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RESUMEN

De la zona de Chincha baja, se extrajeron muestras del cultivo de alcachofa, dos sintomas
algo diferentes; en uno de ellos, se observaba pudricion humeda 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 marrén 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
formacién 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
degradacién de sustancias a partir de sacarosa; se buscd 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 uso 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 usd un juego de primers general de la region 16S ARN,
llegando identificar a: Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense (cuello y cogollo),
Pectobacterium 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

combinacién con el biocontrolador) y Trichoderma (cepa T22).

Palabras Claves: Pectobacterium carotovorum, brasiliense, odoriferum, actinidae. PCR,

Tichoderma, cuello, cogollo.



ABSTRACT

From the lower Chincha area, samples of the artichoke culture were extracted, two somewhat
different symptoms; in one of them, wet rot was observed at neck level, in the aerial part
there was wilting and lying down of the plant, when making a cut in the neck internally there
was presence of soft rot of light green to dark brown color; the other symptom was
characterized by showing at the bud level an aqueous necrosis at the edge of the tender leaves
and advanced downward towards the central part compromising the formation of the chapter.
Five isolates were positive in the pathogenicity test. Through phenotypic tests such as Gram
staining, hole formation in Crystal Violet Pectate medium, catalase, oxidation and
fermentation and degradation of potato sheets, it was determined that the isolates belong to
the Pectobacterium genus. With tests of sensitivity to erytromycin, growth at 37 © C, growth
in 5% NaCl and degradation of substances from sucrose; it was not possible to determine
the subspecies of the isolates, because the results obtained did not coincide with the results
of other authors. For the molecular identification test specific primers were used for
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum and another for Pectobacterium
carotovorum subsp. atroséptica, when performing the PCR with these primers there was no
result, so a set of general primers from the 16S RNA region was used, identifying:
Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense (neck and bud), Pectobacterium
carotovorum subsp. odoriferum (bud), and Pectobacterium carotovorum subsp. actinidae
(neck). In the in vitro control test, copper-based products were the best, and in the field for
neck and bud rot the best results were obtained with copper gluconate, copper proteinate,
calcium proteinate (alone or in combination with the biocontroller) and Trichoderma (strain
T22).

Keywords: Pectobacterium carotovorum, brasiliense, odoriferum, actinidae. PCR,

Tichoderma, neck, bud.



l. INTRODUCCION

La alcachofa (Cynara scolymus L.) es originaria del area central y occidental del
Mediterraneo y del Sur de Europa. Es considerada como uno de los productos horticolas con
mayor valor energético, rica en azlcares, proteinas, vitaminas A, B y C; con gran contenido
de Calcio, Potasio y Hierro, también posee propiedades curativas (Jana et al. 2011; Catacora
2002; Serrano 2006). Los principales departamentos en el Per( en los que se siembra
alcachofa son: Junin, La Libertad, Ica, Lima y Apurimac. Se cultiva principalmente para
exportacion, en conserva o fresco y una pequefia cantidad para consumo local. EI mayor
porcentaje de la produccion se exporta a Estados Unidos y Espafia que representan el 86.6%.
En el primer semestre del 2016 las exportaciones de este cultivo sumaron 24.7 millones de
dolares. (La Republica 2016; AGRODATAPERU 2016).

Al igual que otros cultivos, la alcachofa es atacada por diversos patdgenos, ocasionando
perdidas econdmicas a los agricultores. La pudricion blanda o humeda es producida por
bacterias del género Erwinia; que al atacar el cuello provocan la marchitez y muerte de la
planta (Gil 1999a; Garcia 1999). El género Erwinia considera bacterias patdgenas de plantas,
que son Gram negativas, fermentativas, con flagelos peritricos y no esporulantes (Wislow
1920). Posteriormente se determind que las bacterias pectinoliticas eran distintas a las
especies del genero Erwinia por lo que sugirieron que estas deben pertenecer a un género
separado en la familia enterobacteriaceae, por lo que proponen un nuevo género, el género
Pectobacterium cuya especie tipo es Pectobacterium carotovorum (Jones) n. comb. (Waldee
1945; Brenner 1974). Se consideran cinco subespecies dentro del género: atroseptica,
betavasculorum, carotovorum, odorifera y wasabiae (De Boer y Kelman 2000). En el 2004
se identifica una nueva subespecie, Erwinia carotovora subsp. brasiliensis, considerada
mucho mas patogénicas que Erwinia Carotovora subsp. atroseptica (Duarte et al. 2004). En
el 2012 se reporta por primera vez a Pectobacterium carotovorum subsp. actinidiae,
causando sintomas de muerte o tizdn de las cafas jovenes, a menudo con oxidacién de color
rojo oxido en kiwi (Koh et al. 2012).



Los métodos de control usados en el manejo de enfermedades dependen de los patdgenos
que se deseen controlar, por lo que la identificacion del agente causal es importante. El
control quimico es el método mas usado ya que existen diferentes productos en el mercado,
sin embargo este método no es amigable con el medio ambiente. Una alternativa que se esta
impulsando en los ultimos afios es el control bioldgico, en el que se hace uso de organismos

antagoénicos a los patégenos (Achicanoy 2001; Cook y Baker 1983).

En el Perl no existe reporte de enfermedades bacterianas en alcachofa por lo que en el
presente trabajo de investigacion se plante6 como objetivo general, identificar y controlar
el patégeno causante de la pudricion humeda en alcachofa (Cynara scolimus L.) en la zona
de Chincha Baja- Ica. Y los siguientes objetivos especificficos:
e Describir los sintomas caracteristicos de la pudriciébn hdmeda en el cultivo de
alcachofa.
e Realizar la prueba de patogenicidad.
e Identificar al agente causal mediante caracteristicas fenotipicas y prueba de Reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR).
e Determinar el efecto in vitro y en campo de productos quimicos y/o biocontroladores

contra el patégeno causante de la pudricion himeda en el cultivo de alcachofa.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1 Alcachofa

Se considera que la especie de la que procede es Cynara cardunculus y por diferentes
cruzamientos y mejoramiento genético se llego a crear la especie horticola Cynara sclolymus
L. La alcachofa es originaria del area central y occidental del Mediterraneo y del Sur de
Europa. (Gil 1999b, Agricultura Forestry & Fisheries s.f. y Serrano 2006)

La planta de alcachofa pertenece a la familia compositae (Asteracea), es herbacea y perenne.
El tallo presenta nervaduras longitudinales superficiales, en la primera etapa de crecimiento
es pequefio con entrenudos cortos de donde salen las hojas, luego es erguido y ramificado.
Las hojas son grandes con bordes lobulados y aserrados, pinnatinervadas y nervadura central
gruesa, las hojas que acompafian a los capitulos son de menor tamafio y menos lobulados.
La raiz es ramificada y alcanza gran profundidad. Los capitulos de alcachofa en estado
comercial o inmaduros contienen gran cantidad de flores apretadas que se encuentran sobre
un receptaculo carnoso, al madurar las bracteas se abren y las flores cambian de color blanco
a violeta (Gil 1999b; IDIPS s.f.; Serrano 2006).

2.2 Alcachofa en el Peru

En el Perd se cultiva alcachofa en la costa y en la sierra, siendo los principales
departamentos: La Libertad, Ica, Arequipa, Ancash, Lima, Apurimac, Cajamarca, entre
otros. Se cultiva principalmente para exportacion y un pequefio porcentaje para consumo
local. La exportacidn de esta hortaliza se realiza en conserva, procesados y como producto
congelado. Los principales paises a los que se exporto el 2018 fueron: Estados Unidos 73%,
Espafia 17%, Alemania 3%, Francia 2%, otros 5%. Las empresas lideres en exportacion de
alcachofa en conserva son: Vir(, Danper Trujillo, Danper Arequipa, Alsur Per( y Alsur
Cusco. En el caso de alcachofa congelada la empresa lider es Gandules seguida de Vird,
Danper e IQF (Koo 2018; Gestion 2017).



2.3 Enfermedades en el cultivo de alcachofa

El cultivo de alcachofa es afectado en sus diferentes etapas fenoldgicas por diversos
patogenos; hongos, bacterias, virus y nematodos, estos le generan dafios que se traducen en
pérdidas econdmicas. La magnitud de los dafios dependerd de las condiciones climaticas,
etapa fenoldgica de la planta y cantidad de in6culo del patdgeno. (Agrios 2005; Gil 1999b).
Entre las enfermedades mas importantes podemos mencionar: La chupadera (Rhizoctonia
sp.) afecta principalmente a plantulas en alméacigo, causando dafio a la altura del cuello, esto
impide el transporte de la savia en el interior de la planta ocasionandole la muerte. El dafio
es mayor en suelos con alta humedad y exceso de materia orgénica. La oidiosis (Leveillula
taurica), el hongo forma una capa blanquecina generalmente en el envés de las hojas basales
o las hojas més adultas, en el haz se observan manchas amarillas difusas que se necrosan por
el centro y en infecciones avanzadas se puede ver micelio blanquecino. Pueden llegar a
ocasionar muerte prematura y caida de hojas. Su diseminacién es muy rapida y se ve
favorecida por climas con baja humedad relativa y temperaturas altas. Llegando a afectar
campos enteros. La podredumbre gris (Botrytis cinerea), las lesiones pueden aparecer en
cualquier parte del capitulo, en poscosecha se inician a partir de la zona de corte del
receptaculo, otras veces a partir de las grietas en el apice de las brécteas externas. Cuando
persisten las condiciones favorables se cubren de un polvillo blanco grisaceo. La enfermedad
avanza hacia las bracteas internas y muchas veces se puede ver la presencia de esclerocios
negros. Las esporas se reproducen con temperaturas relativamente frias y humedad relativa
superior al 80%. La verticiliosis (Verticillum dahliae), en el campo la enfermedad se presenta
en manchas que estan irregularmente dispuestas. Los primeros sintomas se manifiestan en
las hojas basales en las que se puede ver marchitamiento, seguido de amarillamiento y luego
desecacion que se inicia en el borde del limbo. Las hojas jovenes muestran abarquillamiento
y las plantas afectadas producen pocos capitulos. Los microesclerocios pueden sobrevivir
por muchos afios en el suelo. La infeccidn puede permanecer inerte hasta que las condiciones
adecuadas de temperatura se presenten. Los sintomas se evidencias cuando la temperatura
baja. Pudricién blanca (Sclerotinia sclerotiorum) los primeros sintomas se pueden ver en los
tallos y cuello, masas miceliales blancas con presencia de esclerocios en el interior del tallo
que pueden llegar a matar a la planta; el hongo también dafia la raiz. Se ve favorecida por
alta humedad relativa y del suelo. Pudricién algodonosa (Sclerotium rolfsii), la infeccion
inicia en la base del tallo y lo cubre con un micelio algodonoso que se extiende hasta suelo

que rodea la planta, sobre el micelio se forman esclerocios redondos que primero son blancos



y luego de color marrén oscuro. Este proceso viene acompafiado de una marchitez del brote
afectado. Esta enfermedad se ve favorecida por climas calidos y humedos al inicio, luego
por periodos secos. Virus bronceado del tomate (TSWV), los sintomas son anillos cloréticos
concéntricos tanto en hojas como en los frutos, presencia de bronceado y necrosis. Es
transmitido por pulgones, mosca blanca y otros vectores (Agrios 2005; IDIPS s.f.; Gil 1999a
y Garcia 1999).

2.4 Pudricion blanda en alcachofa

2.4.1 Sintoma

Las plantas enfermas muestran como sintoma secundario un amarillamiento progresivo y
marchitez que se inicia en las hojas basales, sequido de un marchitamiento total de la planta.
A nivel del cuello, en la medula hay presencia de pudricion blanda de color verde oscuro a
marron oscuro que se puede ver al realizar un corte (Vacari 2009; Cariddi y Bubici 2016;
Soto y Puglia 2002; Lépez 2010 y Gil 1999a).

2.4.2 Epidemiologia

No hay estudios especificos sobre la epidemiologia de la pudricion blanda en alcachofa y
mucho menos estudios realizados en nuestro pais, por lo que se tomard como referencia
estudios basados en la epidemiologia de la pudricion blanda en papa y otros cultivos

ocasionados por bacterias del género Pectobacterium.

Las bacterias que causan la podredumbre blanda sobreviven mayor tiempo en hospedantes
voluntarios y restos de cosechas, la supervivencia en el suelo es por periodos cortos ya que
esto depende de la temperatura, humedad y pH del suelo. La principal fuente de indculo en
el caso de las pudriciones blandas de la papa es el tubérculo semilla. Cuando el tubérculo
semilla se pudre libera las bacterias al suelo y estas se diseminan por el agua para contaminar
plantas aledafias, las bacterias ingresan por heridas o aberturas naturales, puede colonizar las
raices y posteriormente moverse por el sistema vascular. Una vez en los tallos las bacterias
no necesariamente pueden causar pudricion, pueden sobrevivir en forma latente
(Perombelon 1974; Perombelon y Hyman 1988 y Czajkowski et al. 2011).



La diseminacién también puede darse por el aire, especialmente en dias lluviosos, pueden
ser transportadas por insectos los cuales permiten el avance de la infeccion de manera
eficiente a largas distancias tanto en campo como almacenamiento. Las bacterias pueden
vivir en todas las etapas de desarrollo del insecto. Otra forma es por equipos de pulverizacion
contaminados. Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum y Pectobacterium
atroseptica también han sido encontradas en aguas superficiales en Escocia y en Colorado
Estados Unidos, al igual que en el aire en campos lejanos en los que no habia presencia de
hospedantes (Agrios 2005; Czajkowski et al. 2011 y McCarter et al. 1984).

2.4.3 Etiologia

Un factor ambiental importante para el desarrollo de las enfermedades ocasionados por
Pectobacterium es el nivel de agua en el suelo. La presencia de pelicula de agua en la semilla
induce condiciones anaerdbicas, favoreciendo la multiplicacién bacteriana y el inicio de la
pudricion. La anaerobiosis ademas afecta la respuesta de resistencia del huésped dependiente
del oxigeno, lo que permite la multiplicacién bacteriana sin obstaculos y la produccién de
enzimas que degradan la pared celular, lo que resulta en una lesion en descomposicion
(Perombelon et al. 1989b y Fuqua et al. 2001). Otra condicidn critica en el desarrollo de la
enfermedad es el nivel de contaminacién de la semilla, como se demostrd en el caso de
Pectobacterium atroseptica, cuanto mayor sea la densidad bacteriana, mas probable sera que
el patdégeno predomine en la lesion incipiente y mas pronto se inicia la pudricion (Bain et al.
1990).

2.4.5 Parasitismo

Las bacterias del género Pectobacterium que ocasionan la pudricion blanda se caracterizan
por ser patdgenos oportunistas, que cambian de una fase latente asintomatica a una fase
virulenta en condiciones ambientales adecuadas. Pueden penetrar al hospedante por heridas
0 aberturas naturales. Cuando penetran, en las heridas se alimentan y reproducen en el
liquido liberado por las células degradadas de la superficie herida (Agrios 2005). Se cree que
la fase virulenta comienza bajo condiciones anaerobias cuando disminuyen los mecanismos
de defensa de las plantas que dependen del oxigeno, lo que permite la multiplicacion
bacteriana y la induccion de enzimas que degradan la pared celular de las plantas (PCWDE),
las bacterias deben alcanzar un quérum de 107 UFC/g de tejido vegetal, para poder inducir
la formacion de PCWDE (Perombelon 2002). Las comparaciones gendmicas han permitido



demostrar que grandes cantidades de PCWDE, no son suficientes para la patogénesis, existen
factores adicionales como; una amplia gama de moléculas pequefias, capacidad para
provocar muerte celular de la planta, adhesinas, capacidad para adaptarse a condiciones de
bajo oxigeno, codificacién de méas de 30 genes de quimiotaxis distintos que se cree que
detectan el jasmonato inducido por heridas, el sistema de secrecidn tipo Il (T3SS), sistema
de adquisicion de hierro y moléculas que actdan como inhibidores de fitohormonas y

pigmentos que actian como reactivos (Nykyri et al. 2012 y Niemi 2017).

Las enzimas pectinoliticas degradan la sustancias pécticas de la lamina media y de la pared
celular, produciendo la maceracion de los tejidos, mientras las enzimas celuloliticas
producen la degradacion parcial y el ablandamiento de la celulosa de la pared celular.
Producto del efecto de las enzimas el agua del protoplasto se difunde por los espacios
intercelulares, por lo que las células se plasmolisan y mueren. Las bacterias contintan
reproduciéndose e invadiendo tejidos. La licuefaccion y exdésmosis del agua de los
protoplastos da como resultado el ablandamiento de los tejidos invadidos y transformacion

en una masa mucilaginosa (Agrios 2005).

2.5 Pectobacterium

El nombre genérico Erwinia para bacterias patdgenas de plantas fue propuesto por Winslou
en 1917, donde consider0 bacterias que formaban colonias blanquecinas, viscosas y que no
producian indol. En 1920 se le da el nombre al genero Erwinia, esta lleva el nombre del
fitobacteriélogo Erwin F. Smith, que considera a las bacterias patdgenas de plantas, Gram

negativas, fermentativas, con flagelos peritricos y no esporulantes (Winslow 1920).

En 1945 en base a un estudio realizado con diversos aislamientos, se determina que las
bacterias pectinoliticas son distintas de las especies de Erwinia, por lo tanto sugieren que las
bacterias pectinoliticas constituyen una unidad taxonémica facilmente reconocible, y debe
ser un género separado en la familia enterobacteriaceae; por lo que proponen el nuevo género
Pectobacterium “bacterias no formadoras de esporas, Gram negativas, con forma de baston,
moviles por medio de flagelos peritricos y no mdviles. Crecen facilmente en medios que
contienen nitrégeno inorganico y una fuente de carbono adecuada, reducen nitratos a
nitritos”. En medios de peptona tamponada se produce una fermentacion con acido

anaerogenico y microaerogénico a partir de una amplia gama de sustratos. Segregan una



protopectinasa activa capaz de producir un ablandamiento visible de la zanahoria cruda (u
otro tejido vegetal carnoso) dentro de 48 horas 0 menos, Produce gelatinasa activa, leche de
tornasol acidificada sin digestion. La especie tipo es Pectobacterium carotovorum (Jones) n.

comb. Syn. Bacillus carotovorus Jones (Waldee 1945).

Se han propuesto gran cantidad de esquemas taxonémicos para los dos grupos de Erwinias,
el verdadero y las Erwinias pectinoliticas que tienen como especie tipo a Erwinia amylovora
y Pectobacterium carotovorum respectivamente. Existen muchas razones para mantener a
estos dos géneros dentro de la familia Enterobacteriaceae. El concepto de dos géneros
diferentes se fundamenta en patrones metabdlicos exhibidos por Erwinia sensu stricto y
Pectobacterium, diferencias en la produccion de la enfermedad Erwinia (necrosis biliar,
marchitez y seca), Pectobacterium (pudricién blanda), y muestran mayor relacion con el
ADN intragrupo basado en la técnica de hibridacion de ADN y la cromatografia de
hidroxiapatita (Brenner 1974).

Hauben (1998), trabajo con 29 aislamientos y determind las secuencias casi completas del
16S ADNI, el analisis de las secuencias de las Enterobacterias fitopatdgenas indicé nuevas
relaciones entre las diferentes especies, en su descripcibn menciona a Erwinia,
Pectobacterium y el nuevo género Brenneria. Llegando a determinar que las especies del
género Erwinia pueden dividirse en tres grupos: el grupo | que considera las verdaderas
Erwinias y estd compuesta por E. amylovora, E. maliotivora, E. persicinus, E. psidii, E.
rhapontici y E. tracheiphila. En el grupo Il propone que las Erwinias pasen a
Pectobacterium. Describe al género Pectobacterium basandose en lo descrito anteriormente
por Waldee (1945), asi como los obtenidos por Verdonk (1992) y Rijckaert (1994); Son
celulas en forma de baston, Gram negativas, que miden de 0.5a 1 por 1 a 3 um. con extremos
redondos, pueden presentarse solos o en parejas y algunas veces en cadenas, suelen ser
moviles por medio de sus flagelos peritricos. Las cepas son catalasa positivos y oxidasa
negativas, tienen metabolismo fermentativo y son aerobios facultativos, todas las cepas
producen acido de la fructosa, galactosa, glucosa, ribosa, sacarosa, ribosa entre otros pero
no de adonitol, arabitol, lixosa, p-methylmanosido, sorbosa y almidon. Las cepas poseen
enzimas pectinoliticas (excepto Pectobacterium cypripeddii), causando pudriciones blandas,

necrosis y marchitamientos.



Existen cinco subespecies dentro del género Pectobacterium; atroseptica, betavasculorum,
carotovorum, odorifera y wasabiae, sin embargo de acuerdo a la distribucién de
genomoespecies Pectobacterium se divide en cuatro grupos, por lo que se propone que:
Pectobacterium atrosepticum sp. Nov. (Cepa LMG tipo CFBP 2386===549T ICMP NCPPB
1526), Pectobacterium betavasculorum sp. Nov. (CFBP tipo de cepa LMG 2122 = 2464 =
2795 = ICMP NCPPB 4226) y Pectobacterium wasabiae sp. Nov. (CFBP tipo de cepa LMG
3304 = 8404 = 3701 = ICMP NCPPB 9121), sean elevadas al nivel de especie. Y dos
subespecies se mantienen: Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum. (Cepa de tipo
CFBP 2046 = LMG 2404 = = 312T ICMP NCPPB 5702) y Pectobacterium carotovorum
subsp. odorifera (tipo CFBP cepa LMG 5863 1878 = = = ICMP 11553 NCPPB 3839). Una
sexta subespecie fue descrita en el 2004, cepas brasilefias que eran mucho mas patogénicas
que la subespecie atroséptica se trataba de Erwinia carotovora subsp. brasiliensis (Gardan
et al. 2003 y Duarte et al. 2004).

2.6 Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis

Erwinia carotovora subsp. brasiliensis es una subespecie que es mucho mas patogénicas que
Erwinia carotovora subsp. atroseptica. En cuanto a las caracteristicas fenotipicas de esta
subespecie se menciona que; las cepas son pectinoliticas en medio Cristal Violeta Pectato
(CVP), producen acido a partir de a-metil-glucosido y sustancias reductoras a partir de
sacarosa, crecen a 37°C y no utilizan Tween-40 ni Tween-80 como fuente de carbono. EI 12
a 38% de las cepas usan acido D-galactonico, acido D-gluconico, uridine y thymidine,
mientras que todas las cepas de Erwinia carotovora subsp. atroseptica lo utilizan, el 69 a
75% de las cepas usan 4acido D-galacturonico, acido D-sacarido o acido L-glutamico y
ninguna cepa de Erwinia carotovora subsp. atroseptica lo usa. En términos bioguimicos las
cepas brasilefias son similares a Erwinia carotovora subsp. odorifera pero difirieren en ser
incapaces de utilizar D-arabitol, 3metilglucosa y timidina-5 (monofosfato). En pruebas de
patogenicidad en tallos de papa se demostré que las cepas brasilefias mostraron el sintoma
de pie negro al tercer dia, mientras que los inoculados con Erwinia carotovora subsp.

atroseptica mostraron el sintoma al septimo dia (Duarte et al. 2004).

Después de la identificacion de las cepas brasilefias, se ha vuelto a identificar como agente
causal del pie negro en papa a Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis, esto

mediante pruebas bioquimicas, secuenciamiento parcial del 16S-23S rRNA, PCR-RFL de la



region 16S-23S rDNA. Estos estudios confirmaron que las que las cepas sudafricanas estan

estrechamente relacionadas a las cepas de Brasil (Van der Merwe et al. 2008).

En el 2016, en base a caracteristicas fisiologicas, bioquimicas y prueba de PCR se identifico
a Pectobacterium carotovorum subsp. barsiliensis como agente causal de la pudricion
blanda del cultivo de alcachofa en Italia, siendo este el primer reporte de esta bacteria en ese
pais y en ese cultivo. Los aislamientos presentaron actividad pectinolitica positiva, crecieron
a 37°C, fueron positivo a la respuesta de hipersensibilidad en hojas de tabaco y negativos a

la reduccion de sustancias a partir de sacarosa (Caridi and Bubici 2016)

Las especies y subespecies del género Pectobacterium son indistinguibles, Pectobacterium
carotvorum subsp. brasiliense crece a 37 °C diferenciandose de Pectobacterium
atrosepticum y de Pectobacteium carotovorum por su capacidad de producir sustancias a
partir de sacarosa y acido de un metil glucosido y maltosa. Existen cepas de Pectobacterium
carotvorum subsp. brasiliense que no tienen la capacidad de producir sustancias reductoras
a partir de sacarosa, por lo que se determino de acuerdo al MLSA que Pectobacterium
carotvorum subsp. brasiliense forma dos clados: clado | en la reconstruccion filogenética
MLSA incluye todas las cepas de la subespecie aisladas de Brasil y Perd, y fenotipicamente
se ajustan a los descrito por Duarte et al en el 2004, producen sustancias reductoras a partir
de sacarosa y acido de un metil glucosido, fueron aisladas solo de papa. Las cepas del Clado
Il son de distribucion mundial y se aislaron de varios hospederos incluido papa (Nabhan et
al. 2012).

2.7 Pectobacterium carotovorum subsp. odorifera

Fue reportada en 1992, se encontraron 11 cepas aisladas principalmente, pero no
exclusivamente, de la podredumbre blanda en chicory (Cichorium intybus L), estos aislados
se compararon con otras especies y subespecies de Erwinia y fueron considerados como
atipicas, estas producian un olor tipico parecido a la banana y al realizar diversas pruebas se
determind que era una nueva subespecie Erwinia carotovora subsp. odorifera subsp. nov.,
(O.Dor. if’er.a. L.fm. adj. Odorifera, trayendo olores, fragante). Son células Gram negativas,
no formadoras de esporas, flagelos peritricos, forma de varilla recta, anaerébio facultativo,
no produce oxidasa, reduce nitratos a nitritos, crece en agar nutritivo, produce colonias de

2.5 mm de diametro a las 48 horas a 25 °C en medio YPDA. Colonias circulares, grisaceas,
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ligeramente abombadas y semitranslicidas, crecen a 37°C, la dextrosa se fermenta sin la
produccion de gas, produce sustancias reductoras a partir de sacarosa. Producen compuestos
volatiles aromatizantes, tales como el acetato de propilo, acetato de isobutilo, acetato de

isoamilo y el acetato 2-actamilo, cuando son inoculadas en hojas (Gallois et al. 1992).

En el 2015, se analizaron las caracteristicas fenotipicas y genéticas de 24 aislamientos de
Pectobacterium carotovorum extraidos de alcachofas en el Valle del Sele al sur de Italia. 23
aislamientos fueron identificados como Pectobacterium carotovorum subsp carotovoumy 1
(ISPaVe CA) como Pectobacterium carotovorum subsp. odoriferum. Esta subespecie se
aislo de una planta enferma de alcachofa, sin embargo ya antes fue aislada de chicoria,
puerro, apio, perejil y Jacinto (Gallois et al. 1992), pero nunca antes habia sido aislada de
alcachofa. Ya que solo un aislamiento dio positivo para esta subespecie, en este estudio no
se logré definir su papel. En las pruebas fenotipicas, I1SPaVe CA mostro las siguientes
caracteristicas: fue positivo a las prueba de reducciéon de azlcar a partir de sacarosa,
produccion de acido a partir de sorbitol, produccion de acido a partir de melibiosa,
produccion de acido a partir de lactosa, o metylglucoside, crecimiento a 36 °C, actividad

pectinolitica, respuesta de hipersensibilidad en tabaco (Gallelli et al. 2015).

Aislamientos de Pectobacterium spp. recolectados de diferentes verduras, provenientes de
Europa, América del Norte y del Sur, Asia y Africa fueron analizados, de los cuales 22
fueron identificados como Pectobacterium carotovorum subsp. odoriferum. Todos los
aislados identificados como P.c. subsp. odoriferum fueron capaces de degradar papa y
chicoria. En papa los sintomas mas severos se presentaron a temperaturas entre 15y 37°C,
con una temperatura optima de 28 °C, ningun aislamiento produjo sintoma a 10 °C. La
maceracion producida por P.c. subsp. odoriferum fue mayor comparado con P. atrosepticum
y P. c. subsp. carotovorum. La putrefaccién de papa fue ligeramente superior con las cepas
aisladas de zanahoria, puerro, perejil y cebolla comparado con las cepas que fueron aisladas
de chicoria. Las propiedades bioquimicas de ocho cepas aisladas de zanahoria, apio, puerro
y cebolla procedentes de Polonia, dos cepas de perejil de Serbia y una cepa de chicoria de
Suiza fueron idénticos a las caracteristicas observadas en los aislamientos de P.c. subsp.
odoriferum procedentes de Francia de chicoria, puerro y apio, a excepcion de la falta de
tolerancia a medio con 5% de Na Cl. Las cepas aisladas de chicoria podian crecer en medio

con Na Cl al 5% mientras que las aisladas de otras verduras no. Este es el primer reporte en
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el que se muestra que P.c. subsp. odoriferum puede causar pudricion blanda en diferentes

verduras durante el almacenamiento (Warelon et al. 2014).

P. c. subsp. odoriferum fue aislado por primera vez en Europa occidental; Belgica, Francia,
y Suiza (Gallois et al. 1992; Samson et al. 1980) y desde entonces ha sido reportado en
Polonia y Sur de Europa (Gallelli et al. 2009), Africa (Yahiaoui-Zaidi et al. 2010), and Asia
(Nazerian et al. 2011; Thapa et al. 2011; Lan et al. 2013). Aunque las cepas de P. c. subsp.
odoriferum han sido aisladas de papa en Korea (Thapa et al. 2011) y Argelia (Yahiaoui -
Zaidi et al. 2010), las publicaciones no indican cuando se observaron los sintomas en papa

o la fecha precisa del aislamiento.

2.8 Pectobacterium carotovorum subsp. actinidiae

Esta subespecie fue reportada por primera vez en el afio 2012, causando dafio en el Kiwi
(Actinidia chinensis). El cancro bacteriano es una de las enfermedades mas graves y
devastadoras que puede acabar con un huerto infectado en corto tiempo, el agente causal de
esta enfermedad es Pseudomona syringae pv. actinidiae. Los sintomas son la muerte o tizon
de las cafias jovenes, a menudo con exudacion rojo 0xido en cafias o troncos y manchas
irregulares de color marrén oscuro rodeados de halos amarillentos en hojas, estos se
evidencian a principios de primavera. Desde el 2006 se observaron sintomas de cancro
bacteriano en tallos de A. chinensis cv. Hortl6A en verano y otofio en Jeyu-Corea. Se
obtuvieron 47 aislamientos de los sintomas en verano y otofio y se logro identificar a
Pectobacterium carotovorum subsp. actinidiae como agente causal de los sintomas
mencionados en verano Yy otofio. Pectobacterium carotovorum subsp. actinidiae
(ac.ti'ni.di.ae. N.L. gen. N. actinidiae perteneciente a Actinidia, el nombre del género del
Kiwi, A. chinensis, de la que se aisld la cepa tipo). Causa sintomas similares a los de P.
syringae pv. Actinidiae, pero sin manchas irregulares de color marrén oscuro en hojas. Las
bacterias son gram negativas, anaerobias facultativas, forma de varilla corta,
aproximadamente 0.9 — 1.0 x 2.4 um en tamafo. Crece entre 4-40 °C, con una temperatura
Optima de 25 °C. Las colonias son lisas, margen entero, convexas, opaco, amarillo palido y
tiene de 2-2.5 mm de didmetro en agar PS despues de 5 dias a 25 °C. El pH para el
crecimiento esta en un rango de 4.5 a 11. Las células son moviles por medio de flagelos

peritricos, la cepa tipo es sensible a la kanamicina, amikacina, cloranfenicol, estreptomicina,
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acido nalidixico, gentamicina, ampicilina, tetraciclina, rifampicina y novobiocina, pero

resistente a la polimixina B, la penicilina, eritromicina y vancomicina (Koh et al. 2012)

El sintoma ocasionado por Pectobacterium carotovorum subsp. actinidiae aparece solo en
condiciones de alta humedad en la temporada de verano, requiere temperaturas altas (30 a
32 °C), y a diferencia de Pseudomoas syringae pv. actinidiae, no produce manchas en las
hojas. Se secuencio el genoma de dos cepas que ayuden a identificar rasgos geneticos
asociados con su capacidad inusual para producir cancros. El tamafio estimado del proyecto
genomico para ICMP 19971 y ICMP 19972 fue de 4,891.911 y 4,886.946 pares de bases
respectivamente, ambos genomas tienen un contenido de 51,53% GC. EI nimero de Loci
fueron identificados como comunes para las dos cepas y para otras bacterias que causan
enfermedades en plantas lefiosas, o que sugiere que pueden ser necesarias para la
patogenicidad de Pectobacterium carotovorum subsp. actinidae (Visnovsky et al. 2017).

2.9 Trichoderma

Es un hongo de la clase Hyphomycetes, orden Moniliales y familia Moniliaceae. En su fase
perfecta se ubica en la clase Ascomycetes, orden Hipocreales, genero Hypocrea. A inicios
el micelio es blanco, luego se torna de color verde claro a oscuro, algunas veces ralo y otras
veces denso, forman anillos concéntricos durante su crecimiento. Los conidiéforos son
ramificados y de forma variada, hialinos, terminan en fialides que en general son
ampuliformes a lageniformes, rectas, a veces sinuosas o en forma de gancho. Las conidias
son hialinas unicelulares, haploides, la mayoria son elipsoidales, globosos a subglobosos, su
pared esta compuesta por quitina y glucanos y pueden ser lisas u ornamentadas con verrugas
0 proyecciones aladas. La mayoria de Trichodermas forman clamidosporas en sustratos
naturales que pueden ser intercalares o terminales. (Barrera 2012; Villegas 2005; Infante et
al. 2009).

Las especies que pertenecen al género Tichoderma son saprofitos que viven en el suelo,
materia organica y arboles en descomposicidn, en algunas ocasiones pueden ser anaerobios
facultativos, usando el metabolismo fermentativo. Se encuentran en diferentes zonas desde
los polos hasta los tropicos, esta alta capacidad de sobrevivir esta relacionada con su
capacidad enzimética para degradar diversos sustratos (Villegas 2005; Infante et al. 2009;
Rodriguez 1990; Katayama et al. 2001 y Samuels 1996).
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Se conocen diferentes tipos de mecanismos de accién por los cuales Trichoderma reduce,
inhibe la accion de los organismos fitopatogenos, siendo los mas conocidos: competencia,
micoparasitismo y antibiosis. También se pueden mencionar otros mecanismos como la
secrecion de enzimas, produccion de compuestos inhibidores. Existen mecanismos que
actlan de manera indirecta elicitando o induciendo mecanismos de defensa fisioldgicos y
bioquimicos, induciendo la activacion en la planta de compuestos relacionados con la
resistencia, detoxificacion de toxinas secretadas por patdgenos. Ademas tienen la capacidad
de crear un ambiente favorable para el desarrollo radicular de las plantas, un aumento a la
tolerancia del estrés, solubilizacion y absorcion de nutrientes inorganico y estimulacion de

crecimiento vegetal (Infante 2009).

Rivera et al. (2015), comparé el efecto de Trichoderma asperellun y una mezcla de
productos quimicos (oxicloruro de cobre 61,1%, Ftalamida- Carboxin-Captan 40%, Ziram
76% y Tebuconazole 25%) para el control de Sclerotium cepivorum en ajo. Evalud la
concentracion de esclerocios cada 30 dias y luego del analisis de datos Trichoderma mostro
una eficacia similar a la de los productos quimicos usados. Lépez (2017), probo el efecto de
la aplicacion de Trichoderma sp., combinado con la biofumigacion y solarizacién, solo y
con cada uno de ellos, y los comparo con la aplicacién de un producto quimico para el control
de la podredumbre blanda ocasionada por Sclerotinia sp. Encontr6é que la menor incidencia
y el mayor rendimiento de zanahorias se presentd con el producto quimico y con
Trichoderma sp. Mamani et al. (2012), del 2007 al 2010 trabaj6 con tres microorganismos
benéficos para determinar su efecto en la productividad y en el control de Helmintosporium
solani. Siendo Trichoderma el mejor tratamiento, mejorando el rendimiento de papa y

reduciendo la incidencia de la enfermedad.

2.10 Productos a base de cobre

Las enfermedades causadas por Pectobacterium se controlan mayormente usando material
de siembra sano, practicas sanitarias preventivas y aspersiones de cobre. Los productos a
base de cobre, se han usado ampliamente para reducir las pérdidas ocasionadas debido al
ataque de patogenos del genero Erwinia, ya que puede llegar a afectar un gran porcentaje de
las plantas en campo y frutos en poscosecha. Los compuestos a base de cobre reducen la
propagacion de estos patdgenos (Coto y Wang 1995; Garza et al. 2002).
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El sulfato de cobre pentahidratado, es la reaccién de sulfato de cobre anhidro y agua, es un
producto inorganico que ofrece proteccion a las plantas desplazdndose de manera sistémica
en forma de iones Cu™™, también actla por contacto con la poblacion epifitica. Es un inductor
de defensas naturales. El gluconato de cobre (C12H22CuO) es la sal de cobre del &cido D-
glucdnico, es un componente organico CsH1207, que surge de la oxidacion de la glucosa. El
acido D-gluconico tiene propiedades antisépticas y quelatantes, quela iones metalicos como
el cobre y forma complejos muy estables. El gluconato de cobre favorece la creacién de
sustancias naturales de autodefensa llamadas fenoles y fitoalexinas, el cobre al estar como
gluconato puede ser absorbido por los pelos radiculares y la membrana semipermeable de
las hojas, tiene una movilidad acropétala y basipétala. EI Proteinato de cobre, es el producto
resultante de la quelacion de una sal soluble con una proteina, el cobre se encuentra
complejado con aminoéacidos libres. Este producto se moviliza facilmente en los tejidos
internos, raices, haces vasculares, tiene movimiento acropétalo y basipétalo. Los
aminoacidos le brindan un efecto bioestimulante que ayuda a superar cualquier estrés y
mejora las condiciones bioldgicas. (Coto y Wang 1995; Gringo 2015; Bono s.f.; Systemic
s.f. y Promet Cu 2017)

Coto y Wang (1995), trabajaron con seis productos comerciales para el control de Erwinia
carotovora en mango, obteniendo como mejores resultados los dos tratamientos a base de
cobre; Sulfato de cobre pentahidratado (5.5% cobre metalico) y el caldo bordeles (20% cobre
metalico), ambos lograron disminuir la incidencia de la bacteria de manera considerable
comparada con el testigo. Guevara et al. (2002), trabajo de la misma manera que Coto y
Wang con frutos de mango, probando cinco productos comerciales de los cuales el
Cuprimicin 500 (2.19% sulfato de estreptomicina, 0.23% oxitetraciclina, 78.52% sulfato
tribasico de cobre monohidratado) y el Phyton 27 (21.63% sulfato de cobre pentahidratado),
fueron los mejores tratamientos con 16 y 30% de frutos infectados en grado 3, comparado
con el 58% de frutos afectados en el testigo. Farfan y Hoyos-Carbajal (2010) trabajaron con
121 aislamientos bacterianos asociados a bacteriosis en pasifloras, probaron siete
antibioticos y dos productos a base de cobre (oxicloruro y sulfato de cobre), con la
metodologia de incorporacion en agar. Los resultados indicaron que existia sensibilidad a
algunos antibidticos y que el sulfato de cobre a una concentracion de 750 mg/L controlo la
totalidad de la poblacion de bacterias, cosa que no ocurrio con el oxicloruro. Esto debido al

uso excesivo de algunos productos.
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2.11 Productos a base de calcio

La nutriciéon de la planta cumple un rol importante en la resistencia a enfermedades, la
deficiencia de nutrientes muchas veces da como resultado una mayor susceptibilidad al
ataque de enfermedades. El calcio juega un papel muy importante en la resistencia de la
planta contra bacterias. Un alto contenido de calcio se relaciona con una mayor resistencia a
patdgenos bacterianos, incluida la pierna negra ocasionada por Erwinia spp. Los iones de
calcio mejoran la estructura y la integridad de los componentes de la pared celular de las
plantas, lo que da como resultado una pared celular mas resistente al ataque de enzimas que
provocan la maceracion de tejidos (Berry et al. 1988; Czajkowski et al. 2011; Bain et al.
1996 y Bartz et al. 1992). Agregar yeso (CaSOas) a los suelos para inducir resistencia de los
tallos y tubérculos a Erwinia carotovora subsp. atroseptica, retrasa significativamente la
descomposicion de los tubérculos madres y aumenta el contenido de calcio de la corteza de
los tubérculos hijas haciéndolas mas resistentes (Bain et al. 1996). La gravedad de la
pudricion blanda producida por Erwinia carotovora subsp. atroseptica también fue reducida
significativamente por la infiltracion de Ca(NO3)? aumentando este el contenido de calcio
de la cascara y médula. EI Mg*™ y Si** también redujeron la severidad de descomposicion,

pero fueron menos efectivos que el Ca™ (Raymond y McGuirre 1984).
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I1l. METODOLOGIA

3.2 Ubicacion

3.2.1 ldentificacion del sintomay recoleccion de las muestras

La identificacion del sintoma caracteristico de la pudricion blanda y la recoleccion de
muestras de las plantas de alcachofa (variedad Imperial Condor), se realiz6 en cuatro fundos
de la empresa Danper Perd, ubicadas en cuatro zonas de Chincha Baja (Alto Laran, Hoja
Redonda, San Fernandito y Pedregal), entre los meses de abril a septiembre del 2017 y de
abril a julio del 2018.

3.2.2 Procesamiento de muestras, identificacion fenotipica y molecular

Las muestras fueron procesadas e identificadas mediante pruebas fenotipicas en el
Laboratorio de Fitopatologia de la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM). La
extraccion de ADN y prueba de PCR se realizé en el laboratorio de laempresa UMBRELLA,

el producto de PCR se mando a secuenciar a la empresa koreana Macrogen Inc.

3.2.3 Prueba de patogenicidad

La prueba de patogenicidad se realizo en el tinglado de la Universidad Nacional Agraria La

Molina.

3.2.4 Pruebas de control

La prueba de control in vitro se realizé en el Laboratorio de Fitopatologia de la UNALM, y
la prueba de control en Campo en el Fundo San Fernandito de la empresa Danper Pert en la

zona de Chincha Baja.

3.3 Recoleccion de muestras

Las muestras se recolectaron teniendo en cuenta el sintoma de pudricién blanda, se evalu6

toda la planta. La recoleccion se realizé durante todas las fases fenoldgicas del cultivo, para



obtener muestras del cuello y del cogollo de la planta. Una vez identificado el sintoma, se
corto la parte dafiada con una navaja, se cubrio con papel toalla y se coloc6 en una bolsa de
papel previamente codificada teniendo en consideracion la parte de la planta de donde se
obtuvo la muestra, zona de muestreo y fecha. Las bolsas de papel se colocaron en una caja

de tecnoport que contenia gel refrigerante.

3.4 Procesamiento de muestras

Todas las muestras fueron procesadas el mismo dia de su recoleccion. En el laboratorio las
muestras se lavaron con agua de cafio a chorro continuo sin frotar con la mano, se enjuago
tres veces con agua destilada estéril; con la ayuda de un bisturi se sacaron trozos de tejido
de la zona de avance del sintoma y se pusieron en un mortero estéril, se trituraron y se dejo
reposar por cinco minutos. Con un asa de Kolle se tomo una pelicula de suspensién y se
sembré mediante el método del estriado en una placa Petri conteniendo medio Agar Nutritivo
(AN) plaqueadas 24 horas antes, las placas se sellaron, codificaron e incubaron por 48 horas
a 27 °C.

3.5 Obtencion de aislamientos puros

Transcurridas las 48 horas se evaluaron las placas con la ayuda de un microscopio
estereoscdpico. Se observaron colonias de diferentes formas y tamafios, por lo que con un
asa de Kolle se tom6 una Unidad Formadora de Colonia (UFC) y se puso en un tubo
eppendorf con agua destilada biesterilizada, de este tubo se obtuvo una pelicula de
suspension (agua-bacteria), que se sembré en AN y se incubo a 27 °C por 48 horas,

realizandose este procedimiento hasta obtener colonias axénicas.

3.6 Prueba de patogenicidad

Se cultivé plantas de alcachofa de la variedad Imperial Condor en bolsas de polietileno de
30x40 cm, con suelo estéril. Las plantas se cuidaron durante cinco meses, en los que se
realizd labores similares a las de campo (riego, fertilizacion, control fitosanitario y
aplicacion de éacido giberélico). Se uso una suspension bacteriana de 10° UFC que se
determind por espectrofotometria (Espectrofotdémetro Multi-Volumenes marca Epoch) a una
Densidad Optica (DO) de 600 nm. Un dia antes de la inoculacion se aplico &cido giberélico
a todas las plantas. Se inoculd 1 ml. de suspension bacteriana con una jeringa de tuberculina.

Para la inoculacion a nivel del cuello se le gener6 una herida de 0.5 cm de profundidad con
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un punzén de 2 mm de diametro. Para la inoculacion en el cogollo, previamente se asperjé
agua esteéril. Se trabajo con ocho plantas por aislamiento (cuatro para inoculacion al cuello
y cuatro para el cogollo) y ocho testigos en los que se inocul6 con agua destilada estéril. Se
acondicion6 un &rea que cubra todas las plantas con polietileno para mantener la humedad
(el suelo tenia humedad permanente y durante el dia en la parte aérea de las plantas se asperjo

agua cada dos horas), luego de 96 horas se retird la cubierta de polietileno.

3.7 ldentificacion fenotipica

Se realizaron las siguientes pruebas:

3.7.1 Crecimiento en medio Cristal Violeta Pectato (CVP)

Para esta prueba se preparé medio CVP (Anexo 1), el medio se plaqueo 24 horas antes de la
siembra. Se toma una pequefia muestra con un asa de Kolle tocando suavemente la superficie
de la colonia (se usaron colonias crecidas en medio AN e incubados a 28 °C por 48 horas) y
se sembrd en cinco puntos en la superficie del medio CVP, se trabajo con tres placas para

cada aislamiento. Las placas se incubaron a 28 °C por 24 horas.

3.7.2 Tincion Gram

Para la tincion Gram se uso colonias desarrolladas en medio Agar Nutritivo e incubadas
durante 24 horas a 28 °C (Anexo 2).

3.7.3 Degradacion de laminas de papa

Se us6 tubérculos sin manchas ni brotes, se lavaron con agua de cafio y se sumergieron en
una solucion de hipoclorito de sodio al 5% durante 10 minutos, se enjuago con agua destilada
estéril y se dejo secar. Una vez secos los tubérculos se cortaron en laminas de 1 cm. de
espesor y se colocaron en placas Petri estériles, en el centro de la [damina con un sacabocado
se realizd un hoyo de 5 mm. de diametro y 5 mm. de profundidad, con un asa y aguja de
Kolle se coloco en el hoyo una pequefia cantidad de masa bacteriana (incubada a 28 °C
durante 48 horas en medio AN). Una vez inoculadas las ldminas de papa se colocaron en
camaras humedas estériles preparadas previamente, estas se incubaron a 28 °C por 48 horas.

Se trabajé con cinco laminas de papa por aislamiento.
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3.7.4 Prueba de catalasa

En esta prueba se usé agua oxigenada (3.00 g. de H202/100 ml. de agua purificada). Se
colocd una gota de agua oxigenada en un porta objeto limpio y estéril, con un mondadiente
de madera estéril se tomé una masa bacteriana (cultivada en medio AN e incubada a 28 °C

durante 48 horas) y se coloco sobre la gota de agua oxigenada.

3.7.5 Prueba de oxidacion y fermentacion

Para esta prueba se prepar6 el medio O/F (Oxidacion/Fermentacion) de acuerdo a lo indicado
por Perombelon & Van Der Wolf en el 2002 (Anexo 3). Se agregd 3 ml de medio O/F en
cada tubo, se esteriliz6 a 120 °C durante 20 minutos. Cuando el medio solidifico se procedi6
a lainoculacion, con un asa y aguja de Kolle se tom6 una masa bacteriana (incubada durante
48 horas a 28 °C en medio AN), y se introdujo en el medio hasta la base del tubo. Se trabajo
con 10 tubos por aislamiento, a cinco se les agrego vaselina liquida estéril y a los otro cinco

no, los 10 tubos se taparon con algoddn y parafilm y se incubaron a 28 °C por 48 horas.

3.7.6 Crecimientoa 27y 37 °C

Para la prueba de crecimiento a dos temperaturas se prepard una suspension bacteriana de
105 UFC, que se determind por espectrofotometria (Espectrofotdmetro Multi-Volumenes
marca Epoch) a una Densidad optica (DO) de 600 nm. Se tomd 0.1 ml de suspension y se
coloco en las placas que tenian medio AN preparadas 24 horas antes, con un triangulo de
Drigalsky se distribuy6 la suspension sobre la superficie. Se sembré 10 placas para cada

aislamiento y se incubo cinco placas a 37 °C y cinco placas 27 °C.

3.7.7 Crecimiento en 5% de cloruro de sodio (NaCl)

Para esta prueba se prepar6 un medio liquido (Anexo 4) de acuerdo a lo indicado por
Perombelon & Van Der Wolf en el 2002. Se colocé 3 ml del medio en cada tubo y se
esterilizé a 120 °C por 15 minutos. Se sembrd una masa de colonias incubadas a 28 °C
durante 48 horas. Después de la siembra se realizo la lectura de la densidad optica (DO) en
un espectofotometro. Se incubd en agitacion a 28 °C por siete dias y cada dia se realizé la

lectura de la DO. Se sembr6 cinco tubos por aislamiento.
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3.7.8 Sensibilidad a la erytromicina

Para esta prueba se usé discos de Erytromycina de 15 mg. (marca BIORAD). Se preparé una
suspension bacteriana (20 colonias/5 ml de agua destilada biesterilizada). La suspension se
sembré en medio agar nutritivo (preparado 24 horas antes), con un hisopo estéril se sembro
el aislamiento en la placa, cubriendo toda la superficie del medio. Una vez realizada la
siembra se procedio a colocar los discos de erytromicina en cuatro partes de la placa, se

sellaron y se incubaron por 48 horas a 27 °C. Se us6 una placa por aislamiento.

3.7.9 Produccion y reduccion de sustancias a partir de sacarosa

Se preparé medio Sacarosa y reactivo Benedict’s (Anexo 5), de acuerdo a lo indicado por
Perombelon & Van Der Wolf en el 2002. Se tom6 una masa bacteriana (incubada durante
48 horas a 28 °C en medio AN), se sembro en el medio sacarosa (3 ml/tubo) y se incub6 a
28 °C por 48 horas. Luego de las 48 horas se agreg0 reactivo Benedict’s (3ml/tubo) y se

puso en bafio Maria por 10 minutos.

3.8 Identificacion molecular
3.8.1 Extraccion de ADN

Se uso el Kit de extraccién de ADN gendmico GeneJET Genomic y el Kit DNA Purification
(codigo: KO721, marca: ThermoScientific). EIl procedimiento y los materiales se detallan en

el Anexo 6.

3.8.2 Calidad de ADN

Se determind la calidad de ADN para todas las muestras. Se realizd la corrida de
electroforesis a 110V por 20 minutos y se coloco el gel de electroforesis sobre el

transiluminador de luz azul para observar las bandas de ADN (Anexo 7).

3.8.3 PCR convencional para el primer general 16S

Se realiz6 PCR usando los primers universales para 16S ARN, forward: 27F (5°-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") y reverse: 1492R (5°-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3") (marca: IDTDNA), con los reactivos que se
muestran en la Tabla N° 01 y el programa de la Tabla N° 02. EIl procedimiento y los

materiales se detallan en el Anexo 8.
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Tabla 1. Reactivos y cantidades para PCR con el primer general 16S

Reactivos

Volumen para 1X

(uL)
Buffer PCR 1X 2.5
dNTP (2mM) 2.0
MgCI2 (50mM) 1.25
Tag Platinum (5U/uL) 0.1
Primer 1492R (10 uM) 2.0
Agua (H20) 10.15
ADN 5.0
TOTAL 25.0

Tabla 2. Programa para PCR con el primer general 16S

Procedimiento Temperatura Tiempo Ciclos
Denaturacion inicial 94°C 2 minuto 1
Denaturacion 94°C 1 minuto
Annealing 55°C 1.5 minutos 35
Amplificacion 72°C 1 minuto
Amplificacién final 72°C 3 minutos 1
Storage 4°C 00

Al término de la reaccién de PCR, los productos amplificados se visualizaron en un gel de

agarosa al 2% (voltaje: 110V, Tiempo: 55 minutos) y un transiluminador de luz azul.

3.8.4 PCR convencional con el primer especifico de Pectobacterium carotovorum

subsp. atroseptica

Se us6 los Cebadores o primers especificos ECAIF y ECA2R, forward: ECAIF (5°-
CGGCATCATAAAACG-3’) y reverse: ECA2R (5’-GCACACTTCATCCAGCGA-3’)

(marca: Macrogen Inc). Los reactivos que se usaron se muestra en la Tabla N° 03 y se usé

el programa de la Tabla N° 04. El procedimiento y los materiales se detallan en el Anexo 9.

Tabla 3. Reactivos y cantidades para PCR con el primer especifico para

Pectobacterium carotovorum subsp. atroseptica

Reactivo Volumen para 1X (uL)
Buffer PCR 1X 3.0
dNTP (2mM) 15
MgCI2 (50mM) 1.25
Tag Platinum (5U/uL) 0.1
Primer ECALF (10 uM) 1.0
Primer ECA2R (10 uM) 1.0
Agua (H20) 12.15
ADN 5.0
TOTAL 25.0

22



Tabla 4. Programa para PCR con el primer especifico para Pectobacterium

carotovorum subsp. atroseptica

Procedimiento Temperatura Tiempo Ciclos
Denaturacion inicial 95°C 5 minuto 1
Denaturacion 94°C 30 seg. 35
Annealing 62°C 45 segq.

Amplificacion 72°C 45 seg.
Amplificacién final 72°C 8 minutos 1
Storage 4°C o0

Al término de la reaccién de PCR, los productos amplificados se visualizaron en un gel de

agarosa al 2% (voltaje: 110V, Tiempo: 55 minutos) en un transiluminador de luz azul.

3.8.5 PCR convencional con el primer especifico de Pectobacterium carotovorum

Su bsp carotovorum

Se usé los Cebadores o primers especificos EXPCCF y EXPCCR, forward: EXPCCF (5°-
GAACTTCGCACCGCCGACCTTCTA-3’) y reverse: EXPCCR (5°-
GCCGTAATTGCCTACCTGCTTAAG-3’) (marca: Macrogen Inc.). Los reactivos que se
usaron se muestra en la Tabla N° 05y se usé el programa de la Tabla N° 06. El procedimiento

y los materiales se detallan en el Anexo 10.

Tabla 5. Reactivos y cantidades para PCR con el primer especifico de Pectobacterium

carotovorum su bsp. carotovorum

Reactivo Volumen para 1X
(uL)
Buffer PCR 1X 2.5
dNTP (2mM) 2.0
MgClI2 (50mM) 1.25
Taq Platinum (5U/uL) 0.1
Primer EXPCCF (10 uM) 1.0
Primer EXPCCR (10 uM) 1.0
Agua (H20) 12.15
ADN 5.0
TOTAL 25.0
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Tabla 6. Programa para PCR con el primer especifico de Pectobacterium carotovorum

Su bsp carotovorum

Procedimiento Temperatura Tiempo Ciclos
Denaturacién inicial 94°C 4 minuto 1
Denaturacion 94°C 1 minuto

Annealing 60°C 1 minutos 35
Amplificacién 72°C 2 minuto
Amplificacion final 72°C 7 minutos 1
Storage 4°C 0

Al término de la reaccién de PCR, los productos amplificados se visualizaron en un gel de

agarosa al 2% (voltaje: 110V, Tiempo: 55 minutos) en un transiluminador de luz azul.

3.8.6 Secuenciamiento

Los productos amplificados fueron cuantificaos en el equipo ADN Qubit especificamente
para ADN de doble cadena. Los productos de PCR se enviaron a secuenciar a la empresa
koreana Macrogen Inc. (Anexo 11). El resultado del secuenciamiento se considerd 6ptimo
cuando el valor de calidad fue mayor a 20 (QV>20). Para la identificacién de especie las
secuencias ensambladas debian de superar como minimo los 800 pares de bases. El
ensamblaje de las secuencias de ADN se realizd con el software BioEdit y fueron analizadas
con el software BlastN. Se considerd identificada cuando la similaridad se ubicé por encima

del 99%, la cobertura cercana a 100% y el e-value (valor estadistico) igual a O .

3.8.7 Analisis filogenético

Se busco y colecto secuencias de 16S rRNA de cepas bacterianas iguales a las identificadas,
y otras que pertenecen al mismo género y de otros géneros distantes. Se realizd un
alineamiento matliple con el software bioinformatico MUSCLE y MEGA 6.0. Luego se
realizd un analisis filogenético con el algoritmo de reconstruccion filogenético Neighboor
joining y la medida de distancia genética con el método Kimura-2 parameter. La
construccion del arbol filogenético se realizd con un bootstrap de 1000 para el soporte
estadistico (Anexo 12).
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3.9 Control
3.9.1 Control In vitro

Para la prueba de control in vitro se trabajo con el aislamiento COL1. Se uso tres fuentes de

cobre, dos fuentes de calcio y un controlador bioldgico (Tabla N° 07).

Tabla 7. Tratamientos para prueba de control in vitro

Trat. Ingrediente activo Tienda Dosis
Comercial

T1  Proteinato de cobre Quimica Suiza 0.35 L./Cil.
T2  Sulfato de cobre pentahidratado Sylvestre 0.5 L./Cil.
T3  Gluconato de cobre Novalty 0.5 L./Cil.
T4  Nitrato de calcio (foliar) Yara 2 gr./L.
T5  Nitrato de calcio (Suelo) Yara 2 gr./L.
T6  Proteinato de calcio Novalty 0.5 L./Cil.
T7  Trichoderma sp. (Cepa T22) Sylvestre 1 gr./100 ml.
TO  Testigo - -

Se realiz6 dos pruebas: Prueba de medio envenenado y Prueba de enfrentamiento.
a. Prueba de medio envenenado

Para esta prueba se uso siete matraces y en cada uno se preparé 250 ml de medio AN (se
esterilizd a 120 °C por 30 minutos). Luego de la esterilizacion al estar el medio a una
temperatura de 50 °C se agreg0 el producto quimico, se mezcld y se procedio a plagquear. Se
prepard una suspension bacteriana de 10 UFC (DO=0.199 a 600 nm de longitud de onda).
Se dejé secar las placas por tres horas y se procedié a sembrar con 0.1 ml. de la suspensién
bacteriana, con un tridngulo de Drigalsky se dispersé la suspension en toda la placa (cinco

placas por tratamiento). Se incubd a 28 °C por 48 horas.
b. Prueba de enfrentamiento

Esta prueba se realizé en dos medios; el medio AN y PDA (Papa Dextrosa Agar). Se prepard
250 ml de cada medio (se esteriliz a 120 °C por 30 minutos). Con un plumdn se dividio la
placa en dos partes iguales, en una parte se colocé un disco del cultivo de Trichoderma Cepa
T22 (cultivo de 96 horas) activado del producto comercial. En la otra parte de la placa, con
un asa de Kolle se tomo suspension bacteriana (102 UFC) y se traz6 una linea. Se incubo a
28 °C por 96 horas. Se trabajo6 con cinco placas para cada medio de cultivo.
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3.9.2 Control en campo

Se trabajé con 28 tratamientos (Tabla N° 08) y cuatro bloques. Los productos usados se
aplicaron de la siguiente manera: Se realizé dos aplicaciones en drench de la Cepa T22 de
Trichoderma; La primera, en los hoyos que se realizaron un dia antes del trasplante de los
plantines de alcachofa variedad Imperial Condor, en horas de la tarde (cuando el sol ya se
habia ocultado). El trasplante se realiz6 el 24 de abril del 2018. La segunda aplicacién se
realizd 15 dias después de la primera. Tres aplicaciones de Nitrato de calcio al suelo; La
primera 13 dias antes de la primera aplicacion del acido giberélico (19 de junio), la segunda
13 dias antes del segundo giberélico (02 julio) y la tercera 14 dias antes del tercer giberélico
(17 de julio). El Nitrato de calcio foliar se aplicé siete veces, tres aplicaciones antes del
primer giberélico (con intervalos de tres dias), dos aplicaciones antes del segundo giberélico
y otras dos aplicaciones, antes del tercer giberélico (las cuatro ultimas con intervalos de siete
dias). El Proteinato de Calcio se aplic6 cinco veces, la primera aplicacion siete dias antes del
primer giberélico y las demas cada siete dias hasta el tercer giberélico. Se realizaron tres
aplicaciones con tres productos a base de cobre: Proteinato de cobre, Sulfato de cobre
pentahidratado y Gluconato de cobre; estos se aplicaron cuatro dias antes de la aplicacion

del giberélico. Se trabajé con 10 plantas por tratamiento.
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Tabla 8. Tratamientos para la prueba de control en campo

Suelo Trat. Productos comerciales Dosis
T1 Proteinato de Cu (Foliar) 0.35 L./Cil.
T2  Sulfato de Cobre Pentahidratado 0.5 L./Cil.
Campo comun (Foliar)
Sin T3  Gluconato de Cu (Foliar) 0.5 L./Cil.
Biocontrolador T4  Nitrato de Ca (Foliar) 2. gr./L.
(Suelo) T5 Nitrato de Ca (suelo) 19r./0.5L.
T6  Proteinato de Ca (Foliar) 0.5 L./CIl.
T7  Testigo Absoluto -
T8  Proteinato de Cu (Foliar) 0.35 L./Cil.
T9  Sulfato de Cobre Pentahidratado 0.5 L./Cil.
(Foliar)
Trichoderma sp.  T10 Gluconato de Cu (Foliar) 0.5 L./Cil.
(Cepa T22) T11 Nitrato de Ca (Foliar) 2 gr./L.
0.5 L./Ha. (Suelo) T12 Nitrato de Ca (suelo) 19r./0.5L.
T13 Proteinato de Ca (Foliar) 0.5 L./CIl.
T14 Solo Trichoderma sp. (Cepa 0.5 L./Ha.
T22)
T15 Proteinato de Cu 0.35 L./CiIl.
T16 Sulfato de Cobre Pentahidratado 0.5 L./Cil.
) T17 Gluconato de Cu 0.5 L./CIl.
Ié;cg]:_?_ezrzr;‘a SP- " T18  Nitrato de Ca foliar 2 gr./L.
1.0 L/Ha. (Suelo) T19 Nltrat_o de Ca suelo 1 gr./0.5!_.
T20 Proteinato de Ca 0.5 L./Cil.
T21 Solo Trichoderma sp. (Cepa 1.0 L./Ha
T22)
T22 Proteinato de Cu 0.35 L./CiIl.
T23 Sulfato de Cobre Pentahidratado 0.5 L./Cil.
Trichoderma  sp. ~ T24  Gluconato de Cu 0.5 L./Cil.
(Cepa T22) T25 Nitrato de Ca foliar 2 gr./L.
2.0 L./Ha. .
(Suelo) T26 Nltrat_o de Ca suelo 2 gr./L:
T27 Proteinato de Ca 0.5 L./Cil.
T28 Solo Trichoderma sp. (Cepa 2.0 L./Ha

T22)

3.10 Cosecha

Se cosecho cinco plantas por cada tratamiento en tres bloques, las plantas se marcaron y en

las ocho cosechas se evaluo el calibre, peso y nimero de capitulos por planta.
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IV. RESULTADOS

4.2 Descripcién de sintomas

Se identifico el sintoma de pudricion himeda en dos partes:

4.2.1 Pudricion himeda en el cuello

En el campo se presentan plantas tumbadas muertas (Figura 1), con una distribucion
desuniforme, la mayoria de las veces sin sintoma visible, en algunos casos si las condiciones
son favorables (humedad alta del suelo y lluvias) en las hojas basales se puede obsrvar una
pudricion himeda de color negro y consistencia blanda (Figura 2). Las plantas tumbadas se
presentan en mayor cantidad después de las aplicaciones del acido giberélico y en dias muy
calurosos. El sintoma es progresivo, inicia con un decaimiento de las hojas basales, a veces
acompafiado por un amarillamiento y termina con el tumbado de la planta. Al extraer la
planta y hacer un corte en el cuello se puede ver la pudricion blanda y hiumeda de color crema

a marrén claro, que después de unos minutos se torna de color marrén oscuro (Figura 3).

Figura 1. Planta de alcachofa tumbada por la
pudricion en el cuello.



Figura 2. Pudricion blanda en las hojas basales
y coloracion negra de los peciolos.

Figura 3. Planta de alcachofa cortada por la
mitad, se evidencia la pudricion blanda en el
cuello.



4.2.2 Pudricion humeda en el cogollo

Esta pudricion se puede ver mayormente en las hojas tiernas del cogollo (Figura 4), pero
también se presenta en las hojas no tan tiernas (Figura 5). El sintoma a este nivel se
manifiesta con mayor frecuencia en los meses de mayo a julio, meses en los que hay
presencia de precipitaciones y garuas, también después de las aplicaciones del acido
giberélico. Este sintoma, puede presentarse en todas las plantas del campo. Inicia en el borde
de las hojas jévenes como manchas necroticas acuosas, avanza de manera descendente hasta
llegar al cogollo de la planta llegando a comprometer la formacién del primer capitulo
(Figura 6), y puede matar a la planta.

Fgura 4. Hojs tiernas con sintoma de
pudricién hiumeda

Figura 5. Pudricion himeda en hojas no tan
tiernas descendiendo al cogollo de la planta.
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Figura 6. Pudricion himeda comprometiendo
la formacion del primer capitulo.

4.3 Obtencién de aislamientos

Se obtuvo ocho aislamientos, cuyas caracteristicas morfol6gicas se asemejan a las descritas
para las colonias del genero Pectobacterium. En medio agar nutritivo las colonias son
circulares lisas, margen entero, de color blanco a cremoso, ligeramente elevadas, convexas
y semitranslicidas. De los ocho aislamientos cuatro se obtuvieron del cuello (CU1, CU2,
CU3 y CU4), y cuatro del cogollo (CO1, CO2, CO3y COA4).

4.4 Prueba de patogenicidad

La prueba de patogenicidad se realizé con los ocho aislamientos: CU1, CU2, CU3, CU4,
CO1, CO2, CO3 y CO4. En esta prueba solo se evalu6 la incidencia de la enfermedad

(presencia o ausencia del sintoma).

En la inoculacion al cogollo los primeros sintomas se evidenciaron después de las 48 horas.
En los bordes de las hojas tiernas del cogollo se manifestd una ligera necrosis acuosa de
color negro. Después de cuatro dias los aislamientos CO3, CU2, CU3 y CU4, llegaron a
danar aproximadamente el 40 por ciento de las hojas tiernas del cogollo, y solo el aislamiento
CO1, llego a dafiar todo el cogollo.

La pudricién en el cuello se evalué cinco dias después de la inoculacién. Tres de cuatro

plantas inoculadas con el aislamiento CO1 y dos de cuatro plantas inoculadas con el
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aislamiento CU2 se tumbaron antes de ser extraidas. Al realizar el corte en el cuello de las
plantas de alcachofa, las inoculadas con los aislamientos CO1, CO3, CU2 y CU3 mostraron
pudricion avanzada del cuello (50 por ciento aproximadamente). Mientras que en las plantas

inoculadas con el aislamiento CU4 la pudricion fue leve (20 por ciento aproximadamente).

Tabla 9. Resultados de la prueba de patogenicidad en plantas de alcachofa, sintoma
en el cogollo (CO) y en el cuello (CU).

Aislamientos  Prueba de Patogenicidad

Cuello Cogollo
Cco1 + +
CO2 - -
COos3 + +
CO4
Cul - -
Ccu2 + +
CuU3 + +
Cu4 + +

Figura 7. Hojas tiernas con sintoma de
necrosis acuosa en los bordes
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Figura 8. Peciolos de hojas basales con
sintoma de pudricion humeda de color negro.

Figura 9. Corte a nivel de cuello con sintoma
evidente de pudricion blanda.

4.5 ldentificacion fenotipica
45.1 Crecimiento en medio Cristal Violeta Pectato (CVP)

Este medio se usé para determinar si las bacterias pertenecian al género Pectobacterium y
también como medio selectivo. Los ocho aislamientos se sembraron en este medio y se
evalto la formacion de hoyos o cavidades (Figura 10). Considerandose positiva (+) la
presencia de hoyos y negativa (-) la ausencia. Los aislamientos CO1, CO3, CO4, CU2, CU3
y CU4 fueron positivos y los aislamientos CO2 y CU1 fueron negativos. (Tabla N° 10)
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Figura 10. Ay B placas con medio CVP donde se evidencia la formacion de hoyos por
el aislamiento COL1.

452 Tincién Gram

Los ocho aislamiento mostraron una coloracién rosado-grosella (Figura 11), caracteristico
de las bacterias Gram-negativas (Tabla N° 10).

Figura 11. Tincion Gram-negativa del aislamiento CO1, cultivo de 24 horas
(Aumento 100X)
4.5.3 Degradacion de laminas de papa

En esta prueba los aislamientos CO1, CO3, CU2, CU3 y CU4 degradaron las laminas de
papa, por efecto de las enzimas pectinoliticas de los aislamientos (Figura 12). Mientras que,
los aislamientos CO2, CO4 y CU1 fueron negativos (Tabla N° 10).
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Figura 12. Lamina de papa inoculada con el aislamiento CO3, se muestra la
pudricién blanda.

45.4 Prueba de catalasa

En esta prueba los aislamientos CO1, CO3, CO4, CU1, CU2, CU3 y CU4 fueron positivos,
los aislamientos en contato con el perdxido de hidrégeno formaron burbujas (la enzima
catalasa separa el peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno por lo que hay formacion de

burbujas), Solo el aislamiento CO2 fue negativo (Tabla N° 10), no form6 burbujas (Figura
13).

Figura 13. A. Formacion de burbujas respuesta positiva con el aislamiento CU1 B.
Respuesta negativa con el aislamiento CO2.

45.5 Prueba de oxidacion y fermentacion

Los aislamientos CO1, CO3, CO4, CU2, CU3 y CU4 fueron positivos (Figura 14), lograron
cambiar el color del medio de azul a amarillo, en condicion aerobia (oxidacion) y anaerobia

(fermentacion). Los aislamientos CO2 y CU1 fueron negativos en esta prueba (Tabla N° 10).
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Figura 14. A. Respuesta positiva, cambio de color del medio con el aislamiento CO1.

45.6 Crecimientoa?27y37°C

En esta prueba los ocho aislamientos crecieron a 27 °C y solo seis aislamientos crecieron a
37°C:C01,CO03, C04,CU2, CU3 y CU4; mientras que, el CO2 y CU1 no crecieron adicha
temperatura (Tabla N° 10).

Figura 15. A. Crecimiento de colonias del aislamiento CU1 a 27 °C y B. No hubo
crecimiento de colonias del aislamiento CU1 a 37 °C.

4.5.7 Crecimiento en 5% de cloruro de sodio (NaCl)

Los ocho aislamientos crecieron en el medio con 5% de NaCl (Figura 16), fueron positivos
(Tabla N° 10).
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Figura 16. Tubos 1, 2 y 3 testigos, tubos 4, 5y 6 medio con NaCl al 5% sembrado con
aislamiento CU2 al séptimo dia de incubacion.

4.5.8 Sensibilidad a la erytromicina

Esta es una de las pruebas que se usa para determinar las subespecies del género
Pectobacterium. Los aislamientos CO1, CO3, CU2 y CU3 fueron positivos, detuvieron el
crecimiento de la bacteria por efecto del antibidtico, formando un halo de crecimiento
alrededor del disco; mientras que, los aislamientos CO2, CO4, CUly CU4 fueron negativos
(Tabla N° 10). En la Figura 17 se puede observar las reacciones de los aislamientos en
prueba.

Figura 17. A. Formacion de halo del aislamiento CO1. B. Crecimiento normal del
aislamiento CU1.
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4.5.9 Producciony reduccion de sustancias a partir de sacarosa

Los ocho aislamientos dieron un resultado negativo (Tabla N° 10), el color azul del medio
(Figura 18) no viro al color amarillo después del bafio Maria, no hubo reduccion de
sustancias a partir de la sacarosa.

Figura 18. Ay B. Medio sacarosa mas reactivo Benedict’s con aislamiento CO1y
CU2 ambos con respuesta negativa.
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Los resultados de todas las pruebas realizadas se pueden observar en la tabla 10.

Tabla 10. Resultados de las pruebas fenotipicas con los ocho aislamientos.

Pruebas Aislamientos
CO1 €02 (CO3 COo4 Cul cu2 cCu3 cu4

Crecimiento en Medio Cristal Violeta Pectato (CVP) + - + + - + + +
Tincion Gram - - - - - - - -
Degradacion de Laminas de Papa + - + - - + + +
Prueba de Catalasa + - + + + + + +
Prueba de Oxidacién y Fermentacion + - + + - + + +
Crecimiento a 27°C + + + + + + + +
Crecimiento a 37°C + - + + - + + +
Crecimiento en 5% de Cloruro de Sodio (NaCl) + + + + + + + +
Sensibilidad a la Erytromicina + - + - - + + -

Produccion y Reduccion de Sustancias a partir de Sacarosa




4.6 ldentificacion molecular

Con esta prueba se lleg6 a identificar los seis aislamientos: CO1, CO3, CO4, CU1, CU2 y

CU4 a nivel de género, especie y subespecie.

4.6.1 Extracciony calidad de ADN

Se logro extraer el ADN de los siete aislamientos de manea exitosa, por lo que se observé la
presencia de bandas de ADN en el gel de agarosa al 1%. Observandose bandas de ADN con

mas de 20,000 pares de bases (Figura 19).

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 19. Calidad de ADN revelado mediante electroforesis

Leyenda:
1- Marcador de peso molecular de 1Kb 2- ADN de la muestra JCO1
3- ADN de la muestra JC03 4- ADN de la muestra JC04
5- ADN de la muestra JCU1 6- ADN de la muestra JCU2
7- ADN de la muestra JCU4 8- Marcador de peso molecular de 1Kb

9- ADN de la muestra JCU3

4.6.2 PCR convencional para el primer general 16S

Con el primer general 16S ARN (forward 27R vy reverse 1492R), si hubo producto

amplificado para los siete aislamientos (Figura 20).
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Figura 20. Productos de PCR amplificados para el gen 16S rRNA

Leyenda:

1. Marcador de 1IKb 2. Muestra CO1
3. Muestra CO3 4. Muestra CO4
5. Muestra CU1 6. Muestra CU2
7. Muestra CU4 8. Muestra CU3

9. Marcador de 1Kb

4.6.3 PCR convencional con los primers especificos de Pectobacterium carotovorum

subsp. atroseptica

En la Figura 21 se puede ver una banda de amplificacion tenue de los aislamientos CO1,
C03, CU2 y CU4, que indicaria que los aislamientos son de la subespecie atroseptica, sin
embargo el nimero de pares de bases que amplificd no correspondio a esta subespecie.

1 2 3 4 5 6 7 8

-

Figura 21. Evaluacion de las muestras por PCR convencional con los primers
ECALF/ECA2R
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Leyenda:

1- Control negativo

2- Muestra CO1 evaluada con los primers ECALF/ECA2R
3- Muestra CO3 evaluada con los primers ECA1F/ECA2R
4- Muestra CO4 evaluada con los primers ECALF/ECA2R
5- Muestra CU1 evaluada con los primers ECA1F/ECA2R
6- Muestra CU2 evaluada con los primers ECALIF/ECA2R
7- Muestra CU4 evaluada con los primers ECA1F/ECA2R
8- Marcador de Peso molecular de 100pb.

4.6.4 PCR convencional con los primers especificos de Pectobacterium carotovorum

subsp. carotovorum

No hubo producto de PCR con ninguno de los seis aislamientos (Figura 22), por lo que se

descartd la presencia de esta subespecie.

Figura 22. Evaluacion de las muestras por PCR convencional con los primers
EXPCCF/EXPCCR

Leyenda:

. Control negativo

. Muestra CO1 evaluada con los primers EXPCCFHEXPCCR
. Muestra CO3 evaluada con los primers EXPCCFEXPCCR
. Muestra CO4 evaluada con los primers EXPCCFEXPCCR
. Muestra CU1 evaluada con los primers EXPCCFEXPCCR
. Muestra CU2 evaluada con los primers EXPCCF/EXPCCR
. Muestra CU4 evaluada con los primers EXPCCFEXPCCR
. Marcador de peso molecular de 100 pb.

CO~NOOT A~ WN B
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4.6.,5 Secuenciamiento

Se secuencié los productos de PCR de los siete aislamientos con el primer 16S rRNA Y la
muestra CO3 con los primers ECALF/ECAZ2R, cuyos valores de calidad fueron mayor a 20
ng/uL (Tabla N°11).

Tabla 11. Cuantificacién de los productos de PCR

Muestra  Cuantificacion
(ng/uL)
CO1-16S 65 ng/uL
CO3-16S 75 ng/uL
CO4-16S 72 ng/uL
CUL1-16S 81 ng/uL
CU2-16S 76 ng/uL
CU3-16S 71 ng/uL
CU4-16S 36 ng/uL
CO3-16S 25 ng/uL

Las muestras evaluadas tuvieron una cobertura mayor 1100 pb (Tabla N°12)

Tabla 12. Cobertura de las secuencias (QV>20) de los aislamientos.

Muestra Tamano en pb (Qv > 20)

CO1-16S 1150
CO3-16S 1230
CO4 - 16S 1381
CU1-16S 1407
CU2 - 16S 1383
CU3 -16S 1340
CU4 - 16S 1082
CO3-ECA 238

La identificacion molecular obtuvo significancia estadistica, todos los productos de PCR
lograron ser identificados (Tabla N° 13). El producto de PCR con los primers ECA amplificd
un producto inespecifico y con el secuenciamiento se logro evidenciar que el producto

inespecifico pertenece al género Pectobacterium.

43



Tabla 13. Identificacién de aislamientos

Nombre  Cobertura e-value Similaridad Identificacion
(%)

CO1- 16S 78.40% 0 99.56 Pectobacterium carotovorum
subsp brasiliense

CO3-16S 92.50% 6.00E-100 99.56 Pectobacterium carotovorum
subsp odoriferum

CO4 -16S 94.20% 0 98.98 Pantoea coffeiphila

CU1-16S 95.60% 0 99.93 Stenotrophomonas maltophilia

CU2 -16S 94.50% 0 99.35 Pectobacterium carotovorum
subsp brasiliense

CU3 -16S 94.30% 0 99.63 Pectobacterium carotovorum
subsp brasiliense

CU4 - 16S 98.70% 0 99.99 Pectobacterium carotovorum
subsp actinidae

ECA 0 100% Pectobacterium

carotovorum/atrosepticum

4.6.6 Anadlisis filogenético

El analisis filogenético realizado mostrd las relaciones evolutivas de las cepas aisladas, todos

los nodos filogenéticos tuvieron resultados robustos. Se ubicaron secuencias de 16S rRNA

modelo para las especies: P. carotovorum subsp. brasiliensis, P. carotovorum subsp.

odoriferum, P. carotovorum subsp. actinidae, Pantoea coffeiphila y Stenotrophomona

maltophilia. El soporte estadistico del arbol filogenético fue robusto (Figura 23).
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Figura 23. Arbol filogenético de las muestras aisladas.

4.7 Prueba de control

4.7.1 Prueba de control in vitro
Se trabajé con el aislamiento COL.

a. Prueba de medio envenenado

De acuerdo al analisis de varianza (Tabla N° 14), el nivel de significancia es menor a 0.05,
por lo que se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipétesis alterna, lo que nos indica que
es diferente. En la prueba de Tukey (Tabla N° 15),
podemos ver que el tratamiento TO (testigo) es el que presentd mayor cantidad de UFC,

por lo menos uno de los tratamientos

seguido de los tratamientos; T4 (Nitrato de calcio foliar 2 gr/L.), T5 (Nitrato de calcio al

suelo 1gr/L.) y T6 (Proteinato de calc

mejor control fueron los tratamientos a

colonias (Figura 24).

10 500ml/cil.). Por otra parte, los que presentaron el
base de cobre; T1 (Proteinato de Cobre), T2 (Sulfato
de Cobre pentahidratado) y T3 (Gluconato de Cobre), en los que no hubo crecimiento de
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Tab

la 14. Analisis de varianza para la prueba de medio envenenado

Fuente GL Sumade Cuadrado Valor- Valor-

Cuadrados Medio F P
Trat. 6 17140 2856.78 135.21 0.000
Error 28 591.6 21.13
Total 34 17732.3

CV=6.8%

Tabla 15. Prueba de Tukey para la prueba de medio envenenado

Seevalub el ¢
AN. En el m

biocontrolado

Tratamientos N° Media Agrupamiento
TO Testigo 5 60.8 A
T4 Nitrato Ca foliar 5 41 B
T5 Nitrato Ca suelo 5 14.2 C
T6 Proteinato de Ca 5 9 C D
T3 Gluconato Cu 5 0 D
T2 Sulfato Cu 5 0 D
pentahidratado
T1 Proteinato Cu 5 0 D
N° de UFC por tratamiento
70
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Tratamientos
Figura 24. Control in vitro del aislamiento CO1
b. Prueba de enfrentamiento

recimiento del biocontrolador Trichoderma (Cepa T22), en los medios PDA y
edio PDA el crecimiento promedio diario fue de 2.3 cm., la bacteria y el
r entraron en contacto dos dias después de la siembra, al tercer dia

Trichoderma crecié sobre la bacteria y al cuarto dia el biocontrolador llené la placa (Figura
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25). En el medio AN el crecimiento promedio diario de Trichoderma fue de 1.7 cm., la

bacteria y el biocontrolador entraron en contacto al tercer dia y al quinto dia llend la placa.

Figura 25. Prueba de enfrentamiento Trichoderma y aislamiento CO1 en medio PDA.

4.7.2 Prueba de control en campo

Se evalud la incidencia de la pudricion blanda a nivel del cuello y del cogollo.

a. Control de la pudricion blanda del cuello

De acuerdo al analisis de varianza (Tabla N° 16), si existe diferencia significativa entre los
tratamientos (valor de P=0.004), pero no existe diferencia significativa entre bloques (valor
de P=0.180). En la prueba de Tukey (Tabla N° 17), podemos ver que el tratamiento T7
(testigo), es el que presentd mayor nimero de plantas enfermas y los tratamientos: T3
(Gluconato de Cu), T28 (Trichoderma 2.0 L./Ha), T27 (Proteinato de Ca+ Trichoderma
2L/Ha), T22 (Proteinato de Cu+ Trichoderma 2L/Ha), T17 (Gluconato de Cu+ Trichoderma
1L/Ha), T14 (Trichoderma 1L/Ha), T10 (Gluconato de Cu+ Trichoderma 0.5L/Ha) y T21
(Trichoderma 1L/Ha), fueron los que presentaron un mejor control o menor nimero de
plantas enfermas (Figura 26).

Tabla 16. Analisis de Varianza para la prueba de control de la pudricion himeda del
cuello

Fuente GL Sumade Cuadrado Valor- Valor-

Cuadrados  Medio F P
Bloque 3 5.506 1.835 1.66 0.180
Trat. 27 51.11 1.8929 2.15 0.004
Error 84 74.00 0.8810
Total 111 125.11

CV=29.6%
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Tabla 17. Comparacion de Tukey para la prueba de control de la pudricion hUmeda

del cuello
Tratamientos N° Media Agrupamiento

T7 Testigo 4 3.25 A
T11  Nitrato Ca Foliar + Trichoderma 0.5 L/Ha 4 2 A B
T5 Nitrato Ca Suelo 4 1.75 A B
T25 Nitrato Ca Foliar + Trichoderma 2 L/Ha 4 1.75 A B
T18  Nitrato Ca Foliar + Trichoderma 1 L/Ha 4 1.75 A B
T13  Proteinato Ca + Trichoderma 0.5 L/Ha 4 1.75 A B
T9 Sulfato de Cu Pentahidratado + 4 1 A B

Trichoderma 0.5 L/Ha
T6 Proteinato de Ca 4 1.25 A B
T1 Proteinato de Cu 4 1.25 A B
T20 Proteinato Ca + Trichoderma 1 L/Ha 4 1 A B
T15  Proteinato de Cu + Trichoderma 1 L/Ha 4 1 A B
T12  Nitrato Ca Suelo + Trichoderma 0.5 L/Ha 4 0.75 A B
T8 Proteinato de Cu + Trichoderma 0.5 L/Ha 4 0.75 A B
T26  Nitrato Ca Suelo + Trichoderma 2 L/Ha 4 0.75 A B
T24  Gluconato de Cu + Trichoderma 2 L/Ha 4 0.75 A B
T23 Sulfato de Cu Pentahidratado + 4 0.75 A B

Trichoderma 2 L/Ha
T2 Sulfato de Cu Pentahidratado 4 0.75 A
T19  Nitrato Ca Suelo + Trichoderma 1 L/Ha 4 0.75 A
T16 Sulfato de Cu Pentahidratado + 4 0.75 A

Trichoderma 1 L/Ha
T3 Gluconato de Cu 4 0.5 B
T28  Trichoderma 2.0 L./Ha 4 0.5 B
T27  Proteinato de Ca+ Trichoderma 2L/Ha 4 0.5 B
T22  Proteinato de Cu+ Trichoderma 2L/Ha 4 0.5 B
T17  Gluconato de Cu+ Trichoderma 1L/Ha 4 0.5 B
T14  Trichoderma 1L/Ha 4 0.5 B
T10  Gluconato de Cu+ Trichoderma 0.5L/Ha 4 0.5 B
T21  Trichoderma 1L/Ha 4 0.5 B
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Figura 26. Numero de plantas enfermas por tratamiento, prueba de control de la
pudricion humeda del cuello

b. Control de la pudriciéon blanda del cogollo

De acuerdo al analisis de varianza (Tabla N° 18), existe diferencia significativa entre
tratamientos y entre bloques (para tratamientos P=0.000 y para bloques P=0.013). En el
cuadro comparativo de Tukey (Tabla N° 19), se puede observar que el tratamiento T7
(testigo) es el que presento el mayor niumero de plantas enfermas. No hubo diferencia entre
los demas tratamientos, pero se puede resaltar que los tratamientos: T27 (Proteinato de Ca +
Trichoderma 2L/Ha), T26 (Nitrato Ca Suelo + Trichoderma 2 L/Ha), T24 (Gluconato de Cu
+ Trichoderma 2 L/Ha), T10 (Gluconato de Cu + Trichoderma 0.5L/Ha) y T9 (Sulfato de
Cu Pentahidratado + Trichoderma 0.5 L/Ha), fueron los que presentaron un menor nimero de

plantas enfermas (Figura 27).

Tabla 18. Analisis de varianza para la prueba de control de la pudricion humeda del

cogollo
Fuente GL Sumade Cuadrado Valor- Valor-
Cuadrados Medio F P
Bloque 3 5.384 1.7946 3.84 0.013
Trat. 27 82.027 3.0380 6.50 0.000
Error 81 37.866 0.4675
Total 111 125.277

CV=30.6%
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Tabla 19. Comparacion de Tukey para la prueba de control de la pudricion hUmeda

del cogollo
Tratamientos N° Media  Agrupamiento
T7 Testigo 4 4 A
T14 Trichoderma 1L/Ha 4 2.75 A B
T21 Trichoderma 1L/Ha 4 15 B C
T20 Proteinato Ca + Trichoderma 1 L/Ha 4 1.25 B C
T4 Nitrato de Ca Foliar 4 1.25 B C
T11 Nitrato Ca Foliar + Trichoderma 0.5 4 1 B C
L/Ha
T1 Proteinato de Cu 4 1 B C
T6 Proteinato de Ca 4 0.75 C
T5 Nitrato Ca Suelo 4 0.75 C
T28 Trichoderma 2.0 L./Ha 4 0.5 C
T25 Nitrato Ca Foliar + Trichoderma 2 L/Ha 4 0.5 C
T18 Nitrato Ca Foliar + Trichoderma 1 L/Ha 4 0.5 C
T17 Gluconato de Cu+ Trichoderma 1L/Ha 4 0.5 C
T12 Nitrato Ca Suelo + Trichoderma 0.5 4 0.5 C
L/Ha
T8 Proteinato de Cu + Trichoderma 0.5 4 0.5 C
L/Ha
T3 Gluconato de Cu 4 0.5 C
T2 Sulfato de Cu Pentahidratado 4 0.5 C
T23 Sulfato de Cu Pentahidratado + 4  0.25 C
Trichoderma 2 L/Ha
T22 Proteinato de Cu+ Trichoderma 2L/Ha 4 0.25 C
T19 Nitrato Ca Suelo + Trichoderma 1l L/Ha 4 0.25 C
T16 Sulfato de Cu Pentahidratado + 4  0.25 C
Trichoderma 1 L/Ha
T15 Proteinato de Cu + Trichoderma 1l L/Ha 4 0.25 C
T13 Proteinato Ca + Trichoderma 0.5 L/Ha 4 0.25 C
T27 Proteinato de Ca+ Trichoderma 2L/Ha 4 0 C
T26 Nitrato Ca Suelo + Trichoderma 2 L/Ha 4 0 C
T24 Gluconato de Cu + Trichoderma2 L/Ha 4 0 C
T10 Gluconato de Cu+ Trichoderma 0.5L/Ha 4 0 C
T9 Sulfato de Cu Pentahidratado + 4 0 C

Trichoderma 0.5 L/Ha
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Figura 27. Numero de plantas enfermas por tratamiento, prueba de control de la

pudricion humeda del cogollo

4.8 Cosecha

Se realizaron ocho cosechas en las siguientes fechas: 23, 27 y 31 de agosto, 05, 08, 12, 15y
20 de septiembre del 2018. Se cosecharon capitulos de calibre 5.5 cm. a mas, los capitulos
se contabilizaron y pesaron. De acuerdo al andlisis de varianza (Tabla N° 20),
diferencia significativa entre tratamientos y entre blogues. El tratamiento T25 (Nitrato de Ca
Foliar + Trichoderma 2.0 L/Ha) presentd el mayor peso de capitulos (Tabla N° 21) vy el

tratamiento T17 (Gluconato de Cu + Trichoderma 1.0 L/Ha.) obtuvo el menor peso de

capitulos. Los demas tratamientos mostraron resultados similares, (Figura 28).

Tabla 20. Analisis de varianza del peso de capitulos por tratamiento

Fuente GL Sumade Cuadrado Valor- Valor-

Cuadrados Medio F P
Bloque 2 8529929 4264964 4.47 0.016
Trat. 27 49303868 1826069 1.92 0.021
Error 54 51482392 953378
Total 83 109316189

CV=15%
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Tabla 21. Comparacion de Tukey del peso de capitulos por tratamiento

Trat. N°  Media Agrupamiento

25 3 8246 A
16 3 7470 A B
5 3 7347 A B
24 3 7270 A B
2 3 7123 A B
15 3 7105 A B
4 3 7104 A B
18 3 7087 A B
14 3 7027 A B
11 3 6794 A B
26 3 6778 A B
21 3 6747 A B
23 3 6649 A B
9 3 6625 A B
3 3 6590 A B
28 3 6585 A B
20 3 6539 A B
19 3 6451 A B
22 3 6243 A B
12 3 6234 A B
10 3 5928 A B
8 3 5816 A B
6 3 5616 A B
27 3 5614 A B
7 3 5611 A B
13 3 5267 A B
1 3 5189 A B
17 3 4893 B
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Figura 28. Rendimiento de alcachofa por tratamiento hasta la octava cosecha



De acuerdo al comparativo de rendimiento por dosis de aplicacion de Trichoderma (Tabla
N° 22), el area donde se aplicé Trichoderma a 2.0 L/Ha fue el que presenté el mayor
rendimiento con 6740.9 Kg/Ha hasta la octava cosecha, y el area sin Trichoderma tuvo un
rendimiento de 6368.5 Kg/Ha, presentado una diferencia de 372.4 Kg entre las dos &reas
(Figura 29),

Tabla 22. Rendimiento de alcachofa por tratamiento y por dosis de aplicacion de

Trichoderma (cepa T22).
Campo Trat. Kg/Ha Total
_ T1 5189.1
S T2 7122.52
£ T3 6589.78
© T4 7103.96
S T4 7347.32
8 T6 5615.59
T7 5611.05 6368.474
. TS 5816.47
§ T9 6625.01
£E TI0 5928.08
$=  T11 679413
S8 T2 62345
2 T13  5267.13
= T14  7026.88 6241.742
. T15  7105.41
§ T16  7470.41
ES  TI7 489259
$S  T18 708748
g S T19 645141
2 T20  6539.41
= T21  6746.78 6613.355
. T22  6242.83
§ T23  6648.87
EE T4 727043
= 125 8046.92
g < T26  6778.41
= T27  5613.7

T28 6585.05 6740.887
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Rendimiento total por areas de aplicacion de
Trichoderma
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Figura 29. Peso de alcachofa por hectarea segun la dosis de aplicacion de
Trichoderma.

Discusion

Las bacterias del género Pectobacterium (antes Erwinia), son conocidas a nivel mundial por
los dafios que ocasionan principalmente en el cultivo de papa, pero existen diferentes
especies y subespecies que causan dafios en diversos cultivos. La pudricién blanda o himeda
del cuello de la alcachofa, es una enfermedad que se presenta en casi todos los campos en
los que se cultiva, se ha atribuido esta enfermedad a Erwinia carotovora subsp. carotovora
(Soto y Puglia 2002; Lopez 2010; Gil; 1999a). En el Perd la pudricion a nivel del cuello en
el cultivo de alcachofa, es una enfermedad importante y se menciona que el agente causal es
Erwinia carotovora carotovora. (Vacari 2009).

Cariddi y Bubici (2016), identifican a Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis,
como agente causal de la pudricidn blanda en alcachofa, siendo este el primer reporte en el
que se identifica a esta subespecie causando dafios en los cultivos de alcachofa de Italia. Las
plantas enfermas muestran un amarillamiento progresivo y marchitez de las hojas basales,
luego un marchitamiento total de la planta acompafiado de podredumbre blanda de color
verde oscuro a marron oscuro de la medula, que se puede ver al realizar un corte en esa zona.
Los sintomas descritos coinciden con los sintomas que mostraron las plantas de alcachofa
en los campos de Chincha (Figura 1). Erwinia carotovora subsp. brasiliensis, fue reportada
por primera vez en el cultivo de papa produciendo la enfermedad del pie negro (Duarte et al.
2004).
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Los cinco aislamientos patogénicos con los que se trabajé fueron positivos a las pruebas de
degradacion de laminas de papa, catalasa y oxidacion y fermentacion, por lo que se
determind que pertenecian al género Pectobacterium. (Perombelon and Van Der Wolf.
2002). Existen pruebas fenotipicas y culturales que sirven para diferenciar las subespecies
del género Pectobacterium, estas pruebas pueden ser el crecimiento en 5% de Cloruro de
Sodio (NaCl), crecimiento a 37°C, sensibilidad a la erytromicina y produccion de sustancias
a partir de sacarosa. Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum se diferencia de
Pectobacterium carotovorum subsp. atroseptica principalmente por su incapacidad de
producir sustancias reductoras a partir de sacarosa y su capacidad de crecer a 37°C
(Perombelon and Van Der Wolf. 2002). Los cinco aislamientos crecieron a 37 °C en medio
AN, pero ninguno de los cinco aislamientos tuvo la capacidad de producir sustancias

reductoras a partir de sacarosa.

Se realizd PCR con dos juegos de primers especificos el ECALF y ECA2R (De Boer and
Ward 1995; Duarte et al 2004; Cariddi y Bubici 2016; Baghaee et al 2010), usado para
identificar a Pectobacterium carotovorum subsp. atroseptica, sin embargo no hubo producto
de PCR, por lo que se descartd la presencia de esta subespecie. Al realizar la PCR usando el
primer especifico EXPCCF y EXPCCR para Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum (Cariddi y Bubici 2016; Baghaee et al 2010; Kang et al. 2003), tampoco hubo
producto de PCR, por lo que se tuvo que usar el juego de primers general 27F y 1492R,
llegando a identificar luego del secuenciamiento los cinco aislamientos; Pectobacterium
carotovorum subsp. brasiliensis (CO1, CU2 y CU3), Pectobacterium carotovorum subsp.
odoriferum (CO3), y (Pectobacterium carotvorum subsp. actinidiae (CU4). Coincidiendo
con Cariddi y Bubici (2016), que indicaron que el agente causal de la pudricion blanda en
alcachofa es Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis. Sin embargo las
caracteristicas descritas para esta subespecie no coincidieron con los resultados que
obtuvimos. Tres de las cepas italianas de Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliensis
(Pcb) y la cepa tipo de Pcb no tenian la capacidad de producir sustancias reductoras a partir
de sacarosa por lo que fueron negativas, pero dos de sus aislamientos si fueron positivos para
esta prueba.

Duarte et al. (2004), de sus dieciséis aislamientos de Pectobacterium carotovorum subsp.

brasiliensis, el 100% tuvo la capacidad de producir sustancias reductoras a partir de sacarosa.
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De acuerdo al analisis filogenético basado en MLSA, la subespecie brasiliensis se dividio
en dos clados; el clado | comprende cepas aisladas de Pert y Brasil y el clado 1l cepas de
Asia, America del Norte y Europa, donde las cepas del clado I tienen la capacidad de reducir
sustancias reductores a partir de sacarosa y las del clado Il no (Nabhan et al. 2012).
Podriamos decir que nuestros aislamientos pertenecen al Clado Il de acuerdo a esta
caracteristica fenotipica y teniendo en cuenta que el centro de origen de la alcachofa es
Europa. La cepa de Pectobacterium carotovorum subsp. odoriferum también fue negativa
en la prueba de reduccion de sustancias a partir de sacarosa, sin embargo Gallois et al.
(1992), menciona que de sus once aislamientos de E. carotovora subsp. odorifera, el 100%

fue positiva para esta prueba, de la misma manera lo reporta Duarte et al. (2004).

La subespecie odorifera ha sido identificada en diferentes cultivos, pero en el afio 2015 se
llega a identificar por primera vez a Pectobacterium carotovorum subsp odoriferum en un
aislamamiento extraido de una planta enferma de alcachofa. Se trabaj6 con 24 aislamientos
del Valle del Sele al Sur de Italia, 23 fueron identificados como Pectobacterium
carotovorum subsp carotovoum y 1 (ISPaVe CA) como Pectobacterium carotovorum subsp.
odoriferum. Al encontrar solo un aislamiento no se llegd a determinar por completo el papel

de esta subespecie en la pudricion de la alcachofa (Gallelli et al. 2015).

Los tres aislamientos de P.c. subsp. brasiliensis y P.c. subsp. odoriferum fueron positivos a
la prueba de sensibilidad a la erytromicyna, no coincidiendo con lo mencionado por Baghaee
et al. (2010), donde de sus seis cepas de referencia, cinco fueron negativos a esta prueba
entre los que se encuentraba Pectobacterium carorotovorun subsp. odoriferum (Pco).
Ademas, Duarte et al. (2004) al trabajar con un aislamiento E. carotovora subsp. odorifera
strain 1878, también encontrd que ésta era negativa a esta prueba (son resistentes), difiriendo
con el resultado que obtuvimos con el aislamiento de P.c. subsp. odoriferum. Cariddi y
Bubici (2016) y Duarte et al. (2004), mencionan que los aislamientos de P.c. subsp.
brasiliensis encontrados en papa y alcachofa respectivamente son resistentes a la
erytromicina. Pectobacterium carorotovorun subsp. actidinae no fue sensible a esta prueba
lo que coincide con el resultado obtenido por Koh et al. (2012). Nuestros resultados indican
que la cantidad de pruebas fenotipicas que usamos no fueron suficientes para determinar de
manera clara y precisa las subespecies del genero Pectobacterium a la cual pertenecian los

aislamientos.
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No se encontr6 informacion sobre la pudricion humeda del cogollo de alcachofa (Figura 2),
si bien esta sintomatologia se ha manifestado desde el 2015, su incidencia ha ido
aumentando. En el agave se han reportado sintomas de pudricion blanda a nivel del cogollo,
aungue los cultivos son distintos la sintomatologia descrita y la forma en la que se presenta
se parece mucho a la pudricién blanda del cogollo en alcachofa. El agave presenta lesiones
necraticas acuosas en las hojas que inician en la espina apical, las lesiones avanzan hacia el
centro de la hoja y al centro del cogollo, causan pudricién descendente que llega hasta la
pifia y puede causar la muerte. Se ha identificado a Pectobacterium carotovorum como
agente causal (Velez et al. 1996; Castro 2003).

El control de la pudricion humeda se realiza principalmente usando material de siembra
sano, practicas sanitarias y aspersiones de cobre. ElI cobre cumple una funcion muy
importante en la eliminacion de bacterias por lo que es ampliamente usado y ha dado muy
buenos resultados en el control de bacterias del género Pectobacterium, se han realizado
varios trabajos (Coto y Wang 1995; Guevara et al. 2002). En el ensayo para la pudricién del
cuello y cogollo los mejores resultados se obtuvieron con el gluconato de cobre, proteinato
de cobre, proteinato de calcio (solos 0 en combinacidn a diferentes dosis del biocontrolador)
y Trichoderma (cepa T22). El calcio cumple un rol importante en la resistencia de las plantas
contra enfermedades bacterianas, ya que los iones de calcio mejoran la estructura y la
integridad de la pared celular de las plantas, haciéndolas mas resistentes (Berry et al. 1988;
Czajkowski et al. 2011). Esto se ha comprobado en varios trabajos como el de Bain et al.
(1996), al agregar yeso (CaSO4) al suelo retrasé significativamente la descomposicion de
los tubérculos de papa por Erwinia carotovora subsp. atroseptica; mientras que, Rojas et al.
(2009), demostro que existe una relacion inversamente proporcional y significativa, por lo
que a mayor grosor de la pared celular menor la incidencia de la pudricion blanca ocasiona
por Sclerotium cepivorum. Son conocidos los beneficios de usar Trichoderma para el control
de plagas sin embargo este es un microrganismo que no solo actla como biocontrolador,
sino también mejora el rendimiento de los cultivos (Rojas 2012; Rivera et al. 2015; Lépez
2017). Los resultados obtenidos demuestran que los tratamientos con Trichoderma (cepa
T22), presentaron un mayor rendimiento comparado con el testigo. Los tratamientos con la
dosis de 2 L/Ha obtuvo 372 Kg/Ha maés que los tratamiento sin biocontrolador. Rojas (2012),
determind en tres campafias seguidas que la aplicacion de Trichoderma sp. aumenta el

rendimiento de las papas nativas.
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V. CONCLUSIONES

Se llego a identificar pudricion hiumeda a nivel del cuello y del cogollo. En el cuello
el sintoma caracteristico fue el marchitamiento seguido del tumbado total de la
planta, en la base presencia de pudricién acuosa de color verde claro a marrén. En el
cogollo las hojas jovenes presentaron manchas necroticas acuosas de avance

descendente hasta llegar al cogollo comprometiendo la formacion del capitulo.

Fenotipicamente no se pudo determinar las subespecies a las que pertenecian los

aislamientos obtenidos.

De acuerdo a la prueba de patogenicidad de los ocho aislamientos obtenidos cinco
resultaron patogénicos, tanto en el cuello como en el cogollo de las plantas

inoculadas.

Mediante la prueba molecular se lleg6 a identificar el género, especie y subespecie a
la que pertenecen los aislamientos. Se identific a Pectobacterium carotovorum
subsp. brasiliense como agente causal de la pudricion del cuello y cogollo,
Pectobacterium carotovorum subsp odoriferum como agente causal de la pudricion
himeda en el cogollo y Pectobacterium carotovorum subsp actinidae como agente

causal de la pudricién himeda en el cuello.

En la prueba de control in vitro los mejores tratamientos fueron los productos a base

de cobre, no permitieron ningln desarrollo de los aislamientos sembrados.

En la prueba de control de la pudricion en el cuello los mejores tratamiento fueron:
T3 (Gluconato de Cu), T10 (Gluconato de Cu+ Trichoderma 0.5L/Ha), T14
(Trichoderma 0.5 L/Ha), T17 (Gluconato de Cu+ Trichoderma 1L/Ha)
T21(Trichoderma 1L/Ha), T22 (Proteinato de Cu+ Trichoderma 2L/Ha), T27
(Proteinato de Ca+ Trichoderma 2L/Ha), T28 (Trichoderma 2.0 L./Ha).



7. En la prueba para el control de la pudricion a nivel del cogollo los mejores
tratamientos fueron: T9 (Sulfato de Cu pentahidratado + Trichoderma 0.5 L./Ha),
T10 (Gluconato de Cu+ Trichoderma 0.5 L./Ha), T24 (Gluconato de Cu+
Trichoderma 2.0 L/Ha), T26 (Nitrato de Ca suelo + Trichoderma 2.0 L/Ha), T27
(Proteinato de Ca + Trichoderma 2.0 L/Ha).
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VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda hacer mayores investigaciones sobre las tres subespecies del género

Pectobacteriun determinadas encontradas en este experimento.

Hacer mas muestreos de los sintomas de pudricién himeda ocasionada por bacterias
en el cultivo de alcachofa en la zona de Chincha e incluir otras regiones del pais para

determinar las subespecies presentes.

Realizar mas trabajos de identificacion de bacterias que ocasionan pudricion himeda

0 pie negro en papa y en otros cultivos de importancia econémica.

Realizar pruebas de control similares haciendo uso de los productos a base de cobre
y calcio, para determinar cantidad y momento adecuado de aplicacion que dependera

del cultivo.

Realizar mas ensayos de control en alcachofa haciendo uso de Trichoderma,

especialmente de la cepa T22 para comprobar el efecto en el rendimiento.
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VIIlI. ANEXOS

Anexo 1. Preparacion de medio Cristal Violeta Pectato (CVP)

Solucién A: En un vaso de 200 ml, se agreg6 100 ml de agua destilada. Se puso a calentar y
se agregd 2.7 ml (0.5gr de CaCl2 en 5 ml de agua destilada) de una solucién acuosa CaCl2
2H20 al 10%, 0.4 g de NaNO3, 1.0 g de citrato de trisédico 2H20, 0.2 g tryptona (Oxoid),
0.16 ml de una solucién acuosa de 10 % de dodecyl sulfato de sodio (se disolvié 0.2 gr en 2

ml de agua destilada), 0.4ml de una solucion acuosa de 0.07% de cristal violeta.

Solucién B: En otro vaso de 200 ml se agreg6 100 ml de agua destilada en vidrio mas 2.8 ¢
de polipectato de sodio, se licuo en el horno de microondas, se agito y calento en el agitador
magnético hasta que todo el polipectato quedo disuelto. Se agreg6 1.2 g de agar granulado,
se enfrid y se ajusto el pH a 7.0 usando HCI 25 N y KCI 3 M.

Se esteriliz6 por media hora en la autoclave a 121 °C, se dejé enfriar y cuando estaban a
temperatura 6ptima para el plaqueo se mezcl¢é la solucion Ay B en la camara de flujo laminar

y se plaguearon inmediatamente.
Se prepardé de acuerdo al procedimiento del Ing. César Briburg.

Anexo 2. Procedimiento de Tincion Gram

Para la tincion Gram se us0: porta objetos, agua destilada, piseta, asa y aguja de Kolle,

mechero, Cristal violeta, lugol, alcochol acetone y safranina.
Se siguio el siguiente procedimiento:

e Colocar una pequefia gota de agua destilada en el portaobjeto.

e Con la aguja de Kolle se tomar una pequefia masa de colonias y se colocarla en la
gota de agua y mezclar.

e Secar la muestra en el mechero teniendo mucho cuidado.

e Una vez seco, cubrir la muestra con una gota de Cristal violeta y dejar por un

minuto.



Se lavar con agua destilada de una piseta, sin que el chorro caiga directamente en la
muestra.

Luego agregar lugol cubriendo toda la muestra y dejar reposar por un minuto.
Transcurrido el tiempo se lavar con agua destilada.

Cubrir la muestra con alcohol acetona por 20 segundos y luego se lavar con agua
destilada.

Por ultimo se colocar safranina cubriendo toda la muestra por 40 segundos, se lavar

con agua destilada y se dejar secar.

Anexo 3. Preparacion de medio para la prueba de Oxidacion y Fermentacion

Reactivos para la preparacion del medio O/F:

Bacto peptona 20¢g
NacCl 50¢9
K2HPO4 03¢
Azul de Bromothymol 0.03¢g
Agar 10.0¢g
Glucosa 10.0g.
Agua destilada 1000 ml

Procedimiento:

En un vaso con el agua destilada incorporar todos los reactivos (menos la glucosa),
disolver y derretir en microondas.

Una vez disueltos, agregar la glucosa y merclar.

Ajustar el pHa 7.0.

Colocar 3 cm de la preparacion en cada tubo.

Esterilizar a 120 °C durante 20 minutos.

Dejar enfriar y proceder a sembrar.

Anexo 4. Preparacion de medio con 5% de NaCl

Reactivos:

Bacto peptone (Oxoid, L37) 10¢g

NacCl 509

Agua destilada 1000 ml
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Procedimiento:

e Enun vaso colocar el agua destilada, agregar la peptona y el NaCl.

e En un microondas disolver.
e AjustarelpHa?7.3.
e Vertir 4 cm del medio en cada tubo.

e Esterilizar a 120 °C durante 15 minutos.

Anexo 5. Preparacion de medio Sacarosa y reactivo Benedict’s

Medio Sacarosa

Reactivos:

Bacto peptone 10.0¢g
NaCl 50¢
Agua destilada 1000 ml

Procedimiento:

e Enun vaso poner el agua destilada y agregar los reactivos.
e Dissolver en el microondas.

e AjustarelpHa7.3.

e Vertir 3ml de medio en cada tubo.

e Esterilizar al 120 °C durante 20 minutos.

Reactivo Benedict’s

Reactivos:

Citrato de Sodio 10.0g
Na2CO3.H20 5.09

CuSQOg4. 5H20 173G

Agua destilada 1000 ml

Procedimiento:

e Disolver las dos primeras sales en 800 ml de agua destilada.

72



e Con papel filtro numero uno, filtrar la mezcla.
e Agregar la tercera sal y agregar agua destilada hasta completer los 1000 ml.

e Almacenar en botella oscura y cubrir con papel aluminio.

Anexo 6. Extraccién de ADN

Materiales y Reactivos:

e Kit para extraccion de AND genémico GeneJET Genomic DNA Purification Kit
(codigo: KO721, marca: ThermoScientific)

e Micropipetas de 1mL, 0.1 mL, 0.01mL (marca: Axygen)

e Tips (Puntas) con filtro estéril libre de DNAsa y RNAsas para micropipetas (marca:
Axygen).

e Rack porta-microtubo, capacidad 96 microtubos.

e Microtubos de 1.5 mL (cédigo: MTC-150-C, marca: Axygen)

e Microcentrifuga (modelo: 5430, marca: Eppendorf)

e Termomixer incubar para microtubos (marca: Eppendorf)

e Cabina de Flujo Laminar A2 Tipo Il (modelo: Logic, marca: Labconco)

e Vortex (marca: USA Scientific)
Procedimiento:

e Se colect6 01 mL de cultivo bacteriano joven en un tubo de 1.5mL estéril, luego se
centrifugo a 800 g (800 gravedades) por 10 minutos. Se trasvaso el sobrenadante a
un nuevo tubo de 1.5mL estéril y elimind el pellet.

e Se centrifugd a 8,000 g (8,000 gravedades) por 15 minutos, luego se eliminé el
sobrenadante y se eluyo el pellet en 0.2mL de PBS (Phosphate buffer saline).

e Se afiadi6 0.18 mL de Digestion solution y 0.02 mL de Proteinasa K Solution, se
homogenizo con vortex suave.

e Se incubo la mezcla a 56°C por 40 minutos con agitacion a 600 rpm (revoluciones
por minuto).

e Luego se afiadid 0.02 mL de RNasa A Solution, se homogenizd con vortex suave e

incubar por 10 minutos a temperatura ambiente sin agitacion.
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e Se afladi6 0.2 mL de Lysis Solution a la muestra. Se homogeniz6 suavemente por
30 segundos.

e Seafiadié 0.4 mL de Etanol 50% y se homogenizd por vortex.

e Setransfirid toda la mezcla a una columna de purificacion insertada en un microtubo
de colector de 2 mL. Se centrifugo la columna a 6,000 g (6,000 gravedades) por 1
minuto. Luego se descarto el tubo colector conteniendo el liquido de desecho y se
transfirio la columna de purificacién a un nuevo microtubo colector de 2 mL.

e Seafiadio 0.5 mL de Wash Buffer I (incluye etanol absoluto), y se centrifug6 a 8,000
g (8,000 gravedades). Luego se descarto el tubo colector conteniendo el liquido de
desecho y se transfirid la columna de purifiacion a un nuevo microtubo colector de
2mL.

e Se afiadié 0.5 mL de Wash Buffer Il (incluye etanol absoluto), y se centrifugo a
20,000 g (20,000 gravedades) por 3 minutos. Luego se descartd el tubo colector
conteniendo el liquido de desecho y se transfirié la columna de purificacién a un
microtubo de 1.5 mL.

e Se afadidé 0.1 mL de Elution buffer en el centro de columna de purificacion, se
incubd por 3 minutos a temperatura ambiente y luego se centrifugé a 8,000 g (8,000
gravedades) por 1 minuto.

e Se descart6 la columna de purificacién, y se almaceno el ADN extraido a -20°C.
Anexo 7. Calidad de ADN
Se evaluo la calidad del ADN extraido de las 08 muestras segun su peso molecular.
Calidad del ADN segun su peso molecular
Reactivos y Materiales:

e Agua destilada

e Agarosa para electroforesis (cddigo: CSL-AG500, marca: Cleaver Scientific)

e Buffer TAE 1X

e Parafina

e Reactivo para visualizacion de bandas de ADN SYBR safe DNA gel stain (cédigo:
#S33102, marca: ThermoScientific)
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e Reactivo para carga de muestra en gel de agarosa 6X DNA Loading Dye (c6digo:
#R0611, marca: ThermoScientific)

e Marcador de peso molecular de 1Kb (kilobase) (cédigo: #SMO0311l, marca:
ThermoScientific)

e Micropipeta de 0.01 mL (marca: Axygen)

e Tips con filtro estériles (marca: Axygen)

e Matraz de 250 mL de pirex (marca: Brand)

e Balanza analitica (marca: Sartorius)

e Transiluminador de luz azul (marca: Invitrogen)

e Horno microondas (marca: Thomas)

e Fuente de poder para corrida electroforética (marca: BIORAD

e 2.1.1.15. Sistema horizontal para electroforesis (modelo: MSChoice, marca: Cleaver

Scientific) (incluye bandeja y peine para electroforesis)
Procedimiento:

e Se pesd 0.60 gramos de agarosa y se afiadio en 55 mL de buffer TAE 1X en un
matraz.

e Sediluyo y licuo la agarosa en un horno microondas por 2 minutos, se afiadio 0.003
mL de SYBR safe DNA gel stain y se homogenizé.

e Luego se dispensO la agarosa licuada en la bandeja del sistema horizontal para
electroforesis, se colocd el peine para electroforesis y se dejo solidificar por 10
minutos.

e Luego se coloco la agarosa solidificada con la bandeja dentro del sistema horizontal
de electroforesis y se retird el peine de electroforesis.

e Seagregd buffer TAE 1X hasta que cubra el gel de agarosa.

e Luego se cortd una ldmina de parafina y se colocé sobre la mesa de trabajo para la
preparacion de muestras.

e Secogio 0.005 mL de ADN extraido y se mezcl6 con 0.002 mL de 6X DNA Loading
Dye. La mezcla se dispensoé en un pocillo del gel de agarosa.

e Se colocaron las 08 muestras de ADN extraido y a los extremos se colocaron 0.005
mL de marcador de peso molecular de ADN de 1kb.

e Luego se realizo la corrida de electroforesis a 110V por 20 minutos.
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Luego de terminar la corrida se colocd el gel de electroforesis sobre el

transiluminador de luz azul para observacion de las bandas de ADN.

Anexo 8. PCR convencional

PCR convencional con primers universales de 16S rRNA

Reactivos y Materiales

Agua de PCR grado molecular libre de ADNasa y ARNasa UltraPureTM
DNAsa/RNAsa-Free Distilled Water (codigo: 10977015, marca: Invitrogen).
Solucion de nucleotidos ANTP set (cédigo: 10297018, marca: Invitrogen)
Microtubos de 0.6 mL (codigo: MCT-060-C, marca: Axygen)

Microtubos de 0.2 mL (c6digo: PCR-02-C-1u, marca: Axygen)

Micropipetas de 10 uL, 100 uL (marca: Axygen)

Tips con filtro libres de ADNsa/ARNSsa (marca: Axygen)

Rack frio para tubos de PCR (cédigo: 2606634, marca: Eppendorf)

Cabina de PCR (c6digo: CSL-UVCAB, marca: CleaverScientific)

Cebadores o primers universales para 16S ARN, forward: 27F (5°-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) y reverse: 1492R (5’-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’) (marca: IDTDNA).

Kit para PCR convencional Taq Platinum (cédigo: 10966030, marca: Invitrogen)
Equipo termociclador (modelo: PeqlLab, marca: PeqStar)

Minivortex (cédigo: 358-VM-03GUA, marca: Crystal)

Minicentrifuga (cédigo: 19486580, Richmond Scientific)

Procedimiento:

Se colocd los materiales de PCR (microtubos de 0.2 mL, 0.6mL, micropipetas, tips
con filtro) dentro de la cabina de PCR y se esterilizé por UV por 15 minutos.
Luego, se prepard la siguiente mezcla de reaccion de PCR en un microtubo de 0.6
mL para 6 muestras por duplicado, afiadiendo un control negativo (13 microtubos de
0.2mL):
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Tabla N° 01. Reactivos y Cantidades para PCR

Reactivos Volumen para 1X
(uL)

Buffer PCR 1X 2.5

dNTP (2mM) 2.0

MgCI2 (50mM) 1.25

Taq Platinum (5U/uL) 0.1

Primer 1492R (10 uM) 2.0

Agua (H20) 10.15

ADN 5.0

TOTAL 25.0

La mezlca de reaccion de PCR preparada en el microtubo de 0.6 mL se dispenso en
los microtubos de 0.2 mL un volumen de 20 uL.

Luego se afiadio al control negativo agua grado molecular.

Posteriormente se rotulé cada microtubo de 0.2mL y se dispensé 5 uL de cada
muestra.

Luego se colocaron los microtubos en el equipo termociclador PeqgLab, se selecciond

el siguiente programa:

Tabla N° 02. Programa para PCR

Procedimiento Temperatura Tiempo Ciclos
Denaturacion inicial 94°C 2 minuto 1
Denaturacion 94°C 1 minuto

Annealing 55°C 1.5 minutos 35
Amplificacion 72°C 1 minuto
Amplificacién final 72°C 3 minutos 1
Storage 4°C o0

Luego se dio inicio a la PCR por una duracion de 2:05 minutos.
Al término de la reaccion de PCR, los productos amplificados se visualizaron en un
gel de agarosa al 2% (voltaje: 110V, Tiempo: 55 minutos) en un transiluminador de

luz azul.
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Anexo 9. PCR convencional con primers especificos para P. atrosepticum

Reactivos y Materiales

Agua de PCR grado molecular libre de ADNasa y ARNasa UltraPureTM
DNAsa/RNAsa-Free Distilled Water (codigo: 10977015, marca: Invitrogen).
Solucién de nucleotidos dNTP set (codigo: 10297018, marca: Invitrogen)
Microtubos de 0.6 mL (c6digo: MCT-060-C, marca: Axygen)

Microtubos de 0.2 mL (c6digo: PCR-02-C-1u, marca: Axygen)

Micropipetas de 10 uL, 100 uL (marca: Axygen)

Tips con filtro libres de ADNsa/ARNSsa (marca: Axygen)

Rack frio para tubos de PCR (codigo: 2606634, marca: Eppendorf)

Cabina de PCR (cddigo: CSL-UVCAB, marca: CleaverScientific)

Cebadores o primers especificos ECAIF y ECA2R, forward: ECAIF (5°-
CGGCATCATAAAACG-3") yreverse: ECA2R (5’-GCACACTTCATCCAGCGA-
3’) (marca: Macrogen Inc).

Kit para PCR convencional Taq Platinum (cddigo: 10966030, marca: Invitrogen)
Equipo termociclador (modelo: PeqLab, marca: PeqStar)

Minivortex (cddigo: 358-VM-03GUA, marca: Crystal)

Minicentrifuga (codigo: 19486580, Richmond Scientific)

Procedimiento:

Se colocé los materiales de PCR (microtubos de 0.2 mL, 0.6mL, micropipetas, tips
con filtro) dentro de la cabina de PCR vy se esterilizé por UV por 15 minutos.
Luego, se preparé la siguiente mezcla de reacciéon de PCR en un microtubo de 0.6
mL para 6 muestras por duplicado, afiadiendo un control negativo (microtubos de
0.2mL):
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Tabla N° 03. Reactivos y Cantidades para PCR

Volumen para 1X

Reactivo (uL)
Buffer PCR 1X 3.0
dNTP (2mM) 15
MgCI2 (50mM) 1.25
Taq Platinum (5U/uL) 0.1
Primer ECALF (10 uM) 1.0
Primer ECA2R (10 uM) 1.0
Agua (H20) 12.15
ADN 5.0
TOTAL 25.0

La mezcla de reaccion de PCR preparada en el microtubo de 0.6 mL se dispenso en
los microtubos de 0.2 mL un volumen de 20 uL.
Luego se afiadié al control negativo 5 uL agua grado molecular.
Posteriormente se rotulé cada microtubo de 0.2mL y se dispensé 5 uL de cada
muestra.
Luego se colocaron los microtubos en el equipo termociclador PegLab, se selecciond
el siguiente programa:

Tabla N° 04. Programa para PCR

Procedimiento Temperatura Tiempo Ciclos
Denaturacion inicial 95°C 5 minuto 1
Denaturacion 94°C 30 seg. 35
Annealing 62°C 45 seg.

Amplificacion 72°C 45 seq.

Amplificacion final 72°C 8 minutos 1
Storage 4°C 00

Luego se dio inicié a la PCR por una duracion de 1:30 minutos.
Al término de la reaccion de PCR, los productos amplificados se visualizaron en un
gel de agarosa al 2% (voltaje: 110V, Tiempo: 55 minutos) en un transiluminador de

luz azul.
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Anexo 10. PCR convencional con primers especificos para P. carotovorum

Reactivos y Materiales

Agua de PCR grado molecular libre de ADNasa y ARNasa UltraPureTM
DNAsa/RNAsa-Free Distilled Water (codigo: 10977015, marca: Invitrogen).
Solucioén de nucledtidos ANTP set (codigo: 10297018, marca: Invitrogen)
Microtubos de 0.6 mL (c6digo: MCT-060-C, marca: Axygen)

Microtubos de 0.2 mL (c6digo: PCR-02-C-1u, marca: Axygen)

Micropipetas de 10 uL, 100 uL (marca: Axygen)

Tips con filtro libres de ADNsa/ARNsa (marca: Axygen)

Rack frio para tubos de PCR (codigo: 2606634, marca: Eppendorf)

Cabina de PCR (cddigo: CSL-UVCAB, marca: CleaverScientific)

Cebadores o primers especificos EXPCCF y EXPCCR, forward: EXPCCF (5’-
GAACTTCGCACCGCCGACCTTCTA-3’) 'y  reverse: EXPCCR  (5°-
GCCGTAATTGCCTACCTGCTTAAG-3’) (marca: Macrogen Inc.).

Kit para PCR convencional Taq Platinum (co6digo: 10966030, marca: Invitrogen)
Equipo termociclador (modelo: PeqLab, marca: PeqStar)

Minivortex (codigo: 358-VM-03GUA, marca: Crystal)

Minicentrifuga (codigo: 19486580, Richmond Scientific)

Procedimiento:

Se coloco los materiales de PCR (microtubos de 0.2 mL, 0.6mL, micropipetas, tips
con filtro) dentro de la cabina de PCR y se esterilizé por UV por 15 minutos.
Luego, se preparo la siguiente mezcla de reaccion de PCR en un microtubo de 0.6
mL para 6 muestras por duplicado, afiadiendo un control negativo (microtubos de
0.2mL):
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Tabla N°05. Cuantificacién de los productos de PCR.

Muestra  Cuantificacion
(ng/uL)
CO1-16S 65 ng/uL
CO3-16S 75 ng/uL
C0O4-16S 72 ng/uL
CU1-16S 81 ng/uL
CU2-16S 76 ng/uL
CU4-16S 36 ng/uL
CO03-16S 25 ng/uL

los microtubos de 0.2 mL un volumen de 20 uL.

muestra.

el siguiente programa:

La mezica de reaccidn de PCR preparada en el microtubo de 0.6 mL se dispensé en

Luego se afiadid al control negativo 5 uL agua grado molecular.

Posteriormente se rotulé cada microtubo de 0.2mL y se dispensd 5 uL de cada

Luego se colocaron los microtubos en el equipo termociclador PeqLab, se selecciond

Tabla N° 06. Cobertura de las secuencias (QV>20) de los aislamientos.

Muestra Tamafio en pb
(Qv=20)

CO1-16S 1150

CO3-16S 1230

CO4 - 16S 1381
CU1-16S 1407

CU2 -16S 1383

CU4 - 16S 1082
CO3-ECA 238

e Luego se dio inici6 a la PCR por una duracion de 3:10 minutos.
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e Al término de la reaccién de PCR, los productos amplificados se visualizaron en un
gel de agarosa al 2% (voltaje: 110V, Tiempo: 55 minutos) en un transiluminador de

luz azul.

Anexo 11. Secuenciamiento de ADN

Reactivos y Materiales
Microtubos de 0.5mL (codigo: PCR-02-C-1u, marca: Axygen)

e Micropipetas de 10 uL (marca: Axygen)

e Tips con filtro estériles para micropipetas de 10 uL (marca: Axygen)

e Reactivo para cuantificacién en el Equipo Qubit dsSADN BR (cédigo: Q32850,
marca: Invitrogen)

e Equipo para cuantificacién de ADN Qubit® (marca: Invitrogen)
Procedimiento:

e Los productos amplificados fueron cuantificados en el equipo ADN Qubit
especificamente para ADN de doble cadena.

e En un microtubo de 0.5mL se mezclé 99 uL del reactivo Qubit dSSADN BR y 1 uL
de muestra.

e Se realiz6 el experimento para todos los productos de PCR que se enviaron a
secuenciar.

e Seregistrd la cuantificacion de ADN

e Posteriormente, cuando la cuantificacion superd los 20ng/uL en cada microtubo, los
productos de PCR se enviaron a secuenciar a la empresa koreana Macrogen Inc.

e EIl secuenciamiento de ADN del gen 16S rRNA fue realizado con los primers
externos 27F y 1492 R, y primers internos 907R y 785F.

e EIl secuenciamiento de ADN especifico para P. atrosepticum fue realizado con los
primers ECA1F/ECAZR.

e El resultado de secuenciamiento se considerd 6ptimo cuando el valor de Calidad es
mayor a 20 (QV > 20).

e EIl ensamblaje de las secuencias de ADN se realiz6 con el software BioEdit
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html)
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e La secuencia ensamblada como minimo supero los 800 pares de bases para poder
realizar la identificacion de especie.

e La secuencia ensamblada fue analizada con el software BlastN
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch) para la
identificacion de especie.

e Se considero identificada cuando la similaridad se ubico por encima del 99%, la

cobertura cercana a 100% y el e-value (valor estadistico) de 0.

Las muestras ensambladas fueron las siguientes

-CO1-16S

Cantidad 1150 pb

GCCTCTCGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGAGGTAATG
GCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTG
GAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGC
ACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCG
GGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCAGTAAGGTTAATAACCTTATT
GATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTGAACTGGGCGTAAAGCGCA
CGCAGGCGGTCTGTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACT
GCATTCAAAACTGACAGGCTAGAGACTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTT
TAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGLCGGLCCC
CCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTT
GAGGCGTGGCTTCCGAAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGC
CGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCGGCACAAGCGGTGGAGC
ATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCACA
GAATTCGGCAGAGATGCCTTAGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCA
TGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGATTCGGTCGGGAACTCAAAGGAGACTGC
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CGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTAC
GAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTATACAAAGAGAAGCGACCTCG
CGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTACGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAA
CTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCA

-CO3 -16S

e
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Cantidad 1230 pb.

AAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTAGCATTCTGATCTACGATTACTAGCGATT
CCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGAGTACGACGTACTTTA
TGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATACGCCATTGTAGCA
CGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTC
CTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGACCGAATCGCTGGTAAC
AAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACG
AGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGTTCCCGAAGGCACTCAGCT
ATCTCTAGCTAATTCTCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCAT
CGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAG
TTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGATTTAACGCGTTAGCTCCGG
AAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAATCGACATCGTTTACAGCGTGGAC
TACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGT
CTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATT
TCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCCTGTCAGTT
TTGAATGCAGTTCCCAGGTTAAGCCCGGGGATTTCACATCCAACTAAACAGAC
CGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTCATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTA
TTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCGGCGAGTAACGTC
AATCAGCCGTGCTATTAACACGACTGCCTTCCTCCTCGGTGAAAGTGCTTTACA
ACCCGAAGGCCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCAT
TGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTT
CCAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCGGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGAG
CCATTACCTCACCTACTAGCTAATCCCATCTGGGCACATCTGATGGCGAGAGG
CCCGAAGGTCCCCCTCTTTGCTCTTGCGAGGTTATGCGGTATTAGCTACCGT
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GAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAGCACAGAGAGC
TTGCTCTTGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCC
GATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTTCG
GACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGA
TTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCT
GAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGC
CGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAG
GCGATACGGTTAATAACCGTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGG
CTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA
ATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCAGATGTGAAATCC
CCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGA
GGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAAT
ACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAG
CGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGT
CGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGT
CGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC
TTACCTGGCCTTGACATCCACAGAACTTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGG
AACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGATTCGGTC
GGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACG
TCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCA
TACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGT
AGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAAT
CGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC
GTCACACCA
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TCAGAGTGAACGCTGGCGGTAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGCAGCAC
AGGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGGCGAGTGGCGGACGGGTGAGGAATACATCG
GAATCTACTTTTTCGTGGGGGATAACGTAGGGAAACTTACGCTAATACCGCAT
ACGACCTACGGGTGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCGCGATTGAATGAGC
CGATGTCGGATTAGCTAGTTGGCGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCCG
TAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGAC
TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCC
AGCCATACCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGTTGG
GAAAGAAATCCAGCTGGCTAATACCCGGTTGGGATGACGGTACCCAAAGAAT
AAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGC
GTTACTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGTGGTCGTTTAAGTCCGTT
GTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAACTGCAGTGGATACTGGGCGACTAGAG
TGTGGTAGAGGGTAGCGGAATTCCTGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATCA
GGAGGAACATCCATGGCGAAGGCAGCTACCTGGACCAACACTGACACTGAGG
CACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTA
AACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGTATCGAAGCTAAC
GCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAA
TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGC
GAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGT
GCCTTCGGGAACTCGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAG
CACGTAATGGTGGGAACTCTAAGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
TGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTACT
ACAATGGTAGGGACAGAGGGCTGCAAGCCGGCGACGGTAAGCCAATCCCAGA
AACCCTATCTCAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAA
TCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTTGTTGC
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Cantidad: 1383 pb

GGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAGCACAGAAGAGCTTGCTCTTTG
GGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGG
GGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACCTCGCAAGAGCAAA
GAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTA
GTAGGTGAGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGA
TGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTG
TGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGGTGA
GGTTAATAACCTTATCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTC
CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATGACTG
GGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCT
TAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGT
AGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTG
GCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGG
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTG
GAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGC
CTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGC
ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTA
CTCTTGACATCCAGAGAATTTGCTAGAGATAGCTTAGTGCCTTCGGGAACTCTG
AGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAG
TCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGATTCGGTCGGGAACT
CAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTC
ATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTATACAAAG
AGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTACGTCGTAGTCCGG
ATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGAT
CAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACAC
CATGGGAGTGGG

7] 20 28
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Cantidad: 1082 pb

AGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGGCGTCGATGTGCCCAGATAGGGATTAGCTAG
TAGGTGAGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGAT
GACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGT
GAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGGTGAGG
TTAATAACCTCATCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATGACTGG
GCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTT
AACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTA
GAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGC
GAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGAGC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTTAACGATGTCGATTTGGAG
GTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAATCGACCGCCTGG
GGGAGTACGGCCGCAAGGGGTTAAACTCAATGAATTTTGACGGGGCCCGCACA
GCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAGAACCTTACCTACTCTT
GACATCCACAGAATTTCGTAGAGATACCTTAAGTGCCTTCGGAACTGTGAGAC
AGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAATGTTGGGTTAAGTCCCGC
ACGAGCGCACCCTTATCCTTTGTTGCACCGATTCGTCGGAACTCAAGAGACTGC
CGTGAATAATCCGAGAAGTGGGATGACGTCAGTCTCATGGCCTTACAGTAGGC
TACACCTGCTACATGCGTTAACAGAAAACGACTCCGGAAGCAGCGACTCCAAG
TACGTCTATCCGATGGATCGCATC
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Cantidad: 238 pb

TCTACTCTTCTGGATCTTCGACAGAGAACTCACTACAGAGGAATTCGCCGAGG
AAGAGCGCAATATGATCAGCGGCGTGCTGACGTTAGCCTCGCGTTCGCTGCGT
AGCGTGATGACGCCGCGTACTGAAATTTCCTGGGTGGATAGCGCAAGTTCTGT
CGAACAGATCCGTATGCAATTGCTGGATACGCCTCACAGCCTGTTCCCAATCTG
TCGTGGCTCGCTGGATGAAGTGTGC

Anexo 12. Andlisis filogenético

Materiales:

e Computadora portatil
e Software bioinformatico MEGA 6.0 (https://www.megasoftware.net/)

e Software bioinformatico MUSCLE (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/)
Procedimiento:

e Se realizd la busqueda y colecta de secuencias de 16S rRNA de cepas bacterianas
iguales a las identificadas, y otras que pertenezcan al mismo género y de otros
géneros distantes.

e Se realizd un alineamiento mutliple con el software bioinformatico MUSCLE y
MEGA 6.0.

e Luego se realizd un andisis filogenético con el algoritmo de reconstruccio
filogenético Neighboor joining y la medida de distancia genética con el método
Kimura-2 parameter. La construccion del arbol filogenético se realiz6 con un

bootstrap de 1000 para el soporte estadistico
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