se han centrado en papa (Solanum
tuberosum) (Charkowski et al. 2014), por ser uno de los cultivos mas importantes a
nivel mundial (Singh y Kaur 2016). Diferentes especies de Pectobacterium y Dickeya
se han mencionado como causantes de la pudriciéon blanda o pata negra como es
llamada popularmente a esta enfermedad (Pitman et al. 2008, Ngadze et al. 2010, van
der Merwe et al. 2010, Waleron et al. 2015). La sintomatologia se ha reportado
también en diversas familias como Solanaceae, Cucurbitaceae, Brassicaceae,

Alliaceae y Araceae causando dafios (Ma et al. 2007).

En Costa Rica, Herrera y Gonzalez (1977) analizaron el desarrollo y combate de E.
carotovorum subsp. atroseptica (hoy Pectobaterium atrosepticum (Gardan et al.
2003)) en tubérculos de papa, mientras que, en el afio 1979, se identificé E.
chrysanthemi en el cultivo de pifia como causante de BSR (Chinchilla et al. 1979).

Sin embargo, existe muy poca o nula informacion actualizada en cuanto a la

16



distribucion, hospederos y diversidad genética de las bacterias que causan la
podredumbre blanda en Costa Rica. El objetivo de este estudio fue determinar cuales
bacterias de la coleccion de bacterias del CIBCM aisladas de lesiones en hortalizas de
las zonas de Cartago y Alajuela en Costa Rica son, las causantes de pudricion blanda

mediante pruebas bioquimicas, de patogenicidad y andalisis moleculares.
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ANTECEDENTES

La podredumbre blanda bacteriana en plantas es un dafio provocado por bacterias
fitopatdgenas pectindliticas (Charkowski 2018). Dentro de los géneros reportados
causantes de esta enfermedad se encuentran Pseudomonas, Burkholderia, Pantoea,
Enterobacter, Klebsiella, Leuconostoc, Bacillus, Xanthomonas, Clostridium y
Erwinia, (Nguyen-the y Carlin 1994). Sin embargo, en el caso de Bacillus,
Clostridium y Xanthomonas, Liao (2005) menciona que son considerados como
patogenos secundarios que invaden las plantas tras el ataque de microorganismos

como Pseudomonas o Erwinia.

Inicialmente, al igual que muchos géneros bacterianos, las enterobacterias que
causaban podredumbre blanda se describieron como Bacillus (Jones 1900), pero poco
tiempo después se reclasificaron dentro del género de Erwinia donde se mantuvieron
por varias décadas (Winslow et al. 1917). Afios mas tarde, (Waldee 1945) propuso
trasladar a E. carotovorum y otras especies causantes de pudricion blanda, al género

Pectobaterium, el cual permitia reflejar diferencias en la fisiologia de las especies.

Pectobacterium fue un género poco aceptado por la comunidad cientifica y no fue
hasta 52 afos después de ser propuesto, cuando extensos trabajos filogenéticos
basados en el gen 16S rRNA, comprobaron que muchas de las especies anteriormente
incluidas en Erwinia formaban grupos monofiléticos distintos, incluido
Pectobacterium (Hauben et al. 1998, Kwon et al. 1997), dentro del cual se ubicaba P.
chrysanthemi, la cual posteriormente fue reclasificada en un nuevo género llamado

Dickeya (Gardan 2005).
Géneros como Klebsiella, Pseudomonas, Enterobacter, Pantoea entre otros, también

pueden causar pudricion blanda en algunos cultivos (Liao 2005, Schroeder et al. 2009,

Coutinho y Venter 2009, Fan et al. 2016). La especie Klebsiella variicola, se ha

18



encontrado en cultivos como banano, zanahoria y papaya (Hossain et al. 2018, Fan
et al. 2016, Chandrashekar et al. 2018). En el caso de Pseudomonas, las especies P.
marginalis, P. viridiflava y P. gladioli pv. alliicola se han descrito como causantes de
la enfermedad en el cultivo de cebolla (Wright et al. 1993, Wright y Grant 1998), P.
marginalis en papa (Li etal. 2007) y Pseudomonas fluorescens en tomate
(Malathrakis y Goumas 1987). El género Enterobacter, especificamente la especie
Enterobacter cloacae. se describi6 como un agente causal de la pudricion blanda en
fruta del dragon (Masyahit et al. 2009) y en bulbos de cebolla (Schroeder et al. 2009).
Por otro lado, la especie Pantoea ananatis se encontré en melocoton causando este
tipo de enfermedad (Liao et al. 2015). Sin embargo, debido a una menor agresividad
de infeccion o sintomatologia con respecto a Pectobacterium y Dikeya, estos géneros
no han sido objeto de estudio de investigaciones relacionadas a esta enfermedad (Toth

y Birch 2005, Charkowski et al. 2012).

Actualmente Pectobacterium y Dickeya son los géneros mayormente estudiados en
cuanto a la BSR en los cultivos y se consideran como los principales causantes de la
enfermedad (Charkowski 2018). Debido a esto es, que en conjunto, se les conoce
como Enterobacteriaceas de podredumbre blanda (SRE por sus siglas en inglés)
(Czajkowski et al. 2015). Ambos géneros son bacilos gram-negativos, anaerobios
facultativos, catalasa positivos, oxidasa negativos, poseen flagelos peritricos, no
forman esporas y pueden ser cultivables. Tienen estrategias de virulencia similares,
algunas de sus especies comparten hospederos y es posible realizar aislamientos de

¢éstas a partir de muestras ambientales (Ma et al. 2007, Charkowski et al. 2012).

La mayor parte de las investigaciones sobre las SRE se han centrado en papa (Solanum
tuberosum), donde la pudricion blanda, llamada comunmente como pata negra, se
puede observar en tubérculos y en la base del tallo como una degradacion del tejido
de color marron oscuro. En este cultivo, (Pitman et al. 2008, 2010), van der Merwe

etal. (2010) y Moleleki etal. (2013) determinaron que P. carotovorum subsp.
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carotovourom, P. atrosepticum, P. carotovorum subsp. brasiliensis y P. wasabiae,
podian causar BSR, y Ngadze et al. (2010) encontraron que Dickeya dadantii podia
provocar la misma enfermedad. Charkowski et al. (2014) elaboraron una revision
bibliografica sobre la deteccion, caracterizacion y diferenciacion de especies de
Pectobacterium y Dickeya causantes de pudricion blanda en plantas y tubérculos de
papa. Estos autores mencionan que P. atrosepticum, P. carotovorum subsp.
carotovorum, P.carotovorum subsp. rasiliense, P. wasabiaey varias especies
de Dickeya, incluyendo D. dianthicola, D. dadantii,D. zeae y D. solanison
responsables de causar la pata negra de la planta de papa asi como la pudricion blanda

de los tubérculos en el campo y la postcosecha en todo el mundo.

A nivel mundial, en otros cultivos se han encontrado casos de BSR con especies como
P. carotovorum subsp. brasiliense en remolacha azucarera, la col y el calabacin
(Waleron et al. 2015), P. betavasculorum en pepino, la calabaza, el maiz, los frijoles
y la berenjena (Nedaienia y Fassihiani 2011), P. carotovorum subsp. odoriferum se
ha asociado principalmente a la achicoria, pero puede causar enfermedad en apio,
puerro, remolacha azucarera, alcachofas y repollo chino (Waleron et al. 2014), D.
dadantii en pastoras (Euphorbia pulcherrima var. Wonderful) (Wei et al. 2018) y D.
zeae en banano y arrroz (Zhang et al. 2014, Pu et al. 2012).

El factor principal de patogenicidad de las SRE corresponde a la diversidad de
enzimas pectinoliticas (pectinasas) que pueden sintetizar (Charkowski et al. 2014).
Como su nombre lo indica, estas enzimas metabolizan la pectina presente en la pared
de las células vegetales, la cual confiere rigidez a las plantas, es por esta razon que los

tejidos afectados por SRE se tornan blandos (Sharma et al. 2013).
Las pectinasas se clasifican segun su modo de secrecion en extracelulares e

intracelulares. Las enzimas extracelulares convierten las moléculas grandes de los

sustratos en moléculas mas pequenas que luego pueden ingresar a las células
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bacterianas. Por otro lado una enzima intracelular opera en la membrana celular (Shet
et al. 2018). También las pectinasas pueden ser clasificadas segun el sitio de escision
o modo de accion en 3 grandes grupos: hidrolasas, liasas y pectina esterasa. La pectina
esterasa cataliza la desesterificacion del grupo metoxilo de la pectina, por lo que se
forma &cido péctico, las hidrolasas (poligalacturonasas y polimetilgalacturonasas)
catalizan la escision hidrolitica del enlace a-1,4-glicosidico en acido péctico y pectina,
mientras que el grupo de liasas cataliza la escision del enlace a-1,4-glicosidico en
acido péctico y pectina, por reaccion de eliminacion trans, y forma galacturonatos
insaturados y galacturonatos de metilo, respectivamente (Sharma et al. 2013, Garg
etal. 2016). Por otro lado, Ruiz etal. (2017) en una clasificacion mas reciente
menciona que las pectinasas se pueden dividir segin criterios de lugar de escision de
los enlaces glucosidos en enzimas despolimerizantes y desesterificantes, por el
mecanismo de reaccion endo y exo y por el grado de esterificacion en hidrolasas,

esterasas, glucosidasas, liasas y oxidasas.

La ruta metabdlica de la degradacion de la pectina por parte de las bacterias
pectinoliticas inicia con la despolimerizacion y desesterificacion del acido
galacturdnico (componente principal de lamela media en las plantas), por enzimas
extracelulares secretadas por las bacterias como esterasas, poligalacturonasas y
pectato liasas (Payasi etal. 2009). Lo anterior da como resultado cadenas de
oligosacaridos que son transportados de forma pasiva al espacio periplasmico (figura
1) a través de porinas de oligosacaridos especificos de aniones de la familia KdgM y
KdgN (Blot et al. 2002), donde corriente abajo, la accién de pectinasas digiere atn
mas los sustratos en di y trigalacturonidos. Estos oligogalacturonidos son llevados
posteriormente al citoplasma a través de los sistemas transportadores TogMNAB y
TogT (Hugouvieux-Cotte-Pattat y Reverchon 2001). Dentro de la célula bacteriana,
los oligogalacturonidos se degradan finalmente en piruvato y 3-fosfofliceraldehido
que entran al ciclo del 4cido citrico y son convertidos en energia (Abbott y Boraston

2008).
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Figura 1. Estructura de la pared celular de una bacteria gram negativa (modificado de
Kayser et al. 2005).

La sintomatologia provocada por las SRE es muy similar en todos los hospederos.
Inicialmente, la BSR se presenta como una lesion acuosa pequefia, que aumenta de
tamafio rapidamente, la superficie se observa blanda y decolorada, mientras que el
interior se torna suave, viscoso y poco palido, con presencia de un fuerte olor (Bhat
et al. 2010). Ademas, se percibe marchitamiento y decaimiento en la parte aérea de
las plantas (Ma et al. 2007). En el caso de tomate, las plantas se atrofian y las hojas
inferiores se tornan palidas y amarillentas, lo cual progresa hacia las hojas superiores,
y finalmente las plantas se marchitan y mueren. Por otro lado, en el interior de las
plantas es posible observar lesiones marrones longitudinales, pudricion blanda del
tallo, descomposicion de la médula, tallos huecos y decoloracion del tejido vascular

(Fiori et al. 2005). En papa, las plantas presentan marchitamiento y la lesion en el tallo
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se observa como pudricion blanda de color negro. En el caso de los tubérculos, en su
interior se observa descomposicion acuosa del tejido, con fuerte olor y coloracion
marrdn, la region superficial del tejido se torna suave de color marrdn y con presencia

de exudados (Laurila et al. 2010, van der Merwe et al. 2010, Czajkowski et al. 2015).

A pesar de que la podredumbre blanda se manifiesta de forma similar en la mayoria
de los cultivos, en plantas donde aun no se ha descrito la enfermedad, no se puede
asociar exclusivamente a las SRE, ya que otras especies son capaces de causar la
misma sintomatologia (Wakil y Oyinlola 2011). El aislamiento de determinado
organismo a partir de las lesiones no es un indicativo especifico de que éste sea el
agente causal de la enfermedad, ya que es posible que en lesiones de las plantas
habiten microorganismos saprofitos oportunistas que hayan invadido

secundariamente el tejido dafado (Arauz 2011).

Para determinar la capacidad fitopatogénica de una bacteria se utiliza comiinmente la
técnica de reaccion hipersensible (RH) en plantas indicadoras, especialmente
Nicotiana tabacum (Bauer et al. 1994, Zurbriggen et al. 2010) y en algunos casos se
ha implementado en hojas chile dulce (Capsicum annuum) (Ritchie 2000). La RH fue
empleada por primera vez por Klement en 1963 como una técnica para identificar
especies de Pseudomonas fitopatogenas y consiste en la inoculacion del
microorganismo en el envés de las hojas de plantas no hospederas. Esta inoculacion
permite el ingreso directo de las bacterias en los tejidos internos de la planta,
provocando un reconocimiento por parte de esta, lo que desencadena una serie de
interacciones entre la planta y el patdogeno con el objetivo de restringir el avance de
aquellos potencialmente peligrosos (Jones y Dangl 2006, Camagna y Takemoto

2018).

La interaccién entre una planta y un organismo infeccioso estd regulada a nivel

molecular. La primera interaccion se da en el apoplasto y esta mediada por el
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reconocimiento de moléculas estructurales conservadas de los patégenos llamadas
patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMP por sus siglas en inglés), este
reconocimiento se da por receptores de reconocimiento de patrones (PPR, por sus
siglas en ingles) que estan ubicados en la membrana de las plantas (Janeway 1989,
Zipfel 2009, Dodds y Rathjen 2010). Algunos ejemplos de PAMPs son la flagelina
bacteriana, el factor de elongacion y péptidos sustitutos, entre otros (Gupta et al.
2015), los cuales al ser reconocidos por los PPR activan la primera linea de defensa
en las plantas conocida como inmunidad activada por PAMPs (PTI, por sus siglas en
inglés). Para evadir la PTI, los patdgenos pueden liberar proteinas efectoras a través
de sistemas de secrecion, como genes de avirulencia, dentro de la célula vegetal para
suprimir las defensas PTI e invadir otras células (Boyd et al. 2013). Sin embargo,
cuando esto ocurre, las plantas pueden reconocer estas proteinas efectoras mediante
proteinas de resistencia y desencadenar una segunda linea de defensa llamada
inmunidad activada por el efector (ETI, por sus siglas en inglés) (Jones y Dangl 2006).
La ETI es una respuesta mas rapida y fuerte que la PTI, y se puede manifestar como
una reaccion hipersensible (RH), la cual consiste en la muerte o colapso de las células
vegetales cercanas al punto donde se dio el reconocimiento de los patogenos, con el
fin de restringir el avance de estos. Esta RH se aprecia en las hojas de la planta como
una clorosis y necrosis delimitada por los haces vasculares o nervaduras (Bellincampi

et al. 2014).

Para determinar que un individuo especifico corresponde al agente causal de una
enfermedad, es necesario establecer una relacion de causa y efecto entre ambos, para
lo cual se utiliza un procedimiento denominado “Comprobacion de patogenicidad” o
“Comprobacion de los postulados de Koch™. Estas pruebas consisten en cuatro pasos:
1) primero determinar que existe un asociacion constante entre el microorganismo,
del cual se desea constatar la patogenicidad, 2) aislarlo en un cultivo puro y estudiar

sus caracteristicas fenotipicas y moleculares, 3) realizar una inoculacién en un
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hospedero sano con el proposito de comprobar la reproducibilidad de los sintomas y

4) reaislar el mismo individuo que fue inoculado (Volcy 2008, Byrd y Segre 2016).

Las técnicas de identificacion, deteccion y diferenciacion mas antiguas dependian del
aislamiento en medios de cultivo semi-selectivos seguidos de analisis serologicos y
bioquimicos, bioensayos y observaciones microscopicas, incluida la tinciéon de Gram,
lo cual requeria de células bacterianas viables (Paulin 2000, Bereswill et al. 1998,
Lanyi 1988). Los medios selectivos para bacterias pectinoliticas por lo general se
basan en cristal violeta para suprimir el crecimiento de bacterias gram-positivas y uso

de polipectato como fuente de carbono.

El medio de cultivo a base de cristal violeta y pectato (CVP) (Cuppels y Kelman 1974)
es el medio semiselectivo mas utilizado en el aislamiento Pectobaterium y Dickeya,
sin embargo, se ha visto que otras bacterias con la capacidad de producir enzimas
pectinoliticas como Pseudomonas y Flavobacterium pueden crecer en el CVP
(Charkowski 2007). Este medio contiene NaNOs, polipectato de sodio y cristal
violeta, también es posible agregar MnSO4H>O para suprimir el crecimiento de
bacterias no deseadas presentes en el suelo o las muestras. En el CVP, la presencia de
bacterias pectinoliticas se puede apreciar como una cavidad en la superficie del medio
debido a la metabolizacion de la pectina por parte de las bacterias (Hélias et al. 2012).
Este mismo autor menciona que también es posible utilizar un medio liquido
enriquecido con pectina para el aislamiento de SRE como paso previo a el medio CVP.
Este medio se compone de MgSO4-7H>0, (NH 4)2SO 4, K;HPO4, NaOs y una fuente

de pectina como polipectato de sodio.

Con la aparicion de nuevas tecnologias se introdujeron técnicas moleculares basadas
en la deteccion de 4cidos nucleicos lo cual presentaban una alta especificidad y
reproducibilidad, ademds de que no requerian de células vivas para llevarse a cabo

(Fessehaie et al. 2002, Hyman et al. 2000, Pritchard et al. 2013, Humphris et al. 2015).
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Dentro de las técnicas moleculares existentes se encuentran la amplificacion de
secuencias de ADN mediante reacciones de PCR ya sea multiplex, con imprimadores

especificos, en tiempo real, entre otras (Czajkowski et al. 2015).

Una de las técnicas mas utilizadas en la identificacion y estudios taxonomicos de
especies bacterianas es el analisis de la secuencia del gen 16S ARN ribosomal
(Brosius et al. 1978, Weisburg et al. 1991, Kwon et al. 1997, Nabhan et al. 2012,
Zhang et al. 2016). Dentro de las razones por las que este gen es ampliamente utilizado
en analisis filogenéticos incluye que estd presente en todas las bacterias, incluso
pueden existir multiples secuencias de este gen en el genoma de una bacteria, es una
region muy conservada, ya que a lo largo del tiempo el gen 16s ribosomal no ha
cambiado, su tamafio es relativamente grande lo que lo hace apto para andlisis

bioinformaticos (Patel 2001, Janda y Abbott 2007).

En cuanto a la distribucion de las SRE, existen informes en diferentes partes del
mundo (Czajkowski et al. 2015). En Sudafrica y Zimbabwe, (Ngadze et al. 2012), en
Nueva Zelanda, (Pitman et al. 2008, 2010, Panda et al. 2012), Polonia (Waleron et al.
2015, Stawiak et al. 2009), al sur de Africa en Zimbabwe (Ngadze etal. 2012),
Sudafrica (Moleleki et al. 2013), Paises Bajos (Nunes Leite et al. 2014), Israel (Ma
et al. 2007), Canada (De Boer et al. 2012), Estados Unidos (Ma et al. 2018, McNally
etal. 2017, Ma et al. 2007) existen gran cantidad de informes de BSR en el cultivo de
papa. En ornamentales, se han realizado reportes de BSR en Taiwan afectando Cala
de flor blanca, (Lee et al. 2002), orquideas en Estados Unidos (Cating y Palmateer
2010, Cating et al. 2009). También en banano en China (Zhang et al. 2014, Lin et al.
2010), col en Malasia (Nazerian et al. 2011), sabila en la India (Mandal y Maiti 2005).

En América Latina, existen informes en Argentina (Alippi y Lopez 2009), Brasil

(Alvarado et al. 2011), México (Valenzuela-Soto et al. 2015, Luna-Rodriguez et al.
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2009) y en Costa Rica (Herrera y Gonzalez 1977, Chinchilla et al. 1979, Rivera-Coto
y Corrales-Moreira 2007, Salazar-Casasa et al. 2007), sin embargo, en nuestro pais
existe poca informacidon actualizada en cuanto a pudricion blanda bacteriana en
hortalizas. Los casos de pudricion blanda en general han sido asociados a bacterias
como Pseudomonas y Erwinia y hongos como Sclerotinia, Phytophthora y los
diagnosticos en el casos de la BSR se han realizado mediante analisis morfoldgicos
(Aguilar-Ulloa et al. 2016, Bolafios-Herrera 2001, Granados Montero et al. 2013). Es
por esta razén que existe la necesidad de realizar una busqueda de bacterias
pectinoliticas causantes de pudricion blanda en hortalizas en Costa Rica,
especificamente en las zonas horticolas de Cartago y Alajuela, basado en analisis
moleculares, enzimdticos y pruebas de patogenicidad que permitan conocer con

exactitud cudles son los agentes causales de la BSR.
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OBJETIVOS:

General
Identificar mediante andlisis moleculares, enzimaticos y técnicas de
patogenicidad la presencia de bacterias fitopatdogenas agentes causales de
pudricion blanda en hortalizas de la zona de Cartago y Alajuela.

Especificos

1. Determinar la patogenicidad de cepas bacterianas aisladas de hortalizas con
sintomas de pudricion blanda realizando la prueba de reaccion hipersensible y
los postulados de Koch.

2. Identificar mediante PCR y secuenciacion de gen 16S ribosomal las bacterias
pectinoliticas que correspondan a los agentes causales de las lesiones, para su
respectiva clasificacion taxonomica.

3. Visualizar en geles de acrilamida las enzimas producidas por bacterias
pectinoliticas que estan involucradas en los procesos de degradacion de la
pectina en las plantas, para aquellas bacterias que correspondan a los agentes

causales de las lesiones.
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METODOLOGIA

El aislamiento y cultivo bacteriano, pruebas moleculares, patogenicidad y proteicas
se desarrollaron en el Laboratorio de Microbiologia Ambiental del Centro de
Investigacion en Biologia Celular y Molecular (CIBCM). Se utiliz6 el invernadero del
laboratorio de Microbiologia Agricola del Centro de Investigaciones Agronomicas

(CIA) para el cultivo de las plantas empleadas en este estudio.

1. Material experimental

1.1. Recoleccion de las muestras
Se visitaron diferentes fincas horticolas de Cartago y Alajuela con el objetivo de
colectar plantas o cultivos con sintomas de pudricion blanda. En la provincia de
Cartago, en la zona de Oreamuno se tomaron muestras de frutos de chile dulce
(Capcicum annum), hojas y bulbos de cebolla (Allium cepa), plantas de zucchini
(Cucurbita pepo) y frutos de tomate (Solanum lycopersicum). En la zona de Juan
Vifias se colectaron plantas de tomate y en Tierra Blanca de papa (Solanum
tuberosum). En la Garita de Alajuela, se tomaron muestras de frutos de chile dulce
(figura 2). Una vez colectadas las muestras, se almacenaron en bolsas plésticas dentro
de hieleras y se trasladaron al laboratorio del Area de Microbiologia Ambiental del
Centro de Investigaciones en Biologia Celular y Molecular para realizar los

aislamientos bacterianos.
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Figura 2. Sintomatologia de las plantas hospederas de los aislamientos bacterianos.

A) tallo de zucchini (C. pepo), B) frutos de tomate (S. lycopersicum), C) tallo de papa
(S. tuberosum) D) hojas de cebolla (A. cepa), E) frutos de chile dulce (C. annuum).

1.2. Aislamiento bacteriano
Las muestras se lavaron superficialmente con agua para remover restos de suelo, se
cortaron trozos de tejido de las zonas de avances de las lesiones y se desinfectaron
superficialmente mediante la inmersion en hipoclorito de sodio al 1% por 2 min,
seguido de tres lavados con agua destilada estéril. Se prepararon tubos de ensayo con
agua esteril, caldo nutritivo y medio liquido de pectina (polipectato de sodio 75%, de
(NH4)2S0410%, Mg2SO4 7H20 5%, y de Ko2HPO4 10%), y para propiciar condiciones
de anaerobiosis y favorecer el crecimiento de Enterobacterias, a los tubos con caldo
nutritivo y medio liquido de pectina se les adicion6 una capa de aceite mineral. Cada
muestra se inoculd en cada uno de los tubos (agua estéril, caldo nutritivo y medio
liquido de pectina). Los tubos con agua, se agitaron durante 5 min a 50 rpm para
extraer las células bacterianas de los tejidos vegetales, posteriormente, utilizando un
asa bacteriologica, se cultivo la suspension bacteriana obtenida en placas con agar
MacConkey (OXOID) y se incubaron 24 horas a 28 °C. Por otro lado, los trozos de
tejido colocados en tubos con caldo nutritivo y medio liquido de pectina, se incubaron
por 24 horas a 28 °C, posterior a este periodo, se cultivaron en placas con agar

Macconkey.
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Los morfotipos observados después del periodo de crecimiento se sembraron en
placas de agar nutritivo (OXOID) hasta obtener cultivos axénicos. Posteriormente
cada cepa obtenida se congeld a -70 °C en crioviales con una mezcla de 750 ul de

caldo nutritivo y 250 ul glicerol al 80%.

2. Seleccion de los aislamientos

Se realizo una seleccion de los aislamientos basado en dos caracteristicas, reaccion de
hipersensibilidad en una planta de chile dulce (C. annuum) la cual diferencia entre
bacterias fitopatdogenas de no fitopatdogenas y la capacidad pectinolitica mediante el

crecimiento en el medio de cristal violeta y pectato (CVP).

2.1. Prueba de reaccion de hipersensibilidad (RH)
La metodologia empleada en esta prueba se bas6 en los protocolos utilizados por
Klement (1963), Bonas et al. (1991) y Umesha et al. (2008). Para pruebas de RH se
utiliza como planta indicadora una planta no hospedera de las bacterias, que por lo
general es tabaco (Nicotiana tabacum), sin embargo, en el momento del ensayo no
fue posible encontrar estas plantas, por lo que se utilizé como planta indicadora chile
dulce (Capsicum annuum) utilizada por Ritchie (2000) en sus ensayos de

patogenicidad.

Se trasplantaron plantulas de chile dulce de almécigo a potes de dos litros de
capacidad, las mismas se mantuvieron en invernadero hasta que alcanzaran un porte
adecuado para la prueba de RH, esto, aproximadamente cuando la planta tenia entre

6 a 8 hojas verdaderas completamente expandidas.

Para el proceso de preparacion de la suspension bacteriana para inocular las plantas,

las cepas se cultivaron en medio de Agar nutritivo (OXOID) y se incubaron a 30° C
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por 24 horas. Una vez transcurrido el tiempo de incubacidon, se prepararon
suspensiones bacterianas en agua estéril a una concentracion de 9X10% UFC (unidades

formadoras de colonias), comparada con un patrén de turbidez Mactarland niimero 3.

La evaluacion de la RH se dio de forma individual para cada cepa. Cada cepa fue
inoculada en un total de 5 hojas de chile, en cada una de estas hojas se realizaron 4
puntos de inoculacion, 3 correspondian a la cepa bacteriana y el restante a agua estéril
como control negativo (figura 3). Se inocul6 aproximadamente 50 uL por punto por

medio de presion en el envés de las hojas, utilizando una jeringa sin aguja.

Las plantas inoculadas se mantuvieron en el invernadero donde la luz y temperatura
eran variables segun las condiciones ambientales exteriores. Se realizaron
evaluaciones durante 7 dias consecutivos, la primera evaluacion se realizé 24 horas
después de la inoculacion y se observd posible desarrollo de clorosis o necrosis
alrededor del punto inoculado, lo cual es un indicativo de un resultado positivo para
la reaccion hipersensible. En el caso de presentarse la RH en la hoja después de la
inoculacion la bacteria, se consideré como fitopatdégena, de lo contrario se descartd
para las pruebas posteriores. Se utilizo una escala segtn el grado en que se presentd

la RH como se muestra en el cuadro 1.
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Figura 3. Distribucion de los puntos inoculados para la reaccion hipersensible.
Region gris corresponde a el punto inoculado con agua estéril. Regiones blancas

corresponden a los puntos inoculados con bacteria.

Cuadro 1. Escala utilizada para la evaluacion de la reaccion hipersensible en las

plantas de chile dulce (Capsicum annuum).

Grado Efecto en la hoja RH
0 No hubo efecto -
1 Clorosis baja +
2 Clorosis alta +
3 Necrosis +
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2.2. Actividad pectinolitica en medio cristal violeta y pectato (CVP)
La preparacion del medio de cristal violeta y pectato se realizd mediante la
metodologia descrita por Schaad et al. (2001), se utilizé como fuente de pectina acido
polianhidrogalacturdnico, polipectato de sodio 75% (Sigma-Aldrich Ref. P3850), la
preparacion del medio se realizé en dos etapas, la primera etapa consistioé en agregar
a 100 mL de agua destilada 1,35 mL de NaOH IM y 3 g de pectina, el agua se
precalentd previo a agregar los reactivos para disolver la pectina. La segunda etapa
consistio en una disolucioén en agua con un volumen final de 50 mL, a la cual se agregd
0,9 mL de CaCl, 2H>0 10%, 0,15 mL de SDS 10%, 0,3 g de NaNO3 y 0,45 g de agar
bacteriologico. Los reactivos se adicionaron segun el orden mencionado
anteriormente con agitacion continua, una vez disueltas ambas soluciones, se
mezclaron, y se esterilizaron en un autoclave a 120 °C, y una presion de 103 kPa por
20 min. Posteriormente el contenido se vertié en placas de Petri plasticas de 5 cm de
diametro agregando de la mezcla hasta completar un grosor de aproximadamente de
0,5 cm. Las placas se dejaron solidificar en una camara de flujo laminar por 24 horas

y se almacenaron a 4 °C.

Para esta prueba solo se utilizaron las bacterias que mostraron resultado positivo en la
reaccion hipersensible. Las bacterias seleccionadas se cultivaron en agar nutritivo
(OXOID) y se incubaron a 30 °C por 24 horas. Se prepararon suspensiones bacterianas
en agua estéril, se inoculd 1 pL de la suspension bacteriana en las placas con CVP y
se incubaron a 30 °C. Se evalud la presencia o ausencia de cavidades en los puntos
donde fueron inoculados los aislamientos, lo cual corresponde a la capacidad de las

bacterias de metabolizar la pectina presente en el medio.

3. Postulados de Koch para aislamientos seleccionados
La verificacion de los postulados de Koch se realiz6 para aquellos aislamientos que

causaron la reaccion hipersensible en las plantas de chile dulce y provocaron cavidad
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en el medio de CVP. Este andlisis consistido en la inoculacion de las bacterias en
hospederos sanos con el objetivo de verificar si existe una relacion entre los diferentes

aislamientos con la pudricion blanda en las plantas.

Para la verificacion de los postulados de Koch se realizaron aislamientos bacterianos
de las nuevas lesiones de los frutos inoculados segtn el protocolo desarrollado por
French y Hebert (1980). En este caso, el aislamiento se realizd tomando un trozo de
la zona de avance de la lesion que se colocd en un tubo de ensayo con agua estéril.
Los tubos de ensayo fueron colocados en agitacion por 5 minutos y posteriormente se
cultivé con ayuda de un asa bacterioldgica en los medios de agar nutritivo y agar
MacConkey. Para la comprobar que el organismo inoculado correspondiera con el
recuperado se realiz6 la comparacion molecular y morfologica de los aislamientos,
para lo cual se realizé una tincion de Gram y visualizacion de los cultivos en placas
de Petri con agar nutritivo. Ademas, las cepas inoculadas y las recuperadas se
compararon mediante la amplificacion de la region intergénica 16S-23S del gen rARN
(ITS) utilizando los primers G1 (5-GAAGTCGTAACAAAGG-3') L1 (5'-
CAAGGCATCCACCGT-3") (Jensen etal. 1993), esta amplificacion permite
diferenciar entre especies de bacterias mediante el patron de bandeo resultante.
Ademéds, se realizd un andlisis UPGMA (Método de agrupamiento de pares no
ponderados con media aritmética) para comparar la similitud entre las cepas

inoculadas y reaisladas.

3.1. Frutos de chile dulce
Para la inoculacidn, las cepas se cultivaron en medio de agar nutritivo (OXOID) y se
incubaron a 30° C por 24 horas. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se
prepararon suspensiones bacterianas a una concentracién de 9X10% UFC, comparada
con el patron de turbidez Macfarland nlimero 3. Se utilizaron frutos sanos, los cuales

fueron desinfectados con una solucidn de hipoclorito de sodio al 2% durante 3 minutos
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dentro de la camara de flujo laminar y posteriormente se removid el exceso con 3
lavados con agua destilada estéril y se dejaron secar. Se realizaron 4 hoyos en el
pericarpio del fruto a una profundidad aproximada de 5 mm y se inocularon 30 uL de
suspension bacteriana en dos o tres de los hoyos creados en el fruto y los hoyos
restantes se inocularon con el mismo volumen de agua estéril. Los frutos inoculados
se colocaron en camaras de alta humedad (cajas plasticas con toallas humedecidas con

agua estéril), se incubaron a 30 °C realizando evaluaciones diarias.

3.2. Plantas de papa
Se sembro semilla de papa (tubérculos con brotacidon) en bandejas de 72 celdas con
suelo estéril. A los 15 dias de emergidas las plantas (brotes con 10 cm de altura
aproximadamente), se trasladaron al invernadero del Centro de Investigaciones
Agrondmicas. Se trasplantaron a potes de 2 litros a media capacidad de suelo y se
realiz6 una inoculacion de 5 mL de una suspension bacteriana a una concentracion de
9X10® UFC, comparada con un patréon de turbidez Macfarland niimero 3. La
inoculacion fue realizada en el adobe formado por la celda de la bandeja. Después de
la inoculacion se rellend con suelo los potes hasta maxima capacidad. Los potes con
las plantas se colocaron dentro de una caja plastica con el fin de aumentar la humedad
relativa. Para esta prueba se utilizo en total 3 plantas sembradas en 3 potes distintos.
Dos de los potes se inocularon con la bacteria y un pote con agua estéril como control
negativo. Después de la inoculacion las plantas se mantuvieron en invernadero bajo
condiciones de temperatura no controladas, ademds las plantas fueron colocadas
dentro de una caja plastica trasparente para aumentar la humedad relativa, esto con el
objetivo de mejorar las condiciones requeridas para la infeccion por parte de las

bacterias.
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3.3. Cebolla
Se utilizaron bulbos maduros, los cuales se indujeron bajo condiciones de alta
humedad y temperatura para el desarrollo de hojas y raices, ocurrido esto, fueron
plantados en potes de 200 mL con suelo. Cuando las nuevas plantas presentaron entre
4 a 5 hojas, se inocularon con una suspension bacteriana a una concentracion de 10X8
UFC Ia cual fue comparada con el patrén Macfarland numero 3. Se utilizaron dos
métodos de inoculacidn, el primer método consistio en agregar en el suelo donde fue
sembrado el bulbo, 5 mL de la suspension bacteriana. El segundo método consistio en
inocular 5 mL de la suspension bacteriana entre la base de las hojas y el bulbo.
Después de la inoculacion, las plantas se llevaron a el invernadero (condiciones de
temperatura no controladas), las mismas de colocaron dentro de bolsas plasticas

transparentes para aumentar la humedad relativa.

4. ldentificacion molecular de los aislamientos
La identificacion molecular se realiz6 solo para aquellas cepas consideradas agentes

causales de las lesiones (postulados de Koch positivos)

4.1. Extraccion de ADN
Las cepas se cultivaron en agar nutritivo (OXOID) a 30°C durante 24 horas. De este
cultivo se tomo una colonia y se realizd extraccion de ADN mediante un Kit comercial

(Instagen de Bio-Rad) siguiendo las instrucciones del fabricante.

4.2. Amplificacién y secuenciacion del gen 16S ribosomal
Se amplifico el gen 16S ribosomal mediante reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), Se realizaron reacciones de 50 ul compuestas por: 5 uL. de Dream taq buffer
10X con MgCl; 25mM, 5 pLL de DNTPs mix 2 mM (Thermo Fisher Scientific), 2.5
pL de MgClz 25 mM (Thermo Fisher Scientific), 0.2 pL. Taq polimerasa 5 U/uL
(Thermo  Fisher Scientific), 2 pL de Primer 1 27F 2mM (§'-
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AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3"), 2 pL de Primer 2907R 2mM (5'-
CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3") (Lane 1991), 2 uL de ADN vy agua estéril. Se
utilizd6 un termociclador Veriti 95 de Applied Biosystems. Las muestras se
amplificaron mediante un ciclo con un paso inicial de desnaturalizacion de 4 minutos
a 94°C, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion 94°C por 30 segundos,
amplificacion a 55 °C por 30 segundos y elongacion a 72°C por 1,5 minutos. Al
finalizar se realizd un periodo de elongacion por 7 minutos mas. Los productos de
PCR se analizaron en un gel de agarosa al 1% visualizado en un trasiluminador
(Uvitec Cambridge). Las muestras se enviaron a la compafiia Macrogen, Inc. en Korea

para su respectiva secuenciacion, en la cual se utilizé la metodologia Sanger.

4.3. Edicion de secuencias y analisis filogenéticos
Las secuencias obtenidas se analizaron y editaron con el software Bioedit version
7.0.5.3 (Hall 1999). Para identificar las cepas, se utiliz6 la herramienta BLAST del
Centro Nacional de Informacion en Biotecnologia (NCBI) con el proposito de
comparar los datos con las secuencias de referencias disponibles en la plataforma del

NCBIL

Se realiz6 un alineamiento de las secuencias obtenidas con secuencias de referencia
de cepas tipo obtenidas del GenBank (NCBI) utilizando el programa Mega 7 v7.0.26
(Kumar et al. 2016). Se utiliz6 Mr Bayes v3.2.5 (Ronquist et al. 2012) para generar el
arbol filogenético basado en probabilidades Bayesianas. El arbol fue obtenido por la
adicion de 1000 réplicas. Para la visualizacion del arbol filogenético se utilizo Fig

Tree v1.4.3. Los intervalos de confianza se calcularon en porcentaje.
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5. Anadlisis enzimas pectinoliticas

5.1. Caldo enzimatico
Se prepar6 medio liquido enriquecido con pectina el cual contenia 1.5 g de polipectato
de sodio 75%, 10 ml de (NH4)2S04 10%, 5 ml de Mg2S0O4 7H20 5%, y 10 ml de
K2HPO4 10%, con volumen final de 1 litro aforado con agua (Hélias et al. 2012). Se
autoclavo a 120 °C bajo una presion de 103 kPa durante 20 min. El medio se transfirio
a tubos conicos estériles de 50 mL hasta su maxima capacidad los cuales se inocularon
con las cepas bacterianas. Se incubaron a 30 °C hasta observar una turbidez
equivalente a 10X9 UFC lo cual fue evaluado mediante la comparacion con el
estandar numero 3 de Mcfarland. Una vez que el crecimiento bacteriano alcanzo esta
turbidez, los tubos se centrifugaron 5000 rpm por 10 minutos para precipitar las

células bacterianas y separar el sobrenadante.

5.2. Purificacion de las enzimas
El sobrenadante obtenido a partir del crecimiento bacteriano en caldo enzimatico, se
satur6 con sulfato de amonio al 90 % agregando 31.77 g del reactivo (concentracion
del reactivo utilizado superior a 99%, solubilidad de 70.6 g/100mL) y agitando hasta
no observar cristales del sulfato de amonio y posteriormente se centrifugé a 7500 rpm
por 15 minutos o hasta observar la formacidon de un precipitado el cual, después de
descartar el sobrenadante, se resuspendi6 en una solucion de sulfato de amonio al 40%

(Kashyap et al. 2000).

5.3. Visualizacion de las enzimas mediante SDS-Page
Las proteinas presentes en el sobrenadante se visualizaron mediante el método SDS-
PAGE (Laemmli 1970) en el cual las proteinas migraran de acuerdo a su peso
molecular. Para ello, se colocaron las muestras en el gel de poliacrilamida compuesto
por acrilamida, TEMED, persulfato y buffer de corrida; se colocd en la camara de

electroforesis durante 1 hora a 100 voltios. Posteriormente, el gel se tid con azul de
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Comassie durante 3 horas en agitacion constante. Se compar?6 el perfil de proteinas

segun su peso molecular (kDa) entre las diferentes bacterias.

5.4. Andlisis complementario de enzimas pectinoliticas basado en el estudio
del genoma de la cepa Ech2A.

La secuenciacion del genoma para la cepa Ech2A fue realizada como una herramienta

complementaria al andlisis de enzima pectinoliticas. Con esta técnica, se pretendio

verificar si existen genes dentro del genoma relacionados con la metabolizacion de la

pectina. Los resultados de secuenciacion fueron generados mediante la técnica de

secuenciacion por sintesis en el equipo MiSeq Illumina del CIBCM.

Todos los analisis bioinformaticos se realizaron utilizando el cluster Kabre (CENAT,
CONARE). Para el andlisis de calidad de las secuencias se utilizé el mdédulo FastQC
(v 0.11.7). Este andlisis permitié obtener datos relacionados con la calidad de la
secuencia, cantidad de secuencias (reads) y visualizar los “quality scores” de estos. Se
utilizd el programa Trimmomatic v0.32 (USADELLAB.org) con los parametros
SLIDINGWINDOW:4:20 para eliminar las secuencias con baja calidad (phred score
20).

Para el ensamblaje del genoma se utilizaron los ensambladores Velvet (Zerbino 2010)
y Spades (Bankevich et al. 2012). La evaluacion de las estadisticas que se generaron
en cada ensamblaje se llevd a cabo con el programa QUAST (Gurevich et al. 2013) y
se escogio el ensamblaje que se considerd tenia la mejor solucion al problema basado
en el N50 (el “contig” mas pequeio por encima del cual se representa el 50% del

total), el promedio de la longitud de los contigs y scaffolds ensamblados.

La prediccion de genes se realizo utilizando el programa PRODIGAL (Hyatt et al.
2010) y la herramienta HMMER (Finn etal. 2015) se utilizd para mapear los
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resultados de las anotaciones proteicas obtenidas entre las bases de datos GO (Gene
Ontology) y Pfam 31.0 (https://pfam.xfam.org). Para la identificacion de proteinas
relacionadas con la degradacion de pectina ya reportadas en la literatura se utilizo el
programa DIAMOND (Buchfink et al. 2015) y se compard con las bases de datos
COG y KEGG (Tatusov et al. 2000, Kanehisa y Goto 2000).

Se utilizo el programa Geneious prime (Kearse et al. 2012) para la visualizacion
circular del genoma. Posteriormente, utilizando la herramienta en linea ANI calculator
(Yoon et al. 2017), se compar6 el porcentaje de identidad de los nucledtidos del

genoma de la cepa Ech2A con genomas de referencia.
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RESULTADOS

1. Aislamiento bacteriano
De los aislamientos bacterianos realizados con las plantas con sintomas de pudricion
blanda (figura 2), se obtuvieron nueve cepas de frutos de chile dulce, uno de cebolla,

seis de zucchini, seis de tomate (frutos y planta) y nueve provenientes de plantas de

papa (cuadro 2).
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Cuadro 2. Aislamientos bacterianos utilizados, aislados de hortalizas con distintos

sintomas, provenientes de las zonas horticolas de Cartago y Alajuela.

Cepas Hospedero Organo Procedencia
Ech2A Chile dulce Fruto Cartago
6-M2 Cebolla Seudotallo Cartago

7t CP 1 Zucchini Tallo Cartago

Zt CP 2 Zucchini Tallo Cartago

Tf CP_1 Tomate Fruto Cartago

Tf CP_2 Tomate Fruto Cartago

Tt CP-1 Tomate Tallo Juan Vifias

Tt CP-2 Tomate Tallo Juan Vifias
Tt CP-3 Tomate Tallo Juan Vifias
Tt CP-4 Tomate Tallo Juan Vifias
CF1 Chile Fruto Cartago

CF2 Chile Fruto Cartago

CF3 Chile Fruto Cartago

CF4 Chile Fruto Cartago

CF5 Chile Fruto Cartago

Zt1 Zucchini Tallo Cartago

712 Zucchini Tallo Cartago

713 Zucchini Tallo Cartago

Zt4 Zucchini Tallo Cartago
Pt1-A Papa Tallo Tierra Blanca
Pt1-B Papa Tallo Tierra Blanca
Pt4-1 Papa Tallo Tierra Blanca
Pt4-2 Papa Tallo Tierra Blanca
Pt4-3 Papa Tallo Tierra Blanca
Pt4-4 Papa Tallo Tierra Blanca
Pt4-5 Papa Tallo Tierra Blanca
Pt4-6 Papa Tallo Tierra Blanca
Pt4-7 Papa Tallo Tierra Blanca
CfspA Chile Fruto Alajuela
Cfsaa Chile Fruto Alajuela
Csfab Chile Fruto Alajuela
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2. Reaccion hipersensible (RH):

La figura 4, es una representacion de los 4 grados en que se present6 la RH en las
hojas de chile dulce (Capsicum annuum). Se seleccionaron 4 imagenes para
representar los grados en que se manifesto la reaccion hipersensible en los puntos de
la hoja inoculados con las cepas. Cada una de las imagenes muestra el efecto de una

cepa distinta.

Figura 4. Reaccion hipersensible en hojas de chile dulce (Capsicum annuum)
inoculadas con diferentes cepas bacterianas. La imagen muestra los diferentes grados

en los que se presento la reaccion hipersensible en los puntos inoculados de las hojas,
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para las diferentes cepas. A) Grado 0 no hubo efecto, B) Grado 1, clorosis baja, C)
Grado 2, clorosis alta y D) Grado 3, necrosis. Fechas celestes corresponden a punto
inoculado con agua estéril, flechas negras son puntos inoculados con la cepa

bacteriana.

El cuadro 3 muestra los resultados de la prueba de reaccion hipersensible para cada
cepa estudiada. Las cepas aisladadas de zucchini (Zt CP 1y Zt3), tomate (Tf CP_2,
Tt CP 1, Tt CP 3, Tt CP_4)y papa (Pt4-3, Pt4-4 y Pt4-5) no provocaron RH en las
hojas de chile dulce.

De los aislamientos de zucchini que causaron RH positiva, Zt CP_1 y Zt2 provocd
clorosis alta en el punto donde fue inoculado, mientras que Ztl y Zt4 provocaron
clorosis baja. En el caso de los aislamientos de papa con RH positiva, Pt1-A, Pt1-B,
Pt4-2, Pt4-6 y Pt4-7 provocaron clorosis alta, mientras que Pt4-1 provoco clorosis
baja. Las cepas Tt CP_2 y Tf CP_1 provenientes de tomate provocaron clorosis alta

y baja respectivamente
En el caso de los aislamientos de frutos de chile dulce, se observo que las cepas CF1,

2, 3, 4 y 5 provocaron una clorosis baja, las cepas Cfsaa y Ech2A clorosis alta y las

cepas CfspA, Cfsab provocaron necrosis del punto inoculado.
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Cuadro 1. Resultados para la prueba de reaccion hipersensible en plantas de chile

dulce.
Cepas Hospedero Organo Grado RH RH
6-M2 Cebolla Seudotallo 2 +
Zt CP 1 Zucchini Tallo 2 +
Zt CP 2 Zucchini Tallo 0 -
Tf CP_1 Tomate Fruto 1 +
Tf CP 2 Tomate Fruto 0 -
Tt CP-1 Tomate Tallo 0 -
Tt CP-2 Tomate Tallo 2 +
Tt CP-3 Tomate Tallo 0 -
Tt CP-4 Tomate Tallo 0 -
CF1 Chile Fruto 1 +
CF2 Chile Fruto 1 +
CF3 Chile Fruto 1 +
CF4 Chile Fruto 1 +
CF5 Chile Fruto 1 +
Ztl Zucchini Tallo 1 +
712 Zucchini Tallo 2 +
VAR Zucchini Tallo 0 -
Zt4 Zucchini Tallo 1 +
Pt1-A Papa Tallo 2 +
Pt1-B Papa Tallo 2 +
Pt4-1 Papa Tallo 1 +
Pt4-2 Papa Tallo 2 +
Pt4-3 Papa Tallo 0 -
Pt4-4 Papa Tallo 0 -
Pt4-5 Papa Tallo 0 -
Pt4-6 Papa Tallo 2 +
Pt4-7 Papa Tallo 2 +
CfspA Chile Fruto 3 +
Cfsaa Chile Fruto 2 +
Csfab Chile Fruto 3 +
Ech2A Chile Fruto 2 +

* + reaccion positiva en la planta
- no hubo reaccion en la planta

**(0: no hubo efecto
1: clorosis baja

2: clorosis alta

3: Necrosis
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3. Capacidad pectinolitica en medio cristal violeta y pectato (CVP).
Esta prueba solo fue realizada con los aislamientos que mostraron RH positiva
(Cuadro 3). Solo se tomo6 como pectinoliticas aquellas cepas que lograron causar la

cavidad en el medio.

El cuadro 4 muestra los resultados para la prueba en CVP. Se puede observar que solo
los aislamientos 6-M2, Ech2A, CfspA, Cfsab y Ptl-A provocaron la cavidad en el
medio. En el caso de las cepas Ech2A, Pt1-A y 6-M2 la profundidad de la cavidad fue
menor que la causada por las cepas CfspA y Cfsab (figura 5).

También se observd que otras cepas lograron crecer en el medio de CVP pero sin

causar la cavidad en el medio. Especificamente las cepas Tt CP_2, Cfl, Cf2, Cf3,
Cf4, Cf5, Pt1-B, Pt4-1, Pt4-2 y Cfsaa
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Cuadro 2. Resultados de la prueba para determinar la capacidad pectinolitica de las
cepas en medio cristal violeta y pectato (CVP).

Crecimiento Cavidad en

Cepas Hospedero Organo en CV/P CVP
6-M2 Cebolla Seudotallo + +
7t CP 1 Zucchini Tallo - -
Tf CP 1 Tomate Fruto - -
Tt CP-2 Tomate Tallo + -
CF1 Chile Fruto + -
CF2 Chile Fruto + -
CF3 Chile Fruto + -
CF4 Chile Fruto + -
CF5 Chile Fruto + -
Zt1 Zucchini Tallo - -
712 Zucchini Tallo - -
Zt4 Zucchini Tallo - -
Pt1-A Papa Tallo + +
Pt1-B Papa Tallo + -
Pt4-1 Papa Tallo + -
Pt4-2 Papa Tallo + -
Pt4-6 Papa Tallo - -
Pt4-7 Papa Tallo - -
CfspA Chile Fruto + +
Cfsaa Chile Fruto + -
Csfab Chile Fruto + +
ECH2A Chile Fruto + +
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Figura 5. Crecimiento de los aislamientos en medio de Cristal violeta y pectato
(CVP). Cavidad en el medio representa la metabolizacion de la pectina por parte de la

bacteria. A) Ech2A, B) 6M2, C) CfspA, D) Cfsab y E) Pt1-A.
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4. Postulados de Koch
Los postulados de Koch solo fueron desarrollados con los aislamientos que

provocaron cavidad en CVP (Cuadro 5).

Chile dulce

En el caso de la cepa Ech2A, los postulados de Koch fueron positivos. La figura 6
muestra un fruto de chile dulce inoculado con la cepa. Se puede observar que 6 dias
después de la inoculacion, se forma un halo de tejido degradado alrededor del punto
inoculado con la bacteria, con presencia de exudados. No asi para el punto inoculado
con agua. A los 10 dias después de la inoculaciéon se observa una completa
degradacion en los puntos inoculados con la bacteria, ademés de laceraciones en la

superficie del fruto.

Figura 6. Inoculacion de frutos de chile (Capsicum annuum) con la cepa Ech2A. Cepa
aislada de frutos de chile dulce de la zona de Cartago. Incubacion a 30°C. 6 (A) y 10
(B) dias después de la inoculacion. Orificio izquierdo inoculado con agua estéril y

derecho con la cepa evaluada.

Para la cepa CfspA los postulados de Koch también fueron positivos. En la figura 7
se puede observar que los puntos donde se inoculd la bacteria se encuentran

completamente degradados y el punto inoculado con agua no. En este caso, los
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sintomas se observaron a las 24 horas después de la inoculaciéon con una pequeiia area

decolorada y suave alrededor del punto inoculado y la degradacion completa fue

observada a los 4 dias después de la inoculacion.

Figura 7. Inoculacion de ftos de chile (Capsicum annuum) con la cepa CfspA. Cepa
aislada de frutos de chile dulce de la zona de Alajuela. Incubacion a 30°C. Imagen
tomada a los 4 dias después de la inoculacion. Tres puntos inoculados con la cepa y

uno con agua estéril.

De forma similar a CfspA, Cfsab caus6 una lesion en el fruto de chile. Los sintomas
iniciales se registraron a las 24 horas después de la inoculacion y a los 4 dias se
observé degradacion completa en los puntos inoculados con la bacteria y el punto

inoculado con agua se observa completamente sano (figura 8).
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Figura 8. Inoculacion de frutos de chile (Capsicum annuum) con la cepa Cfsab. Cepa
aislada de frutos de chile dulce de la zona de Alajuela. Incubacion a 30°C. Imagen
tomada a los 4 dias después de la inoculacion. Tres puntos inoculados con la cepa y

uno con agua estéril.

Papa

Para la cepa PtA aislada de plantas de papa proveniente de Tierra Blanca en Cartago,
no se logroé reproducir el sintoma en las plantas inoculadas. Las plantas fueron
evaluadas por veintidos dias consecutivos después de la inoculacion sin embargo, no

se observo el inicid de alguna sintomatologia de pudricion blanda (figura 9).

52



P

Figura 9. Inoculacion de plantas de papa (Solanum tuberosum) con la cepa PtA. Cepa
aislada de plantas de papa de la zona de Tierra Blanca en Cartago. Condiciones

variables de invernadero. Imagen tomada a los 22 dias después de la inoculacion.

Cebolla
Para el caso de las plantas de cebolla que fueron inoculadas con la cepa 6-M2, después
de quince dias de evaluacion, no se logré observar sintomas de podredumbre en los

bulbos ni hojas de cebolla (figura 10).
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= Control negativo

Figu ra 10. Inoculacion de plantas de cebolla (Allium cepa) con la cepa 6m2. Cepa
aislada de plantas de cebolla de la zona de Cartago. Control negativo izquierda (agua
estéril) y cepa 6-M2 derecha. Condiciones variables de invernadero. Imagen tomada

a los 15 dias después de la inoculacion.
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Para comprobar que el agente causal inoculado es el mismo que causa la infeccién
(como parte de los Postulados de Koch) se realiz6 el analisis de tipificacion usando la
amplificacion de la region intergénica 16S-23S de rARN. En la figura 11 se observa
el resultado para las cepas CfspA, Cfsab y Ech2A que dieron positivas para los
postulados de Koch en los frutos de chile dulce. Esta técnica permite diferenciar entre
diferentes especies mediante la comparacion en el patron de bandeo resultante de la
amplificacion. Se puede observar que para las tres cepas que lograron causar pudricion
blanda en los frutos de chile (CfspA, Cfsab y Ech2A), la cepa inoculada presenta el
mismo patrén de bandeo que la cepa que fue reaislada de la nueva lesion, por lo que

la cepa inoculada y la recuperada corresponden a la misma.

Ese- 1.0 1.R 2:0 “RaRg 3.0 3R 4 4
100pb

Figura 11. Comparacion mediante ITS de cepas que fueron inoculadas y
posteriormente reaisladas en la prueba de los postulados de Koch. Amplificacion de
la region intergénica 16S-23S de rARN. Primer G1 y L1. Esc) marcador de peso
molecular de 100pb. 1) CfspA, 2) Cfsab, 3) Ech2A, 4) control positivo (P.
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carotovorum ATCC 495), 5) control negativo. O: cepa original o inoculada, R: cepa

recuperada o reaislada.
La figura 12 muestra el dendrograma obtenido del andlisis UPGMA, se puede

observar que las tres cepas evaluadas (CfspA, Cfsab y Ech2A) presentan un 100% de

similitud entre la cepa que fue inoculada y la que fue reaislada.

Dendrogram with homology coefficient %:1.0 { UPGMA )

10080% &0% 70% 60% 50% 40% 30% 20% 10°0%
T T T T T T T T T T

Figura 12. Analisis de UPGMA mediante la comparacion de la region ITS de cepas
reaisladas para la comprobacion de los postulados de Koch con las cepas 1.0) CfspA
inoculada, 1.R) CfspA reaislada, 2.0) Cfsab inoculada, 2.R) Cfsab reaislada, 3.0)
Ech2A, 3.1) Ech2A reaislada 4) control positivo (P. carotovorum ATCC 495).

5. ldentificacion molecular
Al utilizar la herramienta Blast (Johnson et al. 2008) para comparar taxondémicamente

las secuencias obtenidas con secuencias de referencia, se encontré que en el caso de
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la cepa Ech2A presentaba similitud con secuencias de bacterias del género Raoultella
con 98.2% de similitud y 99% de cobertura. Para las cepas CfspA y Cfsab el Blast
mostré que habia similitud con secuencias de bacterias del género Pectobacterium
(99.3% y 97,6% de similitud respectivamente y 99% de cobertura en ambos casos. A
pesar que ambas cepas fueron aisladas de la misma muestra, los morfotipos de estas
dos cepas son distintos. En el caso de CfspA en agar nutritivo forma colonia blancas
pequenas y traslucidas, mientras que Cfsab forma colonia mas grandes, blancas y

opacas, por lo que fueron tomadas inicialmente como dos cepas distintas (Anexol).

Para el andlisis bayesiano del marcador 16S ARNr, se utilizaron secuencias de
referencia de cepas tipo de los géneros Dickeya, Pectobaterium, Klebsiella y
Raoultella. Del género Dickeya se utilizaron como referencia, secuencias de las
especies D. dadantii, D. solani, D, dianthicola, D, paradisiaca, y D, chrysanthemi.
Para el género Pectobacterium, se utilizaron secuencias de las especies P.
carotovorum subsp. brasiliense, P. carotovorum subsp. carotovorum, P. carotovorum
subsp. odoriferum, P. wasabie y P. betavaculorum. Para Klebsiella se utilizaron las
especies K. oxytoca, K. aerogenes, K. pneumoniae subsp. pneumoniae y K. neumoniae
subsp. rhinoscleromatis. Por tltimo, para el género Raoultella se utilizaron las
especies R, terrigena, R. planticola y R. ornithinolytica. Ademas, como la especie mas

lejana o grupo exterior se utilizo Bacillus subtilis subsp. subtilis.

En la figura 13 se muestra el arbol filogenético con los aislamientos que mostraron
resultado positivo en los postulados de Koch. Se observa la separacion de tres grupos
o clados, Pectobacterium, Dickeya y Raoultella-Klebsiella. En el caso de las cepas
Cfsab y CfspA se encuentran incluidas dentro del clado Pectobacterium y que dentro
de este grupo se relacionan con la cepa tipo de P. carotovorum subsp. brasiliense cepa
1073 (JF926717), con un valor de remuestreo de 100%. Por otro lado, la cepa Ech2A,
se encuentra dentro del clado Raoultella-Klebsiella, mostrando relacion con la cepa

R. terrigena cepa ATCC 33257 (AF129442), con un valor bootstrap de 87%.
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— Klebsiella oxytoca strain ATCC 13182 NR 041749
Cfsab

CfspA
Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense strain 1073 JF926717
Pectobacterium carotovorum strain ATCC 15713 NR 118855

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum strain LY34 HM58168
Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense strain 212 NR 115173

Pectobacterium carotovorum subsp. odoriferum strain CFBP1878 NR 118225

Pectobacterium carotovorum subsp. odoriferum strain LMG17566 NR 025316
Dickeya dadantii strain CFBP 1269 NR 041921

100

90

Dickeya solani strain NCPPB 4575 KF639914

Dickeya dianthicola strain CFBP 1200 NR 041922

Dickeya paradisiaca LMG 2542 NR 026538 1
Pectobacterium betavasculorum strain ATCC 43762 NR 026046
Dickeya chrysanthemi T strai US0200T

Pectobacterium wasabiae CFB 3304 U80199

Ech2A

Raoultella terrigena strain ATCC 33257T AF129442
Raoultella planticola strain ATCC 33531T AF129443

Raoultella ornithinolytica strain CIP 103364 NR 044799
Klensiella aerogenes strain ATCC 13048 KC429778

52

Klebsiella pne iae subsp. pne iae JCM 1662 AB594768

60

Klebsiella pneumoniae subsp. rhinoscleromatis AF130983

0.06

Bacillus subtilis subsp. subtilis ICM 1465 NR 102783

Pectobacterium

Dickeya

Raoultella/Klebsiella

Figura 13. Arbol filogenético bayesiano basado en secuencias del 16S ribosomal para

las cepas pectinoliticas. Se utilizd6 como outgrup la cepa tipo Bacillus subtilis subsp.

subtilis IMC 1465. Modelo de sustitucion TN93+G+I

6. Analisis enziméatico

Durante el proceso de extraccion de las enzimas, se observo que para el caso de la

cepa Ech2A, se formaba un pellet de gran tamafio con apariencia mucilaginosa, al

correr esa sustancia en el gel de poliacrilamida no se observo bandas (figura 14). En

el caso de las cepas CfspA y Cfsab, se observo la formacion de un pellet cremoso, de

un tamafio menor para el caso de Cfsab.
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En cuanto a la visualizacién en el gel, se puede observar que hay una mayor cantidad
de bandas para la cepa CfspA que para la cepa Cfsab (figura 14). Para la cepa CfspA
se puede observar bandas alrededor de los 250, 75, 50-30 y 25-20 kDa. Y para Cfsab,
se pueden distinguir bandas alrededor de los 250, 50-30, y 20 kDa.

Esc (kDa) Ech2A CfspA Cfsab

Figura 14. Analisis enzimatico. Visualizacion de enzimas en un gel de
poliacrilamida. Enzimas liberadas por bacterias fitopatdogenas en un medio liquido
enriquecido con polipectado de sodio. Esc: Escalera (marcador estandar de 10

proteinas, 10-250 kDa).
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Andlisis complementario de enzimas pectinoliticas basado en el estudio del
Genoma de la cepa Ech2A.

Debido a que no se obtuvieron bandas en el gel de SDS-PAGE para la cepa Ech2A,
se decidi6 realizar un andlisis complementario utilizando el genoma completo de la
cepa Ech2A, cuya secuenciacion fue realizada previamente en el equipo MiSeq del
CIBCM. Este estudio permiti6é ensamblar, anotar, analizar y obtener las secuencias de
dos enzimas relacionadas con la degradacion de la pectina de dicho genoma. El cuadro
5 muestra la cantidad de secuencias o reads resultantes de la secuenciacion mediante
la plataforma Illumina Miseq. El analisis de calidad de las secuencias forward y
reverse se muestran en el cuadro 6. Posteriormente, se utilizaron las secuencias para
realizar el ensamblaje de novo mediante los ensambladores Velvet (Zerbino, 2010) y

Spades (Bankevich et al., 2012).

Cuadro 3. Cantidad de secuencias antes y después del analisis de calidad de las

secuencias forward y reverse de la secuenciacion del genoma de la cepa Ech2A.

Secuencias después de

Cepa Secuencias totales eliminar por calidad
(Phred score 20)

Ech2A forward 371602 323993

Ech2A reverse 371602 283730

El analisis de la calidad de los ensamblajes para los cuales se obtuvo un mayor nimero
de contigs y un N50 (medida que corresponde al tamafio promedio del 50% de las
secuencias) mayor se muestra en el cuadro 6, estos se obtuvieron con la herramienta

Quast. Las estadisticas para los demas k-mer y ensambladores se muestran en el anexo
3.

Posteriormente se realiz6 la anotacion de los tres ensamblajes seleccionados
utilizando la herramienta Prodigal y Diamond. Las secuencias de proteinas obtenidas

fueron comparadas con las bases de datos COG (explicar). Posteriormente, se realizod
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el analisis de categorias funcionales para cada ensamblaje utilizando la base de datos

KEGG (Figura 15). Se encontré que al utilizar el ensamblador velvet k-mer 55 se

obtiene un mayor nimero de secuencias para cada categoria funcional.

Cuadro 4. Estadisticas del analisis de calidad obtenidas con la herramienta Quast para

el ensamblaje del genoma de la cepa Ech2A utilizando los ensambladores Velvet,

contigs de k-mer de 55 y spades scaffolds k-mer 55 y 33.

Estadisticas genémicas Velvet_k55 Spadesk-  Spades k-
mer 33 mer 55

# contigs 3230 239 319

# contigs (> =0 pb) 4812 1178 661

# contigs (> = 1000 bp) 1752 191 237

# contigs (> = 5000 pb) 54 153 172

# contigs (> = 10000 bp) 3 117 123

# contigs (> = 25000 pb) 0 71 72

# contigs (> = 50000 bp) 0 33 32

Mayor contig 12660 157000 242806

Largo total 4685279 5600819 5663738

Longitud total (> = 0 pb) 5255238 5647904 5694648

Longitud total (> = 1000 pb) 3630567 5575996 5624209

Longitud total (> = 5000 pb) 359289 5475071 5464111

Longitud total (> = 10000 pb) 33929 5195204 5090493

Longitud total (> = 25000 pb) 0 4411391 4252018

Longitud total (> = 50000 pb) 0 2983164 2845068

N50 1791 56317 50043

N75 1065 30557 25201

L50 785 30 32

L75 1640 64 72

GC (%) 58.06 58.02 58.15
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Figura 15. Numero de secuencias obtenidas segin las categorias funcionales
obtenidas para los ensamblajes del genoma de la cepa Ech2A, a partir de los

ensambladores escogidos, Spades scaffolds 33 y 55 y velvet 55.
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El andlisis de anotacion utilizando las bases de datos COG y KEGG mostraron que
existen al menos dos secuencias relacionadas con la degradacion de pectina. La
enzima poligalacturonasa (COG5434 — EC 3.2.1.15) y la enzima pectina metil-
esterasa (COG4677|/COG5263 — EC 3.1.1.11). La comparacion de estas secuencias
con las reportadas en las bases de datos se encuentra en la figura 16. Estas enzimas se
encuentran dentro de la via metabdlica del acido poligalacturénico, participan

principalmente en la formacion de D-galacturonato.
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Figura 16. Via metabolica de degradacion del acido poligalacturdonico. En color rosa

se pueden observar las enzimas encontradas en la cepa Ech2A. Tomada de KEGG.
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Se utilizo6 la herramienta Geneious Prime para la visualizacion del genoma de forma

circular (figura 17). El tamafio del genoma es de 5,69 Mbp.
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Figura 17. Visualizacion circular del genoma para la cepa Ech2A mediante Geneious

Prime.

El andlisis con la herramienta Ani calculator, la cual permite comparar el porcentaje
de identidad de los nucledtidos en los genomas, mostré un 99% de similitud entre el

genoma de la cepa Ech2A y el genoma de la cepa NCTC13098 Raoultella terrigena.
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DISCUSION

1. Reaccidn hipersensible

La induccion de la RH por los aislamientos sugiere que existe una relacion de
incompatibilidad planta-patégeno, donde la RH desencadena la muerte celular
programada como una primera linea de defensa ante la deteccion de organismos

patdgenos (Kushalappa et al. 2016, Klement y Goodman 1967).

Se observo que la RH en las plantas de chile dulce se present6 en diferentes grados o
agresividad dependiendo de la cepa inoculada, por lo que se pudo observar reacciones
desde una clorosis baja o débil hasta una necrosis del tejido. De forma similar, Pitman
et al. (2010) encontraron que algunas cepas de Pectobacterium causaban un RH leve
cuando eran inoculadas en hojas de tabaco y atribuia esto a la presencia de un efector
unico y divergente. Por otro lado, Barny (1995) y Huang et al. (2004) informan que
la cantidad de proteinas efectoras producidas por las bacterias juegan un papel en la
variabilidad fenotipica de la RH, por lo que se podria pensar que las bacterias que
causaron una RH leve en las plantas de chile producen una menor cantidad de
proteinas efectoras que las que causan una RH alta, y que esta menor cantidad de
proteinas efectoras producidas por las bacterias le permite a la planta contener el
avance del patogeno de forma més simple, sin la necesidad de liberar gran cantidad
de proteinas de resistencia y sin tener que desencadenar una muerte celular tan drastica

en el punto de reconocimiento.

La necrosis provocada por las cepas CfspA y Cfsab en el punto de inoculacion, puede
ser explicada porque estas bacterias fueron aisladas a partir de lesiones en frutos de
chile dulce por lo que estos aislamientos corresponden a patdégenos de este cultivo y
al ser inoculados en las hojas de chile, pueden liberar sustancias que interactiian con
las defensas de la planta inhibiéndolas, lo que permite su avance por los tejidos (Etalo

etal. 2013). Estas sustancias liberadas por los patdogenos son conocidas como
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efectores y dentro de sus acciones para modular las respuestas de las plantas estan la
degradacion y supresion de fitohormonas como el acido jasmonico y acido salicilico,
supresion de la actividad del proteasona, modulacion de canales de calcio, inactividad
de quinasas, entre otras (Feng y Zhou 2012, Asai y Shirasu 2015). Ademas, se ha visto
que patdgenos liberan efectores que inducen la muerte celular en las plantas, y en el
caso de organismos necrotroficos, como las SRB, esta muerte del tejido puede
contribuir al avance del patdgeno (Govrin y Levine 2000, Staats et al. 2005, Kim et al.

2011, Williams et al. 2011, Charkowski et al. 2012, Gupta et al. 2015).

2. Capacidad pectinolitica en medio de cristal violeta y pectato (CVP).

La capacidad de degradar la pectina de los diferentes aislamientos fue comprobada
mediante la utilizacion de placas Petri con medio de cristal violeta y pectato. De los
aislamientos sometidos a esta prueba, solo se observé degradacion de pectina en los
aislamientos Ech2A, 6M2, CfspA, Cfsab y Ptl-A, los cuales lograron causar cavidad
en el medio CVP, observandose cavidades mas profundas en las cepas CfspA y Cfsab.
Ademas, se observo el crecimiento superficial de otras cepas, pero sin la formacion

de cavidades.

El medio de cristal violeta y pectato (CVP) fue desarrollado como un medio semi-
selectivo para el aislamiento especifico de Erwinias de la pudricion blanda, hoy
pertenecientes a los géneros Pectobacterium y Dickeya, las cuales son capaces de
producir una gran cantidad de enzimas pectinoliticas que les permite descomponer y
metabolizar por completo la pectina presente en el medio CVP, lo cual se aprecia
como una cavidad en la superficie del medio (Cuppels y Kelman 1974). Sin embargo,
segun Charkowski (2007), es posible que especies de Pseudomonas y Flavobacterium
puedan crecer también y formar cavidades, ya que producen enzimas pectinoliticas.
Por otro lado, es posible que ciertas bacterias saprofitas puedan crecer como
contaminantes en el medio CVP, sin embargo, no producen la cavidad (Hélias et al.

2012).
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Esta cavidad en la superficie del medio depende de la cantidad y variedad de enzimas
que las bacterias pueden producir. Asi, especies de Pectobacterium y Dickeya
provocan cavidades muy profundas y bacterias menos equipadas de enzimas provocan
cavidades mas pequefias y menos profundas (Perombelon y Burnett 1991, Hyman

et al. 2001, Bdliya y Langerfeld 2005).

3. Postulados de Koch

Para las cepas 6M2 y Pt1-A no se logré reproducir los sintomas originales en las
plantas inoculadas. En el caso de las plantas de papa y cebollas inoculadas con las
bacterias, las condiciones de temperatura y humedad no pudieron ser controladas, a
pesar de que las plantas se colocaron dentro de cajas plasticas en el caso de papa y en
bolsas plasticas para la cebolla, puede que las condiciones propiciadas no fueran las
idoneas para que se provocara la enfermedad. Segin Charkowski (2007) la alta
humedad relativa y temperatura son factores claves para que tanto la infecciéon como
el desarrollo de la enfermedad se lleven a cabo en los cultivos. En el caso de las papa,
Perombelon y Kelman (1980) mencionan que el factor méas importante es el nivel del
agua en el suelo, favoreciéndose el desarrollo de la enfermedad en los tubérculos con
periodos prolongados de excesiva humedad en el suelo, propiciando condiciones
anaerobicas para las bacterias las cuales aumentan su multiplicacion e invasion. Estos
mismos autores menciona que la enfermedad no se desarrolla en plantas cultivadas en
ausencia de tubérculos (vitroplantulas) o en plantas cultivadas a partir de tubérculos
libres de indculo, incluso en suelos altamente infestados. Pérombelon (2002) sefiala
que, a diferencia de la pudricion en el tubérculo, la enfermedad en la parte aérea se
desarrolla bajo condiciones aérobicas y que el inicio de la enfermedad se da cuando
gran cantidad de patdgenos secundarios invaden el tejido después de haberse dado la

pudricion del tubérculo. Lo anterior podria indicar que las cepas aisladas de papa
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podrian tratarse de organismos secundarios ya que dichos aislamientos provenian de

lesiones en la parte aérea de la plata y no de tubérculos afectados.

A pesar de se comprob6d que tanto Ptl-A como 6m2 poseian la capacidad de
metabolizar la pectina (CVP), no es un hecho que estos aislamientos puedan causar
una pudricidon blanda en las plantas al ser inoculadas. Varios organismos poseen
enzimas que les permiten degradar la pectina (Charkowski 2007), sin embargo en la
interaccion planta patdogeno existen muchos factores que van a permitir o restringir
una enfermedad. Factores como la capacidad de producir proteinas que les permitan
interactuar e inhibir las defensas de las plantas, estructuras que les permitan su
adherencia a las células huéspedes, la capacidad para inhibir el crecimiento de otros
organismos que compiten por los mismos recursos, entre otros, repercuten en el éxito
de las bacterias invadiendo las plantas (Toth y Birch 2005, Toth et al. 2003, Davidsson
et al. 2013). Ademas, un factor clave en el desarrollo de enfermedades en las plantas
es el estado fisiologico de estas, donde condiciones de estrés puede provocar la
susceptibilidad de las plantas, propiciando que estas sean atacadas por organismos
facilmente (Arauz 2011). Por otro lado, Pérombelon (2002) menciona que las SER
pueden permanecer dentro de los tejidos de las plantas por varios meses sin causar
sintomas, hasta alcanzar altas concentraciones bacterianas, por lo que tal vez el tiempo
por el que se mantuvo el ensayo no fue el requerido para alcanzar una concentracion
de bacterias alta dentro de las plantas. Es necesario continuar estudiando estos
aislamientos que provocaron reaccion hipersensible en plantas para comprobar su

papel como patdgenos.

En el caso de las cepas Ech2A, CfspA y Cfsab, provenientes de frutos de chile dulce,
st fue posible reproducir los sintomas en los frutos inoculados. Para los tres casos, se
observo que en los puntos inoculados con las bacterias el tejido se tornd blando de
forma semejante a los sintomas presentados por los frutos de chile de donde fueron

aisladas las bacterias (figura 2), mas tarde se dio la aparicion de exudados
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blanquecinos y laceraciones en la superficie de los frutos producto de descomposicion
del tejido, lo anterior concuerda con los hallazgos realizadas por Gillis et al. (2014) y
Estrada et al. (2000) que, al inocular frutos de chile dulce con bacterias de pudricion

blanda, observaron lesiones iguales a las descritas anteriormente.

Se observd que para la cepa Ech2A, la aparicion de los sintomas fue mas lenta que
para las cepas CfspA y Cfsab, lo que podria indicar que se tratan de especies distintas,
con diferentes capacidades de virulencia y agresividad, también podria estar
relacionado con la cantidad de enzimas pectinoliticas que producen o que las
condiciones de temperatura y humedad 6ptimas son diferentes debido a que provienen
de dos zonas distintas (Charkowski 2007, Toth et al. 2003, Davidsson et al. 2013,
Perombelon y Kelman 1980).

4. ldentificacion molecular

El anélisis filogenético del gen 16S ribosomal mostré que las cepas CfspA y Cfsab
provenientes de frutos de chile de la zona de Alajuela, se encontraban dentro del
género Pectobacterium, y que, dentro de este, presentaron mayor cercania con la cepa
P. carotovorum subsp. brasiliense cepa 1073 (JF926717) (Bootstrap 100%). A pesar
que ambas cepas provienen de la misma muestra, su morfologia en medio de agar
nutritivo y pruebas bioquimicas preliminares fueron distintas por lo que se cree que

corresponden a dos cepas.

P. carotovorum subsp. brasiliense fue descrita oficialmente en el 2012 por Nabhan
et al. (2012) sin embargo, el nombre brasiliense se utilizo por primera vez en el 2004,
cuando Duarte etal. (2004) realizaron un estudio caracterizando cepas atipicas
causantes de podredumbre blanda de la papa en Brasil. En su estudio, encontr6 que la

bacteria que causaba esta enfermedad en Brasil diferia de Erwinia carotovora subsp.
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atroseptica (hoy Pectobacterium atrosepticum), Erwinia carotovora (hoy
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum) y Erwinia chrysanthemi (hoy
Dikeya chrysanthemi), las cuales eran mencionadas como las causantes del dafio en
papa alrededor del mundo. Al carecer de un estudio de hibridacion ADN-ADN no se
describio la especie oficialmente, pero en su estudio Duarte menciond que, si
eventualmente se aceptara una nueva subespecie para las cepas encontradas por ¢l, un
nombre apropiado seria E. carotovora subsp. brasiliense. Desde su aislamiento por
primera vez en el cultivo de papa en Brasil, P. carotovorum subsp. brasiliense se ha
encontrado causando podredumbre blanda en diferentes cultivos, como pepino en
China (Meng et al. 2016), remolacha azucarera, la col y el calabacin en Polonia
(Waleron et al. 2015), tomate en Colombia (Jaramillo et al. 2016), ornamentales en
Israel (Ma et al. 2007) y en chile en Corea, Venezuela y Israel (Choi y Kim 2013,
Gillis et al. 2017, Ma et al. 2007) (Choi y Kim 2013, Gillis et al. 2017).

En cuanto a la cepa Ech2A, aislada de un fruto de chile dulce de la zona horticola de
Cartago, al realizar el andlisis filogenético del gen 16S ribosomal, su secuencia se
encontraba dentro del clado de Klebsiella y Raoultella, mostrando relacion con la cepa
tipo Raoultella terrigena ATCC 3325T (AF129442) con un remuestreo de 87%, la
cual fue aislada de una muestra de agua potable (Izard et al. 1981). Ademas, al
comparar la identidad de los nucledtidos con base en los genomas mediante la
herramienta ANI calculator, se obtuvo un 99% de similitud con la cepa Raoultella

terrigena.

El género Raoultella fue propuesto por Drancourt et al. (2001) basado en un analisis
filogenético de los genes 16S ribosomal y el rpoB (subunidad f del ARN polimerasa)
en diferentes especies de Klebsiella. Anteriormente, Klebsiella estaba compuesto por
cinco especies llamadas, K. planticola, K. oxytoca, K. terrigena, K. ornithinolytica y
K. pneumoniae, esta tltima compuesta por tres subespecies, K. pneumoniae subsp.

pneumoniae, K. pneumoniae subsp. ozaenae y K. pneumoniae subsp.
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rhinoscleromatis (Orskov 1984). Drancourt et al. (2001) en su estudio, encontr6 que
el género Klebsiella no era monofilético, por lo cual propuso separar el género en dos,
Klebsiella y Raoultella, incluyendo en este ultimo las especies R. ornithinolytica, R.

planticola y R. terrigena.

El hecho de que el analisis filogenético para la cepa Ech2A colocara a esta dentro del
clado Raoultella y Klebsiella es un resultado inesperado ya que estas bacterias son
mayormente asociadas con aislamientos clinicos, muestras ambientales y en plantas
como organismos benéficos, pero en el menor de los casos se han mencionado
causando dafios en planta (Brisse et al. 2006). Resultados similares obtuvieron Gillis
et al. (2014), quienes encontraron que el agente causal de pudricion blanda en frutos
de chile en invernadero en Caracas, Venezuela era una cepa de Serratia marcescens,
la cual es un patéogeno oportunista importante que causa infecciones en pacientes
inmunocomprometidos (Grimont y Grimont 2006). En el caso de K. pneumoniae se
reporta como un patdgeno oportunista importante en humanos (Struve y Krogfelt
2004), siendo que la mayoria de las infecciones se dan en pacientes susceptibles
después de su ingreso a hospitales (Munoz-Price etal. 2013). En muestras
ambientales, estos dos géneros se han encontrado en muestras de agua y suelo (Izard
et al. 1981, Geldreich y Rice 1987, Podschun et al. 2001). Algunas especies tienen la
capacidad de fijar nitrégeno por lo que se han encontrado en asociacion con plantas
como agentes promotores de crecimiento (Luo et al. 2016, Lin et al. 2015, Iniguez
etal. 2004). Algunos informes han vinculado estas bacterias causando dafios en
plantas de importancia agricola, Chandrashekar et al. (2018) en la India encontrd
plantas de zanahoria con sintomas de podredumbre blanda, mal olor y
marchitamiento, su analisis del gen 16S ribosomal identificaron que el agente causal
era una Klebsiella variicola. Por su parte, Fan et al. (2016) en China encontraron que
en banano esta misma especie de bacteria era la responsable de provocar las manchas
himedas de color marron amarillento en los peciolos de las hojas inferiores, las cuales

se extendian posteriormente a lo largo del peciolo, observandose también pudricién
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interna de los haces vasculares. También se ha mencionado que estos géneros de
bacterias pueden estar presentes como un contaminante en la superficie de la planta o
en las frutas (Brown y Seidler 1973, Knittel et al. 1977), por lo que podrian penetrar
en el tejido a través de aberturas naturales (por ejemplo, estomas, lenticelas) o heridas,

naturales (es decir, causadas por el agua o el viento) o inducida por los insectos.

A pesar de que el gen 16S ribosomal es utilizado frecuentemente en los andlisis
taxonomicos en bacterias, es considerado un marcador filogenético insuficiente para
la clasificacion a nivel de especie. Esto debido a que es un gen extremadamente
conservado en los procariotas. Ademas, existen millones de secuencias de este gen
depositadas en bases de datos internacionales, para las cuales no existen cultivos
disponibles para realizar comparaciones. También, un problema es que para las cepas
de referencia (cepas tipo) existen multiples secuencias del gen 16S que muestran
diferencias entre ellas (De Vos et al. 2017). Debido a lo anterior, para la clasificacion
de una bacteria a nivel de especie se requiere hacer un estudio filogenético de alta
resolucion basado en la secuenciacion de varios genes de mantenimiento como MLST
y MLSA (Multilocus sequence typing y Multilocus sequence analysis
respectivamente) (Belén et al. 2009, Glaeser y Kédmpfer 2015), o también técnicas
como hibridacion ADN-ADN (Socransky et al. 1994) o la comparacion de genomas
(Zhao y Qi 2011).

5. Analisis enzimatico

El factor principal de patogenicidad de las SRE es la capacidad de producir gran
cantidad de enzimas pectinoliticas. Cuando estas bacterias se encuentran dentro de las
plantas, pueden liberar pectinasas al medio para descomponer las grandes moléculas
de la pectina en estructuras mas simples y pequeias, que entran al espacio
periplasmatico de la bacteria donde la otras pectinasas las descomponen en moléculas
mas pequeiias que posteriormente entran al citoplasma de la bacteria (Hugouvieux-

Cotte-Pattat et al. 2014, Le Bouguénec y Schouler 2011).
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En el caso especifico de Dickeya dadantii, una SRE muy estudiada debido a su gran
produccion de pectinasas, se sabe que la cadena principal de pectina en la planta es
cortada por pectinasas extracelularas. Dos esterasas (PemA y PeaY) eliminan la
esterificacion con metilo y la acetilacion de las regiones lineales. Posterior a esto,
diferentes pectato liasas y poligalacturonasas dividen aiin més la cadena de pectina en
oligogalacturénidos que luego son trasportados de forma pasiva a espacio

peripldsmico (Abbott y Boraston 2008, Hugouvieux-Cotte-Pattat et al. 2014).

En este estudio se observé que la cepa CfspA produjo una mayor cantidad de enzimas
segun lo observado en el SDS-page. Para esta cepa, fue posible observar bandas desde
los 20 hasta 250 kDa. En el caso de Cfsab, se observo menor cantidad bandas a pesar
que el andlisis filogenético demostré que hay una gran cercania entre ellas (ambas

Pectobacterium carotovorum subs brasiliense).

Pectobacterium y Dickeya, principales géneros de SRE, pueden secretar esterasas,
pectato liasas y poligalacturonasas extracelulares como principales enzimas para
dividir la pectina presente en la pared celular de las plantas (Hugouvieux-Cotte-Pattat
et al. 2014, Bellincampi et al. 2014). Las esterasas, pecto liasas y poligalacturonasas
presentan un peso molecular entre los 30-50 kDa (Sharma et al. 2013), por lo que se
podria pensar que las bandas obtenidas en el gel dentro del rango de 30-50 kDa

corresponden a este tipo de enzimas.

En el caso de la cepa Ech2A que corresponde a una Raoultella, debido a problemas
en la precipitacion del sobrenadante no se logré detectar ningun tipo de banda en el
analisis de SDS-page. Durante la purificacion de las enzimas, se observé que el pellet
formado después de la saturacion con el sulfato de amonio era distinto al pellet
formado por las cepas CfspA y Cfsab. En el caso de la cepa Ech2A, se form6 un pellet

de gran tamafio con apariencia mucilaginosa y transparente (anexo 4). Se cree que esta
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sustancia corresponde a la produccion de un exopolisacarido, los cuales estan
vinculados con la resistencia a la desecacion, proteccion contra la inmunidad del
huésped y con la adherencia de la bacteria (Domenico et al. 1985, Bazaka et al. 2011).
Es posible que las grandes moléculas de este polisacarido extracelular estén
interfiriendo con la purificacion de las enzimas pectinoliticas y con la posterior

visualizacion en el SDS-PAGE.

Rodionov etal. (2004), mencionan que especies como Yersinia enterocolitica,
Salmonella enterica, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y Vibrio producen
pectatoliasas intracelulares y que la sobrevivencia de este tipo de bacterias a base de
la pectina depende de la despolimerizacion inicial de esta por patégenos mejor
equipados como Dickyea y Pectobacterium, los cuales pueden convertir la pectina en
moléculas mas pequefias, que pueden ser llevadas al interior de las células de bacterias
como Yersinia, Salmonella, Klebsiella, Raoutella, Vibrio y Escherichia para su

posterior metabolizacion (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al. 2014).

Sin embargo, lo anterior significaria que géneros como Klebsiella o Raoultella no
podrian causar por si solos pudricion blanda en un cultivo debido a que no cuentan
con las enzimas necesarias para la despolimerizacion y esterificacion inicial de la
pectina, lo cual no coincide con lo encontrado en este estudio, donde se demostrd
mediante los postulados de Koch, que la cepa Ech2A perteneciente al clado de
Raoutella-Klebsiella, puede causar pudricion blanda en frutos de chile dulce. En
apoyo a estos resultados, Kovtunovych etal. (2003) encontraron mediante la
amplificacion del gen PehX que varias cepas de Klebsiella oxytoca poseian dentro de
su genoma este gen, el cual codifica para una poligalacturonasa. Por otro lado, Yuan
et al. (2011) encontraron que una especie de Klebsiella era capaz de producir PelA,
una pectato liasa. Se cree que tanto las poligalacturonasas como las pectato liasas son
las responsables de actuar en las primeras fases de la descomposicion de la pectina

(Hugouvieux-Cotte-Pattat et al. 2014, Bellincampi et al. 2014).
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Ademas, el analisis del genoma para la cepa Ech2A revelo la presencia de genes
relacionados con la degradacion de la pectina, especificamente para una
poligalacturonasa (COG5434 — EC 3.2.1.15) y una pectina metil-esterasa
(COG4677|COG5263 — EC 3.1.1.11), las cuales estan directamente relacionadas con
la descomposicion de la cadena principal de pectina en la pared celular de las plantas
(Garg et al. 2016). Esto indica que el aislamiento Ech2a, Raoultella terrigena contiene
las enzimas necesarias para provocar los sintomas observados en plantas de chile, y
que es un fitopatdégeno con efectores como factores de virulencia (RH +), por lo que
el presente estudio logro identificar dos tipos de agentes causales de pudricion blanda
en chile dulce, CfspA y Cfsab ambas Pectobacterium carotovorum subs. brasiliense
y Echa2 A Raoultella terrigena. .
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CONCLUSIONES

La prueba de reaccion hipersensible permitio delimitar la poblacion de cepas
fitopatdgenas pectinoliticas.

Los aislamientos CfspA, Cfsab y Ech2A provenientes de frutos de chile dulce son
agentes causales de pudricion blanda en este este cultivo.

Las cepas Pt1-A y 6m2 provenientes de papa y cebolla son bacterias fitopatogenas
pectinoliticas seglin las pruebas de RH y crecimiento en CVP, sin embargo, que no
lograron infectar los hospederos en la prueba de patogenicidad en invernadero.

La secuenciacion del gen 16S ribosomal permitié identificar los aislamientos CfspA
y Cfsab como pertenecientes al género Pectobacterium, mostrando mayor similitud
con la especie Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense y a la cepa Ech2A
como perteneciente al género Raoultella, mostrando mayor similitud con la especie
Raoultella terrigena.

El SDS-Page mostrd que la cepa CfspA y Cfsab libera enzimas desde los 20 hasta los
250 kDa, encontrandose posiblemente esterasas, poligalacturonasas y pectato liasas
en el orden de los 30 a 50 kDa.

Con la metodologia empleada no fue posible observar bandas en el SDS-Page para la
cepa Ech2A, sin embargo, el analisis del genoma de esta bacteria permiti6 identificar
dos secuencias que corresponden con enzimas vinculadas en la degradacion de la

pectina, una pectina metil-esterasa y una poligalacturonasa.
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RECOMENDACIONES

Realizar ensayos de infeccion en los hospederos para las cepas positivas para
RH pero negativas para CVP, ya que estas cepas son fitopatdogenas.

Seguir trabajando con las cepas 6-M2 y Ptl-A realizando nuevamente
inoculaciones en los hospederos utilizando diferentes metodologias de
inoculacion y concentraciones bacterianas, ademas de diferentes condiciones
de humedad y temperatura.

Realizar pruebas de inoculacion en diferentes hospederos paras las cepas
Ech2A, CfspA y Cfsab para conocer sus rangos de hospederos.

Realizar un analisis filogenético més detallados para las cepas CfspA y Cfsab,

utilizando la secuenciacion y comparacion de diferentes genes codificantes.
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ANEXOS

Anexo 1. Caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas de las cepas aisladas de plantas
con sintomas de pudricion blanda.

Cepas

Hospedero

Organo

Procedencia

TSI

GRAM  Oxidasa

Descripcion

6-M2

Zt CP_1

Zt CP 2

Tf CP_1

Tf CP 2

Tt CP-1

Tt CP-2

Tt CP-3

Tt CP-4

CF1

CF2

CF3

CF4

CF5

Ztl

72

Zt3

Cebolla

Zucchini

Zucchini

Tomate

Tomate

Tomate

Tomate

Tomate

Tomate

Chile

Chile

Chile

Chile

Chile

Zucchini

Zucchini

Zucchini

Seudotallo

Tallo

Tallo

Fruto

Fruto

Tallo

Tallo

Tallo

Tallo

Fruto

Fruto

Fruto

Fruto

Fruto

Tallo

Tallo

Tallo

Cartago

Cartago

Cartago

Cartago

Cartago

Juan Vifas

Juan Vifas

Juan Vifas

Juan Vifas

Cartago

Cartago

Cartago

Cartago

Cartago

Cartago

Cartago

Cartago

k/k

K/K

k/k

K/K

K/K

A/A

K/K

A/A+G

K/K

K/K

A/A

Bacilos gram negativos, en agar nutritivo son colonias blancas opacas de
borde regular de 1-3 mm. En MacConkey coloracion rojiza-fuxia (fermenta
lactosa), colonias redondas con borde regular.

Bacilos gram negativos, en agar nutritivo son colonias amarillas opacas
borde irregular. En MacConkey coloracion amarilla (no fermenta lactosa),
colonias redondas con borde irregular brillantes, superficie redondeada.

Bacilos gram negativos, en agar nutritivo son colonias blancas opacas
borde regular. En MacConkey coloracion amarilla (no fermenta lactosa),
colonias redondas con borde regular y aplanadas

Bacilos gram negativos, en agar nutritivo son colonias blancas opacas
borde regular de 2-4 mm. En MacConkey coloracion amarrillo oscuro (no
fermenta lactosa), colonias redondas con borde irrregular y aplanadas

Bacilos gram negativos, en agar nutritivo son colonias blancas traslucidas
borde regular, 1-2 mm. En MacConkey coloracion amarillenta (no fermenta
lactosa), colonias redondas con borde irrregular y aplanadas

Bacilos gram negativos, en agar nutritivo son colonias blancas traslucidas
borde regular. En MacConkey coloraciéon amarillenta (no fermenta
lactosa), colonias redondas con borde irregular

Bacilos gram negativos, en agar nutritivo son colonias amarillentas de
borde regular. En MacConkey coloracion amarillenta (no fermenta
lactosa), colonias redondas con borde irregular y aplanadas

Bacilos gram negativos, en agar nutritivo son colonias blancas opacas
borde regular, . En MacConkey coloracion amarillenta (no fermenta
lactosa), colonias redondas con borde regular

Bacilos gram negativos, en agar nutritivo son colonias blancas traslucidas
borde regular, 1-2 mm. En MacConkey coloracion amarillenta (no fermenta
lactosa), colonias redondas con borde irrregular y aplanadas

Bacilos gram negativos, en agar nutritivo son colonias blancas poco
traslucidas, borde regular. En MacConkey coloracion amarillenta (no
fermenta lactosa), traslucidas, borde regular

Bacilos gram negativos, en agar nutritivo son colonias blancas traslucidas,
borde regular, alargadas. En MacConkey coloracion amarillenta (no
fermenta lactosa), traslucidas, borde irregular

Bacilos gram negativos, en agar nutritivo son colonias blancas poco
traslucidas, borde regular. En MacConkey coloracion amarillo oscuro (no
fermenta lactosa), opacas, alargadas

Bacilos gram negativos, en agar nutritivo son colonias blancas opacas,
borde regular. En MacConkey coloracion amarillenta (no fermenta
lactosa), traslucidas, borde regular

Bacilos gram negativos, en agar nutritivo son colonias blancas poco
traslucidas, borde irregular, apariencia acuosa. En MacConkey coloracion
amarilla-cafe (nofermenta lactosa), traslucidas, borde regular,

Bacilos gram negativos, en agar nutritivo son colonias amarillas opacas de
borde irregular de 1-2 mm. En MacConkey coloracion amarillenta (no
fermenta lactosa), colonias redondas con borde irregular.

Bacilos gram negativos, en agar nutritivo son colonias blancas opacas de
borde regular de 1-3 mm. En MacConkey coloracion rosado claro
(fermenta lactosa), colonias redondas con borde regular y planas.

Bacilos gram negativos, en agar nutritivo son colonias blancas traslucidas

de 1-2 mm. En MacConkey coloracion rosado oscuro (fermenta lactosa),
colonias redondas con borde regular.
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Zt4

Pt1-A

Pt1-B

Pt4-1

Pt4-2

Pt4-3

Pt4-4

Pt4-5

Pt4-6

Pt4-7

CfspA

Cfsaa

Csfab

lech2A

Zucchini

Papa

Papa

Papa

Papa

Papa

Papa

Papa

Papa

Papa

Chile

Chile

Chile

Chile

Tallo

Tallo

Tallo

Tallo

Tallo

Tallo

Tallo

Tallo

Tallo

Tallo

Fruto

Fruto

Fruto

Fruto

Cartago

Tierra Blanca

Tierra Blanca

Tierra Blanca

Tierra Blanca

Tierra Blanca

Tierra Blanca

Tierra Blanca

Tierra Blanca

Tierra Blanca

Super Mercado

Super Mercado

Super Mercado

K/K

A/A+G

A/A+G

A/A+G

A/A+G

K/K

K/K

K/K

A/A

A/A

A/A

Bacilos gram negativos, en agar nutritivo son colonias amarillas traslucidas
de borde irregular de 1-2 mm. En MacConkey coloracion amarillenta
(nofermenta lactosa), colonias redondas con borde regular.

Bacilos gram negativos, en agar nutritivo son colonias blancas traslucidas
de borde regular de 1-2 mm. En MacConkey coloracion fuxia oscuro
(fermenta lactosa) colonias redondas con borde regular.

Bacilos gram negativos, en agar nutritivo son colonias blancas traslucidas
de borde regular. En MacConkey coloracion amarillenta (no fermenta
lactosa) colonias redondas con borde regular y opacas.

Bacilos gram negativos, en agar nutritivo son colonias blancas opacas de
borde irrregular. En MacConkey coloracion fuxia oscuro (fermenta lactosa)
colonias redondas con borde regular.

Bacilos gram negativos, en agar nutritivo son colonias blancas opacas de
borde regular, redondeadas en la superficie y brillantes. En MacConkey
coloracion rosada (fermenta lactosa) colonias redondas con borde regular.

Bacilos gram negativos, en agar nutritivo son colonias blancas opacas de
borde regular de 1-2 mm. En MacConkey coloracién amarillenta (no
fermenta lactosa) colonias redondas con borde regular y opacas de 1-3 mm.

Bacilos gram negativos, en agar nutritivo son colonias blancas opacas de
borde regular. En MacConkey coloracion amarillenta (no fermenta lactosa)
colonias redondas con borde regular y opacas.

Bacilos gram negativos, en agar nutritivo son colonias blancas opacas de
borde irregular alargadas. En MacConkey coloracion amarillenta- cafe (no
fermenta lactosa) colonias redondas con borde irregular y opacas.

Bacilos gram negativos, en agar nutritivo son colonias blancas opacas de
borde regular redondeadas. En MacConkey coloracion amarillenta- cafe
(no fermenta lactosa) colonias redondas con borde irregular y opacas.

Bacilos gram negativos, en agar nutritivo son colonias blancas opacas de
borde irregular. En MacConkey coloracion amarillenta- cafe (no fermenta
lactosa) colonias redondas con borde irregular, opacas y alargadas.

Bacilos gram negativos, en agar nutritivo son colonias blancas traslucidas
de borde regular de 1-2 mm. En MacConkey coloracion fuxia (fermenta
lactosa) colonias redondas con borde regular, redondas, de 1-2 mm.

Bacilos gram negativos, en agar nutritivo son colonias blancas, opacas, de
borde regular de 1-3 mm. En MacConkey coloracion rosada tenue
(fermenta lactosa) colonias redondas con borde regular.

Bacilos gram negativos, en agar nutritivo son colonias blancas y opacas de
borde regular de 1-3 mm. En MacConkey coloracion rosada (fermenta
lactosa) colonias redondas con borde regular.

Bacilos gram negativos, en agar nutritivo son colonias blancas y opacas de
borde regular de 1-3 mm. En MacConkey coloracion rosada (fermenta
lactosa) colonias redondas con borde regular.
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Anexo 2. Estadisticas obtenidas para los ensambladores Velvet y Spades, en los cuales
se utilizod contings y scaffolds de k-mer de 33, 55 y 127.

Genome statistics \elvet_K127 velvet K33 elvet K55 spades_k127 spades_k21 spades K33 spades kS5 spades k127 SPades_K21 spades k33 spades kS5

scaffolds _scaffolds scaffolds
# contigs 1673 2651 3230 1189 359 306 481 833 330 212 262
# contigs (>=0pb) 3360 7105 4812 1585 4917 1278 893 1171 4886 1178 661
# contigs (>= 1000 bp) 266 493 1752 894 316 276 417 664 289 191 237
# contigs (> = 5000 pb) 2 0 54 324 233 199 243 292 223 153 172
# contigs (>= 10000 bp) 1 0 3 144 167 139 151 157 161 117 123
# contigs (>= 25000 pb) 0 0 0 27 69 74 69 46 73 71 72
# contigs (>= 50000 bp) 0 0 0 6 23 27 22 11 26 33 32
Mayor contig 10488 2782 12660 65181 132645 155569 117186 113017 132645 157000 242806
Largo total 2117216 4685279 5636329 5531671 5587610 5634531 5666133 5532972 5590420 5641664
Longitud total (>=0 pb) 5255238 5758879 5696074 5646955 5692192 5763132 5696504 5647904 5694648
Longitud total (>= 1000 pb) 393975 645111 3630567 5428409 5501364 5566472 5589212 5545721 5504193 5575996 5624209
Longitud total (> = 5000 pb) 15851 0 359289 4088837 5276746 5351336 5142735 4631288 5322101 5475071 5464111
Longitud total (>= 10000 pb) 10488 0 33929 2786888 4810102 4908256 4477870 3683550 4884849 5195204 5090493
Longitud total (>=25000pb) 0 0 0 1008779 3164326 3823295 3152605 1969304 3387039 4411391 4252018
Longitud total (>=50000pb) 0 0 0 357889 1586581 2108448 1636977 775098 1775797 2983164 2845068
Ns0 750 809 1791 9785 28984 39842 27421 16974 31448 56317 50043
N75 592 630 1065 4457 17179 21012 12826 6744 18099 30557 25201
L50 572 957 785 148 55 43 57 88 51 30 32
L75 1069 1704 1640 354 117 91 128 227 110 64 72
GC (%) 51.74 60.3 58.06 584 58.08 58.17 58.37 58.5 58.07 58.32 58.57

Anexo 3. Comparacion de los genomas de la cepa Raoultella terrigena NCTC 13098
y la cepa Ech2A mediante la herramienta ANI calculator.

Métrico Valor

Valor de OrthoANTu (%) 99.09
Longitud del genoma A (pb) 5,713,020
Longitud del genoma B (pb) 5,393,760

Longitud alineada promedio (bp) 3,849,166
Cobertura del genoma A (%) 67.38
Cobertura del genoma B (%) 71.36
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Anexo 4. Precipitados o pellet resultantes de la purificacion de enzimas mediante la

saturacion del sobrenadante con sulfato de amonio.
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