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Resumen

El sindrome de desorden del peridermo
comuinmente conocido como pink eye, es una
enfermedad que produce un deterioro en la
superficie del tubérculo de Solanum tuberosum
(papa) generando una pérdida de casi el 100%
del almidén. La sintomatologia que presenta esta
enfermedad es la pudricion acelerada, lesiones de
textura acuosa, manchas negras en el tallo y puntos
rosados en la superficie del tubérculo, causada
por Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas
marginalis. Si bien P. fluorescens ha sido descrita
como un eficiente controladorbiolégico,en Ecuador
no ha sido reportada como agente patégeno en
cultivos de papa. Ante las sospechas de sintomas
relacionados con pink eye en zonas productoras,
se planted identificar su agente causal en plantas
sintomadticas y asintomaticas en tres provincias del
Ecuador. Se realizé un muestreo aleatorio en las
provincias de Pichincha, Carchi y Chimborazo. Las
muestras fueron inoculadas en medio B de King
y luego de 48 horas de incubacién se aislaron
y purificaron veinte morfotipos coloniales
de interés, de los cuales por reconocimiento
visual a través de luz UV, pruebas bioquimicas
tradicionales, sistema Biolog Inc y la secuenciacion
del gen 16S rRNA se identificaron siete aislados,
dos como P, fluorescens 'y cinco como P. marginalis.
Adicionalmente, se realizaron los postulados de
Koch con P. fluorescens y P. marginalis en veinte
tubérculos, diez para cada especie y se confirmo la
patogenicidad que producen las dos bacterias por
separado en S. tuberosum.
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IDENTIFICATION OF Pseudomonas fluorescens
and Pseudomonas marginalis, ASSOCIATED
WITH “PINK EYE” PERIDERMAL DISORDER
SYNDROME IN POTATO.

Abstract

The syndrome of periderm disorder known as
pink eye, is a disease that produces a disorder
on the surface of the tuber of Solanum tuberosum
(potato) generating a loss of almost 100% of
the starch. The symptoms of this disease are
accelerated rot, watery textured lesions and black
spots on the stem and pink spots on the surface of
the tube, caused by Pseudomonas fluorescens and
Pseudomonas marginalis. Although P. fluorescens
has been described as an efficient biological
controller and in Ecuador it has not been reported
as a pathogen in potato crops. Given the suspicions
of symptoms related to pink eye in producing areas,
it was proposed to identify its causative agent in
symptomatic and asymptomatic plants in three
provinces of Ecuador. A random sampling was
carried out in the provinces of Pichincha, Carchi
and Chimborazo. The samples were inoculated in
King’s B medium and after 48 hours of incubation
twenty colonial morphotypes of interest were
isolated and purified. By visual recognition
through UV light, traditional biochemical tests,
Biolog Inc system and 16S rRNA gene sequencing
seven isolates were identified, two as P, fluorescens
and five as P. marginalis. In addition, Koch’s
postulates were performed with P. fluorescens and
P. marginalis in twenty tubers, ten for each species,
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and the pathogenicity of the two bacteria in S.
tuberosum was confirmed separately.

Keywords: Koch’s postulates, Pink eye,
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas marginalis,
Solanum tuberosum.

I. INTRODUCCION

El sindrome de desorden del peridermo
comUnmente conocido como pink eye o
conjuntivitis de la papa (Solanum tuberosum),
es una alteracién conocida por producir un
deterioro del tubérculo en sus procesos de
produccion de precosecha, cosecha y postcosecha.
Esta enfermedad es generada por la apoptosis o
muerte celular programada de las células que
pertenecen al fel6geno o peridermo del tubérculo.
La evidencia fisica que esta patologia presenta
es una destruccién en el peridermo y a su vez
una coloracion rosada en la superficie, areas
hinchadas o dsperas en la planta y pudricion del
tallo o tubérculo con lesiones de textura acuosa
[1]. La enfermedad ha sido relacionada con P
fluorescens desde el afio 1959 en Maine, Estados
Unidos, por los investigadores Folsom y Friedman,
quienes descubrieron que podia generar graves
alteraciones en la planta como los sintomas
anteriormente descritos [2]. P fluorescens es
una bacteria Gram negativa, perteneciente a la
clase Gammaproteobacteria, que ha sido descrita
como endofita en diversas plantas, incluyendo
aquellas de la familia Solanaceae y como saprofita
en el suelo [3]. Aunque algunas investigaciones
reportan la existencia de cepas eficientes como
biocontroladoras [4], otros estudiosla han descrito
como una especie fitopatégena en determinados
cultivos. Por ejemplo, P. fluorescens, se ha aislado
del parénquima de algunas solanaceas enfermas
como Solanum lycopersicum o Solanum melongena
[5]- En conexién con esto, en el afio 2000, el
Departamento de Proteccién de Plantas en Riyadh
Abha, Arabia Saudita, analizé las plantas de tomate
(Solanum lycopersicum L.) con lesiones en los
tallos, raices adventicias y pudricién en el fruto,
aislando P. fluorescens (biotipo I) como agente
causal [6]. Asimismo, en los aflos 1999 y 2000 en
Corea del Sur se descubrié que P marginalis en
conjunto con Pectobacterium sp. se asociaban a
una alteracion consistente en lesiones de raices,
tales como podredumbres blandas, oxidacion y
marchitamiento en bulbos de lirios [7]. Ademas,
en estudios desarrollados en Nepal se determiné
que P. marginalis es considerada como un
fitopatégeno altamente perjudicial para el cultivo
de papa, y también, es reconocida como una plaga

que se encuentra alrededor del mundo, por lo cual
ingresa en la lista de patégenos cuarentenarios

[8].

La presente investigacion se realizé debido a la
escasez de informacién acerca de la patogenicidad
de los dos microorganismos mencionados en el
Ecuador, ya que P. fluorescens es utilizada como
agente biolégico certificado en varios paises y
se usa principalmente para regular la invasién
de fitopatogenos [9]. Investigaciones realizadas
sobre el sindrome de desorden del peridermo
y sus principales causas, ain se encuentran en
debate [10], se consideran estudios arcaicos o a
su vez no demuestran la patogenicidad o su riesgo
que posee P fluorescens en solanaceas [2,11].
Asimismo, la enfermedad mencionada, solo ha
sido identificada e investigada en Arabia Saudita
y en Estados Unidos [12]. Sin embargo, segun el
Centro de Biociencia Agricola Internacional (CABI,
por sus siglas en inglés), que es el encargado de
investigar problemas relacionados al medio
ambiente y la agricultura para el conocimiento
de plagas, diagndstico, control y manejo de las
mismas, la enfermedad esta distribuida en varios
paises de Latinoamérica [13]. Finalmente, este
patogeno podria afectar al agricultor de papa en
el aspecto econémico, dado que la tierra queda
afectada, comprometiendo la viabilidad de
proximos cultivos [14]. Por su parte P. marginalis,
es una bacteria cuarentenaria que debe ser
controlada de inmediato pues puede ocasionar
la pérdida completa de la plantacién, siendo
necesaria su identificacién temprana [15].

El objetivo de la presente investigacion fue aislar
e identificar, mediante técnicas bioquimicas y
moleculares, P fluorescens y P. marginalis en
plantas de S. tuberosum, con la sintomatologia
del sindrome de desorden del peridermo, en tres
provincias del territorio ecuatoriano.

II. METODOLOGIA

Para el presente estudio, se recolectaron
muestras de tubérculos a partir de plantas de
papa variedad Super Chola. Este procedimiento
tuvo lugar en las provincias de Pichincha,
Chimborazo y Carchi. En cada provincia se
muestreé de dos atreslotes por cantén, cadalote
teniauntamafio alrededorde 10.000a25.000 m?
yladistancia entrelas plantas aproximadamente
eran de cincuenta centimetros y entre surcos de
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un metro. El muestreo consistiéo en recolectar
tubérculos de plantas muestreadas al azar con
sintomas de afeccién bacteriana. Se establecié un
estimado porcentual de severidad, relacionando
tubérculos sintomaticos con tubérculos sanos,
en funcién de la superficie de la plantacién en
cada una de las provincias [16], se observé que
cada planta tenia alrededor de 10 tubérculos,
lo que se consider6é como una sola muestra. Los
sintomas que se observaron enlas plantas fueron
manchas negras y rosadas, lesiones de textura
acuosa y pudricién general. En las provincias de
Pichincha, Chimborazo y Carchi, se recolectaron
18, 30 y 11 muestras, respectivamente.
Cada muestra fue registrada e identificada
correctamente, acompafiada con la etiqueta, se
las coloc6 en papel toalla dentro de una funda
plastica Ziploc y fueron transportadas en cajas
térmicas, bajo condiciones de refrigeracion
hacia el Laboratorio de Fitopatologia de
la Agencia de Regulacion y Control Fito y
Zoosanitario - AGROCALIDAD, en donde se les
asigné un cédigo interno, (FP-19-), FP debido
a las siglas del laboratorio, 19 por el afio en el
cual se realiz6 el estudio y el numero secuencial
generado por la base de datos para cada una de
ellas. Posterior a su llegada al laboratorio, los
tubérculos fueron lavados con agua potable
para retirar el exceso de tierra, ulteriormente
se cortaron las secciones de los tubérculos que
presentaban sintomatologia, y se les realiz6 un
lavado de un minuto con hipoclorito de sodio al
2% con agitacion, y finalmente tres lavados con
agua destilada estéril para eliminar los residuos
de hipoclorito de sodio.

2.1. Materiales y métodos para la obtencién
de datos

2.1.1. Medios de Cultivo

El medio de cultivo que se utilizé fue B de King
Agar, en funci6on de su capacidad selectiva
para el crecimiento de Pseudomonas spp.,
ademas de estimular la produccién natural de
sider6foros, como piocianinas y pioverdinas,
en éste género, lo que conduce a la formacién
de colonias fluorescentes bajo luz UV [17].
Esta caracteristica diferencial fue utilizada
como criterio de seleccion de las colonias que
debian ser purificadas y caracterizadas como
se describe posteriormente. El medio de cultivo
fue preparado de acuerdo a las instrucciones
del fabricante (DB Difco, Heidelberg, Alemania),
esterilizado durante 15 minutos en autoclave

a 121 °Cy 15 libras de presion, para luego ser
dispensado en cajas Petri estériles.

2.1.2. Cultivo

Se realiz6 una maceracién de las secciones con
sintomatologia de las muestras de tubérculo y
tallo con agua peptonada 0,1% (m/v) estéril.
Esta suspension fue diluida de forma seriada
desde 10 hasta 103 en todas las muestras, y
100 pL de la dltima dilucién fueron inoculados
en la superficie de placas de B de King Agar
por triplicado. Estas fueron incubadas durante
48 horas a 26 °C y posteriormente las colonias
que mostraron fluorescencia bajo luz UV,
fueron seleccionadas y purificadas para ser
subsecuentemente caracterizadas.

2.1.3. Caracterizacion bioquimica de los
aislamientos

Cadauno de los aislamientos bacterianos fueron
caracterizados mediante pruebas bioquimicas
tradicionales, incluyendo pruebas de catalasa
en que se utiliz6 peréxido de hidrégeno al
3% y se resuspendié en una gota de esta
solucién, y oxidasa se realiz6 de acuerdo a las
instrucciones del fabricante (Becton, Dickinson
and Company 7 Loveton Circle Sparks, MD,
Estados Unidos), tincion Gram y observacion
microscopica. Ademas, se empled el sistema
Biolog Inc de caracterizacion fenotipica de
alto rendimiento, basado en la generacién de
perfiles de consumo de fuentes de carbono.
Para esto, se utilizaron microplacas GEN III
que fueron inoculadas individualmente con
suspensiones de los distintos aislamientos en el
medio IF-A especificos para bacterias aerobias,
[17] e incubadas durante 48 horas a 30 °C. La
lectura de cada uno de los perfiles generados fue
realizada, cada 24 horas durante dos dias, en el
equipo Microstation Reader e interpretada por
el programa informatico MicroStation GEN III
Data Collection Software mediante comparacion
con la base de datos GEN III.

2.1.4. Conservacion de los aislamientos

Aquellos aislamientos cuyo perfil fenotipico
fue compatible con Pseudomonas spp., fueron
propagados en agar nutritivo, y a partir de
colonias aisladas, suspendidos en caldo
nutritivo suplementado con glicerol 20% (m/v),
alcanzando una turbidez comparable con la
del estandar McFarland 1 y criopreservados
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a -80 °C. Para los andlisis posteriores,
estos aislamientos criopreservados fueron
reactivados al ser inoculados en agar nutritivo e
incubados a 30 °C durante 48 horas.

2.1.5. Extraccion de ADN

Cada una de las cepas aisladas fue propagada,
individualmente, en 10 mL de caldo nutritivo
durante 24 h a 30 °C. Se recolectaron 2 mL
de esos cultivos en microtubos coénicos y se
centrifugaron a 14000 rpm por 10 min. Se
removié el sobrenadante y el sedimento fue
resuspendido en 100 pL en agua libre de
DNasa y RNasa. Dicha suspensién fue incubada
a 95 °C con agitaciéon por 10 min y se centrifugo
nuevamente. La concentracién del ADN extraido
fue determinada en funcién de la medicién
espectrofotométrica de la densidad éptica, en
Nanodrop, a una longitud de onda de 260 nm.
La calidad del ADN extraido fue determinada en
base a la relacién 260/280 nmy 260/230 nm.

2.1.6. Amplificaciéon y electroforesis

Un fragmento de 1461pb del gen 16S rRNA fue
amplificado mediante Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés). Para
esto se utilizé el par de cebadores universales
27F (5’AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3’) y 1492R
(5’ACCTTGTTACGACTT3’) [18]. La mezcla de
PCR, con un volumen final de 50 pL, consisti6
en 2 uL de ADN molde y 48 uL de Master mix
Invitrogen™ que se distribuyeron de la siguiente
manera: 40,25 puL de ddH20, 5 puL de Buffer,
1,5 pL de MgClz, 0,5 pL. de dNTPs, 0,25 pL de
cada cebador, y 0,5 pL. de Taq Polimerasa. La
reaccion de PCR comprendié una fase inicial
de desnaturalizacién a 94 °C por 3 minutos,
seguido de 35 ciclos de desnaturalizacién
por 30 segundos a 95 °C, alineamiento por 30
segundos a 50 °C, elongacién por 1 minuto a
72 °C,y un paso final de extensiéon de 10 minutos
a 72 °C [18]. Finalmente, los productos de PCR
fueron separados mediante electroforesis en
gel de agarosa 1,5%, utilizando un voltaje de
110 V por 40 min. La formacién de bandas en
el gel de agarosa fue revelada mediante tincion
con Invitrogen™ SYBR™ Safe™ DNA Gel Stain.
Con el propdsito de determinar el tamafio (pb)
de las bandas, se empleé el marcador molecular
Low Mass Ladder de Invitrogen™ de 2 kb.

2.1.7. Secuenciacion e identificacion

Los productos de PCR de los siete aislados
obtenidos de las tres provincias fueron
secuenciados en Macrogen (Seul, Corea del
Sur) por el método de Sanger. Las secuencias
nucleotidicas obtenidas por los iniciadores
27F (5’AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3’) y 1492R
(5’ACCTTGTTACGACTT3’) fueron comparadas
con aquellas depositadas en Genbank, mediante
la herramienta NCBI Blast, identificAndose de
esa manera el género y especie de los distintos
aislamientos bacterianos.

2.1.8. Postulados de Koch

La concentracidn celular del in6culo se calculo
mediante la determinacién espectrofotométrica
de la D.O. (a 600 nm) de suspensiones celulares
de los distintos aislamientos, y se ajust6é a una
curva de crecimiento previamente realizada,
estableciendo la relacién entre D.O. y UFC
(unidades formadoras de colonias) de cada
especie [19]. Se hicieron diluciones seriadas de
10" a 107 en placas con medio B de King Agar
por triplicado, se dejaron incubar a 26°C por
48 horas, y luego del periodo de crecimiento se
examinaron las placas y se contaron aquellas
que tuvieron entre 30 y 300 colonias [20]. Los
inéculos utilizados en el ensayo se ajustaron
a una concentraciéon de 10%® UFC*mL?' con
solucién salina estéril (NaCl al 0,85%) [19]. Se
trabajé con dos aislados pertenecientes a las
provincias de Pichincha y Carchi; P. fluorescens
y P. marginalis, respectivamente. Se realizaron
camaras humedas en dos recipientes plasticos,
colocando algodones empapados de agua en
los costados, y en el centro se dispusieron diez
tubérculos de la variedad Super Chola para
cada tratamiento [21]. El primer tubérculo no
fue inoculado y se lo consideré como testigo,
el segundo fue inyectado con agua destilada
estéril (control negativo), y a los ocho restantes
se les inyect6 1 mL de la suspension de cada
especie en 12 puntos diferentes del tubérculo
[21]. Estos especimenes se mantuvieron
en condiciones de invernadero, con una
temperatura de 28-30°C durante el dia y en la
noche de 19-21°C a una humedad relativa de
60%. A los diez dias después de la inoculacion
se observaron lesiones de pudriciéon interna
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en el tubérculo, pudriciéon en la zona externa
y manchas negras en la superficie, a causa de
que el tubérculo se empieza a podrir y pierde
dureza.

I1I. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Identificacion de Pseudomonas
fluorescens y Pseudomonas marginalis en
tubérculos de Solanum tuberosum (papa), en
muestras de Pichincha, Carchi y Chimborazo

3.1.1. Sintomatologia

La sintomatologia que presentaron los tubérculos
muestreados fueron manchas rosadas, negras
y verdes en su superficie (Fig. 1A, Fig. 1B y Fig.
1C) respectivamente, malformaciones por el mal
funcionamiento que existe en el peridermo (Fig. 1B
y Fig. 1C), y una suavidad notable en la superficie
a causa de que el tubérculo se empieza a podrir y
pierde dureza (Fig. 1C).

Fig.1: Muestras de tubérculos de las diferentes provincias con la
sintomatologia visible en su superficie como manchas rosadas,
negras y verdes (A, By C) respectivamente y malformaciones en
la superficie (B y C).

Segin Folsom y Friedman [2], la sintomatologia
relacionada con el sindrome de desorden del
peridermo como manchas negras, verdes, puntos
rosados, pudricién interna y tallos con lesiones de
textura acuosa, es realmente importante, debido
a que se pueden identificar fisiologicamente
las anomalias generadas por P. fluorescens y P.

marginalis en la superficie de los tubérculos y en
los tallos, sintomas que fueron compatibles con
aquellos observados en las muestras recolectadas
en las diferentes provincias muestreadas.
Adicional a ello, Rodriguez [22] y Hernandez [23]
manifiestan que la enfermedad comienza con
sintomatologia similar a la de tubérculos en hojas
y tallos, al transcurrir los diferentes estadios de la
planta, lo cual se pudo evidenciar en las muestras
analizadas.

3.1.2. Aislamiento en agar B de King y
visualizacion mediante luz UV

Como mecanismo de seleccion de P. fluorescens y
P. marginalis se utilizo agar B de King. Las colonias
de P. fluorescens produjeron un pigmento amarillo
que rode6 la colonia, y que bajo condiciones de
luz ultravioleta fue verde-amarillo fluorescente
(Fig. 2A y Fig. 2B), mientras que P. marginalis bajo
condiciones de luz ultravioleta fue azul fluorescente
(Fig. 2A y Fig. 2C). Segin McRose y colaboradores
[24] establecieron en el afio 2018, que las
diferencias entre pigmentos pueden deberse al
grado de patogenicidad, y consecuentemente al
subgrupo que pertenezcan los microorganismos.

Fig.2: Aislamiento y purificaciéon de Pseudomonas fluorescens y
Pseudomonas marginalis. A) Crecimiento de bacterias aisladas
de tubérculos de papa a las 48 horas de incubaciéon en B de
King Agar observadas bajo luz ultravioleta, B) Cultivo puro de
P, fluorescens en B de King Agar observado bajo luz ultravioleta
y C) Cultivo puro de P. marginalis en B de King Agar observado
bajo luz ultravioleta.
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3.1.3. Pruebas bioquimicas y pruebas
BIOLOG de los aislados de Pseudomonas
fluorescens y Pseudomonas marginalis

La coloraciéon Gram de cada una de las cepas en
estudio revel6 la presencia de un cultivo puro
de bacilos alargados Gram negativos, propios
de las especies de P, fluorescens y P. marginalis.
La prueba para determinar la actividad del
citocromo oxidasa resulté positiva, lo que se
pudo evidenciar por el cambio de color azul
en las tiras. En tanto que, la prueba de catalasa
mostro produccién de burbujas de gas, siendo
positiva en todos los aislados. En las lecturas
de las microplacas en Biolog de las muestras
FP-19-0066, FP-19-0222, FP-19-0232, FP-

19-0244, FP-19-0577, FP-19-0577A y FP-19-
0580 se obtuvieron los siguientes resultados:
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas tolasii,
Pseudomonas tolasii, Pseudomonas marginalis,
Pseudomonas tolasii, Pseudomonas grimontii,
Pseudomonas fluorescens, respectivamente, con
valores SIM de 0.8 a 0.9, que indica una gran
similitud entre las especies analizadas con
las de la base de datos. El valor SIM o indice
de similitud determina la coincidencia entre
el perfil metabdlico analizado con el que se
encuentra en la base de datos, y se requiere un
valor SIM mayor que 0.5 para una coincidencia
de especies [25]. Los resultados obtenidos de las
59 muestras analizadas se los puede observar
en la Tabla 1.

Tabla 1. Resultados de las 59 muestras analizadas de las provincias de Pichincha, Carchi y Chimborazo.

NUMERO DE CODIGODE | TINCION
MUESTRA PROVINCIA LA MUESTRA CATALASA OXIDASA RESULTADO BIOLOG
: FP-18-1561 N N Achromo.bacter
xylosoxidans
2 FP-18-1562 * . Bacillus megaterium
3 FP-18-1563 + - Klebsiella oxytoca
4 FP-18-1564 + - Klebsiella pneumoniae
5 FP-19-0060 . . Achromo.bacter
xylosoxidans
6 FP-19-0061 + + Micrococcus luteus
7 FP-19-0062 + - Enterobacter cloacae
8 FP-19-0063 + - Klebsiella oxytoca
9 FP-19-0064 N N Achromo'bacter
xylosoxidans
10 PICHINCHA FP-19-0065 + + Micrococcus luteus
1 FP-19-0066 N . Pseudomonas
fluorescens
12 FP-19-0067 + - Klebsiella pneumoniae
13 FP-19-0068 + - Klebsiella oxytoca
14 FP-19-0091 . . Achromo'bacter
xylosoxidans
15 FP-19-0092 . . Achromo‘bacter
xylosoxidans
16 FP-19-0093 . ) Bacillus su'b'tllxs ss
subtilis
17 FP-19-0094 + + Micrococcus luteus
18 FP-19-0095 + - Klebsiella oxytoca
19 FP-19-0222 + + Pseudomonas tolasii
20 FP-19-0223 + - Klebsiella oxytoca
CARCHI ] ]
21 FP-19-0224 + - Klebsiella pneumoniae
22 FP-19-0227 + - Klebsiella oxytoca
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23 FP-19-0228 - + - Klebsiella oxytoca
24 FP-19-0232 - + + Pseudomonas tolasii
CARCHI
25 FP-19-0233 N N ) Bacillus st{b.tilis ss
subtilis
26 FP-19-0234 - + + Burkholderia cepacia
27 FP-19-0237 N N ) Bacillus Sl{b.tllls ss
subtilis
28 FP-19-0244 - + + Pseudomonas
marginalis
29 FP-19-0247 - + - Kluyvera ascorbata
30 FP-19-0561 - + - Klebsiella oxytoca
31 FP-19-0562 i . N Achromo.bacter
xylosoxidans
32 FP-19-0562 + + + Micrococcus luteus
33 FP-19-0563 : N . Achromobacter
xylosoxidans
34 FP-19-0564 i N N Achromo'bacter
xylosoxidans
35 FP-19-0565 + + + Micrococcus luteus
36 CHIMBORAZO FP-19-0566 - + - Klebsiella oxytoca
37 FP-19-0567 - + - Klebsiella pneumoniae
38 FP-19-0568 - " " Achromobacter
xylosoxidans
39 FP-19-0569 + + + Micrococcus luteus
40 FP-19-0570 - + . Achromobacter
xylosoxidans
41 FP-19-0571 - + - Klebsiella pneumoniae
42 FP-19-0572 - + - Klebsiella oxytoca
43 FP-19-0573 - " " Achromobacter
xylosoxidans
44 FP-19-0574 + + - Bacillus megaterium
45 FP-19-0575 + + + Micrococcus luteus
46 FP-19-0576 - + + Burkholderia cepacia
47 FP-19-0577 - + + Pseudomonas tolasii
48 FP-19-0577 A - + + Pseudomonas
grimontii
49 FP-19-0578 + + - Bacillus
amyloliquefaciens
50 FP-19-0579 - + - Klebsiella pneumoniae
51 FP-19-0580 B . . Pseudomonas
fluorescens
52 FP-19-0581 + + + Micrococcus luteus
53 FP-19-0582 - + - Klebsiella oxytoca
54 FP-19-0583 - + - Klebsiella pneumoniae
55 FP-19-0584 : . . Achromobacter
xylosoxidans
56 FP-19-0585 ) . . Achromqbacter
xylosoxidans
57 FP-19-0586 + + + Micrococcus luteus
58 FP-19-0587 - + - Klebsiella oxytoca
59 FP-19-0588 - + - Klebsiella pneumoniae
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3.1.4. Electroforesis, secuenciacion e
identificacion de Pseudomonas fluorescens 'y
Pseudomonas marginalis

La electroforesis en gel de agarosa reveld
la presencia de productos de PCR de
aproximadamente 1400 pb (Fig. 3), lo que fue
compatible con la regién amplificada del gen
16S rRNA. Entre las secuencias analizadas,

cinco mostraron una similitud superior al
97% con P. marginalis y dos con P. fluorescens
(Tabla 2). La secuenciacion del gen 16S rRNA
como “barcode” universal, complementado
por una caracterizacion fenotipica previa,
brindé resultados decisivos por cuanto posee
subregiones altamente conservadas, asi como
regiones hipervariables eficaces que conducen
a una identificacién rigurosa de procariotas [9].

v Befofefofofr

2000 pb

800 pb

400 pb -
200 pb

100 pb

1400 pb 1400 pb
140 !H------ p

Fig.3: Electroforesis en gel de agarosa 1,5% de la amplificacién del gen 16S rRNA. M: marcador Low Mass Ladder (Invitrogen™). Carriles
del 1 al 7 las muestras: FP-19-0066, FP-19-0222, FP-19-0232, FP-19-0244, FP-19-0577, FP-19-0577A y FP-19-0580.

Tabla 2. Resultados de las secuencias de P, fluorescens y P. marginalis.

PROVINCIA CcODIGO ESPECIE Po;}ﬁﬁl:'lrﬁ}g DE NUI\A/[E I({;,(I;I\l]): Al?\lclg ESO

PICHINCHA FP-19-0066 | Pseudomonas fluorescens 99.64% NR_113647.1
FP-19-0222 | Pseudomonas marginalis 97.92% NR_117821.1

CARCHI FP-19-0232 | Pseudomonas marginalis 98.96% NR_117821.1
FP-19-0244 | Pseudomonas marginalis 99.98% NR_117821.1

FP-19-0577 | Pseudomonas marginalis 99.01% NR_112072.1

CHIMBORAZO | Fp-19-0577A | Pseudomonas marginalis 98.65% NR_027230.1
FP-19-0580 | Pseudomonas fluorescens 98.10% NR_113647.1

*Numero de acceso en Genbank corresponde a aquel con el que la secuencia de cada uno de los
aislamientos obtuvo el porcentaje de similitud indicado.
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Las secuencias de los distintos aislamientos
identificados fueron ingresadas con los
siguientes nimeros de acceso al Genbank (Tabla
3).

Tabla 3. Nimero de acceso en Genbank de las secuencias del
gen 16S rRNA correspondientes a las bacterias aisladas en el
presente estudio.

CODIGO ESPECIE NUMERO DE ACCESO

AL GENBANK
FP-19-0066 |Pseudomonas fluorescens MT579310
FP-19-0222 | Pseudomonas marginalis MT579301
FP-19-0232 | Pseudomonas marginalis MT573532
FP-19-0244 | Pseudomonas marginalis MT579307
FP-19-0577 | Pseudomonas marginalis MT579308
FP-19-0577A | Pseudomonas marginalis MT582541
FP-19-0580 | Pseudomonas fluorescens MT582528

3.1.5. Postulados de Koch

Las dos bacterias con las cuales se trabajo las
pruebas de patogenicidad P fluorescens y P.
marginalis fueron inoculadas en los tubérculos
de papa, variedad Super Chola, observandose
a los diez dias la sintomatologia que causaban.
P. fluorescens mostro lesiones de pudricion
interna en el tubérculo, con la pérdida total del
almidén, mientras que P. marginalis ocasion6
una pudricién en la zona externa y manchas
negras en la superficie, a causa de que el
tubérculo se empieza a podrir y pierde dureza,
al realizarse el corte del tubérculo se pudo
observar que no existia una pérdida total del
almidon, a diferencia de la lesion ocasionada
por P, fluorescens (Fig. 4 y Fig. 5).

Fig. 4: Sintomas ocasionados por Pseudomonas fluorescens al
décimo dia de inoculacion.

Fig. 5: Sintomas ocasionados por Pseudomonas marginalis al
décimo dia de inoculacién.

La pudricién que se presenta en los tubérculos
esta relacionada con las exoenzimas, capaces
de degradar componentes de la pared celular
de plantas vasculares y otros componentes
celulares [26], tienen un papel importante
en enfermedades bacterianas como las
podredumbres y necrosis [27].

A las bacterias nuevamente aisladas de
las lesiones producidas en los tubérculos
inoculados, se las identific6 mediante
secuenciacion, confirmandose que eran P
fluorescens y P. marginalis (Tabla 4).

Tabla 4. Secuenciacién de P, fluorescensy P. marginalis inoculadas
en tubérculos sanos.

; PORCENTAJE| NUMERO DE
CODIGO ESPECIE DE ACCESO
SIMILITUD |AL GENBANK
FP-19-0066 | Pseudomonas 99.64% MT583078
fluorescens
FP-19-0244 Pseucl'om?nas 99.98% MT583077
marginalis

IV. CONCLUSIONES

Mediante el empleo de pruebas bioquimicas
convencionales, pruebas Biolog, moleculares y
de patogenicidad, se comprobd que el sindrome
de desorden del peridermo o comunmente
conocido como pink eye, fue ocasionado por
las bacterias P. fluorescens y P. marginalis en
cultivos de papa de las provincias de Pichincha,
Carchi y Chimborazo.

La metodologia utilizada, basada en una
caracterizacidn fenotipica en Biolog seguida de
la secuenciacién del gen 16S rRNA, condujeron

ECUADOR ES CALIDAD: Revista Cientifica Ecuatoriana, 2020, Vol. 7 Num. 2




Viteri et al. Identificacion de Pseudomonas spp. en papa

pag. 58 Vol. 7 Num. 2

a los presentes resultados que se consideran
confiables en funcién de los criterios de
identificacién en las bases de datos.

Pseudomonas fluorescens mostré lesiones
de pérdida total del almidén, mientras que
Pseudomonas marginalis no presentdé ese tipo
de sintomatologia en los tubérculos.
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