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Resumen

Introduccién. La pudricién blanda en los cultivos es causada por un grupo de bacterias capaces de secretar
enzimas que degradan la pectina de la pared celular de las plantas y ocasionan pérdidas econémicas importantes en la
agricultura a nivel mundial. En Costa Rica existe poca informacidn acerca de la distribucion, hospederos y diversidad
genética de los agentes causales de esta enfermedad. Objetivo. Identificar la presencia de bacterias causantes de
pudricién blanda en hortalizas de la zona de Cartago y Alajuela con andlisis moleculares, enzimdticos y técnicas de
patogenicidad. Materiales y métodos. El estudio se 1lev a cabo entre julio y octubre de 2017 en Cartago y Alajuela,
Costa Rica. Se recolectaron plantas con sintomas de pudricién blanda en: chile dulce (Capcicum annum), hojas y
bulbos de cebolla (Allium cepa), plantas de zucchini (Cucurbita pepo), frutos de tomate (Solanum lycopersicum) y
plantas de papa (Solanum tuberosum). Se realizaron aislamientos bacterianos en un medio selectivo de cristal violeta
y pectato (CVP). Se efectuaron ensayos de reaccion hipersensible (RH), los aislamientos se inocularon en hojas de
chile dulce y se llevaron a cabo pruebas de patogenicidad (postulados de Koch) para las bacterias positivas. Los
aislamientos se identificaron molecularmente mediante el gen ARN-Ribosomal 16S. Resultados. Se aislaron cinco
bacterias con actividad pectinolitica: Pt1-A, 6-M2, Ech2A, CfspA y Cfsab. Segtn el andlisis de patogenicidad, las
cepas CfspA, Cfsab y Ech2A fueron causantes de pudricion blanda en chile. No se logré reproducir los sintomas en
cebolla y papa. De acuerdo con la identificacién molecular, las cepas CfspA y Cfsab se clasificaron dentro del clado de
Pectobacterium carotovorum, mientras que Ech2A se clasificé como Raoultella terrigena. Conclusién. Las bacterias
Raoultella terrigena 'y Pectobacterium carotovorum se consideraron los agentes causales de pudricién blanda del chile
en las zonas de Cartago y Alajuela, respectivamente.

Palabras clave: pudricién blanda, fitopatologfa, andlisis molecular.
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Abstract

Introduction. Soft rot in crops is caused by a group of bacteria capable of secreting enzymes that degrade pectin
in the cell wall of the plants and causes significant economic losses in agriculture worldwide. In Costa Rica, there is
few data available about the distribution, hosts, and genetic diversity of the causal agents of disease. Objective. To
identify the presence of bacteria causing soft rot in vegetables located in Cartago and Alajuela using molecular and
enzymatic analysis, and pathogenicity techniques. Materials and methods. The study was carried out between July
and October 2017 in Cartago and Alajuela, Costa Rica. Plants with soft roth symptoms were collected: sweet chili
(Capcicum annum), onion leaves and bulbs (Allium cepa), zucchini plants (Cucurbita pepo), tomato fruits (Solanum
lycopersicum), and potato plants (Solanum tuberosum). Bacterial isolation was performed on a selective violet crystal
and pectate (CVP) medium. Hypersensitive reaction (RH) tests were performed, the isolates were inoculated into
sweet chili leaves and pathogenicity tests (Koch’s postulates) were carried out for the positive bacteria. The isolates
were identified by the 16S RNA-Ribosomal gene. Results. Five bacteria with pectinolytic activity were isolated:
Pt1-A, 6-M2, Ech2A, CfspA, and Cfsab. According to the pathogenicity analysis, CfspA, Cfsab, and Ech2A strains
were causal agents of soft rot in chile. It was not possible to reproduce the symptoms in onion and potato. According
to the molecular identification, CfspA and Cfsab strains were classified within the Pectobacterium carotovorum clade,
while Ech2A was classified as Raoultella terrigena. Conclusion. Raoultella and Pectobacterium carotovorum were
considered the causal agents of soft rotting of chili in the areas of Cartago and Alajuela respectively.

Keywords: soft rot, phytopathology, molecular analysis.

Introduccion

En Costa Rica, la horticultura es una de las actividades agricolas mds importantes y la mayor parte de la
produccién se localiza en la regidn central del pais, principalmente en las faldas de los volcanes Irazi, Turrialba
y Pods, pertenecientes a las provincias de Cartago y Alajuela (Wei-Salas & Duran-Quirés, 2015). Se lleva a cabo
en campo abierto, bajo condiciones ambientales de alta humedad relativa, precipitaciones entre los 0 y 100 mm en
meses secos y entre los 200 a 500 mm en meses lluviosos y con temperaturas promedio entre los 16 'y 20 °C, lo cual
podria resultar adverso para los cultivos y favorable para organismos fitopatdgenos como bacterias, hongos, virus y
nemdtodos (Agrios, 2005), ya que estos interactiian con las plantas y pueden causar enfermedades econdmicamente
importantes (Arauz, 2011).

Una de las principales enfermedades en la produccion horticola es la podredumbre blanda. Los principales
agentes causales de esta enfermedad corresponden a bacterias pectinoliticas (Czajkowski et al., 2015) pertenecientes
alos géneros Pseudomonas, Burkholderia, Pantoea, Enterobacter, Klebsiella, Leuconostoc, Bacillus, Xanthomonas,
Clostridium, Erwinia, Pectobacterium y Dickeya (Nguyen-the y Carlin, 1994; Charkowski et al., 2014), estos dos
ultimos son los géneros que causan los sintomas mayores asociados a la sintomatologia (Charkowski, 2018).

Pectobacterium y Dickeya son conocidos en la actualidad como enterobacterias de la podredumbre blanda
(Soft Rot Enterobacteriacea, SRE). A diferencia de otros géneros mencionados anteriormente, se considera que
estos poseen mayor agresividad y efectividad para causar la enfermedad, debido a que son capaces de sintetizar
un complejo enzimdtico mds amplio. Estas caracteristicas les permite degradar la pectina presente en los tejidos
vegetales y afectar directamente la firmeza tisular de las plantas (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 2014).

La podredumbre blanda bacteriana (BSR por sus siglas en inglés, Bacterial soft rot) provocada por las SRE, es
considerada una de las causas de mayores pérdidas econdmicas en la agricultura alrededor del mundo (Charkowski
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etal., 2014). Se ha diagnosticado en muchas regiones agricolas y afecta frutales, cereales, vegetales y ornamentales
(Wright et al., 2005; Kim et al., 2007; Ma et al., 2007; Bhat et al., 2010; Pu et al., 2012; Zhang et al., 2014). La
sintomatologia se puede observar desde la emergencia de los cultivos hasta la etapa de almacenamiento, en donde
se registra la mayor pérdida, debido a que la descomposicién de algunos vegetales puede propagar las bacterias
rdpidamente (Bhat et al., 2010).

La mayorfa de investigaciones sobre la BSR se han realizado en papa (Solanum tuberosum) (Charkowski et
al., 2014), por ser uno de los cultivos mds importantes a nivel mundial (Singh & Kaur, 2016). Diferentes especies
de Pectobacterium y Dickeya se han mencionado como causales de la pudricién blanda o pie negro como es
Ilamada popularmente (Ngadze et al., 2010; Pitman et al., 2008; van-der-Merwe et al., 2010; Waleron et al., 2015).
La sintomatologia se ha reportado también en diversas familias como Solanaceae, Cucurbitaceae, Brassicaceae,
Alliaceae y Araceae (Ma et al., 2007). En Costa Rica, se ha analizado el desarrollo y combate de E. carotovorum
subsp. atroseptica (hoy Pectobaterium atrosepticum, Gardan et al., 2003) en tubérculos de papa (Herrera &
Gonzélez, 1977) mientras que, en el afio 1979, se identificd E. chrysanthemi en el cultivo de pifla como causante
de BSR (Chinchilla et al., 1979). Recientemente, se identificé la bacteria Enterobacter hormaechei como posible
agente causal de la pudricién blanda en los tallos de pitahaya (Hylocereus costaricensis) (Sdnchez et al., 2019). No
obstante, en ninguno de estos estudios se han realizado andlisis moleculares detallados de los agentes causales con
el fin de confirmar su identificacién. Existe muy poca o nula informacion actualizada en cuanto a la distribucién,
hospederos y diversidad genética de las bacterias que causan la podredumbre blanda en nuestro pais.

El objetivo de este estudio fue identificar con andlisis moleculares, enzimaticos y técnicas de patogenicidad, la
presencia de bacterias causantes de pudricién blanda en hortalizas de la zona de Cartago y Alajuela.

Materiales y métodos

Las diferentes pruebas y actividades de laboratorio se llevaron a cabo en el laboratorio de Microbiologia
Ambiental del Centro de Investigacién en Biologia Celular y Molecular (CIBCM), de la Universidad de Costa Rica.
Por otro lado, para los ensayos llevados a cabo en invernadero, se utilizo el invernadero del drea de Microbiologia
de Suelos del Centro de Investigaciones Agrondmicas de la Universidad de Costa Rica.

Figura 1. Sintomatologia de plantas y frutos hospederos de los aislamientos bacterianos. Fotograffas tomadas en el laboratorio de
Microbiologia Ambiental del Centro de Investigacion en Biologia Celular y Molecular (CIBCM), de la Universidad de Costa Rica. A.
Tallo de zucchini (C. pepo) Cartago, B. Frutos de tomate (S. Lycopersicum) Cartago, C. Tallo de papa (S. tuberosum), Cartago D. Hojas
de cebolla (A. cepa), Cartago, E. Frutos de chile dulce (C. annuum), Cartago y Alajuela, Costa Rica. 2017

Figure 1. Symptomatology of the host plants of bacterial isolates. The photographs were taken in the Environmental Microbiology
Laboratory (CIBCM), University of Costa Rica. A. Zucchini stem (C. pepo), Cartago, B. Tomato fruits (S. lycopersicum), Cartago, C. Potato
stalk (S. tuberosum), Cartago, D. Onion leaves (A. cepa), Cartago, E. Sweet chili fruits (C. annuum), Cartago and Alajuela, Costa Rica. 2017.
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Recoleccion de las muestras

Durante los meses de julio y octubre del afio 2017, se colectaron plantas con sintomas de pudricién blanda
en fincas horticolas de las provincias de Cartago y Alajuela, Costa Rica. En la zona de Oreamuno (Cartago), se
tomaron muestras de frutos de chile dulce (Capcicum annum), hojas y bulbos de cebolla (Allium cepa), plantas de
zucchini (Cucurbita pepo) y frutos de tomate (Solanum lycopersicum), en Juan Viiias (Cartago) plantas de tomate
y en Tierra Blanca (Cartago) de papa (Solanum tuberosum) respectivamente. En la Garita de Alajuela, se colectaron
frutos de chile dulce (Figura 1).

Aislamiento bacteriano

Se realizé un lavado superficial de las muestras con agua estéril y se extrajeron tres secciones de tejido de
la zona de avance de las lesiones, las cuales se desinfectaron mediante inmersién en hipoclorito de sodio al 1 %
durante dos minutos, seguido de tres lavados con agua destilada estéril.

Cada muestra se inoculd en tres tubos de ensayo que contenian agua estéril, caldo nutritivo y medio liquido
de pectina (polipectato de sodio al 75 %, de (NH,),SO, al 10 %, de Mg, SO, TH,0 al 5 %, y de K HPO, al 10 %)
(Bdliya & Langerfeld, 2005). Los tubos con agua se agitaron durante cinco minutos a 50 r.p.m. para desprender las
células bacterianas del tejido y, posteriormente, se cultivé la suspension obtenida en placas con agar MacConkey
(OXOID), las cuales se incubaron por 24 h a 28 °C. El tejido inoculado en caldo nutritivo y medio liquido de
pectina se mantuvo en condiciones de anaerobiosis con aceite mineral y se incub6 durante 24 h a 28 °C, posterior
a este periodo, se cultivaron en placas con agar MacConkey.

Después del periodo de incubacidn, las colonias observadas en cada placa se clasificaron seglin morfologia
y pruebas como tinciéon de Gram, y se replicaron hasta obtener un cultivo puro. Posteriormente, se realizaron
andlisis de oxidasa, coloracién en MacConkey, crecimiento anaerdbico y pectinélisis en papa para seleccionar los
aislamientos Gram negativos entéricos con el propdsito de proseguir con los andlisis de reaccién de hipersensibilidad
y patogenicidad.

Prueba de reaccion de hipersensibilidad (RH)

Para la prueba de reaccién de hipersensibilidad (RH) la metodologia empleada se basé en los protocolos
utilizados por Bonas et al. (1991), Klement (1963) y Umesha et al. (2008). En el laboratorio, las cepas se cultivaron
en medio de agar nutritivo (OXOID) y se incubaron a 30 °C por 24 h. Una vez transcurrido el tiempo, se prepararon
suspensiones bacterianas en agua estéril a una concentracién de 9X10® UFC ml' (unidades formadoras de
colonias), comparada con un patrén de turbidez McFarland nimero tres (McFarland, 1907). La planta indicadora
utilizada para realizar esta prueba fue chile dulce (Capsicum annuum) (Ritchie, 2000). Cada cepa se inoculd en
cinco hojas, donde se realizaron cuatro puntos de inoculacién en cada una, tres de las cepas bacterianas evaluadas
y una de agua estéril como control negativo. Se aplicé aproximadamente 50 pl por punto por medio de presion en
el envés de las hojas, con una jeringa sin aguja, el proceso de inoculacién se llevé a cabo en el invernadero donde
se encontraban las plantas.

Las plantas inoculadas se mantuvieron en el invernadero donde la luz y temperatura eran variables de acuerdo
a las condiciones ambientales. Se realizaron observaciones durante siete dias consecutivos, se inicid a las 24 h
después de la inoculacion y se evalué el posible desarrollo de clorosis o necrosis alrededor del punto inoculado, lo
cual es un indicativo de un resultado positivo para la RH. En el caso de presentarse la RH en la hoja después de la
inoculacion, la bacteria causante de la reaccion se consideré como fitopatogena, de lo contrario se descartd para las
pruebas posteriores de actividad pectinolitica.
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Actividad pectinolitica en medio cristal violeta y pectato (CVP)

Se analiz6 la actividad pectinolitica de los aislamientos bacterianos que causaron RH bajo condiciones de
laboratorio. Las bacterias seleccionadas se cultivaron en agar nutritivo (OXOID) y se incubaron a 30 °C durante 24
h. Se prepararon suspensiones bacterianas a 9X10® UFC ml"! en agua estéril, de las que se inocul6 1 pl en las placas
con CVPy se incubaron a 30 °C durante cuatro dias. El medio de CVP se prepar6 segtin lo descrito por Schaad et
al. (2001), donde se utiliz6 como fuente de pectina el 4cido polianhidrogalacturénico (Sigma-Aldrich Ref. P3850).
Se evalué la presencia o ausencia de cavidades en los puntos donde fueron inoculados los aislamientos, lo cual se
determiné como la capacidad de las bacterias de metabolizar la pectina presente en el medio.

Postulados de Koch para aislamientos seleccionados

La verificacion de los postulados de Koch se realizé para aquellos aislamientos que causaron la RH en las
plantas de chile dulce y que provocaron cavidad en el medio de CVP. Este andlisis consistié en la inoculacién de las
bacterias en hospederos sanos, con el objetivo de verificar si existia una relacion entre los diferentes aislamientos
con la pudricién blanda en las plantas (Byrd & Segre, 2016; Volcy, 2008). La metodologia utilizada para cada uno
se detalla a continuacion:

Frutos de chile dulce

Para la inoculacion, las cepas se cultivaron en medio de agar nutritivo (OXOID) y se incubaron a 30 °C por
24 h. Una vez transcurrido el tiempo de incubacidn, se tomaron colonias aisladas para preparar suspensiones
bacterianas a una concentracién de 9X10® UFC ml!, comparada con el patrén de turbidez McFarland nimero tres.
Se utilizaron frutos sanos, los cuales se desinfectaron con una solucién de hipoclorito de sodio al 2 % durante
tres minutos dentro de la cdmara de flujo laminar, posteriormente, se removid el exceso con tres lavados con agua
destilada estéril y se dejaron secar.

Se realizaron cuatro hoyos en el pericarpio del fruto a una profundidad aproximada de 5 mm y se inocularon 30
ul de suspension bacteriana en dos o tres y el mismo volumen de agua estéril en los restantes. Los frutos inoculados
se colocaron en cdmaras de alta humedad (cajas plasticas con toallas humedecidas con agua estéril) dentro de
incubadoras en el laboratorio, se incubaron a 30 °C y se realizé evaluaciones diarias.

Plantas de papa

Se sembré semilla de papa (tubérculos con brotacién) en bandejas de 72 celdas con suelo estéril. A los 15 dias
de emergidas, las plantas (brotes con 10 cm de altura aproximadamente) se trasladaron al invernadero del Centro
de Investigaciones Agronémicas (CIA) de la Universidad de Costa Rica. Se trasplantaron a potes de 2 1 a media
capacidad de suelo y se realizé una inoculacién de 5 ml de suspension bacteriana a una concentracién de 9X108
UFC, comparada con un patrén de turbidez McFarland niimero tres.

La inoculacion se realizé en el adobe formado por la celda de 1a bandeja. Posteriormente, los potes se rellenaron
con suelo hasta mdxima capacidad y se colocaron dentro de una caja plastica con el propdsito de aumentar la
humedad relativa. Para esta prueba se utilizaron tres que contenian tres plantas cada uno. Dos se inocularon con la
bacteria y uno con agua estéril como control negativo.

Después de la inoculacién, las plantas se mantuvieron en el invernadero a temperatura no controlada, con
temperaturas promedio de 28 °C y se colocaron dentro de una caja pldstica transparente para aumentar la humedad
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relativa, con el objetivo de mejorar las condiciones requeridas para la infeccidn bacteriana. Las evaluaciones se
realizaron diariamente durante veintidds dias.

Cebolla

Se utilizaron bulbos maduros de cebolla, los cuales se indujeron bajo condiciones de alta humedad y
temperatura para el desarrollo de hojas y raices, posteriormente, se plantaron en potes con 200 ml con suelo. Una
vez que las plantas presentaron entre cuatro a cinco hojas, se inocularon con una suspensién bacteriana a una
concentracién de 10X® UFC ml ", la cual se compar6 con el patrén McFarland ndmero tres.

Se utilizaron dos métodos de inoculacion, el primero consistio en agregar 5 ml de suspension bacteriana en el
suelo donde fue sembrado el bulbo, y el segundo en inocular el mismo volumen entre la base de las hojas y el bulbo.
Después de la inoculacion, las plantas se trasladaron al invernadero (condiciones de temperatura no controladas,
temperatura promedio 28 °C) y se colocaron dentro de bolsas pldsticas transparentes para aumentar la humedad
relativa. Las evaluaciones se realizaron diariamente durante 15 dfas.

Extraccion de ADN y analisis filogenéticos
Comparacion de cepa inoculada con la reaislada en los postulados de Koch

Con el prop6sito de determinar que el organismo inoculado correspondiera con el recuperado en los postulados
de Koch, se llevé a cabo la comparacién molecular y morfolégica de los aislamientos. Se realiz6 una tincién de
Gram y visualizacion de los cultivos en placas de Petri con agar nutritivo. Ademas, las cepas inoculadas y las
recuperadas se compararon mediante la amplificacion de la regién intergénica 16S-23S del gen rARN (ITS) con los
imprimadores G1 (5’-GAAGTCGTAACAAAGG-3’) y L1 (5’-CAAGGCATCCACCGT-3’) (Jensen et al., 1993).
Con el patrén de bandeo obtenido se realiz6 un andlisis UPGMA (método de agrupamiento de pares no ponderados
con media aritmética) para comparar la similitud.

Andlisis filogenético del gen 16S ARNr para las cepas causantes de pudricion blanda

Se realiz6 la extraccién de ADN a partir de una colonia de cada aislamiento causante de la pudricién blanda con
el Kit comercial Instagen de Bio-Rad, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se amplificd
el gen 16S ARN ribosomal mediante reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando los imprimadores 27F
(5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") y 907R (5’-CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3") (Lane, 1991), 1X de
Dream taq buffer con MgCl, 25 mM, 0,2 mM de DNTPs mix (Thermo Fisher Scientific), 1,25 mM de MgCl, 25
(Thermo Fisher Scientific), 0,2 U pl! Taq polimerasa (Thermo Fisher Scientific), 0.4 mM de cada imprimador, 2
ul de ADN y agua estéril para completar el volumen de reaccioén de 50 pl.

Se utilizé un termociclador Veriti 95 (Applied Biosystems) con el siguiente programa: un paso inicial de
desnaturalizacién de 4 min a 94 °C, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 30 s, amplificacion a
55 °C por 30 s y elongacion a 72 °C por 1,5 min con un periodo de elongacién de 7 min (Fontecha, 2003). Los
productos de PCR se analizaron en un gel de agarosa al 1 %. Los productos de PCR se enviaron a la compafia
Macrogen Inc. (Korea) para su secuenciacion.

Las secuencias se editaron con el software Bioedit version 7.0.5.3 (Hall, 1999). Se utilizé la herramienta
BLAST del Centro Nacional de Informacién en Biotecnologia (NCBI) para compararlas con secuencias de
referencias disponibles en la base de datos. Seguidamente, se realizé un alineamiento con el programa Mega 7
v7.0.26 (Kumar et al., 2016) y se analizé filogenéticamente segtin probabilidades Bayesianas con Mr Bayes v3.2.5
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(Ronquist et al., 2012). El arbol fue obtenido por la adicién de 1000 réplicas y se visualizé con FigTree v1.4.3. Los
intervalos de confianza se calcularon en porcentaje.

Resultados

En total se obtuvieron 31 aislamientos bacterianos de las diferentes plantas analizadas. De estos aislamientos,
29 % provinieron de frutos de chile dulce, 3 % de cebolla, 19 % de zucchini, 19 % de tomate (frutos y planta) y
29 % de plantas de papa (Cuadro 1).

Cuadro 1. Resultados para las pruebas de reaccién hipersensible (RH) realizadas en plantas de chile dulce (C. annuum) en invernadero
y cavidad en medio de cristal violeta y pectado (CVP) realizado en laboratorio, realizados con las cepas que fueron aisladas a partir de
plantas con sintomas de pudricién blanda. San José, Costa Rica 2019. Invernadero de Microbiologia de Suelos (CIA) y Laboratorio de
Microbiologia Ambiental (CIBCM), Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica 2019.

Table 1. Results for hypersensitive reaction (HR) tests developed in greenhouse plants of sweet pepper (C. annuum) and cavity in half
crystal violet pectate (CVP) developed in the laboratory performed with strains that were isolated from plants with symptoms of soft
rot. Soil Microbiology Greenhouse (CIA) and Environmental Microbiology Laboratory (CIBCM), University of Costa Rica, San José,
Costa Rica 2019.

Cepas Hospedero Organo Procedencia RH CVP
6-M2 Cebolla Seudotallo Cartago ++ ++
CFl1 Chile Fruto Cartago + +
CF2 Chile Fruto Cartago + +
CF3 Chile Fruto Cartago + +
CF4 Chile Fruto Cartago + +
CF5 Chile Fruto Cartago + +
Cfsaa Chile Fruto Alajuela ++ +
CfspA Chile Fruto Alajuela +++ +++
Csfab Chile Fruto Alajuela +++ +++
ECH2A Chile Fruto Cartago ++ ++
Ptl-A Papa Tallo Tierra Blanca ++ ++
Ptl1-B Papa Tallo Tierra Blanca ++ +
Pt4-1 Papa Tallo Tierra Blanca + +
Pt4-2 Papa Tallo Tierra Blanca ++ +
Pt4-3 Papa Tallo Tierra Blanca - -
Pt4-4 Papa Tallo Tierra Blanca - -
Pt4-5 Papa Tallo Tierra Blanca - -
Pt4-6 Papa Tallo Tierra Blanca ++ -
Pt4-7 Papa Tallo Tierra Blanca ++ -
Tf CP_1 Tomate Fruto Cartago + -
Tf_CP_2 Tomate Fruto Cartago - -
t_CP-1 Tomate Tallo Juan Vifas - -
Tt_CP-2 Tomate Tallo Juan Vifas ++ +
Tt_CP-3 Tomate Tallo Juan Vifas - -
Tt_CP-4 Tomate Tallo Juan Vifas - -
7Zt_CP_1 Zucchini Tallo Cartago ++ -
7t CP_2 Zucchini Tallo Cartago - -
Zt1 Zucchini Tallo Cartago + -
712 Zucchini Tallo Cartago ++ -
73 Zucchini Tallo Cartago - -
Zt4 Zucchini Tallo Cartago + -
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Prueba de reaccion de hipersensibilidad (RH)

Se utilizé una escala segtin el grado de lesion que presentd la RH, simbolo — cuando no hubo efecto, +
para clorosis baja, ++ para clorosis alta y +++ cuando se presetentd necrosis (Figura 2). De los 31 aislamientos
obtenidos, nueve no causaron RH (-), de los cuales, dos provenian de zucchini, cuatro de tomate y tres de papa. En
nueve cepas se observo la minima reaccién de RH (+), cinco de estas se obtuvieron a partir de chile. Once cepas
presentaron RH grado ++ y solamente dos cepas aisladas a partir de fruto de chile, CfspA y Csfab, provocaron

0
A

Figura 2. Pruebas de reaccion hipersensible (RH) en hojas de chile dulce (Capsicum annuum), provocada por los aislamientos
bacterianos inoculados. La imagen muestra los grados en los que se observé la reaccion en los puntos de inoculacién de las distintas
cepas. Las flechas azules corresponden al punto en el cual se inoculd agua estéril mientras que las flechas negras corresponden a
los puntos donde fueron inoculadas las cepas bacterianas. A. Grado -, B. Grado + C. Grado ++ y D. Grado +++. Invernadero de
Microbiologia de Suelos (CIA), Universidad de Costa Rica. San José, Costa Rica, 2019.

necrosis en el punto de inoculacién.

Figure 2. RH reactions in sweet pepper leaves (Capsicum annuum) caused by the bacterial isolates inoculated. The image shows the
severity range of the reaction observed at the inoculated points. The blue arrows correspond to the point inoculated with sterile water
while the black arrows, with the bacterial strain. A. Grade -, B. +, C. Grade ++ and D. Grade  +++. Soil Microbiology Greenhouse
(CIA), University of Costa Rica, San Jose, Costa Rica, 2019.

Actividad pectinolitica en medio cristal violeta y pectato (CVP)

Para la actividad pectinolitica también se asigné una escala, - cuando no hubo crecimiento, + cuando hubo
crecimiento sin cavidad, ++ crecimiento con cavidad leve y +++ crecimiento con cavidad fuerte. Los aislamientos
6-M2, Ech2A, CfspA, Cfsab y Pt1-A provocaron cavidad profunda en el medio CVP (+++). En el caso de las cepas
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Ech2A, Pt1-Ay 6-M2 la profundidad de la misma fue leve, estas cepas bacterianas fueron sometidas posteriormente
a la verificacion de los Postulados de Koch. Por otro lado, los aislamientos Tt_CP_2, Cf1, Cf2, Cf3, Cf4, Cf5,
Pt1-B, Pt4-1, Pt4-2 y Cfsa lograron crecer en el medio de CVP pero sin causar la cavidad.

Postulados de Koch para aislamientos seleccionados

De acuerdo con los sintomas posteriores a la inoculacién de las cepas Ech2A, CfspA y Cfsab en frutos de chile
se observo que, en el caso de Ech2A, al sexto dia de evaluacién se presentd un halo de degradacion tisular alrededor
del punto inoculado con presencia de exudados, mientras que al dia diez increment6 la degradacion y se formaron
laceraciones en la superficie del fruto (Figura 3A 'y 3B).

Figura 3. Inoculacion de frutos de chile (Capsicum annuum) con tres cepas pectinoliticas obtenidas de frutos de chile con sintomas
de pudricién blanda en Cartago y Alajuela. Se inocularon tres puntos con el aislamiento correspondiente y uno con agua estéril como
control negativo. A, B. Seis y diez dias después de la inoculacion con la cepa Ech2A, respectivamente, C. Cuatro dias post Inoculacion
con la cepa CfspA. D. Cuatro dias post inoculacién con la cepa Cfsab. Laboratorio de Microbiologia Ambiental (CIBCM), Universidad
de Costa Rica, San José, Costa Rica. 2019.

Figura 3. Inoculation of Capsicum annuum fruits with pectinolytic strains obtained from pepper fruit with soft rot symptoms in Cartago
and Alajuela, Costa Rica. Three points were inoculated with the corresponding isolated and one with sterile water as a negative control.
A, B. Six and ten days later of inoculation with strain Ech2A, respectively. C. Four days post Inoculation with the CfspA strain. D.
Four days post Inoculation with the Cfsab strain. Environmental Microbiology Laboratory (CIBCM), University of Costa Rica, San
José, Costa Rica. 2019.

Un dia posterior a la inoculacién de la cepa CfspA se observé un drea decolorada y suave alrededor de los
puntos y cuatro dias después, degradacion del tejido circundante (Figura 3D). El aislamiento Cfsab produjo
degradacion completa en los puntos al cuarto dia de evaluacion (Figura 3C). En todos los casos el punto inoculado
con agua como control negativo no presentd sintomatologia. En el caso de las inoculaciones con las cepas PtA y
6-M2 aisladas de papa y cebolla, respectivamente, no se reprodujo el sintoma en las plantas inoculadas.
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Reaislamiento del patégeno

De acuerdo con el andlisis de tipificaciéon de las cepas causantes de la sintomatologia, el patrén de bandas
de cada una de las cepas del patégeno bacteriano reaislado a partir de la planta inoculada, presenté un 100 %
de similitud con el patrén observado de las cepas CfspA, Cfsab y Ech2A (Figura 4). Este andlisis, ademads de la
comparacién de las caracteristicas morfoldgicas, comprobd que la cepa inoculada y la recuperada fueron la misma,
por lo que los postulados de Koch se cumplieron para los aislamientos Ech2A, CfspA y Cfsab en frutos de chile.

Dendrogram with homology coefficient %:1.0 ( UPGMA )
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Figura 4. Comparacion mediante andlisis con base en el método de agrupamiento de pares no ponderados con media aritmética
(UPGMA) de la region intergénica 16S-23S del gen rARN (ITS) de bacterias originales y reaisladas para comprobar los postulados de
Koch con las cepas 1.0) CfspA inoculada, 1.R) CfspA reaislada, 2.0) Cfsab inoculada, 2.R) Cfsab reaislada, 3.0) Ech2A, 3.I) Ech2A
reaislada 4) control positivo (P. carotovorum ATCC 495). Laboratorio de Microbiologia Ambiental (CIBCM), Universidad de Costa
Rica, San José, Costa Rica. 2019.

Figure 4. UPGMA analysis by comparing the ITS region of original ADN re-isolated bacteria for the verification of Koch postulates
with the strains 1.0) CfspA inoculated, 1.R) CfspA re-isolated, 2.0) Cfsab inoculated, 2.R) Cfsab reisolated, 3.0) Ech2A, 3.I) Ech2A
reisolated 4) positive control (P. carotovorum ATCC 495). Environmental Microbiology Laboratory (CIBCM), University of Costa
Rica, San José, Costa Rica. 2019.

Analisis filogenético

El arbol obtenido mediante el andlisis filogenético del gen ARNr 16S de los aislamientos causantes de los
sintomas, estuvo conformado por tres clados compuestos por los géneros Pectobacterium, Dickeya y Raoultella
(Figura 5). Las cepas CfspA y Cfsab se agruparon con secuencias tipo del género Pectobacterium y mostraron
mayor similitud con P. carotovorum subsp. brasiliense cepa 1073 (Nabhan et al., 2012). A pesar de que ambas cepas
fueron aisladas a partir de la misma muestra, el andlisis filogenético (Figura 5) indic6 que sus secuencias difirieron
entre si. Morfolégicamente, CfspA formé colonias blancas, pequefias y translicidas en agar nutritivo, mientras
que Cfsab forma colonias de mayor tamaiio, blancas y opacas, lo cual puede indicar que se tratan de subespecies
o cepas diferentes.
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— Klebsiella oxytoca strain ATCC 13182 NR 041749
E— Cfsab

CfspA
Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense strain 1073 JF926717

Pectobacterium carotovorum strain ATCC 15713 NR 118855

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum strain LY34 HM58168
Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense strain 212 NR 115173
Pectobacterium carofovorum subsp. odoriferum strain CFBP1878 NR 118225
Pectobacterium carotovorum subsp. odoriferum strain LMG17566 NR 025316
g[ Dickeya dadantii strain CFBP 1269 NR 041921
Dickeya solani strain NCPPB 4575 KF639914
Dickeya dianthicola strain CFBP 1200 NR 041922
Dickeya paradisiaca LMG 2542 NR 026538 1
Pectobacterium betavasculorum strain ATCC 43762 NR 026046
Dickeya chrysanthemi T strai U80200T
Pectobacterium wasabiae CFB 3304 U80199
Ech2A
Raoultella terrigena strain ATCC 33257T AF129442
Raoultella planticola strain ATCC 33531T AF129443
Raoultella ornithinolytica strain CIP 103364 NR 044799
Klensiella aerogenes strain ATCC 13048 KC429778
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae JCM 1662 AB594768
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Figura 5. Arbol filogenético bayesiano basado en secuencias del gen ARNr 16S para las cepas pectinoliticas. Se utilizé como grupo
externo la secuencia de la cepa tipo Bacillus subtilis subsp. subtilis JIMC 1465. Modelo de sustitucion TN93+G+I. Laboratorio de
Microbiologia Ambiental (CIBCM), Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica. 2019.

Figure 5. Bayesian phylogenetic tree based on 16S ribosomal sequences for pectinolytic strains. The Bacillus subtilis subsp subtilis
JMC 1465 type strain sequence was considered outgroup. Replacement model TN93+G+I. Environmental Microbiology Laboratory
(CIBCM), University of Costa Rica, San José, Costa Rica. 2019.

La cepa Ech2A se ubicé dentro del clado de Klebsiella y Raoultella, mostrando mayor similitud (87 % de
remuestreo) con la cepa tipo Raoultella terrigena ATCC 3325T (AF129442) aislada de una muestra de agua potable
(Izard et al.,1981).

Las secuencias del gen 16S ARNr para las cepas Ech2A, CfspA y Cfsab se depositaron en la base de datos del
GenBank (nimero de accesion MN386194, MN386195 y MN386196, respectivamente).

Discusion

La reaccién hipersensible positiva es un indicador de patogenicidad de las bacterias fitopatégenos y se utilizé
para separarlas de cepas oportunistas. La induccién de la RH por los aislamientos en este estudio sugiere que existié
una relacién de incompatibilidad planta-patégeno, donde la RH desencadené la muerte celular programada como
una primera linea de defensa ante la deteccion de organismos patdégenos (Klement & Goodman, 1967; Kushalappa
etal., 2016).

Se observaron diferentes grados de intensidad en la RH realizada en las plantas de chile dulce dependiendo
de la cepa evaluada, que fueron desde una clorosis baja o débil hasta la necrosis del tejido. Se ha reportado que,
de forma similar, algunas cepas de Pectobacterium causaron una RH leve cuando fueron inoculadas en hojas
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de tabaco, esto por la presencia de un efector dnico y divergente (Pitman et al., 2010). La cantidad de proteinas
efectoras sintetizadas por las bacterias juegan un papel en la variabilidad fenotipica de la RH (Barny, 1995; Huang
et al., 2004), por lo que se podria sugerir que las cepas que causaron una RH leve produjeron una menor cantidad
de proteinas efectoras que las que causaron una reaccion alta. La produccién baja de estas le permite a la planta
contener el avance del patégeno de forma mas simple, sin la necesidad de liberar gran cantidad de proteinas de
resistencia y sin tener que desencadenar una muerte celular tan drastica en el punto de reconocimiento.

La necrosis provocada por las cepas CfspA y Cfsab en el punto de inoculacion se debié probablemente a que
fueron aisladas a partir de lesiones en frutos de chile dulce, que corresponden a patdgenos de este cultivo y al
ser inoculados en las hojas del mismo, pudieron liberar sustancias que interactuaron e inhibieron defensas de la
planta, lo que permiti6 su avance por los tejidos (Etalo et al., 2013). Estas sustancias liberadas por los patégenos
bacterianos son conocidas como efectores y dentro de sus acciones para modular las respuestas de las plantas estdn
la degradacion y supresion de fitohormonas como el 4cido jasmonico y 4cido salicilico, supresion de la actividad
del proteosoma, modulacién de canales de calcio e inactividad de quinasas (Feng & Zhou, 2012; Asai & Shirasu,
2015). Ademds, se ha visto que patégenos liberan efectores que inducen la muerte celular en las plantas, y en el
caso de organismos necrotréficos, como las SRB, esta muerte del tejido puede contribuir al avance del patégeno
(Govrin & Levine, 2000; Staats et al., 2005; Kim et al., 2011; Williams et al., 2011; Charkowski et al., 2012; Gupta
et al., 2015).

La capacidad de degradar la pectina de los diferentes aislamientos fue comprobada mediante la utilizacién de
placas Petri con medio de cristal violeta y pectato. De los aislamientos sometidos a esta prueba, solo se observo
degradacidn de pectina en los aislamientos Ech2A, 6M2, CfspA, Cfsab y Pt1-A, los cuales lograron causar cavidad
en el medio CVP y se observaron cavidades mds profundas en las cepas CfspA y Cfsab. Ademds, se observo el
crecimiento superficial de otras cepas, pero sin la formacién de cavidades. Es posible que especies de Pseudomonas
y Flavobacterium puedan crecer también y formar cavidades, ya que producen enzimas pectinoliticas (Charkowski,
2007). Por otro lado, es posible que ciertas bacterias saprofitas puedan crecer como contaminantes en el medio
CVP, sin embargo, no producen la cavidad (Hélias et al., 2012).

Para las cepas 6M2 y Ptl1-A no se logré reproducir los sintomas originales en las plantas inoculadas. En el
caso de las plantas de papa y cebolla inoculadas con las bacterias, las condiciones de temperatura y humedad no
pudieron ser controladas, a pesar de que las plantas se colocaron dentro de cajas plasticas en el caso de papa y en
bolsas pldsticas para la cebolla, puede que las condiciones propiciadas no fueran las idéneas para que se desarrollara
la enfermedad. La alta humedad relativa y temperatura son factores claves para que tanto la infeccion como el
desarrollo de la enfermedad se lleven a cabo en los cultivos (Charkowski, 2007). En el caso de la papa, el factor
mads importante es el nivel del agua en el suelo, favoreciéndose el desarrollo de la enfermedad en los tubérculos con
periodos prolongados de excesiva humedad en el suelo, lo que propicia condiciones anaerdbicas para las bacterias
y, a su vez aumentan su multiplicacion e invasién (Perombelon & Kelman, 1980).

En el caso de las cepas Ech2A, CfspA y Cfsab, provenientes de frutos de chile dulce, si fue posible reproducir
los sintomas en los frutos inoculados. Para los tres casos, se observo que en los puntos inoculados con las bacterias
el tejido se torné blando de forma semejante a los sintomas presentados por los frutos de chile de donde fueron
aisladas las bacterias (Figura 2), mas tarde se dio la aparicién de exudados blanquecinos y laceraciones en la
superficie de los frutos producto de descomposicion del tejido, lo anterior concuerda con los hallazgos realizadas
por Gillis et al. (2014) y Estrada et al. (2000) que, al inocular frutos de chile dulce con bacterias de pudricién
blanda, observaron lesiones iguales a las descritas anteriormente.

Se observé que para la cepa Ech2A, la aparicién de los sintomas fue mds lenta que para las cepas CfspA y
Cfsab, lo que podria indicar diferentes capacidades de virulencia y agresividad, que podria estar relacionado con
la cantidad de enzimas pectinoliticas que producen o con que las condiciones de temperatura y humedad &ptimas
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fueron diferentes, debido a que provinieron de dos zonas distintas (Charkowski, 2007; Davidsson et al., 2013;
Perombelon & Kelman, 1980; Toth et al., 2003).

Segun el andlisis filogenético, la cepa Ech2A se ubicé dentro del mismo clado que secuencias de cepas tipo
de Raoultella y Klebsiella (Figura 5), siendo mayor su similitud a la especie Raoultella terrigena. Estos géneros
bacterianos se han reportado como aislamientos clinicos, muestras ambientales y organismos benéficos de plantas,
en su mayoria, y en el menor de los casos como patdgenos de las plantas como zanahoria y banano (Brisse et al.,
2006; Brown & Seidler, 1973; Chandrashekar et al., 2018; Fan et al., 2016; Knittel et al., 1977).

Las secuencias de las cepas CfspA y Cfsab se relacionaron cercanamente con P. carotovorum subsp. brasiliense.
Esta especie fue descrita oficialmente en el 2012 por (Nabhan et al., 2012), sin embargo, el nombre brasiliense se
utilizé por primera vez en el 2004, cuando Duarte et al. (2004) realizaron un estudio caracterizando cepas atipicas
causantes de podredumbre blanda de la papa en Brasil. En su estudio se encontré que la bacteria que causaba esta
enfermedad en Brasil diferia de las cepas Erwinia carotovora subsp. atroseptica (actualmente Pectobacterium
atrosepticum), Erwinia carotovora (actualmente Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum) y Erwinia
chrysanthemi (actualmente Dikeya chrysanthemi), las cuales fueron reportadas como las causantes del dafio en papa
alrededor del mundo. Desde su aislamiento por primera vez en el cultivo de papa, P. carotovorum subsp. brasiliense
se ha reportado causando podredumbre blanda en diferentes cultivos como pepino (Meng et al., 2016), remolacha
azucarera, col, calabacin (Waleron et al., 2015), tomate (Jaramillo et al., 2016), ornamentales (Ma et al., 2007) y
en chile dulce (Choi & Kim, 2013; Gillis et al., 2017).

Conclusiones

Las cepas CfspA, Cfsab y Ech2A, aisladas de lesiones de pudricién blanda en chile dulce lograron reproducir
los sintomas en este hospedero en ensayos de patogenicidad.

Segtin los andlisis filogenéticos realizados mediante el gen ARNr 16S, las bacterias se clasificaron como P.
carotovorum subsp. brasiliense y Raoultella terrigena.

A pesar que el género Pectobacterium es un fitopatégeno distribuido mundialmente, esta subespecie no ha sido
reportado anteriormente en Costa Rica mediante estudios de patogenicidad y moleculares. En el caso de Raoultella,
no existen reportes de esta enterobacteria y su relacion con la pudricién blanda, por lo que es necesario realizar mas
estudios de rango de hospederos, con el fin de determinar si tiene la capacidad de infectar otros cultivos.
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