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Resumen

En localidades de las provincias de Huamanga y Cangallo en la region Ayacucho, diversas zonas
productoras de papa fueron consideradas para la recoleccion de tubérculos con pudricion blanda
y plantas con sintomas de pierna negra, con el objetivo de aislar e identificar el agente causal
mediante caracterizacion fenotipica y molecular, asi como evaluar alternativas de control in
vitro. Las muestras fueron colectadas en las localidades de Aturqui, Ampuccasa, Chiara, Canaan
INIA, mercado “Las Américas”, Pucuhuillca, Incaraccay, Huahuapuquio y Cangallo. Se obtuvo
un total de 23 cepas bacterianas, de las cuales 8 cepas presentaron alta virulencia con 100 % de
incidencia, mientras que 3 cepas mostraron patogenicidad intermedia y el resto no evidencio
capacidad patogénica en ensayos de inoculacion en laminas de papa. Las cepas patogénicas
fueron caracterizadas fenotipicamente, resultando todas Gram negativas, catalasas positivas,
fermentativas, con crecimiento a 37 °C y tolerancia a 5% de NaCl. La identificacién molecular
determind que las cepas corresponden a Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis con
un 99.50% de similitud. Para el control in vitro se empled un disefio completamente al azar,
evaludndose un producto quimico y dos alternativas ecoldgicas. Los resultados mostraron un
100% de inhibicion para el sulfato de cobre pentahidratado, mientras que los extractos de cola
de caballo e higuerilla no presentaron efecto inhibitorio bajo las condiciones evaluadas. Se
concluye que Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis es el agente causal de la
pudricién blanda en papa en la region Ayacucho, constituyendo el primer reporte de esta

bacteria en la zona.

Palabras clave: Bacteria, Pectobacterium, Pudricion blanda, identificacion molecular, control

in vitro.
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Abstract

In the provinces of Huamanga and Cangallo in the Ayacucho region, various potato-producing
areas were sampled to collect samples exhibiting symptoms of soft rot. The objective was to
isolate and identify the causal agent through phenotypic and molecular characterization, as well
as to evaluate in vitro control alternatives. Samples were collected in the towns of Aturqui,
Ampuccasa, Chiara, Canaan INIA, the "Las Américas" market, Pucuhuillca, Incaraccay,
Huahuapuquio, and Cangallo. A total of 23 bacterial strains were obtained, of which 8 strains
showed high virulence with 100% incidence, while 3 strains showed intermediate
pathogenicity, and the rest did not demonstrate pathogenic capacity in inoculation tests on
potato slides. The pathogenic strains were phenotypically characterized; all were Gram-
negative, catalase-positive, fermentative, grew at 37 °C, and tolerated 5% NaCl. Molecular
identification determined that the strains correspond to Pectobacterium carotovorum subsp.
brasiliensis with 99.50% similarity. A completely randomized design was used for in vitro
control, evaluating one chemical product and two ecological alternatives. The results showed
100% inhibition for copper sulfate pentahydrate, while horsetail and castor bean extracts
showed no inhibitory effect under the evaluated conditions. It is concluded that Pectobacterium
carotovorum subsp. brasiliensis is the causal agent of soft rot in potatoes in the Ayacucho

region, constituting the first report of this bacterium in the area.

Keywords: Bacteria, Pectobacterium, soft rot, molecular identification, in vitro control.
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Introduccion

El cultivo de la papa (Solanum tuberosum L.) es uno de los mas importantes a nivel
mundial, ocupando el cuarto lugar en produccion después del maiz, arroz y trigo. Su consumo
es ampliamente difundido, alcanzando aproximadamente mil millones de personas, debido a su
alto valor nutricional (Cruzado, 2022). En Peri el consumo per céapita alcanza los 92
kg/hab/afio, situando al pais en el puesto 16 a nivel mundial en produccion, con mas de 3000
variedades registradas (MIDAGRI, 2020) asi mismo este cultivo constituye una de las
principales fuentes de ingresos econdmicos para los agricultores de la region andina (Arcos

et al., 2020).

Como ocurre en otros cultivos, la papa es susceptible al ataque de diversos agentes
fitopatogenos que ocasionan pérdidas econdmicas significativas. Entre las enfermedades
bacterianas mas importantes se encuentran la pudricion marroén (Ralstonia solanacearum), la
necrosis bacteriana (Clavibacter michiganensis), la costra de la patata (Streptomyces scabies) y

la pudricion blanda (Pectobacterium carotovorum) (Al-Zomor et al., 2013).

Historicamente, las bacterias pectinoliticas asociadas a la pudricion blanda fueron
agrupadas dentro del género Erwinia, caracterizadas por ser Gram negativas, fermentativas, con
flagelos peritricos y no esporulantes (Winslow et al., 1920). Sin embargo, estudios posteriores
permitieron diferenciar este grupo, dando lugar a la creacion del género Pectobacterium,
perteneciente a la familia Pectobacteriaceae, cuya especie tipo es Pectobacterium carotovorum

(Brenner et al., 1974; Waldee, 1974).

Pectobacterium carotovorum es el agente causal de enfermedades como la pierna negra

o pudricion blanda, dependiendo de 6rgano afectado. Esta enfermedad es considerada de gran
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importancia especialmente en poscosecha, debido a las pérdidas que puede ocasionar las cuales
son de hasta un 100 % cuando las condiciones son favorables y de entre 10 % a 40 % durante

la cosecha, almacenamiento y comercializacion (Amaya et al., 2021; INIA, 2021).

En la region de Ayacucho, existe escasa informacion cientifica sobre enfermedades
bacterianas en el cultivo de papa, y se desconocen las especies y subespecies de Pectobacterium
presentes. Por tal motivo, la presente investigacion tiene como objetivo identificar las
caracteristicas fenotipicas y moleculares del agente causal de la pudricion blanda en papa en

esta region.

Problema general
(Cuales son las caracteristicas fenotipicas y moleculares del agente causal de la

pudricién blanda en papa en la region de Ayacucho?

Problemas especificos

e ,Cual es la capacidad patogénica del agente causal de la pudricién blanda en papa?

e ;Cuadles son las caracteristicas fenotipicas del agente causal de la pudricion blanda en papa?

e ;Cudles son las caracteristicas moleculares del agente causal de la pudricién blanda en
papa?

e ;Cudl es la eficacia del control in vitro sobre los aislamientos del agente causal de la

pudricion blanda en papa?

Objetivo general
Identificar las caracteristicas fenotipicas y moleculares del agente causal de la pudricion

blanda en papa en la region de Ayacucho.

Objetivos especificos

e Evaluar la capacidad patogénica de los aislamientos del agente causal de la pudricion blanda
en papa.

e Determinar mediante caracteristicas fenotipicas el género del agente causal de la pudricion
blanda en papa.

e Determinar mediante caracteristicas moleculares el género y especie del agente causal de la

pudricién blanda en papa.
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e Evaluar el efecto de diferentes tratamientos en el control in vitro del agente causal de la

pudricion blanda en papa.



Capitulo I

Marco tedrico
1.1. Antecedentes

1.1.1. Antecedentes internacionales

En Espafia Gorris et al. (1994) mencionan que se han producido siete anticuerpos
monoclonales (MAb) para Erwinia carotovora subsp. atroseptica. Uno, llamado 4G4,
reacciond con alta especificidad para el serogrupo I de E. carotovora subsp. atroseptica, el
serogrupo mas comun en tubérculos de patata en diferentes ensayos serologicos. Se analizaron
ochenta y seis cepas pertenecientes a diferentes serogrupos de E. carotovora subsp. atroseptica.
Algunas cepas del serogrupo XXII también reaccionaron positivamente. No se observaron
reacciones cruzadas contra otras especies de bacterias fitopatogenas ni contra 162 bacterias
saprofitas de tubérculos de patata. Solo una cepa de E. chrysanthemi de patata presento reaccion
cruzada. Se realizo una comparacion de varias técnicas serologicas para detectar E. carotovora
subsp. atroseptica en tubérculos de patata con MAb 4G4 o anticuerpos policlonales. El
organismo se extrajo directamente de cascaras de patata de tubérculos inoculados
artificialmente mediante remojo o enriquecimiento selectivo en anaerobiosis en un medio con
polipectato. El anticuerpo monoclonal 4G4 detectd especificamente 240 células de E.
carotovora subsp. atroseptica por ml mediante inmunofluorescencia indirecta y tincion de
colonias por inmunofluorescencia, y tras el remojo, mediante ELISA-DAS (ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas con doble anticuerpo en sandwich) tras el enriquecimiento.
La misma cantidad de células se detecté mediante inmunoelectrotransferencia con anticuerpos
policlonales, y E. carotovora subsp. atroseptica 'y subsp. carotovora se distinguieron mediante
esta ultima técnica. ELISA-DAS utilizando el anticuerpo monoclonal 4G4 con un

enriquecimiento.
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En Canada De Boer & Ward (1995) mencionan que se determind la secuencia de
nucleodtidos para una sonda de hibridacion de ADN especifica para Erwinia carotovora subsp.
atroseptica y se seleccionaron cebadores para la deteccion del patdogeno pata negra mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Los cebadores ECAIf (5'-
CGGCATCATCATCATAAACACG-3") y ECA2r (5-GCACACTTCATCCAGCGA-3")
amplificaron especificamente un fragmento de ADN de 690 pb de todas las cepas de E.
carotovora subsp. atroseptica analizadas, pero no de cepas de otras subespecies de E. carotovora
aisladas de varios huéspedes y regiones geograficas u otras bacterias asociadas a plantas y
suelos. La visualizacion del producto de PCR especifico de E. carotovora subsp. atroseptica en
geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio requirid un minimo de 250 a 500 UFC por ml.
Un total de 170 muestras de tejido de tallo y tubérculo de papa se analizaron por PCR y se
compararon con reacciones en ensayo de inmunoabsorcidon enzimatica (ELISA) con un
anticuerpo monoclonal especifico para el lipopolisacarido de E. carotovora subsp. atroseptica.
Aunque el 50,6% de estas muestras fueron positivas en la PCR en comparacion con el 46,5%
en el ELISA, algunas de las muestras positivas para el ELISA fueron negativas en la PCR.
Cuando se afiadio6 ADN de E. carotovora subsp. atroseptica a estas muestras, se obtuvieron
productos amplificados en todas las muestras excepto en dos después de repetir la PCR, lo que
indica que en la mayoria de los casos el hecho de no obtener la amplificacion por PCR para

algunas de las muestras positivas para ELISA no se debi6 a la presencia de inhibidores.

En Europa Fraaije et al. (1997) mencionan que:
Se utilizaron mediciones automatizadas de conductancia en medio polipectato para la
deteccion de podredumbre blanda patdégena Erwinia spp. en extractos de cascara de
papa. El umbral de deteccion de Erwinia carotovora subsp. atroseptica (Eca) en
extractos de cascara inoculados fue de aprox. 10* unidades formadoras de colonias
(ufc) ™! cuando las muestras se consideraron positivas sobre la base de una respuesta
dentro de las 48 h a 20 °C. La deteccion de E. chrysanthemi (Ech) fue menos sensible,
solo se detectaron 10° ufc ™! de extracto de cascara en 36 h a 25 °C. La correlacion
lineal entre los tiempos de deteccion en conductitria y los niveles de indculo de Eca 'y
Ech en extractos de céscara se utiliz6 para una estimacion cuantitativa de Eca y Ech en
extractos de cdscara contaminados naturalmente. Las muestras que dieron una respuesta
conductimétrica positiva tuvieron que confirmarse con un ensayo de inmunoabsorcion

enzimatica (ELISA) o una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para detectar la
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presencia de Eca y Ech, ya que E. carotovora subsp. carotovora (Ecc) también generd
una respuesta de conductancia. La conductimetria fue sensible y eficiente para la
deteccion de niveles de contaminacion de Eca superiores a 10% ufc ™! de extracto de
cascara. Para Ech, la deteccion conductimétrica fue menos sensible e ineficiente debido
a los bajos niveles de contaminacion de Ech y la presencia de altos numeros de Ecc en
muchas muestras después del enriquecimiento, lo que interfiri6 con la prueba. La tincion
celular por inmunofluorescencia (IF) combinada con el enriquecimiento y la tincion de
colonias por inmunofluorescencia (IFC) fueron adecuadas para detectar y cuantificar

m-lon extractos de cascara. Sin

niimeros bajos de Eca y Ech a menos de 10* ufc
embargo, dado que se observaron reacciones falsas positivas y negativas en la serologia,
se requirio el uso de PCR después del enriquecimiento, o en combinacion con IFC para

confirmar los resultados positivos, para una deteccion precisa. (p. 183)

En Korea Kang et al. (2003) mencionan que se generd un par de cebadores de 24 meros
mediante la secuenciacion de una banda polimorfica derivada de la huella genética URP-PCR,
compartida de forma Unica por las cepas de Pectobacterium carotovorum ssp. carotovorum
(Pcc). El conjunto de cebadores (EXPCCF/EXPCCR) amplificé una tnica banda del tamafio
esperado (0,55 kb) a partir del ADN genomico obtenido de 29 cepas de Pcc y tres cepas de
Pectobacterium carotovorum ssp. wasabiae (Pcw), pero no de otras subespecies de P
carotovorum: atrosepticum, betavasculorum u odoriferum, ni de otras especies de Erwinia o
géneros bacterianos. El perfil de digestion con Rsal de las bandas amplificadas dividio las cepas
de Pcc en cinco grupos con un perfil Unico de las cepas de Pcw. La primera ronda de PCR
detecto entre 5 x 102y 1 x 103 unidades formadoras de colonias (UFC) mL—1, y la sensibilidad
de deteccion aumento a tan solo 2—4 UFC mL—1 tras la segunda ronda de PCR (anidada). Este
protocolo de PCR se utilizo directamente para detectar cepas de Pcc en tejidos vegetales

infectados.

En Turquia Al-Zomor et al., (2013) mencionan que se estudia la propagacion de la
enfermedad de la pata negra en diferentes areas productoras de papa en Jordania, incluidas;
Valle del Jordan (Al-Karama, Ashshuna Al-Janubiyya, Muthallath AI-Misri, Mu'addi, Deir Alla,
Dirar y Kurayyima). Amman (Al-Yadoda), Madaba (Om Al-Amad), Jerash (Tawahin Al-
1Udwan), Ma'an (Rum y Al-Mudawwara). Cuarenta y seis aislados bacterianos de Erwinia

carotovora subsp. atroseptica (Eca), agente causal de la enfermedad, fueron aislados e
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identificados mediante diferentes pruebas bioquimicas, fisiolégicas y nutricionales a partir de
145 muestras de papa enferma recolectadas. Se utilizo la amplificacion basada en la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) de una banda de 690 pb para confirmar la presencia de Eca
en las bacterias aisladas estimadas por el cultivo de referencia (ATCC 15713). Se sigui6 la
amplificacion por PCR en el aislamiento, identificacion y deteccion de Eca en muestras de tallos
y tubérculos de papa infectados y asintomaticos. Los resultados mostraron que Eca se aisld en
el 30% de las muestras de papa con pata negra infectadas de forma natural, mientras que la
banda de 690 pb se detectd en el 88% de los extractos de ADN de las muestras de papa
infectadas de forma natural. Por otro lado, Eca no se aislé de las muestras de tallo de papa
asintomaticas, mientras que la banda de 690 pb se detectod en el 8% del extracto de ADN de
estas muestras de tallo. Sin embargo, el uso de muestras de tubérculos asintomaticos ha
mejorado la eficiencia del aislamiento. Eca se aislo directamente del 4% de las muestras cuando
su suspension se sembrd en placas de medio Logan; sin embargo, se detectd una banda de 690
pb en el 32% de su extracto de ADN amplificado con PCR. La variabilidad genética entre los
aislados de Eca ha podido detectar productos de PCR de 690 pb para 46 aislados diferentes que
fueron digeridos con enzimas de restriccion, es decir, Alul, Hoell, Hpall y SauAL. Los analisis
de reaccion en cadena de la polimerasa y polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion
(PCR-RFLP) pudieron agrupar los aislados de Eca en cinco grupos de PCR-RFLP con baja

variabilidad genética.

En Polonia Czajkowski et al. (2015) mencionan que las especies de Enterobacteriaceae
de podredumbre blanda (SRE), Pectobacterium y Dickeya (anteriormente clasificadas como
Erwinia spp. pectinoliticas), causan enfermedades importantes en la papa y otros cultivos
herbaceos y horticolas. Pueden afectar la planta de papa en crecimiento causando pierna negra
y son responsables de la podredumbre blanda del tubérculo durante el almacenamiento,
reduciendo asi el rendimiento y la calidad. Es esencial contar con métodos de deteccion e
identificacion eficientes y rentables para investigar la ecologia y la patogénesis de la SRE, asi
como en los programas de certificacion de semillas. El objetivo de esta revision fue recopilar
toda la informacién existente sobre los métodos disponibles para la deteccion de SRE. La
revision informa sobre el muestreo y la preparacion de material vegetal para pruebas y sobre
mas de treinta métodos para detectar, identificar y diferenciar las bacterias causantes de

podredumbre blanda y pierna negra a nivel de especie y subespecie. Estos incluyen métodos
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basados en caracteres bioquimicos, serologia, técnicas moleculares que se basan en la

amplificacion de la secuencia de ADN, asi como varios otros menos investigados.

En Turquia Dadasoglu & Kotan (2017) mencionan que El presente estudio tiene como
objetivo identificar Pectobacterium carotovorum, conocido como uno de los agentes causales
mas comunes de podredumbre blanda utilizando métodos clasicos y moleculares. Se obtuvieron
cuatro cepas diferentes de P. c. subsp. carotovorum de varios huéspedes, dos de las cuales son
agentes causales de la enfermedad de podredumbre blanda en papa y las otras dos en cebolla o
pimiento. Estas cepas fueron confirmadas como P. c. subsp. carotovorum por el sistema de
identificacion microbiana (MIS). Ademas, se utilizo el sistema BIOLOG para identificar estas
cepas y se encontrd que los resultados eran inconsistentes con los del sistema de identificacion
microbiana. Los resultados de las pruebas de reaccion de hipersensibilidad (HR), patogenicidad
y actividad pectolitica demostraron que todas las cepas eran patogenas. Se realizaron varios
analisis bioquimicos y moleculares (16S rDNA y PCR especifica) para la identificacion y
caracterizacion. Las cepas se identificaron a nivel de género mediante el método de PCR de
16S rDNA. Identificadas como P. c¢. subsp. carotovorum, segin los resultados del MIS, estas
cuatro cepas se analizaron mediante pruebas de PCR especificas y se observé una banda de 434
pb con cebadores Y 1-Y2. Este es el primer estudio que revela que estas cuatro cepas son agentes
causantes de la podredumbre blanda en la papa, la cebolla y el pimiento en Anatolia Oriental y

también en Turquia.

En Jordania Abu-Obeid et al. (2018) mencionan que el estudio tiene como objetivo
identificar Pectobacterium carotovorum, conocido como uno de los agentes causales mas
comunes de podredumbre blanda utilizando métodos clasicos y moleculares. Se obtuvieron
cuatro cepas diferentes de P. ¢. subsp. carotovorum de varios huéspedes, dos de las cuales son
agentes causales de la enfermedad de podredumbre blanda en papa y las otras dos en cebolla o
pimiento. Estas cepas fueron confirmadas como P. c¢. subsp. carotovorum por el sistema de
identificacion microbiana (MIS). Ademas, se utilizé el sistema BIOLOG para identificar estas
cepas y se encontrd que los resultados eran inconsistentes con los del sistema de identificacion
microbiana. Los resultados de las pruebas de reaccion de hipersensibilidad (HR), patogenicidad
y actividad pectolitica demostraron que todas las cepas eran patdgenas. Se realizaron varios
analisis bioquimicos y moleculares (16S rDNA y PCR especifica) para la identificacion y

caracterizacion. Las cepas se identificaron a nivel de género mediante el método de PCR de
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16S rDNA. Identificadas como P. c¢. subsp. carotovorum, segin los resultados del MIS, estas
cuatro cepas se analizaron mediante pruebas de PCR especificas y se observé una banda de 434
pb con cebadores Y 1-Y2. Este es el primer estudio que revela que estas cuatro cepas son agentes
causantes de la podredumbre blanda en la papa, la cebolla y el pimiento en Anatolia Oriental y

también en Turquia.

En Rusia Nikitin et al. (2018) mencionan lo siguiente:

Objetivo: Crear un método para la deteccion e identificacion altamente sensible,
selectiva, rapida y facil de usar de patdgenos econdmicamente significativos de la papa,
incluyendo virus, bacterias y oomicetos, ya sea un solo patégeno o una gama de varios
patogenos que ocurren simultineamente.

Métodos y resultados: Se han desarrollado sistemas de prueba para PCR en tiempo
real, que operan en el régimen de amplificacion unificado, para Phytophthora infestans,
Pectobacterium atrosepticum, Dickeya dianthicola, Dickeya solani, Ralstonia
solanacearum, Pectobacterium carotovorum, Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus, virus de la papa Y (formas ordinarias y necroéticas, asi como sistema de
prueba indiscriminado, detectando todas las formas), A, X, S, M, virus del enrollamiento
de la hoja de la papa, virus de la parte superior de la fregona de la papa y viroide del
tubérculo fusiforme de la papa. Los sistemas de prueba (incluyendo polimerasa y
revertasa) se inmovilizaron y liofilizaron en microrreactores miniatura (1 2 pl) en
microarrays de ADN/ARN de silicio (micromatrices) para su uso con un amplificador
movil AriaDNA™,

Conclusiones: Las micromatrices precargadas de 30 reacciones con una vida util de 3
y 6 meses (para patdgenos basados en ARN y ADN, respectivamente) a temperatura
ambiente sin condiciones especiales se probaron con éxito en muestras de referencia y
de campo en comparacion con los métodos tradicionales ELISA y microbioldgicos,
mostrando un rendimiento y una sensibilidad perfectos (1 pg). Importancia e impacto
del estudio: El sistema de diagndstico preciso, rapido y fécil de usar en formato de
micromatrices puede contribuir significativamente al cribado de patdgenos y a los

estudios fitopatologicos. (p. 797)

En Colombia Amaya et al. (2021) mencionan que:
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La papa (Solanum tuberosum) es un tubérculo de importancia a nivel mundial; es el
cuarto cultivo de interés agrondmico en términos de produccion y area cultivada después
del arroz (Oryza sativa), el maiz (Zea mays) y el trigo (Triticum aestivum).
Pectobacterium carotovorum es un agente fitopatdgeno de la papa que causa la
podredumbre blanda del tubérculo, y es considerada como la enfermedad poscosecha
mas importante, pues genera grandes pérdidas econdmicas a nivel del almacenamiento.
El presente documento pretende dar un esbozo de la biologia del patdégeno, los métodos
existentes para la deteccion de dicho agente, la descripcion del quorum sensing como
mecanismo de la regulacion de la expresion génica de sus factores de virulencia, el
mecanismo de accion del patdogeno, el proceso infectivo y los métodos actuales de

control. (art. 1710)

1.1.2. Antecedentes nacionales
En Chincha — Pera, Requis (2020) menciona que:
De la zona de Chincha baja, se extrajeron muestras del cultivo de alcachofa, dos
sintomas algo diferentes; en uno de ellos, se observaba pudriciéon hiimeda a nivel del
cuello, en la parte aérea habia marchitez y tumbado de la planta, al realizar un corte en
el cuello internamente habia presencia de pudricion blanda de color verde claro a marron
oscuro; el otro sintoma, se caracterizaba por mostrar a nivel del cogollo una necrosis
acuosa en el borde de las hojas tiernas y avanzaba de manera descendente hacia la parte
central comprometiendo la formacion del capitulo. Cinco aislamientos fueron positivos
en la prueba de patogenicidad. Mediante pruebas fenotipicas como: tincion Gram,
formacién de cavidades en medio Cristal Violeta Pectato, catalasa, oxidacion y
fermentacion y degradacion de laminas de papa; se determind que los aislamientos
pertenecen a género Pectobacterium. Con las pruebas de sensibilidad a la erytromicina,
crecimiento a 37°C, crecimiento en 5% de NaCl y degradacion de sustancias a partir de
sacarosa; se busco determinar la subespecie de los aislamientos, sin embargo, esto no se
determind, porque los resultados obtenidos no coincidieron con los resultados de otros
autores. Para la prueba de identificacion molecular se usd primers especificos para
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum y otro para Pectobacterium
carotovorum subsp. atroseptica, al realizar la PCR con estos primers no hubo resultado,
por lo que se us6 un juego de primers general de la region 16S ARN, llegando identificar

a: Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense (cuello y cogollo), Pectobacterium
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carotovorum subsp. odoriferum (cogollo), y Pectobacterium carotovorum subsp.
actinidae (cuello). En la prueba de control in vitro los productos a base de cobre fueron
los mejores, y en campo para la pudricion del cuello y cogollo los mejores resultados se
obtuvieron con gluconato de cobre, proteinato de cobre, proteinato de calcio (solos o en

combinacion con el biocontrolador) y Trichoderma (cepa T22). (p. 13)

En Piura — Pert Aguilar et al. (2021) mencionan que:
El banano (Musa sp) es un cultivo muy importante en el desarrollo socioeconomico del
Pert. La enfermedad de la pudricion blanda viene causando pérdidas econémicas. El
objetivo fue aislar e identificar el agente causal de la pudricion blanda en banano e
implementar alternativas de manejo. Las bacterias fueron aisladas del pseudotallo con
sintomas de pudricion blanda de 11 zonas productoras del valle del Chira. La prueba
de patogenicidad se realizo en segmentos de pseudotallos y en hijuelos de banano. Ocho
aislamientos fueron caracterizados cultural, morfologica y bioquimicamente: Todos los
aislamientos tuvieron forma de bacilo, fueron Gram negativos, con flagelos peritricos y
las colonias formaron cavidades en medio Cristal Violeta Pectato (CVP). Las pruebas
bioquimicas mostraron una reaccidon positiva a la catalasa, hidrdlisis de gelatina,
fermentacion de glucosa y lactosa, y tolerancia al NaCl 5%. Sin embargo, en medio TSI
(Triple aztcar de hierro) y sensibilidad a la eritromicina solo los aislados A2M, A3Ma,
AS5Mall, A7VF, A9Sa y A10 reaccionaron positivamente y los aislados A6Q y A11Sal
negativamente. El crecimiento a 28, 30, 36, 37 y 45°C fue positivo para los ocho
aislados, a excepcion de A6Q y AllSal no desarrollaron a 45°C. Las caracteristicas
culturales, pruebas bioquimicas y de patogenicidad permitieron identificar seis aislados
como Pectobacterium chrysanthemi 'y dos como P. carotovorum subsp. carotovorum.
El manejo de la enfermedad se basa en el uso de hijuelos certificados, adecuada
fertilizacion, aplicaciones de materia organica, agentes biocontroladores y control del

insecto picudo. (p. 571)

En Piura — Peri Maldonado et al. (2024) mencionan que:
Pectobacterium chrysanthemi es el agente causal de la pudricion blanda que
comunmente afecta los cultivos de banano organico de todo el planeta. Las politicas
actuales de control fitosanitario se basan en la sintomatologia causada por la

enfermedad. Sin embargo, al existir otras especies que causan sintomas similares, se
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recurre a pruebas de patogenicidad a las que se debe adicionar pruebas bioquimicas para
llegar a identificar la bacteria, prescindiendo de ensayos moleculares que, en contraste,
permitirian obtener resultados mas especificos y en menor tiempo. Este articulo presenta
una metodologia alternativa en el diagndstico rapido y especifico de la pudricion blanda
causada por Pectobacterium chrysanthemi en cultivos de banano organico del Pera. La
deteccion mediante virulencia de la bacteria en tejido hospedante de Solanum tuberosum
y la PCR del espaciador transcrito interno (ITS) del ADNr 16S/23S, permite el manejo
oportuno de la enfermedad. Los resultados demuestran que en el complejo entre la
prueba de patogenicidad y el ensayo PCR- ITS 16S/23S es posible detectar a
Pectobacterium chrysanthemi en un periodo de 8 dias, 3 horas y 15 minutos,
demostrando que este método es mas eficiente que las pruebas bioquimicas usualmente

empleadas para el diagnostico de la pudricion blanda en Musa sp. (p. 299)

En Piura — Perti Nolasco et al. (2022) mencionan que:
La pudricion blanda a nivel mundial, es una de enfermedad que afecta a cultivos de
importancia agricola economica como lo son cultivos de banano organico que se
cultivan en la region norte tropical del Pert en el distrito de Querecotillo provincia de
Sullana, departamento de Piura. Diversos estudios relacionan a especies bacterianas del
género Pectobacterium 'y Dickeya (anteriormente Erwinia). Sin embargo, en los ultimos
afios también se ha reportado la presencia de bacterias del género Klebsiella en muestras
de pudricion blanda en banano. Con la finalidad de evidenciar que poblacion bacteriana
se encuentra presente en muestras de pudricion blanda en banano organico de
Querecotillo, empleamos un andlisis de similitud del gen 16S ARN (fragmento de 1492
nucleétidos) de 37 secuencias obtenidas de los aislados bacterianos de la muestra de
pudricion blanda. Nuestros resultados concluyen que en la muestra de pudricion blanda
se encontraban presentes bacterias de la familia FEnterobactereacea: Klebsiella
michiganensis (29/37) y Klebsiella variicola (8/37). Este hallazgo refuerza la necesidad
de continuar con estudios que permitan evidenciar el rol bacteriano del género

Klebsiella. (p. 2)

1.1.3. Antecedentes regionales

En Ayacucho Cancho (2019) menciona que:
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El presente trabajo, consistid en aislar y caracterizar al agente causal de la pudricion
negra de la pifa, para determinar un eficaz control in vitro del agente causante de la
pudricion negra del fruto de pifia, para lo cual se colectaron frutos de pifias con sintomas
caracteristicos del mercado local mayorista Nery Garcia Zarate. Las muestras se
transportaron al laboratorio de Fitopatologia de la Escuela Profesional de Agronomia de
la Universidad Nacional San Cristobal de Huamanga, donde se hizo el aislamiento del
hongo en tres diferentes medios PDA (Papa Dextrosa Agar), PZA (Papa Zanahoria
Agar) y Agar V8 a diferentes temperaturas 10, 20, 25 y 30°C, como resultado se
determina que el medio mas favorable para el crecimiento micelial del hongo patdégeno
con 3.8 cm/24 Hrs. es el PDA a una temperatura de 25 °C; posteriormente se realizo la
caracterizacion e identificacion morfologica del hongo mediante microscopia Optica,
determinando estructuras reproductivas caracteristicas del hongo y comprobacion
mediante criterios taxondmicos establecidos, del que se obtuvo como resultado que el
patogeno causante de la pudricidén negra de la pifia es el hongo Thielaviopsis paradoxa.
Finalmente se realiz6 el control quimico in vitro donde los tratamientos mas eficaces
son: T1 (Mancozeb -dosis recomendado), T3 (Propineb - dosis recomendado), T5
(Benomil - dosis recomendado), T6 (Benomil - dosis al 50%), T7 (Procloraz - dosis
recomendado) y T8 (Procloraz - dosis al 50%), estos tratamientos inhibieron el
crecimiento de Thielaviopsis paradoxa al 100%. Sin embargo, el control bioldgico con
Trichoderma viride obtuvo un porcentaje de inhibicion (PI) de 94.96%, y el control con

Trichoderma harzianum obtuvo un PI de 87.56 %. (p. 9)

1.1.4. Antecedentes locales

En el Peru existen diversos estudios sobre bacterias causantes de pudricion blanda en
diferentes cultivos, principalmente relacionados con Pectobacterium sp., sin embargo,
informacion especifica en el cultivo de papa en la region de Ayacucho es limitada, evidenciando

un vacio de informacion que justifica la presente investigacion.

1.2.  El cultivo de papa

El cultivo de la papa (Solanum tuberosum L.) se desarrolla a lo largo del territorio
peruano en diversos agroecosistemas, como punas secas y humedas, valles interandinos,
vertientes orientales humedas, vertientes occidentales semidridas y valles costeros

subdesérticos (Egusquiza, 2000). Bajo este contexto, la regiéon andina contempla la mayor
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superficie de produccion, constituyéndose como la principal zona productora del pais (Campos,

2014).

1.2.1. Origen

El origen de especies cultivadas, como la papa, se asocia a regiones con alta variabilidad
genética tanto de formas silvestres como cultivadas. Segin Nikolai Vavilov (1951), citado por
Montaldo (1984), los centros de origen se identifican en funcion de esta diversidad. En el caso
de la papa, se reconocen dos principales centros de origen: el centro Chiloé y el centro andino
Ecuador-Peru-Bolivia, siendo este ultimo el mas importante por su amplia variabilidad

genética.

1.2.2. Taxonomia
La taxonomia de las especies de papa, tanto silvestres como cultivadas es compleja
debido a la alta variabilidad morfologica y a la capacidad de hibridacion natural entre ellas, lo

que dificulta la delimitacion precisa de especies (Rodriguez, 2009).

La papa pertenece a la familia Solanaceae y al género Solanum, el cual agrupa
numerosas especies, subespecies y series. Existen diversos sistemas de clasificacion basados en
el numero de especies reconocidas; si embargo, uno de los mas aceptados es el que reconoce

ocho especies cultivadas (Cronquist, 1981; Huaman, 1986).

La clasificacion taxonomica utilizada en este estudio se basa en el sistema APG IV
propuesto por Angiosperm Phylogeny Group (2016), el cual se fundamenta en relaciones

filogenéticas:

Tabla 1.1

Taxonomia de Solanum tuberosum.

Categoria Taxa

Reino Plantae

Division ~ Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Subclase  Asteridae

Orden Solanales

Familia Solanaceae

Género Solanum

Especie Solanum tuberosum L.

Fuente: (Angiosperm Phylogeny Group, 2016)
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1.2.3. Botdnica

La papa es una planta herbacea que puede comportarse como anual y potencialmente
perenne. Se considera anual debido a que completa su ciclo de vida en un periodo aproximado
de seis meses, mientras que por su caracter potencialmente perenne se debe a su capacidad de

reproduccion vegetativa mediante tubérculos.

Las hojas son compuestas e imparipinadas, con foliolos que presentan variabilidad en
forma, numero y tamafio segun la especie las condiciones ambientales. Las flores son
hermafroditas y autégamas, presentando diversos colores como el rojo, azul, blanco o morado,

que en su conjunto forman una inflorescencia de tipo cimosa (Hawkes, 1988; Lopez, 1979).

Figura 1.1
Morfologia de la planta de papa.
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1.3.  Pudricion blanda
1.3.1. Epidemiologia

Las bacterias causantes de la pudricion blanda tienden a sobrevivir por mas tiempo en
hospedantes alternos y restos de cosecha, mientras que su permanencia en el suelo es por un
tiempo corto debido a condiciones como la temperatura, humedad y pH del suelo. Para el
cultivo de la papa, la principal fuente de inoculo son los tubérculos semilla, cuando estos se

pudren liberan bacterias al suelo y estas se trasladan a través del agua para infectar plantas
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vecinas, las bacterias logran ingresar al hospedante a través de heridas o aberturas naturales,
colonizan raices y luego pueden trasladarse a través del sistema vascular. En los tallos pueden
0 no causar pudricion ya que esto también les permite sobrevivir en forma latente (Czajkowski

et al., 2011; Perombelon, 1974).

La diseminacidn puede ocurrir también gracias al aire, la lluvia y sobre todo los insectos
quienes dan lugar a que la infeccion sea llevada por largas distancias en campo como en
almacenamiento. La bacteria puede estar presente en todas las etapas de desarrollo del insecto.
Una forma de diseminar las bacterias es a través de los equipos de pulverizacién contaminados

(Agrios, 2005; McCarter et al., 1984).

Requis (2020) menciona que Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum 'y
Pectobacterium atroseptica fueron encontradas en aguas superficiales de Escociay en Colorado
Estados Unidos, al igual que en el aire en campos distantes donde no habia presencia de

hospedantes.

1.3.2. Etiologia

Elnivel de agua en el suelo es importante para el desarrollo de la enfermedad ocasionada
por Pectobacterium. La presencia de una delgada capa de agua en la semilla condiciona una
situacion anaerobica que favorece la multiplicacion bacteriana y dar comienzo con la pudricion.
Esta condicion anaerdbica juega un rol en contra hacia la respuesta de resistencia del huésped
ya que esta misma depende del oxigeno, dado a ello se da en forma exponencial la
multiplicacion bacteriana y produccion de enzimas degradadoras de la pared celular que

muestra como resultado lesiones en descomposicion (Fuqua et al., 2001)

1.3.3. Parasitismo

El proceso comienza con la interaccion entre el patégeno y el huésped mediante la
secrecion de proteinas efectoras (usando el sistema de secrecion tipo III TTSS). Los efectores
mas otras proteinas externas actian en forma no virulenta; es decir, permanecen ocultas a fin

de estimular en la planta la respuesta de hipersensibilidad HR (Khosro, 2012).

Luego de la interaccion, se desglosa el sistema de regulacion génica QS y se da la

liberacion de los factores de virulencia, que incorporan enzimas extracelulares como las
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pectinasas que poseen la capacidad de destruir la ldmina media que cumple una funcion
cementante entre las paredes celulares de células adyacentes y desarrollan un papel importante
en el avance de la enfermedad. Con la disolucién de la laminilla media hidrolizada, pueden

prosperar también bacterias saprofitas (Bhat et al., 2012).

En la siguiente tabla se listan a algunas de las enzimas que actan en el desarrollo de la
enfermedad, pero también se mencionan a enzimas como las fosfoglucomutasas (PGM) y las

PG o glucosidasas (Matsumoto et al., 2003).

Tabla 1.2
Enzimas involucradas en la degradacion de la pared celular, maceracion del tejido y disminucion de

los mecanismos de defensa de la planta.

Enzimas Nomenclatura
Celulasas Cel, EC3.2.14
Proteasas Prt, EC 3.4.24

Pectinmetilesterasa (Pme, EC 3.1.1.11)
Pectinliasa (Pnl, EC 4.2.2.2)
Pectatoliasas (Pel, EC 4.2.2.2)
Pectatohidrolasas (Peh, EC 3.2.1.15)
Pectinesterasas (PE)
Pectinmetilesterasas (PME)

Poligalacturonasas (PG)
Fuente: (Matsumoto et al., 2003).

Enzimas pectinoliticas

Enzimas pécticas

La enfermedad comienza su desarrollo tras la contaminacion de restos de cosecha y
tubérculos. La supervivencia de la bacteria en el suelo puede darse desde las dos semanas hasta
los seis meses, la cual esta determinada por condiciones como la humedad, pH y temperatura;
este ultimo factor puede ser determinante al momento de saber qué tipo de organismo
predomina en la lesion. La bacteria puede pasar de un estado latente a estar muy activa cuando
las condiciones ambientales lo permitan, comienza a multiplicarse hasta obtener una densidad
celular de 107 y 10® células/g de tejido, indicador del umbral para la activacion del sistema de
regulacion de la expresion génica QS (Smadja et al., 2004). Luego, la bacteria despliega los
factores de virulencia produciendo la degradacion o maceracion del tubérculo que adquirird una

consistencia cremosa torndndose de color negro en presencia del aire (Czajkowski et al., 2011).

Esta bacteria ademas de los tubérculos, puede infectar a los tallos y peciolos. La

subespecie mas comunmente encontrada en la superficie de las plantas es P. carotovora subsp.
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carotovora (Doolotkeldieva et al., 2016). El tallo puede infectarse mediante el sistema vascular
a partir de la multiplicacion de la bacteria en el tubérculo madre podrido, una vez en el tallo el
patogeno puede permanecer en estado latente o producir infeccidon, con las condiciones
favorables se produce la enfermedad del pie negro. Por otro lado cuando el tubérculo madre se
descompone por completo se liberan las bacterias al suelo y son trasladadas mediante el agua

hacia los tubérculos hijos o plantas vecinas diseminando mas la enfermedad (Acufa, 2021).

Figura 1.2

Desarrollo de la enfermedad de la pudricion blanda en tubérculos de papa.
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1.4.  Pectobacterium

1.4.1. Historia

Erwinia era en principio el nombre comun para bacterias con caracter fitopatogeno, el
cual fue propuesto por Winslow en 1917, este investigador consideré dentro del grupo a
aquellas que formaban colonias blanquecinas, viscosas y que no producian indol. Afios después
en 1920 se da como tal el nombre del género en honor al fitobacteridlogo Erwin F. Smith quien
considera a las bacterias fitopatdogenas como Gram negativas, con flagelos peritricos y no

esporulantes (Winslow et al., 1920).
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Waldee (1942), relata que tras estudios realizados con diferentes aislamientos, da con la
conclusion de que existen un grupo de bacterias pectinoliticas distintas a las especies de
Erwinia, por ello sugieren que estas pasen a formar un nuevo género separado en la familia
enterobacteriaceae dado a que son facilmente reconocibles; a raiz del descubrimiento se
propone el nuevo género Pectobacterium, bacterias Gram negativas, no formadoras de esporas,
con forma de baston, moviles por medio de flagelos peritricos y no moéviles. La especie es

Pectobacterium carotovorum (Jones) n. comb. Syn Bacillus carotovorus Jones.

Brenner et al. (1974) menciona que se propusieron una extensa cantidad de esquemas
taxondmicos para ambos grupos de Erwinias, tanto para el verdadero cuya especie es Erwinia
amylovora y las Erwinias pectinoliticas como Pectobacterium carotovorum. Ambos géneros
cuentan con las razones suficientes para mantenerse dentro de la familia Enterobacteriaceae. La
diferencia entre ambos géneros se sostiene en la exhibicion de patrones metabolicos de Erwinia
y Pectobacterium, asi como diferencias en la enfermedad que producen Erwinia (necrosis biliar,

marchitez y seca) Pectobacterium (Pudricion blanda).

Hauben et al. (1998) trabajaron con 29 aislamientos y determinaron las secuencias del
16S ADNr cuyo andlisis secuencial de las Enterobacterias fitopatdégenas indic6 nuevas
relaciones entre especies, estos autores mencionan hasta 3 géneros marcados Erwinia,
Pectobacterium y Brenneria. Y llegaron a determinar que las especies del género Erwinia
pueden dividirse en dos grupos, el grupo I compuesto por E. amylovora, E. maliotivorea, E.
persicinus, E. psidii, E. rhapntici y E. tracheiphila. En el grupo Il proponen que las Erwinias
pasen a Pectobacterium. Estos mismos describen al género Pectobacterium como células con
forma de baston, Gram negativas, con una medida de 0.5a 1 X 1 a 3 pm con extremos redondos,
presentandose solos o en parejas y ocasionalmente en cadenas, pueden ser méviles por medio
de flagelos peritricos. Las cepas de este género tienen reaccion positiva a la catalasa y reaccion
negativa a la oxidasa, con metabolismo fermentativo y son aerobios facultativos, todas
producen acido a partir de fructosa, galactosa, glucosa, ribosa, sacarosa y entre otros sin
embargo no de adonitol, arabitol, lixosa, p-methylmanosido, sorbosa y almidon. Las cepas de
este género poseen también enzimas pectinoliticas que causan podredumbres blandas, necrosis

y marchitamientos a excepcion de Pectobacterium cyprieddii.
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De acuerdo con Czerwicka et al. (2011), Duarte et al. (2004) y Lee et al., (2017), el
género Pectobacterium se divide en 6 especies y subespecies:
- Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum (van Hall).
- Pectobacterium betavascularum (Gardan, Gouy, Christen, & Samson).
- Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis (Duarte, De Boer, Ward, & De Oliveira).
- Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Jones).
- Pectobacterium carotovorum subsp. odoriferum (Gallois, Samsung, Ageoron, & Grimont).

- Pectobacterium wasabie (Gardan, Gouy, Christen & Samson).

1.4.2. Taxonomia

El género, especie y subespecie Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, se
conocia anteriormente como Erwinia carotovora subsp. carotovorum, esta bacteria pertenece a
las Gammaproteobacterias y a la familia Enterobacteriaceae (Czajkowski et al., 2011; Potrykus

etal., 2014).

Tabla 1.3

Clasificacion taxonomica de Pectobacterium carotovorum.

Categoria Taxa
Dominio Bacteria

Filo Proteobacteria

Clase Gammaproteobacteria

Orden Enterobacterales

Familia Pectobacteriaceae

Género Pectobacterium

Especie Pectobacterium carotovorum

Subespecie Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis
Fuente: (Hauben & Swings, 2015).

1.4.3. Morfologia

Czajkowski et al. (2011) mencionan que es una bacteria pectinolitica gramnegativa,
tiene forma de bacilo, mide entre 0.7 a 1 um de ancho pora 1 a 2.5 um de largo; no esporulada,
motil y con flagelos peritricos; las colonias de esta bacteria muestran una elevacion convexa y

son de color blanco cremoso, sus células pueden aparecer en forma individual o en pares.

1.5. Identificacion de P. carotovorum
Para la identificacion de P. carotovorum se cuenta con dos métodos; los clasicos y

moleculares. Los métodos clasicos consisten en caracterizar rasgos fenotipicos de nivel
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morfoldgico, bioquimico, fisiolégico y patologico ademas de pruebas a fin de evaluar
reacciones serologicas. Con respecto al método molecular, se utilizan técnicas que involucran
el ADN de los microorganismos con las que se emplean marcadores genéticos, es posible la
identificacion de P. carotovorum (Costa et al., 2006; Dadasoglu & Kotan, 2017; Zanoli &
Spoto, 2013; Zhang & Tanner, 2017).

1.5.1. Métodos clasicos

Para el aislamiento de la bacteria se utiliza el medio de cultivo selectivo (CVP) Cristal
Violeta Pectato, donde el aislamiento tiene la capacidad de degradar el pectato y sus colonias
crecen en forma incolora (Scala et al., 2018). Ademas de ello estd el medio de cultivo de
Steward modificado, Caldo se Soja con Tripticasa (TSBA), Agar de Carbonato de Dextrosa de
Levadura (YDC) y Agar Nutritivo (AN) (Dadasoglu & Kotan, 2017).

Fraaije et al., (1997) y Jones & Darrah (1994) mencionan que el aislamiento de este
patdgeno puede ser muy severamente afectado por la presencia de muchas cantidades de
bacterias saprofiticas en la misma muestra. También se sabe que la incubacién a diferentes
temperaturas permite detectar y diferenciar especies, pero no es lo adecuado cuando se trata de

tubérculos de papa (Gorris et al., 1994).

A'lo largo de los afos diferentes pruebas bioquimicas y el perfil de 4cidos grasos fueron
usados para diferenciar a las diferentes subespecies de Pectobacterium, pero su uso era limitado
dado a la falta de cultivos puros (Perombelon, 2002), sin embargo en la siguiente tabla se puede

ver los resultados esperados de las pruebas bioquimicas usadas en la deteccion de la bacteria.



35

Tabla 1.4

Resultados esperados de las pruebas bioquimicas para la deteccion de P. carotovorum.

Prueba bioquimica Resultado esperado
Oxidasa -
Catalasa +
Reduccion de nitrato +
Crecimiento a 37°C +
Tolerancia al cloruro de sodio (5%) +

Hidrolisis de almidon

Sustancias reductoras de sacarosa
Produccion de H,S

Produccién de indol -
Produccion de ureasa

Produccion de acido a partir de a-metil-d-glucésido
Hidrolisis de gelatina

Pudricién blanda en papa
Fuente: (Amaya et al., 2021).

+ o+

+ o+ o+

Czajkowski etal. (2015) mencionan que los aislamientos que muestren las
caracteristicas del género Pectobacterium pueden también se identificadas a nivel de especie o
subespecie en base a pruebas adicionales que se muestran a continuacion:

- Formacion de cavidades en CVP (24 horas a 28°C).
- Sensibilidad a la eritromicina.

- Produccion de fosfatasa.

- Produccion de acido trehalosa.

- Produccién de maltosa.

- Produccion acida de sorbitol.

- Utilizacién de malonato.

- Produccion acida a partir de lactosa.

1.5.2. Métodos moleculares

Mediante la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se puede
diagnosticar y detectar con mayor certeza aislamientos de Pectobacterium carotovorum, esta
técnica es muy especifica, rapida y sensible (Abu-Obeid et al., 2018; De Boer & Ward, 1995).
Esta metodologia presenta sus variantes como PCR anidada, PCR multiple y PCR en tiempo
real. Todas las mencionadas ocupan el uso de marcadores moleculares que identifican y
caracterizan a Pectobacterium sp. como los 16S-23rRNA y 16S rDNA (Diallo et al., 2009;
Nikitin et al., 2018).
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En la siguiente tabla se adjuntan algunos primers utilizados para la amplificacion del gen

16 r DNA de Pectobacterium carotovorum.

Tabla 1.5

Primers usados para la identificacion de Pectobacterium carotovorum.

Primers Forward/Reverse Especie que detecta Referencia
ECA1 (CGGCATCATAAAAACACG)/ P carotovorum De Boer & Ward
ECA2 (GCACACTTCATCCAGCGA) ) (1995).
Df (AGAGTCAAAAGCGTCTTG)/ Pectobacterium sp,  recon etal. (1998)

Dr (TTTCACCCACCGTCAGTC) Dickeya sp. Iii?ﬁ:teﬁgl(é%ofo))
Y45 (TCACCGGACGCCAACTGTGGCGT)/
Y46 (TCGCCAACGTTCAGCAGAACAGT)
ExpccF (GAACTTCGCACCGCCGACCTTCTA)/ P. carotovorum

ExpccR (GCCGTAATTGCCTACCTGCTTAAG) subsp. carotovorum

P. atrosepticum Frechon et al. (1998).

Kang et al. (2003).

MseF (GACGATGAGTCCTGAG)/ P. carotovorum Doolotkeldieva et al.
MseR (TACTCAGGACTCAT) subsp. carotovorum (2016)

27F (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG -3”) Pectobacterium Requis (2020)
1492R (5’TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3?) carotovorum )

Pectobacterium
carotovorum subsp. Requis (2020).
atroseptica
Pectobacterium
carotovorum subsp. Requis (2020).
carotovorum

ECAI1F (5CGGCATCATAAAACG-3’)
ECA2R (5’-GCACACTTCATCCAGCGA-3’)

EXPCCF (5’GAACTTCGCACCGCCGACCTTCTA-3")
EXPCCR (5’GCCGTAATTGCCTACCTGCTTAAG-3’)

1.6. Mecanismos de control

Para el control del agente causal de una enfermedad existen muchos métodos que
involucran el uso de diferentes productos de origen sintético o natural. Estas estrategias se basan
en erradicar el patdogeno mediante la creacion de un ambiente desfavorable para el avance de la

enfermedad (Del Puerto et al., 2014).

Mayormente el uso de compuestos quimicos engloba la accidon de antibioticos y sales
organicas e inorganicas que actuan inhibiendo el crecimiento in vitro del patogeno. Este efecto
se debe a la existencia de cationes que pueden limitar la funcioén de proteinas de la membrana

(Mills et al., 2006).

El antibidtico mas usado es la estreptomicina que es considerada fundamental para el
control de P. carotovorum en la papa. El procedimiento a seguir consiste en sumergir los

tubérculos de papa en una mezcla que contiene estreptomicina, hipoclorito de oxitetraciclina y
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mercurio. Esto debe realizarse previo a la siembra logrando asi reducir la incidencia de la

enfermedad (Czajkowski et al., 2011).

1.6.1. Productos base de cobre
En forma general los productos a base de cobre cumplen la funcién de reducir la

propagacion de patogenos (Gracia et al., 2002).

Sulfato de cobre pentahidratado. Resultado de la reaccion entre el sulfato de cobre
anhidrido y agua, es un producto que puede actuar en forma sistémica que se moviliza mediante
iones de Cu™ o por contacto con la poblacion patogena. Este producto induce las defensas

naturales de las plantas (Coto & Wang, 1995).

Gluconato de cobre. Se origina de la oxidacion de la glucosa, es la sal de cobre del
acido D-gluconico, es un compuesto orgdnico. Este producto tiene caracteristicas antisépticas
y quelatantes, ya que puede quelar iones de Cu para formar compuestos mas estables. Su
funcidn en la planta es ayudar a promover la sintesis de fitoalexinas y fenoles como sustancias

naturales de defensa(Coto & Wang, 1995).

Proteinato de cobre. Se genera tras la quelacion de una sal soluble con una proteina
donde el cobre estd muy contenido en aminoacidos libres. Este producto es muy moévil a través
de los tejidos, raices y haces vasculares. Su funcidn consiste en brindar un efecto bioestimulante
que mejora las condiciones bioldgicas de la planta y la ayuda a superar cualquier estrés(Coto &

Wang, 1995).

1.6.2. Productos a base de calcio

El calcio es un nutriente de gran importancia dentro de la planta, ya que una deficiencia
de este y otros nutrientes pueden dar como resultado una mayor susceptibilidad al ataque de
enfermedades. El calcio mediante sus iones brinda a una mejor estructura e integridad a los
componentes de la pared celular de las plantas lo que se traduce en una pared celular mas

resistente al ataque de enzimas pectinoliticas degradadoras de tejidos (Czajkowski et al., 2011).
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1.6.3. Productos naturales

Cola de caballo. Es una planta medicinal cuyo nombre cientifico es Equisetum arvense
L. es muy usada debido a su contenido de metabolitos secundarios como flavonoides,
compuestos fenodlicos, taninos y silice. Estos compuestos se asocian con variadas actividades
biologicas que incluyen afectos antioxidantes y antimicrobianos. Diferentes estudios
demuestran que el extracto de cola de caballo presenta actividad antimicrobiana principalmente
en bacterias de tipo Gram (+) mientras que su efecto en bacterias Gram (-) es limitado, esto se
atribuye debido a la presencia de una membrana externa en las bacterias Gram (-) la cual actia

como barrera frente a estos compuestos (Cowan, 1999; Mimica et al., 2008).

Higuerilla. De nombre cientifico Ricinus communis L. es también una planta de
multiples aplicaciones medicinales. Sus semillas contienen compuestos bioactivos como la
ricina, acidos grasos como el acido ricinoleico, alcaloides y compuestos fenolicos los cuales
estan relacionados con la actividad antimicrobiana. Estudios demuestran que la higuerilla
presenta actividad antimicrobiana sobre bacterias Gram (+) y Gram (-), lo cual es atribuido a
sus compuestos lipofilicos capaces de interactuar con la membrana celular bacteriana
provocando alteraciones en su integridad y funcionalidad (Okwu et al., 2004; Vieira et al.,

2000).



Capitulo II

Material y métodos

2.1.  Ubicacion del estudio
2.1.1. Ubicacion politica
La ubicacion politica donde se realizo el trabajo de investigacion se describe en la

siguiente tabla.

Tabla 2.1
Ubicacion politica de la investigacion.
item Ubicacion
Departamento Ayacucho
Provincia Huamanga
Distrito Ayacucho
Direccion Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga

Figura 2.1

Ubicacion politica de la investigacion.
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Fuente: (Sud América Index, 2025).
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2.1.2. Ubicacion geogrdfica

La ubicacion geografica donde se realiz6 la investigacion se describe a continuacion.

Tabla 2.2
Ubicacion geografica del laboratorio de fitopatologia.
tem Datos
Altitud 2790 msnm
Coordenadas  13°08'53" S - 74°13'12" O
Huso horario UTC-05

Figura 2.2

Ubicacion del laboratorio de fitopatologia.

Fuente: (Google Earth, 2025).

2.1.3. Fases y ambientes de la investigacion

Las fases y los ambientes donde se realiz6 la investigacion se describen a continuacion.

Tabla 2.3

Fases y ambientes de la investigacion.

Fase Lugar de trabajo/muestreo Altitud (msnm)
Laboratorio Laboratorio de Fitopatologia - UNSCH 2790
Umbrella Genomics Company SAC 120
Aturqui 3495
Ampuccasa 3462
Mercado “Las Américas” 2738
INIA - Canaan 2736
Campo Pucuhuillca 3772
Chiara 3556
Incaraccay 3255
Huahuapuquio 3260

Cangallo 2698
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2.2. Tipo de investigacion

De acuerdo a los siguientes criterios, el trabajo de investigacion se clasificd segun su
proposito como aplicada ya que ademds de identificar a la bacteria se propone un control in
vitro con productos a fin de contribuir con un resultado practico en el area de la fitopatologia.
Con respecto al alcance o nivel de profundidad fue una investigacion descriptiva, ya que se dio
a conocer aspectos fenotipicos que incluyen caracteristicas morfologicas y reacciones
bioquimicas, asi como el analisis molecular del agente patdgeno considerado en el estudio. Asi
mismo se le considerd experimental debido a que el patdgeno fue sometido a pruebas de control
en condiciones controladas a fin de evaluar el efecto antagonico de productos.
Metodologicamente, el trabajo de investigacion es cuantitativo dado a que se tuvo que

recolectar datos como el conteo de colonias y concentraciones de los tratamientos.

Tabla 2.4

Tipo de investigacion.

Segiin Investigacion
El proposito Aplicada
El nivel de profundidad Descriptiva
La metodologia Cuantitativa

La manipulacion de variables Experimental

2.3. Variables

2.3.1. Variable independiente

- Tratamientos aplicados para el control in vitro.

2.3.2. Variable dependiente
- Crecimiento bacteriano.

- Incidencia de la enfermedad.

2.3.3. Indicadores

Los indicadores de las variables se presentan en la siguiente tabla.



Tabla 2.5

Variables e indicadores.
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Variable independiente

Indicador

o Sulfato de cobre pentahidratado.
Tratamientos de control in vitro e Extracto de cola de caballo.
e Extracto de higuerilla.
Cepa bacteriana e Aislamientos M1-M23
Variable dependiente Indicador
Crecimiento bacteriano e Presencia o ausencia de crecimiento bacteriano.
. . e Numero de unidades experimentales infectadas.
Incidencia . . .
e Porcentaje de incidencia (%)
Severidad e Escala de severidad

2.4. Poblacion y muestra

2.4.1. Poblacion

La poblacion estuvo conformada por placas de Petri con colonias de Pectobacterium sp.

aislados de las zonas de Aturqui, Ampuccasa, Mercado “Las Américas”, INIA Canaan,

Pucuhuillca, Chiara, Incaraccay, Huahuapuquio y Cangallo.

2.4.2. Muestra

La muestra estuvo conformada por una placa de Petri colonizada con Pectobacterium

sp. aislados de las zonas de Aturqui, Ampuccasa, Mercado “Las Américas”, INIA Canaan,

Pucuhuillca, Chiara, Incaraccay, Huahuapuquio y Cangallo.

Figura 2.3

Muestra: Cultivo bacteriano de 48 horas en medio Agar Nutritivo (M3).




2.5.
2.5.1.

2.5.2.

Técnicas e instrumentos

Técnicas

- Coleccion de muestras.

- Aislamiento y purificacion.
- Prueba de patogenicidad.

- Identificacion fenotipica.

- Identificacion molecular.

- Prueba de control in vitro.

Instrumentos
Material biologico.
- Muestras con sintomatologia de pudricion blanda.

- Aislamientos de Pectobacterium sp.

Material de laboratorio.

- Agar Nutritivo (AN). -
- Kit para tincién de Gram -
- Placas de Petri. -
- Alcohol 70° y 96°. -
- Mecheros. -
- Vasos de precipitado.

- Triangulo de Drigalsky. -
- Micropipetas. -
- Matraz. -
- Tubos de ensayo. -
- Gradillas. -
- Vaso precipitado. -
- Probetas.

- Mechero de alcohol.

Equipos.
- Laptop. -

- Autoclave. -
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Bolsas de polipropileno.

Cinta Parafilm.

Envases de vidrio.

Aceite de inmersion.

Asa bacteriologica (punta recta
y redonda).

Sacabocado.

Envases herméticos de plastico.
Micropipetas.

Tips o puntas de micropipeta.
Papel toalla estéril.

Porta y cubre objetos.

Camara de flujo laminar.

Estufa.
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- Microscopio optico. - Balanza de precision.
- Estereoscopio. - Refrigeradora.

- Cémara germinadora. - Horno microondas.

Software.

- Excel.

- Word.

- Canva.

- Infostat.

- Zotero.

2.6. Procedimientos

2.6.1. Coleccion de muestras

La coleccion de muestras se realizd en campos de cultivo de papa pertenecientes a las
comunidades campesinas de Aturqui y Ampuccasa, ubicadas en el distrito de Socos; asi como
en puestos de venta de tubérculos del mercado “Las Américas” en el distrito de San Juan
Bautista. Asimismo, se incluyeron parcelas experimentales de la Estacion Experimental Agraria
Canaan — INIA, ubicada en el distrito de Andrés Avelino Céceres; la comunidad campesina de
Pucuhuillca en el distrito de Acocro; plantaciones de papa en el distrito de Chiara, provincia de
Huamanga; y parcelas pertenecientes a las comunidades de Incaraccay, Huahuapuquio y

Cangallo en el distrito y provincia de Cangallo.

Como primer paso, se realizo la identificacion in sifu de la sintomatologia caracteristica
de la enfermedad, tanto en plantas como en tubérculos. Se consideraron criterios como la
presencia de tallos y peciolos debilitados y resquebrajados, con coloracion oscura tipica, asi
como tubérculos con pudricion, olor fétido y consistencia blanda, caracteristicas asociadas a

infecciones por bacterias del género Pectobacterium.

Las muestras que presentaron la sintomatologia descrita fueron colectadas y
manipuladas con cuidado debido a su fragilidad. Estas fueron colocadas en bolsas de papel
limpias y debidamente rotuladas con marcador indeleble, consignando informacion sobre su
procedencia, variedad y organo vegetal muestreado. Ademads, se asigné un codigo de

identificacion para su adecuado registro y trazabilidad.
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Posteriormente, las muestras fueron almacenadas en un contenedor hermético de
tecnopor, utilizando gel packs para mantener en condiciones de temperatura adecuadas durante

su transporte al laboratorio, donde fueron procesadas para su respectivo aislamiento bacteriano.

Figura 2.4

Busqueda y coleccion de muestras en la zona de Aturqui — Socos.

k.
| —

Nota: Busqueda y coleccion de muestras en la zona de Aturqui — Socos

2.6.2. Procesamiento de muestras
Una vez trasladadas al laboratorio, las muestras fueron procesadas el mismo dia de su

coleccion o, como méximo, al dia siguiente, con el fin de aislar el agente causal de la pudricion

blanda.

Inicialmente, las muestras fueron lavadas con agua de cafio para eliminar impurezas
superficiales y posteriormente enjuagadas con agua estéril. Luego, con la ayuda de un bisturi
estéril, se extrajeron fragmentos de tejido de la zona de avance de la lesion los cuales fueron
triturados en un mortero previamente esterilizado. Durante este proceso se afiadio agua estéril

para obtener una suspension bacteriana, la cual se dejo reposar durante 5 minutos.
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Para la siembra, se utiliz6 un asa bacterioldgica estéril con la que se tomo una alicuota
de la suspension, procediéndose a realizar el estriado en placas de Petri conteniendo medio Agar
Nutritivo (AN). Las placas fueron debidamente codificadas e incubadas a 27°C durante 48

horas para el desarrollo de colonias bacterianas.

Figura 2.5

Tratamiento de muestras en el laboratorio.

Nota: (A: Separacion de muestras, B: Muestras partidas por la mitad, C: Trituracion en mortero, D: Siembra en medio AN).

2.6.3. Obtencion de aislamientos puros
Una vez obtenido el crecimiento de colonias tras 48 horas de incubacion, se procedio a
la observacion macroscépica con la ayuda de un estereoscopio, donde se evidencio la presencia

de colonias con diferentes formas, tamafios y coloraciones.

Debido a esta variabilidad, se realizé el repique de colonias individuales. Para ello, con
un asa bacteriologica estéril se tomo una colonia aislada (Unidad Formadora de Colonia, UFC)
y se transfirid a otros tubos tipo Eppendorf con capacidad de 3 ml, que contenian 1,5 ml de
agua destilada biesterilizada. Este procedimiento se repitid sucesivamente hasta obtener

cultivos aparentemente puros.

Posteriormente, a partir de los aislamientos que presentaban caracteristicas de pureza,
se realizaron diluciones seriadas, con el fin de obtener colonias bien aisladas en placas de Petri.

Este procedo permitié complementar y asegurar la purificacion de los aislamientos bacterianos.
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Figura 2.6
Purificacion de aislamientos.

A C

Nota: A: (Crecimiento de colonias por estriado, B: Dilucion seriada, C: Colonias aisladas).

2.6.4. Prueba de patogenicidad

Para esta prueba se usaron tubérculos de papa variedad Yungay los cuales fueron
enjuagados con abundante agua de cafio para quitar impurezas como tierra impregnada en la
parte superficial de la cascara, luego fue sumergida en hipoclorito de sodio a una concentracion
del 2 % por 5 minutos y finalmente enjuagada con agua destilada estéril. Seguido, las papas
fueron cortadas en laminas de 1.5 cm de grosor aproximadamente, a cada lamina se le realizo
un hoyo de 5 mm de didmetro y 5 mm de profundidad en el centro con la ayuda de un
sacabocado. Luego, se prepararon las camaras humedas en envases herméticos de plastico los
cuales contenian placas de Petri que a su vez contenian papel toalla estéril humedecido con
agua destilada estéril, por encima del papel toalla himedo se colocaron dos portaobjetos
sobrepuestos a fin de evitar el contacto directo de la rodaja de papa con la humedad contenida

en el papel toalla.

Para la inoculacion, se tomo de 1 a 2 ml de agua destilada estéril con una micropipeta y
se colocd en el hoyo previamente realizado en las ldminas de papa. Prosiguiendo, con un asa
bacteriologica se tomd una masa bacteriana de una colonia pura y fue diluida en el hoyo de la
lamina de papa, se realizaron tres repeticiones por aislamiento incluyendo un testigo al cual se

le inocul6 solamente agua estéril y otro al que no se le agrego nada.
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La incidencia de la enfermedad fue determinada como el porcentaje de unidades
experimentales, donde cada unidad experimental sera igual a una lamina o rodaja de papa que

presento6 sintomas de pudricion blanda, para ello se utilizo la siguiente formula:

Incidencia (%) = Numero de unidades enfermas % 100
nedencatyio) = Numero total de unidades evaluadas

Para evaluar la severidad de los sintomas de pudricion blanda que se generaron luego
de la inoculacion del patégeno en las laminas de papa, se utilizo6 la escala descrita por Bartz

(1999).

Tabla 2.6

Escala de evaluacion para la pudricion de laminas de papa.
Descripcion Medida (cm) Simbolizacion
Sin pudricion 0 -
Pudricion restringida <1 +
Pudricion activa pequeia 1-2 ++
Pudriciéon muy activa >2 +H+

Fuente: (Bartz, 1999).

Figura 2.7

Procedimiento realizado para la prueba de patogenicidad.

Nota: A: Seleccion de tubérculos, B: Lavado y pelado, C: Inoculacion, D: Camara himeda
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2.6.5. Identificacion fenotipica
Para la identificacion fenotipica de las colonias bacterianas aisladas, se realizaron las

siguientes pruebas:

a. Tincion de Gram
Para esta prueba se utiliz6 la metodologia contemplada por Casasola (2022), quien
sefiala que su correcta ejecucion es fundamental para una adecuada interpretacion
de resultados. Aunque el procedimiento es relativamente sencillo, es susceptible a
errores, por lo que se recomienda seguir los siguientes pasos:
- Utilizar cultivos bacterianos de 18 a 24 horas de incubacion.
- Verificar que los reactivos estén en condiciones Optimas.
- Poner una gota de agua en el portaobjetos limpio.
- Tomar una porcién de colonia bacteriana y diluirla en la gota de agua.
- Fijar la muestra mediante calor.
- Cubrir la muestra con cristal violeta durante 60 segundos y enjuagar con agua
destilada, evitando el contacto directo del chorro con la muestra.
- Anadir lugol durante 60 segundos y enjuagar nuevamente.
- Decolorar con alcohol etilico al 95%, durante 10 segundos y enjuagar.
- Aplicar safranina durante 45 segundos y enjuagar.

- Observar al microscopio con objeto de 100X.

Figura 2.8

Procedimiento ilustrativo de la tincion Gram.

NS \\\\C
e
[]

: (morado) (naranja) transparente 5 s (rosa)
U l

60 s 60 s

\ 4 \ 4
OO%
O
Ue2e° #‘_"

Vista microscopica

Fuente: (Labster, 2025).
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b. Prueba de catalasa
Para esta prueba se utilizé peroxido de hidrogeno (H20:2). Se coloco una gota sobre
un portaobjetos y, con la ayuda de un mondadientes estéril, se tomo una porcion de
colonia bacteriana de 24 horas de incubacion, la cual fue puesta en contacto con el

reactivo.

La prueba consisti6 en observar la formaciéon de burbujas, producto de la
descomposicion del perdxido de hidrogeno en agua y oxigeno, reaccidn catalizada
por la enzima catalasa. Esta enzima protege a las células del dafio oxidativo y su
presencia es caracteristica de bacterias aerobias o facultativas como Pectobacterium

sp. (Lifeder, 2023Db).

Figura 2.9

Reaccion de burbujeo indicando presencia de la enzima catalasa.

« R G e e T
Fuente: (Lifeder, 2023a)

¢. Prueba de oxidacion y fermentacion
Para esta prueba se prepar6 el medio O/F (Oxidacion/Fermentacion) de acuerdo a lo

descrito por Perombelon y Van Der Wolf (2002).

Tabla 2.7

Insumos para la preparacion del medio O/F para 1000 ml.

Reactivo/ingrediente Cantidad

Bacto peptona 2g
NaCl S5¢g
K>HPO, 03¢g
Azul de Bromothymol  0.03 g
Agar 10g
Glucosa 10g
Agua destilada 1000 ml

(Requis, 2020)
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Para su preparacion:

- Se disolvieron los reactivos en agua destilada, excepto la glucosa.
- Posteriormente, se afiadi6 la glucosa y se ajust6 el pH a 7.

- El medio fue esterilizado a 121 °C durante 15 minutos.

- Una vez enfriado (40-50 °C), se distribuy6 en tubos de ensayo.

Para la siembra:

- Se inoculo cada aislamiento en 8 tubos.

- 4 tubos en condicion aerdbica.

- 4 tubos cubiertos con vaselina liquida estéril (condicion anaerdbica).

- Los tubos fueron incubados a 28 °C durante 48 horas.

Esta prueba permitio determinar la via metabdlica utilizada por las bacterias para la
degradacion de carbohidratos, diferenciando bacterias oxidativas como

Pseudomonas de fermentativas como Enterobacteriaceae (Dahal, 2023).

Figura 2.10
Preparacion de medio O/F.

! |

I . -\‘

-

Nota: Preparacion de 250 ml de medio O/F.

d. Crecimiento a 27 °Cy 37 °C
Se preparo6 una suspension bacteriana ajustada mediante diluciones seriadas. A partir
de esta, se inocularon 0.2 ml sobre placas con Agar Nutritivo (AN), distribuyéndose

con un triangulo de Drigalsky



Figura 2.11
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Se sembraron 10 placas por aislamiento:
- 5Sincubadas a 27 °C.
- 5incubadas a 37 °C.

Esta prueba permitio evaluar la capacidad de crecimiento a diferentes temperaturas,
util para diferenciar especies dentro del género Pectobacterium y otros géneros
relacionados como Dickeya. Generalmente, se espera un crecimiento optimo a 27
°C, mientras que el crecimiento a 37 °C puede indicar adaptacion a condiciones mas

calidas (Oulghazi et al., (2021).

Programacion de temperaturas para la prueba de crecimiento.

B

:) IMANUAL RUN Run Tive Run Twe Rewaming

€.

Tabla 2.8

Nota: A: Temperatura a 27 °C y B: Temperatura a 37 °C

Crecimiento en 5% de cloruro de sodio (NaCl)

El medio fue preparado segin Perombelon & Van Der Wolf (2002), disolviendo los
componentes en agua destilada y esterilizandolos a 121 °C por 15 minutos.
Posteriormente, el medio fue vertido en placas de Petri estériles. Se realizaron 5

repeticiones por aislamiento y se evaluo el crecimiento bacteriano.

Insumos para la preparacion del medio con 5% de NaCl para 1000 ml.

Reactivo/ingrediente Cantidad

Bacto peptona 10g
NaCl S0g
Agua destilada 1000 ml
Agar 20¢g

(Requis, 2020)



Figura 2.12
Placa de Pe
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Esta prueba permitio determinar la tolerancia a condiciones de alta presion osmotica.
En el género Pectobacterium, esta caracteristica es 1til para diferenciar, por ejemplo,
P. carotovorum subsp. carotovorum presenta crecimiento positivo, mientras que P.

carotovorum subsp. atroseptica muestra crecimiento limitado (He et al., 2023).

tri con medio con 5% de NaCl.

2.6.6. Identificacion molecular

a.

Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN se empled el método por ebullicién (boilling), lisis
térmica o shock térmico, cuyo procedimiento fue rapido, economico y sencillo,
empleado fundamentalmente para obtener ADN molde de bacterias que pueden ser

conservadas o corridas en aplicaciones de PCR (Loberiza et al., 2025).

El protocolo que se utilizd para la extraccion de ADN, fue brindado por el

laboratorio de biotecnologia Umbrella Genomics Company SAC cuyos pasos fueron

los siguientes:

- Cosechar el crecimiento de una cepa bacteriana joven de 24 horas e incubada a
28°C y diluirlo con 500 uL de agua destilada estéril en un tubo de Eppendorf.

- Centrifugar a 10 000 RPM por 5 minutos.

- Extraer el sobrenadante y volver a suspender el pellet con 100 pL de agua libre
de nucleasas.

- Hervir con flotador en agua 95-100°C por 5 minutos y hacer el cambio a la
conservadora con 4 °C por 5 minutos y repetir el ciclo 3 veces.

- Centrifugar a una velocidad de 12 000 RPM por 10 minutos.

- Extraer el sobrenadante y almacenar en tubos de 600 uL o 1,5 ml.
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Figura 2.13
Extraccion de ADN.

Nota: A: Ambientes del lab. Umbrella, B: Cultivo de 24 horas, C: Cosecha de la cepa, D: Centrifugador y E: Rotulado de tubos.

b. PCR convencional para el primer general 16S
La preparacion del master mix para la amplificacion por PCR se realizo de acuerdo

a la tabla 2.9.

Tabla 2.9

Reactivos para PCR con el primer general 168S.

Componente Volumen para 1X (ul)
repliQa HiFi ToughMix (2X) 25
Forward primer 300 nM
Reverse primer 300 nM
Nuclease free water Variable
Template 2-5uL
Volumen final 50 uL

Fuente: (Requis, 2020).

El PCR se realiz6 usando los primers universales para 16S ARN, forward: 27F
(5’AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") y reverse: 1492R
(5’TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3").



Tabla 2.10
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Programacion PCR con el primer general 168S.

C.

Procedimiento Temperatura Tiempo Ciclos
Denaturacion inicial 98 °C 30 segundos
Denaturacion 98 °C 10 segundos
Annealing 59 °C 5 segundos 35
Amplificacién 68 °C 5 segundos
Amplificacion final 68 °C 60 segundos

Electroforesis en gel

La confirmacion de los productos de amplificacion se realizO mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1,0%. Para ello, se preparo el gel en buffer TAE
1X y se cargaron 5 pL del producto PCR junto con 5 pL de un marcador de peso

molecular en los pocillos correspondientes.

La migracion electroforética se llevo a cabo a 100 V durante 30 minutos.
Posteriormente las bandas de ADN fueron visualizadas bajo luz azul, verificindose
la presencia de fragmentos de aproximadamente 1500 pb correspondientes al gen

16S rARN.

Secuenciamiento
El producto amplificado del gen 16S rARN correspondiente al aislamiento
seleccionado fue enviado a un laboratorio especializado para su secuenciamiento

mediante tecnologia de Oxford Nanopore.

La secuencia obtenida fue procesada mediante herramientas bioinformaticas
proporcionadas por el laboratorio, generandose secuencia consenso en formato
FASTA. Para la aproximacion taxonoémica, la secuencia consenso fue comparada
con bases de datos del NCBI utilizando la herramienta BLAST, empleando
parametros alta similitud. Este andlisis permitié determinar la identidad taxonémica
del aislamiento en funcion del porcentaje de similitud con secuencias previamente

reportadas



56

Tabla 2.11

Plataformas utilizadas en la identificacion molecular.

Plataforma Descripcion
FASTA e Formato de texto usado para representar secuencias de acidos nucleicos.
NCBI e (National Center for Biotechnology Information) base de datos bioldgicos
internacional.
BLAST . Algoritmo del NCBI que fut}ciona como un buscador y determina a que ser
vivo corresponde tal secuencia.
Figura 2.14

Plataforma de busqueda NCBI

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

BLAST @ » blastn suite Home RecentResults Saved Strategies Help
Standard Nucleotide BLAST
m blastp blastx tblastn tblastx
BLASTN search i using ar ide guery. more...
Enter Query Sequence
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) @ cicar Query subrange @
Fom [

4 To
Or, upload file Ningun archivo seleccionado @

Job Title [ |
Enter a descriptive title for your BLAST search Q

| Align two or more sequences @

Choose Search Set

Database © Standard databases (nr etc ) () RNA/ITS databases (O Genomic + transcript databases O Betacoronavirus ) Experimental databases

| Core nucleotide database (core nt) h \0

2.6.7. Control in vitro

Para esta prueba se utilizé la técnica de medio envenenado, donde se usaron cinco
envases de vidrio previamente esterilizados en los cuales se prepararon 100 ml de medio agar
nutritivo que luego fueron esterilizados a 121 °C por 15 minutos. Posteriormente cuando el
medio estuvo a una temperatura de 40 a 50°C se agregaron la cantidad exacta de los productos
correspondientes, se mezcld y plaqued. Una vez solidificadas las placas con medio envenenado
se procedi6 a sembrar 0.2 ml de suspension bacteriana a una dilucién de 107 y se dispersé con

la ayuda de un triangulo de Drigalsky; y posteriormente se incub6 a 28°C por 48 horas.

Los extractos a base de cola de caballo e higuerilla fueron obtenidos mediante decoccion, para
ello el material vegetal fue hervido en agua destilada por 20 minutos, con el fin de extraer
compuestos hidrosolubles. Luego la solucion fue filtrada con un colador fino a fin de eliminar
residuos solidos y cuando la temperatura estuvo a 35-40°C se diluy6 con 250 gramos de jabon

neutro, este actud como agente tensioactivo en combinacion con el extracto vegetal.
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Tabla 2.12

Tratamientos para la prueba de control in vitro

Trat. Producto Dosis (ml/100ml) Rep.
T1 Cola de caballo 13.33 5
T2 Higuerilla 13.33 5
T3 Cola de caballo + Higuerilla 6.66 + 6.66 5
T4 Sulfato de cobre pentahidratado 0.25 5
T5 Testigo - 5

Figura 2 15

Preparacion de los extractos de higuerilla y cola de caballo.




Capitulo I1I

Resultados y discusion

3.1. Obtencion de aislamientos

Luego de salidas a campo, se colectaron un total de 54 muestras de tallos y tubérculos
de papa que presentaban sintomatologia tipica de pudricion blanda y pie negro en las diferentes
zonas contempladas en la metodologia. A partir de estas muestras, se logro aislar un total de 23

cepas bacterianas, las cuales fueron conservadas en tubos tipo Eppendorf con agua destilada

estéril para mantener su viabilidad y pureza.

Tabla 3.1

Resumen de la obtencion de cepas.

Ne Procedencia Variedad Parte vegetal Codigo
1 Aturqui Yungay Tubérculo Ml
2 Aturqui Yungay Tubérculo M2
3 Ampuccasa Canchan Tallo M3
4 Ampuccasa Canchan Tallo M4
5 Chiara Canchan Tubérculo M5
6 Chiara Canchan Tubérculo M6
7 Chiara Canchan Tubérculo M7
8 Canaan — INIA Yungay Tallo M8
9 Canaan — INIA Yungay Tallo M9
10 Mercado Américas Peruanita Tubérculo M10
11  Mercado Américas Peruanita Tubérculo Ml11
12 Mercado Américas Unica Tubérculo Mi2
13 Mercado Américas Unica Tubérculo M13
14  Mercado Américas Unica Tubérculo M14
15 Pucuhuillca Canchan Tubérculo MI15
16 Pucuhuillca Canchan Tubérculo M16
17 Pucuhuillca Canchan Tubérculo M17
18 Incaraccay Canchan Tallo MI18
19 Incaraccay Canchan Tallo MI19
20 Huahuapuquio Yungay Tubérculo M20
21 Huahuapuquio Yungay Tubérculo M21
22 Cangallo Canchan Tubérculo M22
23 Cangallo Canchan Tubérculo M23
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De acuerdo con la Tabla 3.1, se observa que la mayor proporcion de cepas bacterianas
fue aislada a partir de tubérculos (17 aislamientos), mientras que un menor numero
correspondid a muestras de tallos (6 aislamientos). Este resultado sugiere que los tubérculos
constituyen una fuente importante de inoculo del patégeno, especialmente en condiciones de
almacenamiento, donde las bacterias pectinoliticas encuentran condiciones favorables para su
proliferacion. Este comportamiento ha sido reportado por Amaya et al. (2021), quienes indican
que los tubérculos infectados representan un reservorio clave en la diseminacion de la

enfermedad.

Con respecto a la caracterizacion cultural, las cepas bacterianas fueron seleccionadas
considerando los criterios descritos por Requis (2020), quien sefiala que las colonias bacterianas
asociadas a pudricion blanda presentan morfologia ligeramente elevada, convexa, casi
translucida y de margen entero. En el presente estudio, las colonias aisladas mostraron
caracteristicas similares, evidenciando un crecimiento circular, superficie lisa y coloracion

blanco cremosa, lo cual concuerda con lo reportado en la literatura.

Estas caracteristicas macroscdpicas son tipicas en bacterias del género Pectobacterium,
las cuales se distinguen por formar colonias de aspecto himedo y brillante en medios de cultivo,
ademas a su capacidad de producir enzimas pectinoliticas. La similitud entre las colonias
observadas y las descritas previamente refuerza la presuncion de que los aislamientos obtenidos
pertenecen a este grupo bacteriano, lo cual deberd ser confirmado mediante pruebas

bioquimicas y moleculares posteriores.

Asimismo, las caracteristicas observadas se muestran en la Figura 3.1, donde se
evidencia la morfologia tipica de las colonias tanto a nivel macroscopico como bajo

estereoscopio.
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Figura 3.1

Crecimiento de colonias de un aislamiento puro.

A

A: Visualizacion macroscopica del crecimiento de colonias. B: Visualizacion de colonias con estereoscopio (aumento de 3X).

3.2.  Prueba de patogenicidad

A partir de las cepas bacterianas obtenidas, se realizd la prueba de patogenicidad
evaluando la incidencia de la enfermedad en ldminas de papa. Los primeros sintomas de
pudriciéon blanda se evidenciaron a partir de las 48 horas posteriores la inoculacion,

manifestandose como maceracion del tejido vegetal.

Se observo que no todas las cepas presentaron capacidad patogénica. Las cepas M1,
M2, M4, M9, M13, M14, M18, M19, M20, M21, M22 y M23 no produjeron pudricion (-) en
ninguna de las repeticiones, registrando una incidencia del 0 %, por lo que fueron consideradas

no patogénicas bajo las condiciones del ensayo y descartadas de las evaluaciones posteriores.

En contraste, las cepas que si generaron pudriciéon evidenciaron una marcada
variabilidad en la capacidad patogénica, observandose que las cepas M3, M5, M§, M10, M11,
M12, M15 y M16 presentaron una incidencia del 100 %, asociada a una pudricién muy activa
(+++). Mientras que, las cepas M6, M7 y M 17 mostraron una incidencia intermedia de 66.7 %

presentando una pudricion activa pequena (++).

Estos resultados evidencian la existencia de variabilidad en la agresividad entre los
aislamientos bacterianos, lo cual es caracteristico en poblaciones del género Pectobacterium,
donde la capacidad de causar enfermedad esta directamente relacionada con la produccion de

enzimas pectinoliticas responsables de la degradacion de tejidos vegetales.
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Asi mismo, la evaluacion cepa por cepa permitié una caracterizacion mas precisa del
comportamiento patogénico, evitando generalizaciones y proporcionando informaciéon
detallada sobre la virulencia de cada aislamiento, lo cual resulta importante para la seleccion de

cepas representativas en estudios posteriores.

Las cepas con mayor grado de patogenicidad procedieron de las zonas de Ampuccasa,
Chiara, Canaan-INIA, Acocro y Pucuhuillca, lo cual podria estar relacionado con practicas
agricolas como la siembra continua e intensiva, que favorecen la acumulacion y diseminacion

del inoculo en el campo.

La prueba de patogenicidad permitio confirmar la capacidad de ciertos aislamientos para
reproducir los sintomas caracteristicos de la enfermedad en el hospedero, lo cual constituye un
criterio fundamental para la identificacion del agente causal, en concordancia con los

postulados de Koch aplicados a fitopatdégenos (Agrios, 2005).

Asimismo, las cepas que produjeron pudricion blanda evidencian la capacidad de
sintetizar enzimas pectinoliticas responsables de la degradacion de la pectina en la pared celular
vegetal, provocando la maceracion de los tejidos. Esta caracteristica es tipica de bacterias del
género Pectobacterium, las cuales se distinguen por su elevada actividad enziméatica y su papel

en enfermedades de pudricion blanda en diversos cultivos (Perombelon, 2002).

Los resultados obtenidos son consistentes con lo reportado en la literatura, donde se
indica que no todos los aislamientos bacterianos asociados a tejidos infectados presentan igual
grado de virulencia, lo que sugiere variabilidad en la agresividad de las cepas dentro de una

misma especie (Toth et al., 2003).



Figura 3.2

Patogenicidad de los aislamientos bacterianos.
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Tabla 3.2

Incidencia y severidad de las cepas bacterianas.

Cepa Rep. con pudricion Incidencia (%) Severidad

Ml 0/3 0 -
M2 0/3 0 -
M3 3/3 100 +++
M4 0/3 0 -
M5 3/3 100 +++
M6 2/3 66.7 ++
M7 2/3 66.7 ++
M8 3/3 100 +++
M9 0/3 0 -
M10 3/3 100 +++
Ml11 3/3 100 +++
M12 3/3 100 A+
M13 0/3 0 -
M14 0/3 0 -
M15 3/3 100 +++
Ml6 3/3 100 +++
M17 2/3 66.7 ++
M18 0/3 0 -
M19 0/3 0 -
M20 0/3 0 -
M21 0/3 0 -
M22 0/3 0 -
M23 0/3 0 -

3.3. Identificacion fenotipica

3.3.1. Tincion Gram

Tras la tincion de Gram, todas las cepas evaluadas (M3, M5, M6, M7, M§, M10, M11,
M12, M15, M16 y M17) presentaron una reaccion Gram negativa, evidenciada por una
coloracion rojiza caracteristica. Este resultado concuerda con lo descrito para bacterias del

género Pectobacterium, las cuales son bacilos Gram negativos (Amaya etal., 2021;

Perombelon, 2002).

La naturaleza Gram negativa de estas bacterias se asocia a la presencia de una pared
celular delgada compuesta por una capa de peptidoglicano y una membrana externa,
caracteristica tipica de bacterias fitopatdogenas pertenecientes a la familia Pectobacteriaceae.
Los resultados obtenidos respaldan la posible pertenencia de los aislamientos a este grupo

bacteriano (Amaya et al., 2021).



64

Figura 3.3

Prueba de tincion de Gram.

Nota: Observacion microscopica de la cepa M3, A:40X y B:100X. Se evidencia la coloracion rojo-grosella.

3.3.2. Prueba de catalasa

Todas las cepas evaluadas presentaron una reaccion positiva a la prueba de catalasa,
evidenciada por la formacioén inmediata de burbujas tras la adicién de perdxido de hidrogeno.
Este resultado indica la presencia de la enzima catalasa, responsable de la descomposicion del

perdxido de hidrogeno en agua y oxigeno.

La actividad catalasa positiva es caracteristica de bacterias aerobias y facultativas
incluyendo especies del género Pectobacterium, lo cual coincide con lo reportado en estudios

previos (Amaya et al., 2021; Toth et al., 2003).

Figura 3.4

Formacion de burbujas (vespuesta positiva a la presencia de catalasa).

Nota: formacion de burbujas por la cepa M3.
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3.3.3. Prueba de oxidacion y fermentacion

En la prueba de oxidacion y fermentacion, todas las cepas mostraron un metabolismo
fermentativo, evidenciado por el cambio de coloracién del medio de verde a amarillo tanto en
condiciones aerobias como anaerobias. Este resultado indica la capacidad de las cepas para

metabolizar carbohidratos en ausencia de oxigeno.

Este comportamiento es caracteristico de bacterias fermentativas como Pectobacterium,
diferenciandose de otros géneros fitopatdgenos como Pseudomonas, los cuales presentan
metabolismo estrictamente oxidativo (Toth et al., 2003). Por lo tanto, este resultado contribuye

a la diferenciacion taxondmica de los aislamientos.

Figura 3.5

Respuesta positiva a cambio de coloracion del medio de cultivo con el aislamiento M3.

A: Tubos abiertos, B: Testigo, C: Tub'os (?errados.

3.3.4. Crecimiento a 27y 37°C
Todas las cepas mostraron crecimiento tanto a 27 °C como a 37 °C, lo que indica una
amplia tolerancia térmica. Este resultado permitio descartar especies como Pectobacterium

atrosepticum, la cual no presenta crecimiento a 37 °C.

En contraste, especies como Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum 'y
Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis si presentan crecimiento a esta temperatura,
lo que sugiere que los aislamientos obtenidos podrian pertenecer a este grupo (Oulghazi et al.,

2021). Este criterio es fundamental para la diferenciacion a nivel de especie.
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Figura 3.6

Crecimiento bacteriano a 37 °C.

Nota: La cepa M8 logro formar 34 colonias a 37 °C.

3.3.5. Crecimiento en 5% de NaCl

Todas las cepas mostraron crecimiento en medio con 5% de NaCl, evidenciando
tolerancia a condiciones de alta presion osmotica. Este resultado permitié descartar nuevamente
la presencia de Pectobacterium atrosepticum, ya que esta especie por lo general no crece en

dichas condiciones.

Por otro lado, especies como Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum y
Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis presentan crecimiento positivo en medios con

NacCl al 5%, lo cual coincide con los resultados obtenidos (He et al., 2023; Toth et al., 2003).

Figura 3.7
Crecimiento en 5% de NaCl.




Los resultados de todas las pruebas realizadas se pueden observar en la siguiente tabla.

Tabla 3.3

Resultados de las pruebas fenotipicas en 11 cepas bacterianas.

Cepas
Pruebas

M3 M5 M6 M7 M8 M10 Ml11 M12 MI15 Ml16é M17

Tincion de Gram - - - - - - - - - R -

Degradacion de laminas de papa + + +  + o+ + + + + + +
Prueba de catalasa + + + 4+ o+ + + + + + +
Prueba de oxidacion y fermentacion + + + +  + + + + + + +
Crecimiento a 27 °C + + + + + + + + + + +
Crecimiento a 37 °C + +  + o+ o+ + + + + + +
Crecimiento en 5% de NaCl + + + + + + + + + + +

Nota: (-) respuesta negativa y (+) respuesta positiva



3.4. Identificacion molecular

3.4.1. Extraccion de ADN

Tras evidenciar la similitud en las caracteristicas fenotipicas de las cepas bacterianas, se
procedio a la extraccion del acido desoxirribonucleico (ADN) de la cepa M 15, seleccionada por
su alta patogenicidad, cabe sefalar que, durante el procesamiento en el laboratorio de biologia
molecular, dicha cepa fue recodificada como PO3b para fines de andlisis, manteniendo

correspondencia con el aislamiento original.

La obtenciéon de ADN de buena calidad permitié su posterior uso en técnicas de
amplificacion molecular, evidenciando la ausencia de inhibidores que pudieran interferir en la

reaccion de PCR.

Figura 3.8
Extraccion de ADN.

3.4.2. PCR convencional para el primer general 16S

Mediante la amplificacion del gen 16S rRNA utilizando los cebadores universales 27F
y 1492R, se obtuvo un producto de aproximadamente 1500 pares de bases y una concentracion
de 128 ng/uL para la cepa PO3b. Este tamafio corresponde al esperado para este marcador
molecular, ampliamente utilizado en la identificacion bacteriana debido a su alta conservacion
y valor filogenético. La obtencién de un amplicon de tamano adecuado confirma la integridad
del ADN extraido y su aptitud para estudios moleculares, lo cual coincide con lo reportado por
Toth et al. (2003), quienes destacan el uso del gen 16 rRNA como herramienta fundamental en

la identificacion de bacterias fitopatogenas del género Pectobacterium.
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Figura 3.9
Productos PCR amplificados para el gen 168.

Nota: 1: Gel de agarosa al 1% que muestra la calidad de los amplicones. El tercer carril (L) corresponde a un Ladder de 1 Kb (GRISP). Los

fragmentos amplificados presentan un tamafio cercado a 1500 pb, confirmando la integridad y ausencia de inhibidores en el ADN extraido.

3.4.3. Secuenciamiento

El producto amplificado del gen 16S rARN correspondiente al aislamiento PO3b fue
secuenciado mediante tecnologia Oxford Nanopore. La secuencia obtenida en formato FASTA
fue comparada con la base de datos del NCBI con el algoritmo BLAST, mostrando una similitud

del 99.50% con Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis como se muestra en la tabla

3.4.

Tabla 3.4

Alineacion significante de la muestra PO3b.

., Total E % de Numero de
Nombre cientifico . . ./
Score value identidad accesion
Pectobacterium carotovorum subsp. 2699 0.0 99 50% CP047495.1

brasiliensis

Este resultado confirma que la cepa PO3b pertenece a dicho taxén respaldando los
resultados obtenidos en la caracterizacion fenotipica y pruebas de patogenicidad. La alta

similitud (>99 %) es considerada suficiente para la identificacion a nivel de especie mediante

el gen 16S rRNA.
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Figura 3.10

Secuencia consenso de nucleotidos de Pectobacterium brasiliensis.

>CP047495.1 Pectobacterium brasiliense
CCGGCAGGTCATGGTCGACTTCAACGCCACCGACGCCGACTTCCCGCA
GGATGCGCTCATCCATCAGCTCGTTGAAGACCAGGCCGCCCGCACGCC
CGAGGCCATCGCCGTCCTCTTTGAAGACCAGCACCTCTCCTATGACGCA
CTCAACCGCCGTGCCAACCAGCTCGCGCACCACCTGCTGTCACTCGGC
GTCCAGCCCGATGACCGCGTCGCCATTTGCGTCGAGCGCTCTCTCGACA
TGGTCATCGGCCTCCTCGGCATTCTCAAGGCCGGTGCCGCCTATGTTCC
GCTCGACCCCGGCTACCCCGCCGAGCGTCTCGCCTACATGCTCGACGAT
GCCGCCCCCGTCGCCCTGCTCACCCAGGCCGGCCGTCACGAGCTTCAG
ACCGGGGCTCTCCCGCTCATCCTGCTCGATACCGCCGACTTCAGCACGC
TGAGTGACCACAACCCCGACATCGCCGGACTCGATGCCCACCATCTGGC
CTACGTCATCTACACCTCCGGCTCCACCGGTAAACCCAAGGGCGTCATG
AACAGCCATCGCGGACTCTGCAACCGTCTCGTCTGGATGCAGAACACCT
ATCGTCTCACCCCCGATGACCGCGTCCTGCAGAAGACCCCCTTCAGCTT
CGACGTCTCCGTCTGGGAGTTCTTCTGGCCCTTGCTCTACGGCGCGCG
CCTCGTCATGGCCCGTCCCGACGGCCACAAGGATGCCGCCTACCTCGC
GCAGCTCATCGAGCGCACCGGCATCACCACCCTGCACTTCGTCCCCTCC
ATGCTCCAGCAGTTCGTCCAGTGGGCCGATGCAGACTGTGCCTGTGACT
CACTGCGCCGCGTCATCTGCAGCGGCGAAGCCCTCCCGGCCGAACTCC
AGCAGCGCTTCTTTGCCCGCTTCAACGCCCAGCTCCATAACCTCTATGGC
CCCACCGAGGCCGCCATTGACGTCACCTTCTGGGCCTGTCAGCCTGAC
GATCGTCGGTGAAATCCGCCAACTGTTGCAGGGTCAGCAGGATGCCCTG
CCAACGCCGCTACCGTACCGTAACTTTATTGCCCAAATATTAAGCGTCCC
GAACACGGAGCATGAAGCGTATTTCCGCGAACGGCTGGCGGATATTGAT
GCGCCGACGATTCCTTTCGATTTACTGGATACACAGGGAGAGGGAGAAA
ATATCGCTGAAGTCCGCATGCCGCTTCCTGCGCCATTATCCAGCGCAATA

La identificacién de Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis es importante
debido a su reconocimiento como uno de los principales agentes causales de pudricion blanda
en papa. Caracterizado por su capacidad de producir enzimas pectinoliticas que degradan la
pared celular vegetal, generando los sintomas observados en campo y condiciones de

laboratorio.

Estos hallazgos concuerdan con lo reportado por Toth et al. (2003), quienes sefialan que
esta subespecie presenta una amplia distribucion y alta agresividad en cultivos de papa,
especialmente en sistemas de produccion intensiva. Asimismo, la concordancia entre los
resultados fenotipicos y moleculares fortalece la validez de la identificacion realizada,
mostrando la importante de un enfoque polifasico en la caracterizacion de bacterias

fitopatogenas.
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3.5. Control in vitro
La prueba de control in vitro evidencio la nula eficacia de los productos naturales a base
de cola de caballo e higuerilla, mientras que el producto quimico anuldé por completo al

crecimiento de la cepa bacteriana.

La prueba de control in vitro evidencio diferencias en los tratamientos evaluados frente
a la cepa bacteriana identificada. Los tratamientos a base de extractos naturales de cola de
caballo e higuerilla, asi como su combinacién, no mostraron efecto inhibitorio sobre el
crecimiento bacteriano, comportaindose de manera similar al testigo. Por otro lado, el
tratamiento con sulfato de cobre pentahidratado (CuSOs4 5H20) inhibi6 completamente el

crecimiento bacteriano, evidenciando una alta eficacia en condiciones in vitro.

La falta de efecto inhibitorio de los extractos vegetales puede atribuirse a que, si bien
contienen compuestos bioactivos como saponinas, flavonoides, alcaloides y taninos, estos
suelen tener una mayor eficacia frente a hongos o actuar principalmente de manera preventiva
en plantas, mas que como agentes bactericidas directos en condiciones in vitro. En ese sentido,
su aplicacion resulta mas adecuada en campo como parte de estrategias de manejo preventivo

lo cual coincide con lo reportado por Camacho (2012),

Por otro lado, el sulfato de cobre pentahidratado mostrd una accion bactericida efectiva,
lo cual se explica por su capacidad de desnaturalizar proteinas y alterar la integridad de la
membrana celular bacteriana. Este comportamiento concuerda con lo reportado por Requis
(2020), quien también obtuvo inhibicion total del crecimiento bacteriano al emplear este

compuesto.

Estos resultados evidencian que bajo condiciones in vitro, los productos de origen
natural no constituyen una alternativa eficaz para el control de bacterias del género
Pectobacterium, mientras que el uso de compuestos quimicos como el sulfato de cobre contintia
siendo una opcion efectiva para su control. Sin embargo, su uso debe ser manejado

cuidadosamente debido a posibles efectos ambientales y fitotoxicos.
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Figura 3.11

Tratamientos aplicados en la prueba de control in vitro

Testigo Cola de caballo

Cola de caballo +
Higuerilla
Higuerilla

Sulfato de cobre pentahidratado

Tabla 3.5

Porcentaje de inhibicion del crecimiento
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T1: Cola de caballo T2: Higuerilla T3: Cola de caballo + Higuerilla T4: Sulfato de cobre pentahidratado T5: Testigo



1.

Conclusiones

La prueba de patogenicidad evidenci6 variabilidad en la capacidad patogénica de las cepas,
determinandose que 8 cepas presentaron alta virulencia con 100% de incidencia, 3
mostraron patogenicidad intermedia 66.7 % y el resto no evidencid capacidad patogénica

bajo las condiciones evaluadas.

Se concluye que los aislamientos bacterianos obtenidos a partir de muestras de papa con
sintomas de pudricion blanda en la regién de Ayacucho corresponden a bacterias del género
Pectobacterium, de acuerdo con las caracteristicas fenotipicas evaluadas, tales como
reaccion Gram negativa, actividad catalasa positiva, metabolismo fermentativo, y capacidad

de crecimiento a 37 °C y en 5% de NaCl.

La identificacion molecular permitié determinar con un 99.50% de similitud que las cepas
analizadas pertenecen a Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis, confirmando asi

la identidad del agente causal de la enfermedad en la zona de estudio.

En la evaluacion del control in vitro, el tratamiento con sulfato de cobre pentahidratado,
mostrd un 100% de inhibicion del crecimiento bacteriano, mientras que los extractos de
cola de caballo e higuerilla, no presentaron efecto inhibitorio bajo las condiciones

experimentales.



Recomendaciones

Ampliar los estudios de identificacion molecular mediante el uso de mas marcadores
genéticos o secuenciacion de genes adicionales, con el fin de confirmar con mayor

precision la identidad de las cepas bacterianas aisladas.

Evaluar la variabilidad genética y patogénica de un mayor nimero de aislamientos de
diferentes zonas productoras de papa de la region Ayacucho, para comprender mejor la

diversidad del agente causal.

Optimizar las condiciones de obtencion y aplicacion de extractos vegetales, como los de
cola de caballo e higuerilla, evaluando diferentes concentraciones, métodos de extraccion

y formas de aplicacion, con el fin de mejorar su posible efecto antibacteriano.

Realizar ensayos de control en condiciones de campo para validar la eficacia del sulfato de

cobre pentahidratado y otras alternativas de control bajo condiciones reales del cultivo.
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Anexos
Anexo 1

Coleccion de muestras en las diferentes zonas contempladas en la metodologia.
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Anexo 2

Trabajos de laboratorio usando la camara de flujo laminar.

Anexo 3

Plaqueado de medio de cultivo AN.
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Anexo 4

Crecimiento de colonias de aislamientos bacterianos (M1, M2 y M3).

Anexo 5

Tincion Gram en aislamientos bacterianos.
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Anexo 6

Prueba de catalasa con respuesta positiva en aislamientos bacterianos.




Anexo 7

Ambientes del laboratorio de biotecnologia Umbrella.
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Anexo 8
Caracteristicas del kit utilizado para la extraccion de ADN.
Para la extraccion de ADN se empled el kit NucleoSpin Microbial DNA (Imagen Nro 1), la cual
esta disenada para la purificacion de ADN genomico de alta pureza de microorganismos.
Gracias al uso de una disrupcion mecédnica con tubos de microesferas y en combinacion con la
proteinasa K liquida, este kit permite obtener altos rendimientos de ADN de una amplia gama
de muestras microbianas.
Caracteristicas del Kkit:

e Nombre del producto: NucleoSpin ® Micrbobial DNA.

e Fabricante: MACHEREY-NAGEL GmbH, Alemania.

e Referencia (REF): 740235.50 e Lote (LOT): 2509-001
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Phenotypic, molecular characterization and in vitro control of the causal agent of
soft rot in potatoes, Ayacucho — 2025
Yhon Carlos Morote Huaytalla' Angela Juana Requis Quintanilla’
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plantas

RESUMEN

En localidades de las provincias de Huamanga y Cangallo en la region Ayacucho, diversas
zonas productoras de papa fueron consideradas para la coleccion de muestras con
sintomas de pudricidon blanda, con el objetivo de aislar e identificar el agente causal
mediante caracterizacion fenotipica y molecular, asi como evaluar alternativas de control
in vitro. Las muestras fueron colectadas en las localidades de Aturqui, Ampuccasa,
Chiara, Canaan INIA, mercado “Las Américas”, Pucuhuillca, Incaraccay, Huahuapuquio
y Cangallo. Se obtuvo un total de 23 cepas bacterianas, de las cuales 8 presentaron alta
virulencia con 100 % de incidencia, 3 mostraron patogenicidad intermedia y el resto no
evidenci6 capacidad patogénica en ensayos de inoculacion en ldminas de papa. Las cepas
patogénicas fueron caracterizadas fenotipicamente, resultando todas Gram negativas,
catalasas positivas, fermentativas, con crecimiento a 37 °C y tolerancia a 5% de NaCl. La
identificacion molecular determind que las cepas corresponden a Pectobacterium
carotovorum subsp. brasiliensis con un 99.50% de similitud. Para el control in vitro se
empled un disefio completamente al azar, evaludndose un producto quimico y dos
alternativas ecoldgicas. Los resultados mostraron un 100% de inhibicion para el sulfato
de cobre pentahidratado, mientras que los extractos de cola de caballo e higuerilla no
presentaron efecto inhibitorio bajo las condiciones evaluadas. Se concluye que
Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis es el agente causal de la pudricion
blanda en papa en la region Ayacucho, constituyendo el primer reporte de esta bacteria en
la zona.

Palabras clave: Bacteria, Pectobacterium, pudricion blanda, identificacion molecular,

control in vitro.
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ABSTRACT
In the provinces of Huamanga and Cangallo in the Ayacucho region, various potato-
producing areas were sampled to collect samples exhibiting symptoms of soft rot. The
objective was to isolate and identify the causal agent through phenotypic and molecular
characterization, as well as to evaluate in vitro control alternatives. Samples were
collected in the towns of Aturqui, Ampuccasa, Chiara, Canaan INIA, the "Las Américas"
market, Pucuhuillca, Incaraccay, Huahuapuquio, and Cangallo. A total of 23 bacterial
strains were obtained, of which 8 strains showed high virulence with 100% incidence,
while 3 strains showed intermediate pathogenicity, and the remaining strains did not
demonstrate pathogenic capacity in inoculation tests on potato slices. The pathogenic
strains were phenotypically characterized; all were found to be Gram-negative, catalase-
positive, fermentative, with growth at 37 °C and tolerance to 5% NaCl. Molecular
identification determined that the strains correspond to Pectobacterium carotovorum
subsp. brasiliensis with 99.50% similarity. A completely randomized design was used for
in vitro control, evaluating one chemical product and two ecological alternatives. The
results showed 100% inhibition for copper sulfate pentahydrate, while horsetail and castor
bean extracts showed no inhibitory effect under the evaluated conditions. It is concluded
that Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis is the causal agent of soft rot in
potatoes in the Ayacucho region, constituting the first report of this bacterium in the area.

Keywords: Bacteria, Pectobacterium, soft rot, molecular identification, in vitro control.

INTRODUCCION

El cultivo de la papa (Solanum tuberosum L.) es de gran importancia, siendo el cuarto
cultivo mas producido y sustento para mil millones de personas aproximadamente debido
a su alto valor nutritivo (Cruzado, 2022). En nuestro pais, el consumo de papa alcanza los
92 kg/hab/ano, y el pais se sitlia en el puesto 16 en produccion mundial con alrededor de
3000 variedades registradas, constituyendo una fuente vital de ingresos para los
agricultores (Arcos et al., 2020; MIDAGRI, 2020).

Este cultivo es susceptible a diferentes agentes fitopatdgenos que ocasionan pérdidas
econdmicas significativas. Entre las enfermedades bacterianas mas importantes se
encuentran la pudricion marrdn (Ralstonia solanacearum), la necrosis bacteriana
(Clavibacter michiganensis), la costra de la patata (Streptomyces scabies) y la pudricion

blanda (Pectobacterium carotovorum) (Al-Zomor etal.,, 2013). Segin reportes
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cientificos, las bacterias pectinoliticas causantes de pudricion blanda fueron clasificadas
dentro del género Erwinia, por ser tipicamente Gram negativas, fermentativas, con
flagelos peritricos y no esporulantes. No obstante, estudios posteriores llevaron a la
creacion del género Pectobacterium, dentro de la familia Pectobacteriaceae, con
Pectobacterium carotovorum como especie tipo (Brenner et al., 1974; Waldee, 1942).

P. carotovorum es el agente causal de la pudricion blanda o pierna negra, con pérdidas
significativas que pueden alcanzar el 100% en poscosecha y entre 10% y 40% durante la
cosecha, almacenamiento y comercializacion (Amaya et al., 2021; INIA, 2021). En la
region de Ayacucho, la informacion cientifica sobre enfermedades causadas por bacterias
es limitada, y se desconocen las especies y subespecies de Pectobacterium presentes. Por
tal motivo, esta investigacion tuvo como objetivo principal identificar las caracteristicas

fenotipicas y moleculares del agente causal de la pudricién blanda en papa en esta region.

MATERIALES Y METODOS
Ubicacion
La investigacion se realizd en el departamento de Ayacucho, provincia de Huamanga,
distrito de Ayacucho, especificamente en el Laboratorio de Fitopatologia de la
Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga (UNSCH) a 2790 msnm. Ademas,
la prueba molecular se realizo en el laboratorio Umbrella Genomics Company SAC (120
msnm). Las muestras de papa se colectaron en diversas zonas productoras de papa,
contemplando Aturqui (2738 msnm), Ampuccasa (3462 msnm), Mercado ‘“Las
Américas” (2738 msnm), INIA-Canaan (2736 msnm), Pucuhuillca (3772 msnm), Chiara
(3556 msnm), Incaraccay (3255 msnm), Huahuapuquio (3260 msnm) y Cangallo (2698
msnm).
Coleccion de muestras
Se colectaron 54 muestras de tallos y tubérculos de papa con sintomatologia tipica de la
enfermedad. La identificacion in situ se basd en tallos y peciolos debilitados con
coloracion oscura, y tubérculos con pudricion, olor fétido y consistencia blanda. Las
muestras se rotularon, codificaron y transportaron en envases herméticos con gel packs.
Procesamiento de muestras
Las muestras se lavaron, enjuagaron y extrajeron pedazos de tejido de la zona de avance
de la lesion con bisturi estéril. Estos se machacaron en mortero con agua estéril para
obtener una suspension bacteriana. Se realizo estriado en placas de Petri con Agar

Nutritivo (AN) e incubacion a 27°C por 48 horas.
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Figura 2.5

Tratamiento de muestras en el laboratorio.

Nota: (A: Separacion de muestras, B: Muestras partidas por la mitad, C: Trituracién en mortero, D: Siembra en medio AN).

Obtencion de aislamientos puros

Se observaron crecimientos coloniales con diferentes formas, tamafios y coloraciones. Se
realizaron repiques sucesivos de colonias individuales (UFC) en tubos Eppendorf con
agua destilada biesterilizada hasta obtener cultivos puros. Luego se hicieron diluciones
seriadas para obtener colonias aisladas en placas de Petri y se conservaron en tubos
Eppendorf con su cddigo correspondiente.

Figura 2.6

Purificacion de aislamientos.

A C

Nota: A: (Crecimiento de colonias por estriado, B: Dilucion seriada, C: Colonias aisladas).

Prueba de patogenicidad

Se utilizaron tubérculos de papa variedad Yungay, previamente desinfectados y cortados
en laminas de 1.5 cm de grosor. Se realizé un hoyo de 5 mm de diametro y profundidad
en cada lamina. Se realizo la preparacion de cdmaras himedas con papel toalla estéril y
portaobjetos. Se inoculd una masa bacteriana de una colonia pura diluida en agua estéril
en el hoyo de la lamina de papa. Se trabajaron 3 repeticiones por aislamiento, incluyendo
un testigo con solo agua estéril y otro sin nada. La incidencia se calculdo como el
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porcentaje de unidades experimentales con sintomatologia de pudricion blanda mientras
que la severidad se evaluo con la escala de Bartz (1999).

Tabla 2.6

Escala de evaluacion para la pudricion de laminas de papa.

Descripcion Medida (cm) Simbolizacion
Sin pudricion 0 -
Pudricién restringida <1 +
Pudricién activa pequefia 1-2 ++
Pudricién muy activa >2 +++

Identificacion fenotipica

e Tincion de Gram: Siguiendo la metodologia usada por Casasola (2022), se
utilizaron cultivos bacterianos jovenes de 18 a 24 horas. Se aplico cristal violeta,
lugol, alcohol etilico y safranina. Observando al microscopio (100X). La
coloracidn rojiza evidencia presencia de bacterias Gram negativas.

e Prueba de catalasa: Se colocé una gota de agua oxigenada (H202) en un
portaobjetos y se afiadid una porcion de colonia bacteriana. La formacion de
burbujas evidencid una reaccion positiva.

e Prueba de oxidacion y fermentacion: Se us6 medio O/F (Bacto peptona, NaCl,
K2HPO4), Azul de Bromothymol, Agar, Glucosa, Agua destilada) (Requis, 2020).
Se inocularon 8 tubos por cada aislamiento (4 aerdbicos y 4 anaerdbicos con
vaselina liquida) e incubaron a 28 °C por 48 horas. El cambio de coloracion verde
a amarillo indic6 metabolismo fermentativo.

e Crecimiento a 27 °C y 37 °C: Se inocularon placas con AN con suspensiones
bacterianas. 5 placas para cada aislamiento y se incubaron a 27 °Cy 5 a 37 °C. se
evalud la capacidad de crecimiento a diferentes temperaturas.

e Crecimiento en 5% de cloruro de sodio (NaCl): Se prepar6 un medio con 5%
de NaCl (Bacto peptona, NaCl, Agua destilada, Agar) (Requis, 2020). Se
trabajaron 5 repeticiones por aislamiento y se evalud el crecimiento bacteriano.

Identificacion molecular

e Extraccion de ADN: Se utilizo el método por ebullicion (boiling), lisis térmica o
shock térmico, un procedimiento rapido y econdémico (Loberiza et al., 2025). El
protocolo incluyo cosechar cepas jovenes, centrifugar, resuspender el pellet,
hervir y enfriar en ciclos, y centrifugar nuevamente para obtener el sobrenadante

con ADN.
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PCR convencional para el primer general 16S: Se prepard un master mix con
repliQa HiFi ToughMix (2X), primers forward y reverse (27F y 1492R), agua libre
de nucleasas y ADN molde. La amplificacion se realiz6 con un programa de PCR
que incluy6 denaturacién inicial (98°C, 30s), 35 ciclos de denaturacion (98°C,
10s), annealing (59°C, 5s) y amplificacion (68°C, 5s), y una amplificacion final
(68°C, 60s) (Requis, 2020). Se esperaba un producto de 1500 pb.

Electroforesis en gel: Se confirmo la amplificacion mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1.0% con buffer TAE 1X. Se cargaron 5 pL del producto PCR y
un marcador de peso molecular. La migracion se realizo a 100 V por 30 minutos,
visualizando bandas de ADN bajo luz azul.

Secuenciamiento: El producto amplificado del gen 16S rARN del aislamiento
seleccionado (PO3b) se envido a un laboratorio especializado para
secuenciamiento con tecnologia Oxford Nanopore. La secuencia consenso
obtenida en formato FASTA se compar6 con bases de datos del NCBI usando

BLAST para determinar la identidad taxonémica.

Control in vitro

Se utilizo la técnica de medio envenenado. Se prepararon 100 ml de medio AN en envases

de vidrio, esterilizados a 121 °C por 15 minutos. A 40-50 °C, se agregaron los productos,

se mezclo y plaqued. Una vez solidificadas se sembraron 0.2 ml de suspension bacteriana

a una dilucién de 107 y se incubaron a 28 °C por 48 horas. Los tratamientos que se

utilizaron fueron:

Tabla 2.12

Tratamientos para la prueba de control in vitro

Trat. Producto Dosis (ml/100ml) Rep.
Tl Cola de caballo 13.33 5
T2 Higuerilla 13.33 5
T3 Cola de caballo + Higuerilla 6.66 + 6.66 5
T4 Sulfato de cobre pentahidratado 0.25 5
T5 Testigo - 5

Los extractos de cola de caballo e higuerilla se obtuvieron por decoccion, es decir

hirviendo el material vegetal en agua destilada por 20 minutos, filtrado y diluyendo con

jabon neutro (250 g) como agente tensioactivo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencion de aislamientos

Se colectaron un total de 54 muestras entre tallos y tubérculos de papa con sintomas de

pudricion blanda y pie negro, de los cuales se aislaron 23 cepas bacterianas, conservadas

en tubos Eppendorf con agua destilada estéril. La mayoria de las cepas (17) se aislaron

de tubérculos, lo que sugiere que son una fuente importante de indculo. Las colonias

aisladas mostraron caracteristicas culturales tipicas de Pectobacterium como crecimiento

circular, superficie lisa y coloracion blando cremosa, lo que se relaciona con la literatura

(Amaya et al., 2021).

Tabla 3.1

Resumen de la obtencion de cepas.

N° Procedencia Variedad Parte vegetal Codigo
1 Aturqui Yungay Tubérculo Ml
2 Aturqui Yungay Tubérculo M2
3 Ampuccasa Canchan Tallo M3
4 Ampuccasa Canchan Tallo M4
5 Chiara Canchan Tubérculo M5
6 Chiara Canchan Tubérculo M6
7 Chiara Canchan Tubérculo M7
8 Canaan — INIA Yungay Tallo M8
9 Canaan — INIA Yungay Tallo M9
10 Mercado Américas Peruanita Tubérculo M10
11  Mercado Américas Peruanita  Tubérculo M1l
12 Mercado Américas Unica Tubérculo M12
13 Mercado Américas Unica Tubérculo M13
14 Mercado Américas  Unica Tubérculo M14
15 Pucuhuillca Canchan Tubérculo M15
16 Pucuhuillca Canchan Tubérculo M16
17 Pucuhuillca Canchan Tubérculo M17
18 Incaraccay Canchan Tallo MI18
19 Incaraccay Canchan Tallo M19
20 Huahuapuquio Yungay Tubérculo M20
21 Huahuapuquio Yungay Tubérculo M21
22 Cangallo Canchan Tubérculo M22
23 Cangallo Canchan Tubérculo M23

Prueba de patogenicidad

Los sintomas de pudricion blanda aparecieron a las 48 horas después de la inoculacién.
No todas las cepas fueron patogénicas. Las cepas M1, M2, M4, M9, M13, M14, M18,
M19, M20, M21, M22 y M23 no causaron pudricién (0% de incidencia) y fueron
descartadas. Las cepas M3, M5, M8, M10, M11, M12, M15 y M16 mostraron 100% de

incidencia con pudricion muy activa (+++). Las cepas M6, M7 y M17 tuvieron una

incidencia intermedia del 66.7% con pudricion activa pequenia (++). Esta variabilidad en
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agresividad es caracteristica de Pectobacterium y se relaciona con la produccion de
enzimas pectinoliticas (Perombelon, 1974). Las cepas mas patogénicas provinieron de
Ampuccasa, Chiara, Canadn-INIA, Acocro y Pucuhuillca, posiblemente debido a
practicas agricolas intensivas (Toth et al., 2003).

Tabla 3.2

Incidencia y severidad de las cepas bacterianas.

M2 - ) .. M10 +++ M18 -
M3 +++ M1l  +++ : M19 -
M4 - M12 +++ M20 -
z .
M5 +++ M13 - M21 -
M6 ++ Ml14 - a M22 -
M7  ++ M15 +++ - M23 -
M8 +++

o .
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Identificacion fenotipica

Las cepas patogénicas (M3, M5, M6, M7, M§, M10, M11, M12, M15, M16 y M17)

mostraron las siguientes caracteristicas:

Tincion de Gram: Todas fueron Gram negativas (coloracion rojiza), relacionado
con Pectobacterium (Amaya et al., 2021; Perombelon, 1974).

Prueba de catalasa: Todas fueron catalasa positivas, es decir formaron burbujas
indicado la presencia de la enzima, tipica de bacterias aerobias y facultativas
(Amaya et al., 2021; Toth et al., 2003).

Prueba de oxidacion y fermentacion: Todas mostraron metabolismo
fermentativo (cambio de color verde a amarillo en condiciones aerdbicas como
anaerdbicas)

Crecimiento a 27 °Cy 37 °C: todas crecieron a ambas temperaturas descartando
Pectobacterium atrosepticum que no crece a 37 °C y sugiriendo P. carotovorum'y
P. brasiliensis (Oulghazi et al., 2021).

Crecimiento en 5% de NaCl: Todas crecieron en este medio, evidenciando
tolerancia a alta presion osmotica, lo que también descarta P. atrosepticum y es
consistente con P. carotovorum y P. brasiliensis (He et al., 2023; Toth et al.,

2003).

Los resultados fenotipicos se resumen en la siguiente tabla.

Tabla 3.3

Resultados de las pruebas fenotipicas en 11 cepas bacterianas.

Cepas
M3 M5 M6 M7 M8 MI10 M1l MI12 Mi15 Mi6 M17

Pruebas

Tincion de Gram

Degradacion de + + + 4+ + + + + + + T
laminas de papa

Prueba de catalasa + + + + + + + + + + +
Prueba de + + + + + + + + + + +
oxidacion y

fermentacion

Crecimiento a 27 + + + + + + + + + + +
°C

Crecimiento a 37 + + + + + + + + + + I
°C

Crecimiento en 5% + + + + + + + + + + +
de NaCl

Nota: (-) respuesta negativa y (+) respuesta positiva
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Identificacion molecular

Se extrajo ADN de la cepa M 15 (recodificada como PO3b) debido a su alta patogenicidad.
La prueba de PCR del gen 16S rRNA con los primer 27F y 1492R produjo un amplicén
de ~1500 pb (128ng/ pL), confirmando la integridad del ADN (Toth et al., 2003). El
secuenciamiento con Oxford Nanopore y la comparacion con BLAST en NCBI relevaron
un 99.50 % de similitud con Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis. Este
resultado confirma la identidad del agente causal y es el primer reporte de esta bacteria
en Ayacucho.

Tabla 3.4

Alineacion significante de la muestra PO3b.

., Total E % de Numero de
Nombre cientifico . . ./
Score value identidad accesion
Pectobacterium carotovorum 2699 0.0 99 50% CP047495 1

subsp. brasiliensis

Figura 3.9
Productos PCR amplificados para el gen 168.

Nota: 1: Gel de agarosa al 1% que muestra la calidad de los amplicones. El tercer carril (L) corresponde a un Ladder de 1 Kb
(GRISP). Los fragmentos amplificados presentan un tamafo cercado a 1500 pb, confirmando la integridad y ausencia de inhibidores

en el ADN extraido.

Control in vitro

El sulfato de cobre pentahidratado (T4) mostré un 100% de inhibicion del crecimiento
bacteriano. Por el contrario, los extractos de cola de caballo (T1), higuerilla (T2) y su
combinacion (T3) no tuvieron efecto inhibitorio comportandose como el testigo (T5). La
falta de eficacia de los extractos vegetales pudiese deberse a que sus compuestos
bioactivos son mas eficientes contra hongos o como preventivos en plantas, no como

bactericidas directos in vitro (Camacho, 2012). El sulfato de cobre actia desnaturalizando
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proteinas y alterando la membrana celular bacteriana (Amaya etal.,, 2021). Estos

resultados evidencian que, en condiciones de laboratorio, los productos naturales no son

una alternativa util contra Pectobacterium, mientras que los compuestos quimicos como

el sulfato de cobre son efectivos, considerando que su uso requiere precaucion debido a

los posibles efectos ambientales y fitotoxicos.

Tabla 3.5

Porcentaje de inhibicion del crecimiento

l.

100

B0

&0

40

20

WA AR AR SRR

o
T1 T2 T3 T4 L]
T1: Cola de caballo T2: Higuerilla T3: Cola de caballo + Higuerilla T4: Sulfato de cobre pentahidratado T5: Testigo

CONCLUSIONES
La prueba de patogenicidad evidencid variabilidad en la capacidad patogénica de las
cepas, determinandose que 8 cepas presentaron alta virulencia con 100% de
incidencia, 3 mostraron patogenicidad intermedia 66.7 % y el resto no evidencid

capacidad patogénica bajo las condiciones evaluadas.

Los aislamientos bacterianos obtenidos a partir de muestras de papa con sintomas de
pudricién blanda en la regiéon de Ayacucho corresponden a bacterias del género

Pectobacterium, segun las caracteristicas fenotipicas evaluadas.

La identificacion molecular permitié determinar con un 99.50% de similitud que las
cepas analizadas pertenecen a Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis,

confirmando asi la identidad del agente causal de la enfermedad en la zona de estudio.

En la evaluacion del control in vitro, el tratamiento con sulfato de cobre
pentahidratado, mostré un 100% de inhibicion del crecimiento bacteriano, mientras
que los extractos de cola de caballo e higuerilla, no presentaron efecto inhibitorio bajo

las condiciones experimentales.
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