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IDENTIFICACION DE BACTERIAS FITOPATOGENAS ASOCIADAS AL

CULTIVO DE PAPAYO (Carica papaya L).



Tesis elaborada en el laboratorio de bacteriologia del Servicio
Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASICA).
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Resumen

Para conocer el estatus fitosanitario del cultivo de papayo, se realizé un
muestreo nacional a peticion de los principales estados productores de la
Republica Mexicana; en el cual fueron obtenidas poco mas de 409 muestras
que fueron remitidas al SENASICA 6rgano desconcentrado de la SAGARPA en
donde las muestras de papayo fueron seleccionadas tomando en cuenta las
lesiones caracteristicas producidas por algin microrganismo o parasito.

Por tal motivo, a partir de muestras de papayo (Carica papaya L.); se
seleccionaron porciones de la planta que presentaban lesiones caracteristicas
producidas por bacterias fitopatdbgenas las cuales fueron desinfestadas y
sembradas en medios solidos de cultivo. Se obtuvieron las colonias
bacterianas, se purificaron y se realizaron pruebas rapidas de fitopatogenicidad
en tabaco y papa; ademas de realizar pruebas bioquimicas mediante el Biolog
Microbial ID System® para su identificacion por medio de su metabolismo, y por
analisis filogenético; para lo cual se extrajeron los acidos nucleicos. Se procedio
a la amplificacion del gen DNA 16S ribosémico ampliamente utilizado para la
identificacion de organismos procariontes por medio de la técnica reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). Los productos amplificados se enviaron a
secuenciar dentro del SENASICA; una vez obtenida la secuencia fue editada
mediante el programa BioEdit® para su posterior andlisis in silico. La

comparacion de las secuencias obtenidas de la amplificacion, con las



secuencias de especies bacterianas contenidas en la base de datos del
GenBank del NCBI, EMBL y RDP se realiz0 mediante alineamientos de
secuencias utilizando el algoritmo BLAST. Finalmente se establecieron las
relaciones filogenéticas correspondientes por medio del programa MEGA 6.0°.

Dentro de las bacterias de importancia fitopatdégena se logro aislar e identificar
con éxito al género de Pectobacterium; este de gran valor debido a que se
identific6 como la especie aroidearum nunca antes reportada a las autoridades
fitosanitarias como un organismo causante de pudriciones blandas en México.

Para confirmar que las lesiones caracteristicas fueron producidas por la bacteria
aislada; en la planta de papayo y en el fruto se inoculd suspension bacteriana
observandose a las 72 horas lesiones producidas por el género Pectobacterium

la particular pudricién blanda.



. Introduccion

La papaya se produce en mas de 60 paises y su produccién se concentra en
naciones en vias de desarrollo. En 2010 la produccion de papaya se estimo en
11.22 millones de toneladas y la tasa decrecimiento anual de su produccién a
nivel mundial fue del 4.35%. Entre 2009 y 2010 el crecimiento fue del 7.26% y si
se comparan los afios 2002 y 2010 el incremento fue del 34.82%. En el 2012 la
produccion de papaya en México fue de 712,917 toneladas y hoy en dia es la
tercera fruta tropical mas producida con 11.22 millones de toneladas,
equivalente al 15.36% del total de produccion de frutas tropicales?.

Para el periodo 2006—2010 la produccion de papaya en México cayd hasta en
29.59% y el area sembrada disminuyo en 5211 hectareas. Las causas de esta
caida se atribuyen al incremento en los costos de produccién, dificultades de
acceso a crédito y plagas y enfermedades (Evans y Ballen, 2012). Las plagas y
las enfermedades de las plantas tienen serias repercusiones en la produccién
de alimentos, todos los afios la produccion agricola mundial se reduce del 20 al
40 por ciento a causa de estas plagas y enfermedades, segun estimaciones de
la Secretaria de la CIPF con sede en la FAO (Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura)?.

Estas enfermedades son producidas por organismos fitopatbgenos
denominados asi, por causar disturbios en el metabolismo celular de la planta
mediante la secrecién de enzimas, toxinas y otras sustancias; ademas, por la

absorcion de nutrientes de la planta para su propio beneficio (Agrios, 2005).

! http://edis.ifas.ufl.edu/pdffiles/FE/FE91700.pdf
2 http://www.fao.org/news/story/es/item/131978/icode/



Las bacterias fitopatdgenas provocan anualmente pérdidas cuantiosas que
ocurren cuando el avance del proceso de descomposicion hace que el producto
no sea apto para el consumo; ademas de pérdidas de calidad en el producto
final, que son las que afectan soélo a la superficie del producto y estas pueden
causar imperfecciones que rebajan el valor de un producto comercial. Las
consecuencias economicas son considerables y el riesgo de nuevas
introducciones aumenta proporcionalmente al crecimiento del comercio global y
de los nuevos patrones de distribucion. La identificacién oportuna sirve a el
SENASICA, que a través de la Direccion General de Sanidad Vegetal
instrumenta programas y campafas fitosanitarias para prevenir la introduccion o
dispersiéon de plagas que puedan afectar a los vegetales, sus productos y
subproductos de la agricultura nacional, asi como para mejorar o conservar los
estatus fitosanitarios en la produccion agricola y mediante las campafias
fitosanitarias se confina, controla y previene la dispersion de plagas en el
territorio nacional. La vigilancia epidemiolégica se realiza para detectar,
determinar y actualizar, en forma permanente, el estatus fitosanitario de las
plagas que han sido reguladas y las que representan una amenaza para la
agricultura nacional.

De igual modo se implementan programas fitosanitarios que apoyan a mejorar
la competitividad de los cultivos a través de garantizar la calidad fitosanitaria de
los productos vegetales, atendiendo las plagas reglamentadas que amenazan
los cultivos de los Sistema-Producto y poder asi dar solucién a la probleméatica

presente en el cultivo y evitar problemas econémicos y de abastecimiento.



Los principales géneros de bacterias fitopatdgenas que pudieran afectar el fruto,
raiz y tallo del papayo son Erwinia sp., Pseudomonas sp., y Pectobacterium sp.

Pectobacterium es una bacteria de la familia Enterobacteriaceae, que
antiguamente era un miembro del género Erwinia (Waldee, 1945). Es la bacteria
causal de las llamadas podredumbres blandas debido a que produce enzimas
pectoliticas que hidrolizan la pectina entre las células individuales de la planta.
Esto hace que las células se separen convirtiendo a las plantas en una “papilla”
con el fin de que las bacterias consuman los nutrientes de la célula. Esta
bacteria es un patdégeno con un amplio rango de hospederos (zanahoria, papa,
tomate, verduras de hoja verde, la calabaza y otras cucurbitaceas, cebolla,
pimientos verdes, violetas africanas, etc.), capaz de causar la enfermedad en
casi cualquier tejido vegetal que invade. Se trata de un patégeno muy
importante econémicamente en términos de pérdidas de postcosecha, y una
causa comun de las podredumbres en frutas y verduras almacenadas (Garcia,

2000).



1.  Marco teodrico

3.1 Caracteristicas generales del papayo

El papayo (Carica papaya L.), es una planta de rapido crecimiento y tiempo de
vida relativamente corto en términos comerciales; perteneciente al género
Carica (dentro de la familia Caricaceae), el cual incluye 14 especies; de las
cuales destaca la papaya por su importancia econémica. Esta importancia
radica en el uso de la papaina que es una enzima extraida de la papaya y tiene
la funcién de ser ablandador natural de carnes y en la industria cervercera es
usado como clarificador; asi como por ser una de las frutas tropicales mas
consumidas a nivel mundial y el ser una planta de facil crecimiento y produccion
temprana de frutos, con una tasa interna de retorno rapida y en dados casos
con tecnologia adecuada alta, han hecho que la papaya este cobrando gran
importancia en los Ultimos afios?®.

La planta de papayo es una hierba arborescente de crecimiento rapido, de corta
vida, de tallo sencillo o algunas veces ramificado, de 2-10 metros de altura, con
el tronco recto®.

Las hojas se encuentran alternadas y aglomeradas en el apice del tronco y las
ramas, de peciolo largo (25-75 cm de didmetro); lisas mas o menos palmeadas
con venas medias robustas, irradiantes, la base profundamente cordada con

I6bulos sobrepuestos; el haz de la hoja es de color verde oscuro, marcado

3 http://www.cabi.org/cpc/



visiblemente por las nerviaduras hundidas de color amarillento y las venas
reticuladas, por debajo es de color verde amarillento palido3.

El fruto es una baya carnosa, de forma ovoide - oblonga a casi esférica o
piriforme , cilindrica o acanalada, 7-30 cm de largo, con un peso de hasta 10 kg,
la piel es suave y delgada, amarillenta o anaranjada, pulpa de color amarillento
a rojo -naranja, dulce, con sabor suave y agradable comestible; cavidad central
de cinco rectangulos. Las semillas son globosas con 5 mm de diametro, de
color negro o gris, que se adjunta en cinco filas a la pared interior del ovario,

encerrado en un sarcotesta gelatinosa?3.

3.2 Produccion de papaya en México

México es el lider en las exportaciones de papaya y el sexto productor a nivel
mundial. Las principales variedades que se cultivan en México son Maradol y
Red. Otras variedades de menor importancia son la Yellow Hawaiian y la
Criolla. Las principales plantaciones de papaya estan ubicadas al sureste del
pais en los estados de Chiapas, Oaxaca, Veracruz, Colima, Guerrero y
Michoacan, alli se concentra el 79% del total de produccion de papaya en
México* (Figura 1). Para el periodo 2006—2010 la producciéon de papaya sufrio
altibajos aunque es importante destacar que a pesar de que la produccién
mexicana de esta fruta cay6 durante el periodo en cuestion, las exportaciones
de la misma incrementaron de 93,396 toneladas en 2006 a 122,773 toneladas

en 2010, a una tasa anual de 7.86%. En 2010 cerca del 20% del total de la

4FAO, 2012



papaya producida en Meéxico tuvo como destino el mercado externo,

fundamentalmente los Estados Unidos y Canada®.

PRODUCCION (TONELADAS) 2012

BAJA CALIFORNIA
YUCATAN SUR CAMPECHE

VERACRUZ CHIAPAS

TAMAULIPAS
TABASCO

PUEBLA

GUERRERO
HIDALGO

JALISCO
NAYARIT MORELOS MICHOACAN \1evico

OAXACA

Figura 1. . Estados productores de papaya de la Republica Mexicana.
(Realizada a partir de datos obtenidos de la pagina del SIAP, 2012)

3.3 Caracteristicas generales de las bacterias fitopatdogenas

Las bacterias son organismos unicelulares cuyo tamafo oscila entre los 0.3 y
1.0um de ancho y 0.6 y 4.5 um de largo. Se reproducen rapidamente por fisién
binaria, no tienen material genético definido, sino que el material genético esta
regado en el citoplasma; no tienen nucléolo®.

Muchas bacterias fitopatégenas estan rodeadas por una capa o capsula

compuesta de diferentes sustancias, predominando los polisacéaridos. Se

5 https://edis.ifas.ufl.edu/fe917#FOOTNOTE_2
® http://www.pv.fagro.edu.uy/fitopato/docs/cursos/fitopato/Materiales/Teoricos2007-08/lecturaBac07. pdf



conoce que estos exopolisacaridos protegen a las bacterias de la desecacion,
contribuyen en la adherencia a la superficie de las plantas y modifican el
ambiente alrededor de la bacteria para favorecer la multiplicacion vy

sobrevivencia en condiciones adversas’.

3.3.1 Pared Celular

En los procariontes, la pared celular que rodea a la membrana plasmatica
impide un aumento de volumen. El ingreso de agua produce un aumento en la
presidn interna, conocido como presidon de turgencia. La pared celular
proporciona contencion externa a la membrana plasmatica y le da forma y
rigidez a la célula (Curtis et al. 2008).

En el dominio Bacteria, la pared esta constituida por peptidoglicano y mureina,
una sustancia exclusiva de los procariontes. La estructura y el grosor de la
pared definen dos grupos de microorganismos que se diferencian por su
respuesta a la coloracion de Gram. La envoltura celular de las bacterias Gram-
positivas comprende la membrana citoplasmatica y una pared celular
compuesta por una gruesa capa de peptidoglicano, que rodea a la anterior. La
pared celular se une a la membrana citoplasmatica mediante moléculas de
acido lipoteicoico. La capa de peptidoglicano confiere una gran resistencia a
estas bacterias.

Las gramnegativas tienen una pared mas delgada y por fuera presentan una

segunda capa lipidica, formada por lipopolisacaridos, que cumple varias

7 http:/www.pv.fagro.edu.uy/fitopato/docs/cursos/fitopato/Materiales/Teoricos2007-08/lecturaBac07.pdf



funciones. El espacio entre ambas membranas, que contiene a la pared, se
llama periplasma y alli se cumplen algunas funciones enzimaticas de hidrolisis

y de digestidn (Curtis et al. 2008).

3.3.2 Membrana citoplasmatica

Esta fina capa que se encuentra por debajo de la pared celular es la
responsable de controlar la entrada y salida de nutrientes y sustancias de
excrecion. Los dafios en esta membrana producen la muerte celular por que la
célula bacteriana pierde la capacidad de seleccionar que y cuantas sustancias
entran y salené,

Tiene capa lipidica, compuesta por fosfolipidos de acidos grasos lineales unidos

al glicerol por uniones de tipo éster (Curtis et al. 2008).

3.3.3 Apéndices

Los flagelos son estructuras filamentosas proteicas de 20nm de diametro, que
le dan movilidad. Muchas especies tienen flagelos que les permiten moverse en
agua; la posicién y el numero de flagelos se utilizan en la caracterizacién de los
diferentes géneros (Curtis et al. 2008).

Los flagelos que aparecen en los extremos de la célula se denominan “polares”,
y los que estan distribuidos alrededor de la célula “peritricos” 8. La célula se
desplaza en una direccion u otra, segun el sentido de la rotacion del flagelo

cuando este es polar. Cuando los flagelos son peritricos, al rotar en un sentido,

8 http://www.pv.fagro.edu.uy/fitopato/docs/cursos/fitopato/Materiales/Teoricos2007-08/lecturaBac07. pdf
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forman un penacho que impulsa a la célula en direccion de su eje (Curtis et al.
2008).

Las fimbrias son estructuras proteicas similares a los flagelos, pero mucho mas
numerosas, mas cortas y de menor diametro. Su funcion no es la movilidad,
sino la adherencia de la célula a superficies inertes y a otras ceélulas. Son
comunes en bacterias gramnegativas, pero también estan presentes en las
bacterias grampositivas (Curtis et al. 2008).

Los pili son estructuras similares a las fimbrias, pero mas largos y menos
numerosos. Su funcién se relaciona con la conduccién del material genético de

una célula a otra durante el proceso de conjugacion (Curtis et al. 2008).

3.3.4 Material genético

El material genético (ADN) se encuentra disperso en el citoplasma. El genoma
procarionte esta formado por una Unica molécula circular de DNA de doble
cadena, libre en el citoplasma, que constituye un cromosoma unico. Ademas del
cromosoma puede haber una o mas moléculas pequefias de DNA circular, los

plasmidos (Curtis et al. 2008).

3.3.5 Ribosomas

Son las estructuras responsables de la sintesis de proteinas. Una célula

bacteriana puede tener 10 000 ribosomas que se agrupan en polirribosomas a
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lo largo de moléculas de mMRNA y le dan al citoplasma un aspecto granular.
Cada ribosoma pesa 70S (S por unidades Svedberg de sedimentacion en la
ultracentrifuga) y esta formado por dos particulas, una de 30S y otra de 50S. La
menor contiene una fraccion de RNA de 16S y 21 proteinas, mientras que la
mayor tiene dos fracciones de rRNA, una de 23S y otra de 5S y 34 proteinas

(Curtis et al. 2008).

3.3.6 Metabolismo

Las bacterias fitopatdgenas son quimioheterotrofas, obtienen la energia y fuente
de carbono de la degradacion de la materia organica. De acuerdo a su relacion
con el oxigeno las clasificamos en aerobias por que utilizan oxigeno como
aceptor final de electrones en su cadena respiratoria 0 en anaerobias
facultativas, que son aquellas que en ausencia de oxigeno, recurren a otra via
metabdlica utilizando como aceptor de electrones a compuestos organicos
endodgenos producidos en la misma ruta de fermentacién. Pocas bacterias
fitopatdégenas tienen esta capacidad®.

Otra caracteristica importante que merece ser mencionada dentro del
metabolismo de las bacterias fitopatégenas, es la produccién de toxinas que
tienen un rol importante en la virulencia y de los metabolitos secundarios
(compuestos formados al final de la fase de crecimiento o estacionaria) como
antibioticos y bacteriocinas que juegan un papel fundamental en la defensa de

las bacterias contra otros organismos vivos®.

9 http://www.pv.fagro.edu.uy/fitopato/docs/cursos/fitopato/Materiales/Teoricos2007-08/lecturaBac07. pdf
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3.3.7 Multiplicacién

Los procariontes se reproducen por division celular simple o fisién binaria. Por
este mecanismo, una célula duplica su material genético y celular que se
reparte de forma equitativa para dar lugar a dos células hijas genéticamente
idénticas a la original. Se trata de una reproduccion asexual. En este caso, los
genes se transfieren verticalmente, de generacion en generacion, de la célula
madre a las células hijas (Curtis et al. 2008).

Durante este proceso se reproducen mutaciones espontaneas inducidas por
radiaciones naturales o como resultado de errores de copiado, que constituyen
la mayor fuente de variabilidad genética de los procariontes.

Otras fuentes adicionales de variabilidad genética en los procariontes son la
conjugacion, la transformacion, y la transduccién. Los tres mecanismos
mencionados implican una transferencia horizontal (también llamada lateral) de
genes que habitualmente se produce entre organismos de una misma especie.
Aungque en los procariontes existen barreras (como enzimas de restriccion,
receptores y otras estructuras especificas de membrana) para la entrada de
DNA exdgeno y su recombinacion con el DNA propio, en algunos casos se
producen fallas que permiten intercambios genéticos interespecificos. Estas
combinaciones pueden acarrear serias dificultades y confusiones cuando se

trata de establecer el origen filogenético de algun taxon (Curtis et al. 2008).
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3.4 Forma de penetracién y diseminacion de la bacteria en la planta

Muchas bacterias penetran en la planta por los estomas, 0 aperturas similares;
para esto necesitan desplazarse a través de una gota o pelicula de agua para
llegar a la cavidad subestomatica. El salpicar de la lluvia puede regar la bacteria
entre las plantas individuales y el riego la lleva al campo en general. Casi todas
las bacterias que causan necrosis foliares penetran de esta forma. Las
bacterias que causan marchitez, podredumbre suave o0 agallas necesitan
heridas para penetrar. Ninguna bacteria es capaz de penetrar directamente en
el hospedante, porque no son capaces de atravesar la cuticula y las capas de
corcho (Gonzélez, 1985).

En general el medio de diseminacién depende del tipo de hospedante y del
organo del mismo donde ocurra la infeccidon. Los frutos pueden contraer la
infeccion a través de lesiones causadas por manipulacién poco cuidadosa, por
insectos o0 por otros animales o a través de los poros naturales de las partes
aéreas y subterraneas de las plantas, que permiten el paso de aire, didéxido de
carbono y vapor de agua entre el interior de la planta y el exterior o por
penetracion directa de la piel intacta de la planta. El momento de la infeccién
varia segun el producto y la severidad esta es muy variable; una misma
bacteriosis en determinada localidad puede ser muy severa o muy leve; en un
mismo plantio, puede desarrollarse rapidamente, detenerse en forma subita y

luego volver a avanzar (Gonzalez, 1985).
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3.5 Principales géneros de bacterias fitopatogenas

Existen mas de 200 bacterias fitopatdgenas y algunos de los mas comunes son
los siguientes: Erwinia sp, Pseudomonas sp, Xanthomonas sp, Pectobacterium
sp, Agrobacterium sp, y Clavibacter sp?°.

Algunas de estas especies de bacterias fitopatdgenas producen enormes
pérdidas debido al gran nimero de plantas que afectan, mas que a la gravedad
de sus ataques en cada caso particular. Es el caso de podredumbres blandas
en numerosas plantas horticolas y ornamentales causadas por bacterias de los
géneros Pectobacterium spp, Dickeya sp, o Agrobacterium spp., que es capaz

de producir tumores en mas de 600 especies vegetales?©.

3.6 Lesiones caracteristicas producidas por bacterias fitopatégenas

La sintomatologia de las enfermedades bacterianas es extremadamente
variada, pero generalmente caracteristica para un patégeno en particular. Los
sintomas pueden variar desde mosaicos, pareciendo infecciones virales, a
grandes anormalidades tales como las agallas o partes de plantas
distorsionadas. La alteracion hormonal puede producir crecimientos anormales
caracteristicos en raices, tallos y estructuras florales (filodia) y a veces color

anormal de las flores (virescencia). Los sintomas mas comunes son las

Ohttp://diversidadagroambiental.aragon.es/index.php/mod.documentos/mem.descargar/fichero.documentos_Documento
_1- Generalidades_de_bacterias_fitopatogenas_0851766f%232E%23pdf/chk.11a0e6c9a8936a33¢1122667ca3ed38b
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manchas en hojas o frutos, tizones o muerte de tejidos en hojas, tallos o troncos
de arboles, y podredumbres de raices o tubérculos o cualquier otra parte de la
planta. También pueden ocurrir marchitamientos debido al taponamiento del
tejido vascular. Los sintomas pueden variar con el fotoperiodo, variedad
vegetal, temperatura y humedad, y la dosis de infeccidon. En algunos casos, los
sintomas pueden desaparecer o volverse poco importantes al continuar el

crecimiento de la planta (Vidaver, 2006).

3.7 Aislamiento e identificacion de la bacteria fitopatégena

Cuando se va a aislar una bacteria fitopatégena es una buena practica usar
diferentes medios comunes de agar. La mayoria de las Erwinia, Xanthomonas,
Acidovorax, Burkholdera, Ralstonia y Agrobacterium spp. crecen
adecuadamente produciendo colonias caracteristicas en medio caldo nutritivo
de levadura (NBY) o en agar extracto de levadura, dextrosa y carbonato de
calcio (YDC). La mayoria de la Pseudomonas y Clavibacter spp. crecen
adecuadamente en medio King B y NBY respectivamente (Shaad, 2001).

La identificacion de bacterias fitopatdgenas aisladas requiere de toda una serie
de pruebas y bastante criterio. Por lo general debe estudiarse la morfologia de
las células, la forma y el color de las colonias formadas en medios sélidos, asi
como diversas reacciones fisiologicas y de patogenicidad en varios

hospedantes. La informacién obtenida en estas pruebas generalmente permite
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decidir a cual especie previamente descrita corresponde el aislamiento en
estudio (Gonzalez, 1985).

Uno de los requisitos para considerar a una bacteria como el agente inductor de
una enfermedad es aislarla y purificarla a partir del tejido enfermo. Para llevar a
cabo en esta etapa existen diferentes metodologias y la eleccién de cualquiera
de ellas dependera del tipo de sintoma, grado de avance de la enfermedad y

del material y equipo disponibles (Gonzalez, 1985).

3.8 Pudricién Blanda

La pudricion blanda bacteriana es causada por varios tipos de bacterias, pero
mas comunmente por especies de gram-negativas como Erwinia,
Pectobacterium, y Pseudomonas sp. Es una enfermedad destructiva de las
frutas, hortalizas y plantas ornamentales que se encuentran en todo el mundo, y

los efectos de casi todos los géneros de las familias de plantas (Agrios, 2005).

Inicialmente la enfermedad se presenta con manchas amarillentas de aspecto
acuoso Y traslicido, que se localizan en cualquier parte del pseudotallo. Luego
estas coloraciones se tornan castafio rojizo y se extienden en todos los
sentidos, cubriendo las vainas de las hojas parcial o totalmente. Finalmente las
zonas afectadas toman un color oscuro y de los tejidos circundantes, al ser

presionados, se desprende un liquido fétido (Martinez, 2006).
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La pudricion blanda se produce debido a la secrecion de enzimas bacterianas
conocidas como pectinasas las cuales actian sobre las sustancias pécticas
gue son el componente principal de la lamela media, es decir, el cemento
intercelular que mantiene en su sitio a las células de los tejidos vegetales. Las
sustancias pécticas son polisacaridos que consisten principalmente en cadenas
de &cido galacturénico entre mezcladas con un nimero menor de ramnosa y
pequefias cadenas laterales de acido galacturénico y otros azucares; estos
representan también una parte de la pared celular primaria, a nivel de la cual
forman un gel amorfo que llena los espacios que hay entre las microfibrillas de
la celulosa. Con la ayuda de estas enzimas especiales, la planta se convierte en
una papilla liquida a fin de que las bacterias para consumir los nutrientes de la

célula vegetal (Agrios, 2005).

3.8 Pectobacterium aroidearum

El género Pectobacterium anteriormente era considerado dentro del género
Erwinia, posteriormente fueron consideradas especies muy divergentes como
para encontrarse dentro de un mismo clado, por lo tanto se dividié en tres
géneros diferentes: Erwinia, Pectobacterium y Brenneria (Woese, 1985).

Miembros del género Pectobacterium (anteriormente Erwinia) causan la
enfermedad de pudriciones blandas en plantas de la familia de las
angiospermas en al menos 16 dicotiledéneas y 11 monocotiledoneas (Naghan

et al. 2013).
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El género tiene cinco especies de las cuales Pectobacterium atrosepticum y
Pectobacterium carotovorum han sido estudiadas extensivamente debido a su
importancia econdmica en cultivos basicos de la alimentacién. Las otras tres
especies reconocidas son Pectobacterium betavasculorum, Pectobacterium
cacticida y Pectobacterium wasabie, principales patdégenos que se encuentran
en la remolacha azucarera, cactus y rdbano respectivamente (Naghan et al.
2013).

Pectobacterium aroidearum son bacilos gram negativos, forman colonias
blancas pequefas y lisas; anaerobios facultativos, no forman esporas, utiliza
pectina, es tolerante a la eritromicina; no produce gas a partir de la utilizacion
de D-glucosa y reduce la sucrosa; crece sobre caldo Luria a 37°C y 39°C. Se
distingue de otras especies del género Pectobacterium por la habilidad de
utilizar glucégeno, D-serina, D- alanina, L-alaninamida, L- alanina,
glucoronamida y L- alanilglicina. También utiliza maltosa, melobiosa, rafinosa,
xilitol, DL — acido lactico a- acido cetoglutarico D- lactona del acido galactonico
Tweens 40 y 80, Glicil L- acido aspartico, celobiosa y acido D-glucosaminico
pero no D-arabitol o glucosa-1-fosfato. Ademas de que tiene menos del 65% de
similaridad genomica con las otras especies de Pectobacterium (Figura 2)

(Naghan et al. 2013).
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Pectobacterium aroidearum SCRI 121

100
Pectobacterium aroidearum SCRI 1097

100 Pectobacterium aroidearum SCRI 102

Pectobacterium aroidearum Pc1

98

Pectobacterium aroidearum SCRI 3

‘Pectobac Subsp. brasiliense’ CFBP 6617

97 Pectobacterium carotovornim subsp. carotovorum CFBP 20487
100 Pectobacterium carotovorum subsp. odoriferum CFBP 18787

Pectobacterium wasabiae CFBP 33047

100 Pectobacterium airosepticum CFBP 15287

Pectobacterium betavasculorum CFBP 21227

Figura 2. Arbol filogenético donde muestra a Pectobacterium aroidearum como un taxén dnico.
Fuente: (Nabhan et al. 2013)

3.9 Pruebas de rpidas fitopatogencidad

La demostracion de la patogenicidad de una cepa bacteriana es un
procedimiento complicado pues requiere mucho tiempo para que aparezcan los
sintomas tipicos de las enfermedad en la planta homoéloga. En la mayoria de las
ocasiones no siempre se dispone tiempo o aun mas dificil, cuando se trata de
arboles o plantas que no se encuentran en la region (Loredo & Vega, 2009).

Debido a estos problemas, se ha venido buscando la forma de determinar en un
tiempo corto la patogenicidad de una aislamiento bacteriano. Es preciso sefialar
gue para estas pruebas es necesario que los cultivos bacterianos estén puros, y
no tengan mucho tiempo de haberse sembrado en medios de cultivo (no mayor
a 48 horas) ya que podria correr el riesgo de que pierdan su virulencia (Loredo

& Vega, 2009).
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3.9.1 Reaccidn de hipersensibilidad

La mayoria de los patdogenos vegetales puede inducir una reaccion de
hipersensibilidad (HR) en especies vegetales no hospedantes o en plantas
indicadoras (Klement et al. 1964). La HR es un mecanismo de defensa de
plantas no hospedantes en respuesta a la presencia de un patdgeno. El tejido
es sensible al patdégeno, resultando en una muerte rapida de las células
vegetales locales, atrapando al patdégeno. Esto limita efectivamente Ila
dispersion de la infeccion. Se puede usar la prueba de hipersensibilidad para
determinar si una colonia aislada de un tejido vegetal infectado es un patégeno.
Para ello se lo introduce, en una suspension acuosa del cultivo en una hoja de
una planta no hospedante. El tabaco (Nicotiana tabacum L.) (Figura 4.C) se usa
con frecuencia en pruebas de hipersensibilidad porque tiene hojas con espacios
internervales grandes que se infiltran facilmente, pero para algunas bacterias
Gram positivas se puede usar Mirabilis jalapa (maravilla 6 Don Diego de noche).
El colapso dentro de las 48 horas del tejido vegetal en la zona infiltrada indica
gue la bacteria posiblemente sea un patégeno de otro hospedante (Vidaver,
2006). La reaccidon de hipersensibilidad es una prueba muy atil dentro de la
fitobacteriologia, porque con ella se puede determinar facil y rapidamente si una
bacteria es 0 no fitopatdgena, sobre todo para aquellas bacterias aisladas de
muestras con manchas foliares y tizones, aunque también algunas que causan
pudriciones pueden dar la reaccidon positiva. Las bacterias fitopatbgenas

ocasionan necrosis del tejido en plantas susceptibles e inducen una clara
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reaccion de hipersensibilidad en hojas de tabaco después de 24 horas de la

inoculacion (Rodriguez, 2006).

3.9.2 Pudricion del tubérculo de papa

La mayoria de los fitopatdbgenos secretan enzimas al estar en contacto con
algun sustrato. Algunos secretan enzimas celuloliticas y/o pectoliticas que
provocan el ablandamiento y la desintegracion de las sustancias de la pared
celular y ademas permiten que el patégeno al penetrar y propagarse en los
tejidos, ocasione el colapso y la desintegracion de su estructura celular. Para
bacterias aisladas de 6rganos con pudricidn, la patogenicidad se puede valorar
con la prueba de pudricion en papa y los resultados se pueden observar desde
las primeras 24 horas de haberse realizado (siempre y cuando se inocula una

buena cantidad de cultivo bacteriano) (Rodriguez, 2006).

3.10 Pruebas bioquimicas (Biolog Microbial ID SystemMR)

Las pruebas bioquimicas se emplean para identificar de forma clara y precisa,
la presencia o ausencia de una enzima, de un grupo de enzimas, o de una via
metabdlica completa en uno 0 mas microorganismos. Una de las técnicas
rapidas mas usadas para la identificacion de bacterias es el sistema Biolog
Microbial ID System® que consiste en una placa de microtitulacién de 96 pozos
gue contiene 95 sustratos de carbono y un indicador redox y colorante de
tetrazolio (Figura 3). La microplaca una vez inoculada proporciona una “huella
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digital fenotipica” del microorganismo que puede ser utilizada para identificarlo a
nivel de especie dentro de una base de datos. Todos los nutrientes y sustancias
bioquimicas necesarias se encuentran en los 96 pozos de la microplaca. El
colorante redox de Tetrazolio se utiliza para indicar colorimetricamente la
utilizacion de la fuente de carbono o de resistencia a los productos quimicos
inhibitorios!?.

Todos los pozos son incoloros antes de la inoculacién. Durante la incubacion
hay un aumento de la respiracién en los pozos donde estan las bacterias que
pueden utilizar cierta fuente de carbono y / o crecer; el aumento de la
respiracion provoca la reducciéon de del colorante redox tetrazolio formando un
color purpura. Los pozos negativos se mantienen incoloros, como lo es el caso
del control negativo el cual no contiene ninguna fuente de carbono . También
hay un pozo de control positivo utilizado como referencia para los ensayos de
sensibilidad quimica. Después de la incubacion, se forma la huella digital
fenotipica de acuerdo a la secuencia formada por los pozos que viraron a color

purpura esta se compara con una amplia biblioteca de especies de Biolog ®?*.

1 http://www.biolog.com/products-static/microbial_identification_manual_system.php
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Figura 3. Diagrama de la distribucion de las pruebas evaluadas en el sistema de inoculacion
Gen Il Biolog®.
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3.11 Extraccion de DNA y PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) fue utilizada por primera vez por
Kary Mullis en 1983. EI DNA amplificado puede ser clonado directamente o
usado en una gran variedad de procedimientos analiticos (ej. southern blot). El
PCR es una técnica muy simple: dos oligonucleotidos son sintetizados cada uno
como secuencia complementaria de una hebra opuesta (secuencia de un
segmento en cada una de las hebras) del DNA blanco en posiciones que estén
mas alla de aquellas donde termina el segmento a ser amplificado. Los
oligonucleotidos sirven como cebadores con sus extremos 3' orientados en
direcciones opuestas (Vazquez, 2003).

El DNA aislado que contiene el segmento a ser amplificado es calentado
levemente para ser desnaturalizado (separado en hebras sencillas), después se
enfria en presencia de grandes cantidades de los oligonucleotidos sintéticos, lo
gque permite que por hibridizacion, se encuentren las secuencias
complementarias. En este momento se agregan los cuatro
desoxiribonucleotidos trifosfato y el segmento hibridizado sirve como cebador
para iniciar la amplificacion. El proceso de calentamiento y enfriamiento se lleva
a cabo unas 25-30 veces en algunas horas en un aparato que lo hace
automaticamente, hasta que el fragmento puede ser analizado o clonado

(Vazquez, 2003).
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Los segmentos son amplificados utilizando una DNA polimerasa resistente a los
cambios de temperatura como la Taq polimerasa (aislada de una bacteria
hipertermofila). Si se disefian con cuidado los cebadores de tal forma que
contengan sitios de corte para endonucleasas, se puede facilitar mucho la
clonacion del DNA amplificado (Vazquez, 2003).

En PCR, el acido desoxirribonucleico (DNA) es el analito. Por tanto, una buena
muestra implica siempre un correcto proceso de obtencion de esta molécula a
partir de material biol6gico*?.

La extraccion de DNA consta de una etapa de lisis, que consiste en romper las
estructuras que confinan el citoplasma y liberar al medio su contenido y otra de
purificacion, que implica la retirada de la solucion final de la mayoria de
elementos que pueden interferir en la PCR De los tres pasos criticos que
componen el analisis de patégenos por PCR , la extraccién de DNA es quizas el
mas desconocido y sobre el que mas control podemos ejercer?.

El DNA se puede cuantificar utilizando equipos cuya funcién especifica es la de
medir espectrofotometricamente la cantidad de acidos nucleicos presentes en la
muestra asi como tambien conocer la pureza de la misma como lo es el equipo
NanoDrop 2000R; para lo cual se utiliza la relacién absorbancia a 260/280 con
la que se evalua la pureza de DNA y RNA. Una proporcion de
aproximadamente 1.8 es generalmente aceptado como "puro” para el DNA; una
proporcion de aproximadamente 2.0 es generalmente aceptado como "puro”

para el RNA. Si la relacion es sensiblemente inferior en cualquiera de los casos,

12 http://www.bio.davidson.edu/projects/gcat/protocols/NanoDrop_tip.pdf
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se puede indicar la presencia de la proteina, fenol o otros contaminantes que
absorben fuertemente en o cerca de 280 nm. La relacion de absorbancia
260/230 se utiliza como una medida secundaria de pureza del acido nucleico.
Los valores para considerar un acido nucleico "puro” son a menudo mas altos
gue los valores manejados en la relacion 260/280. Los valores comunmente
esperados en la relacion 260/230 se encuentran dentro del intervalo de 2.0-2.2.
Si la proporcion es sensiblemente inferior, esto puede indicar la presencia de

contaminantes que absorben a 230 nm?*2,

3.11 Gen DNAr 16s

La comparacion de las secuencias del gen 16s ribosomico permiten establecer
las relaciones filogenéticas existentes entre los organismos procariotes. Este
hecho ha tenido una enorme repercusion en taxonomia bacteriana, dando lugar
al sistema de clasificacén vigente y permitiendo la identificacion rapida y precisa
de las bacterias. Asumiendo que los cambios ocurren al azar y que aumentan
con el tiempo de manera lineal, las diferencias en la secuencia de los
nucleétidos que integran las macromoléculas homélogas, presentes en dos
formas de vida representan la distancia evolutiva existente entre ellas (Rodicio
& Mendoza, 2004).

El gen ribosomico 16S es la macromolécula mas ampliamente utilizada en
estudios de filogenia y taxonomia bacterianas. Su aplicacion como cronémetro
molecular fue propuesta por Carl Woese (Universidad de lllinois) a principios de
la década de 1970. Desde entonces, el analisis de los RNAr 16S se ha

utilizando ampliamente para establecer las relaciones filogenéticas dentro del
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mundo procariota, causando un profundo impacto en nuestra vision de la
evolucion y, como consecuencia, en la clasificacion e identificacion bacteriana
(Rodicio & Mendoza, 2004).

El RNAr 16s es un polirribonucledtido de aproximadamente 1.500 pb, codificado
por el gen DNA ribosomal 16S (DNAr 16S), a partir de cuya secuencia se puede
obtener informacién filogenética y taxondmica. Como cualquier secuencia de
nucledtidos de cadena sencilla, el RNAr 16S se pliega en una estructura
secundaria, caracterizada por la presencia de segmentos de doble cadena,
alternando con regiones de cadena sencilla (Rodicio & Mendoza, 2004).

Una vez determinada la secuencia de nucledtidos y establecidas las
comparaciones, seréa el grado de similitud entre las secuencias de los DNAr 16S
de dos bacterias lo que indique su relacién evolutiva. Ademas, el analisis
comparativo de secuencias permite construir arboles filogenéticos, que reflejan
graficamente la genealogia molecular de la bacteria, mostrando su posicién
evolutiva en el contexto de los organismos comparados. Hay que tener en
cuenta, no obstante, que es la comparacion de genomas completos, y no la
comparacién de los DNAr 16S, la que aporta una indicacion exacta de las
relaciones evolutivas (Rodicio & Mendoza, 2004). Este gen es utilizado para
establecer relaciones filogenéticas debido a las siguientes caracteristicas
(Woese, 1985):

1 . Se trata de una molécula muy antigua, presente en todas las bacterias

actuales. Constituye, por tanto, una diana universal para su identificacion.
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2 . Su estructura y funcidon han permanecido constantes durante un tiempo muy
prolongado, de modo que las alteraciones en la secuencia reflejan
probablemente cambios aleatorios .

3 . Los cambios ocurren de manera suficientemente lenta, como para aportar
informacion acerca de todos los procariotas. Los RNAr SSU contienen, sin
embargo, suficiente variabilidad para diferenciar no so6lo los organismos mas
alejados, sino también los mas proximos .

4 . El tamafo relativamente largo de los RNAr 16S ( 1550pb) minimiza las
fluctuaciones estadisticas.

5 . La conservacion en estructura secundaria puede servir de ayuda en las
comparaciones, aportando una base para el alineamiento preciso.

6 . Dado que resulta relativamente facil secuenciar los DNAr 16S existen bases

de datos amplias, en continuo crecimiento.

3.12 Postulados de Koch

Actualmente los postulados de Koch constituyen la piedra angular de cualquier
estudio sobre la etiologia de una enfermedad y son una herramienta de vital
importancia para la rapida identificacion de nuevos patégenos (enfermedades
emergentes y reemergentes) con el fin de aplicar tratamientos preventivos.
Ademas los investigadores han conseguido aplicar estos postulados en campos
en los que parecian inaplicables como, como la biogeoquimica, la

biorremediacion y la industria alimentaria (Fuentes, 2007).
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A partir de la observacion en diversas investgaciones Koch propuso los

siguientes postulados:

1.

La bacteria debe aislarse de organismos enfermos y nunca de
organismos sanos.

Cuando un organismo esta enfermo la bacteria debe aislarse en
cultivo puro.

Si la bacteria se inocula a otro organismo debe reproducirse la
enfermedad.

La bacteria debe aislarse nuevamente en cultivo puro.

A pesar de su historia secular, dicha ley ha superado la prueba del tiempo por

su esencia filosoéfica y su estabilidad conceptual y, por otro lado, debido a su

relativa independencia, ha permitido la incorporacion de nuevos marcadores y

protocolos experimentales propios de cada disciplina, sin renunciar a sus

principios filoséficos (Volcy, 2008).

Al aplicar los postulados de Koch a microorganismos fitopatégenos se obtienen

los siguientes:

1. El agente fitopatdgeno debe estar o haber estado asociado siempre

con la enfermedad y reciprocamente, esta no debe manifestarse si el
microorganismo esta ausente.

El agente fitopatdbgeno debe ser aislado al estado puro en medio de
cultivo, para estudiar sus caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y

culturales.
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3. La planta hospedante debera reproducir los sintomas caracteristicos
de la enfermedad al ser inoculada con el agente aislado, en
condiciones favorables.

4. El agente fitopatbgeno debe ser reaislado en cultivo puro e

identificado con el aislado primeramente.
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V. Objetivos

4.1 Objetivo general

Identificar bacterias fitopatdbgenas en muestras de papayo provenientes de la
Republica Mexicana obtenidas durante el periodo Agosto-Octubre 2013 para

conocer su estatus fitosanitario.

4.2 Objetivos especificos
- Aislar y purificar las bacterias fitopatogenas de las diferentes muestras de
papayo, en base a las lesiones caracteristicas.

- Evaluar la fitopatogenicidad de la bacteria obtenida mediante pruebas de

patogenicidad rapidas.

- ldentificar los aislamientos mediante pruebas bioquimicas y el analisis

filogenético.

V. Hipotesis

De las lesiones presentadas en la planta de la papaya (Carica papaya L.) se

aislaran e identificaran diferentes géneros de bacterias fitopatdgenas.
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VI. Metodologia

6.1 Muestreo

Personal del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica Fitosanitaria
(SINAVEF) tomé muestras de material vegetal (hojas, tallo, flor y/o fruto) de
plantaciones de papayo (Carica papaya L). De las cuales se seleccionaron
porciones de la planta que presenten lesiones caracteristicas producidas por

oraganismos fitopatégenos.

6.2 Aislamiento y purificacién

Para el aislamiento de las bacterias causantes de las lesiones en la planta de
papaya es necesario someter la muestra obtenida aun tratamiento, para lo cual
se llevarén a cabo los siguientes pasos basados en metodologia propuesta por
Rodriguez (2006):

e Se agregé a la muestra (previamente cortada en trozos pequefios)
hipoclorito de sodio al 1% reposando aproximadamente durante 3
minutos.

e Posteriormente se decanto el hipoclorito y se lavé tres veces con agua
destilada estéril.

e Bajo condiciones asépticas se transfirieron los cortes de tejido a un tubo
con agua destilada estéril dejandose reposar durante un dia; esto con el

fin de aislar las bacterias fitopatdgenas. Se tomo una gota de la
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suspencion con el asa bacteriologica y se siembra por estria cruzada en
medio B de King dejar incubar durante 48 horas a una temperatura de

28° C.

Para su purificacion se seleccionaron colonias aisladas y se sembraron

nuevamente en medio King B.

6.3 Pruebas rapidas de fitopatogenicidad

Se evallo la fitopatogenicidad de las bacterias seleccionadas mediante dos

pruebas rapidas: Pudricion en papa e Hipersensibilidad en tabaco.

La pudricion en papa se realizé en base a la siguiente metodologia propuesta

por Rodriguez (2006):

1.

3.

Un tubérculo de papa (Solanum tuberosum L), se lava se seca y se
desinfecta superficialmente, bafiandolo con etanol al 70% e hipoclorito de
sodio.

Los tubérculos se cortaron en rebanadas de aproximadamente 5 mm de
grosor, colocandose en cajas Petri con papel filtro (previamente
esterilizado), se pueden acomodar dos rebanadas por caja y una de ellas
sirvio como testigo.

A cada una de las rebanadas se les hizo una incisién superficial y solo en
una de ellas se inoculo la bacteria a probar.

Finalmente se le adicionaron unos 2-3 mL de agua estéril solo para
humedecer el papel y crear un ambiente hiumedo, se incuban a 28°C

durante 24-72 horas.
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5. A partir de las primeras 24 horas, se palpo el tejido de cada una de las
rebanadas, presentando un ablandamiento considerandose la prueba
positiva.

La hipersensibilidad en tabaco:

1. A partir de una cepa pura, se preparé una suspension bacteriana en un
tubo de ensaye con agua destilada estéril y en condiciones asépticas, a
una concentracion de 1 x 107 UFC/mL (unidades formadoras de colonias
por mililitro).

2. Inoculandose por inyeccion entre las nervaduras del envés de las hojas
de tabaco (Nicotiana tabacum L). Las plantas inoculadas se mantuvieron
a temperatura ambiente, es decir de 20 a 30 °C, nunca a una
temperatura mayor de 35 °C.

3. A las 24 horas posteriores a la inoculacion, la zona infiltrada presento

perdida de turgencia y/o necrosis considerandose la prueba positiva.

6.4 ldentificacion bioquimica de microorganismos (Biolog Microbial 1D
System ©)

La metodologia utilizada es la indicada en las instrucciones de uso del sistema

Biolog®:

1. A partir de las cepas purificadas se tomé con hisopo estéril una pequefia
cantidad del cultivo y se coloco dentro del fluido de inoculacion que se
encuentra en el kit del Biolog Microbial ID System® cuidando siempre de
mantener una concentracion que registre una transmitancia del 85%

medida con turbidimetro.
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2. Se Coloc6 en cada uno de los pozos de la placa 100uL de la mezcla
obtenida.
3. Posteriormente se incubd a una temperatura de 28°C y se ley6 a las 24

horas.

6.5 Extraccion del DNA

La extraccion del material genético se hizo mediante el protocolo establecido
dentro del SENASICA:

1. Se tomé una asada del cultivo bacteriano puro y se coloca dentro de un
tubo de microcentrifuga que contiene 250uL de etanol puro absoluto.

2. Se agrego a la mezcla un mililitro de buffer CTAB previamente calentado
a 65°C.

3. Se procedi6 a colocar la muestra a -40°C durante 10 min.

4. Posteriormente se colocdé en bafio maria a una temperatura de 65°C
durante 10 minutos.

5. Se dej6 a temperatura ambiente durante 10 minutos y se centrifugd a
12000 rpm.

6. Se decant6 el sobrenadante y se agregé a la pastilla cloroformo
previamente enfriado a -20°C para subsiguientemente agitar
vigorosamente durante 10 minutos.

7. Nuevamente se centrifugé 12000 rpm por 10 minutos.

8. Después se separa la mezcla en 3 fases, para tomar la fase superior
tratando de no tocar la fase intermedia.

9. Se coloct dentro de un tubo de microcentrifuga y se agrego isopropanol
previamente enfriado -20°C mezclando por inversion.

10.De nuevo se centrifugo la mezcla a 12000 rpm por 10 minutos.

11.Se decant6 dejando la pastilla y se lava dos veces con etanol frio al 70%.
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12.Finalmente se cuantifica la cantidad de DNA obtenido por medio del
equipo Nanodrop 2000® ajustando la cantidad a 20ng/pL.

6.6 Amplificacion y secuenciacion del gen DNAr 16s

Para la amplificacion del gen 16s ribosémico se utilizaron los primers
universales 8f y 1492r (Tabla 1). La mezcla de reaccion contenia buffer de PCR,
MgCl2, DNTP’S, iniciador 8f e iniciador 1492r asi como Taq polimerasa; las
cantidades se muestran en la tabla 2.

Las condiciones en las que se llevo a cabo la amplificacién se muestran en la
tabla 3.

Tabla 1 Secuencias de los primers utilizados en la amplificacién y secuenciacion del gen 16s
ribosémico.

Primer Secuencia

8f AGAGTTTGATCCTGGCTCAG Turner et al. (1999)
1492r GGTTACCTTGTTACGACTT Turner et al. (1999)
515f GTGCCAGCMGCCGCGGTAA Turner et al. (1999)
907r GTGCCAGCMGCCGCGGTAA Lane et al. (1991)

Tabla 2. Cantidades de los componentes de reaccion utilizados en la amplificacién del gen 16s
ribosémico.

Componentes de reaccion Volumen pL

Buffer de PCR 10X 2.5

MgCl2 50mM 0.75
DNTP’S 10mM 0.5
Iniciador 8f 1
Iniciador 1492r 1

Taqg polimerasa5U/uL 0.3
DNA problema 5
Volumen final 25
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Tabla 3. Programa del termociclador para llevar a cabo la amplificacién del gen 16s ribosémico.

Temperatura °C Tiempo Ciclos
(minutos:segundos)

95 1:30 1
94 00:40

59 00:40 35
72 1:00

72 3:00 1

4 o0

La comprobacién de los productos amplificados obtenidos se hizo mediante
electroforesis con un gel de agarosa al 1.5% agregando gel red como colorante

para tefiir, en buffer TAE 1X a 120 volts por 50 minutos.

6.7 Secuenciacion y analisis de la secuencia.

La secuenciacion se realiz6 en SENASICA mediante el método enzimético y
utilizando los primers 515f y 907r (Tabla 1); se consiguieron secuencias forward
y reverse de 1300 a 1400pb aproximadamente, fueron editados en el programa
BioEdit 7.2.3 (Hall, 2013) obteniendo una secuencia consenso la cual se editd
en base a los electroferogramas, posteriormente se compararon utilizando el
algoritmo BLAST en la base de datos del GenBank, el EMBL y el RDP. Una vez
comparadas las secuencias, se realizo un alineamiento mdultiple mediante el
programa ClustalW. Posteriormente se realizé el arbol filogenético mediante el
programa MEGA 6.0 (Tamura, 2013) basados en el método de inferencia
filogenética utilizado por Maximum Likelihood, tomando como fuera de grupo a

Pantoea ananatis; todas las secuencias se descargaron de la LSPN.
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6.8 Patogenicidad en fruto y plantulas de papayo

Para llevar a cabo los postulados de Koch se procedié a lo siguiente:

1.

Se hizo una suspension bacteriana con agua destilada esteril con una
absorbancia de 0.05.

Se lavaron y desinfectaron con hiploclorito de sodio al 1% papayas de
tamafo pequefio sin lesiones visibles y sanas.

Posteriormente se le hicieron de cinco a seis inoculaciones con
aproximadamente 0.3mL de la solucion bacteriana, haciendose por
duplicado para cada cepa y para los testigos simplemente se inoculo
agua destilada esteril.

Se mantuvieron a una temperatura de 28°C y en cadmara humeda hasta
observarse las lesiones caracteristicas provocadas por las bacterias.

A partir de las lesiones producidas se tomo una asada y se sembro en
medio king B incubandose a 28° C durante 24hrs para su aislamiento.

Se prodecié a realizar la identificacion bioquimica de los reaislamientos

mediante el método Biolog Microbial ID System® anteriormente descrito.
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VIl. Resultados

7.1 Muestreo

Se analizaron un total de 409 muestras de papayo provenientes de los estados

de Michoacéan, Oaxaca, Veracruz, Chiapas, Colima, Jalisco y Yucatan.

7.2 Aislamiento y seleccién

Se lograron aislar algunas bacterias con diferente morfologia colonial del medio
King B a partir las 409 muestras que eran inicialmente; de las cuales se
seleccionaron aquellas bacterias que en alguna de las dos pruebas rapidas de

fitopatogenicidad dieron un resultado positivo (Tabla 4).

En la prueba de pudricién en papa se observéd el ablandamiento y/o pudricién
del tejido mientras que en la prueba de hipersensibilidad en tabaco se

observaron manchas y hasta necrosis foliares (Figura 4. A, By D).

40



Figura 4.C

Figura 4. La flecha roja sefiala A. y B. Prueba de pudricion en papa y D. Prueba de
hipersensibilidad en tabaco positivas. C Planta de Tabaco (Nicotiana tabacum L.)

7.3 Identificacion bioquimica de microorganismos (Biolog Microbial ID
System®)

Una vez evaluadas las placas, se introdujo el patron metabdlico obtenido que es
Gnico para cada especie y se compara en la base de datos de Biolog®

obteniendo la posible identidad de la bacteria (Tabla 4).
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Tabla 4. Resultados obtenidos de las pruebas de fitopatogenicidad rapida, del sistema de
identificacion Biolog®, asi como estado de la Republica de procedencia de la muestra.

cepa tabaco papa BIOLOG® (microorganismo Lugar de
identificado) Procedencia
CNRF 18. papayo + - Flavimonas oryzihabitans Michoacan
CNRF 19. papayo + - E.coli Michoacan
CNRF 47. papayo + - Achromobacter Oaxaca
CNRF 70. papayo \% - Pseudomonas viridiflava Oaxaca
CNRF 75. papayo \Y, - Serratia sp. Oaxaca
CNRF 88. papayo \% - Pseudomonas sp Oaxaca
CNRF 107. papayo \% - Salmonela/Serratia Colima
CNRF 108. papayo \% - Serratia Colima
CNRF 151. papayo - + Mycobacterium Colima
CNRF 154. papayo - + Paenibacillus tundrae Colima
CNRF 155. papayo - + Pseudomonas fluorescens Colima
CNRF 188. papayo - Vv Serratia sp. Veracruz
CNRF 203. papayo - \% Acinetobacter baumani Veracruz
CNRF 205. papayo - \% Exiguobacterium Colima
CNRF 210. papayo - \% Paenibacillus/ Streptococcus Veracruz
CNRF 231. papayo - + Enterococcus munditii Yucatan
CNRF 264. papayo + - Achromobacter/pseudomonas Jalisco
CNRF 302. papayo - + lactococcus lactis Chiapas
CNRF 306. papayo + \% Serratia/ Enterobacter Colima
CNRF 308. papayo - + Serratia/ Enterobacter/ Colima
Pantoea
CNRF 334. papayo \ - Achromobacter/pseudomonas Jalisco
CNRF 336. papayo \% - Achromobacter/pseudomonas Colima
CNRF 337. papayo \% - Enterobacter cloacae Colima
CNRF 342. papayo + - Pseudomonas Colima
sirygae/fluorescens
CNRF 366. papayo + + Pectobacterium sp. Colima
CNRF 391. papayo + + Pectobacterium sp. Chiapas
CNRF 393. papayo + + Pectobacterium sp. Chiapas
atroseptica/Dickeya
CNRF 396. papayo + + Dickeya / Enterobacter Chiapas
CNRF 450. papayo - + Sphingomonas, Veracruz
mycobacterium

CNRF 494. papayo - + Pectobacterium sp. Jalisco
CNRF 540. papayo - + Bacillus/mycobacterium) Yucatan

Positivo +, Negativo -, V variable.

De todas las cepas solo se seleccionaron aquellas bacterias que son de
importancia fitopatdgena basados en el resultado obtenido por la identificacion
bioquimica y en los resultados de las pruebas de fitopatogenicidad eligiéndose

las cepas 366, 391, 393 y 494 pertenecientes al género Pectobacterium.
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Una vez identificadas las cepas de interés, se colocaron los resultados de cada
una de las pruebas evaluadas en los pocillos, en una tabla que se anexa al final
de la presente (Anexo I) y algunas de esas caracteristicas bioquimicas se
compararon con las de las especies de género Pectobacterium tanto P.

aroidearum como P. carotovorum reportadas por Nabhan et al. 2013.

Tabla 5. Diferenciacion fenotipica de las cepas problema con las especies Pectobacterium
aroidearum y carotovorum.

Prueba 12 20 366 391 393 494
Crecimiento a 37° C + + + + + +
Utilizacion de L-alanina, (+) - - / - -
Utilizacién de glucoronamida +) - / / / /
D-arabitol - (+) - - - -
celobiosa + + + + + +
Acido a-cetoglutarico + - + - - -
DL-acido lactico + - / + 5 5
maltosa (+) (+) - - - -
D-melobiosa, rafinosa + + + + / +
D-serina + - - - - /
Tweens 40 + - / / / /

Pectobacterium aroidearum 2, Pectobacterium carotovorum °, Negativo —, Positivo +, Cominmente
positivo (+), Bordeline /.

7.5 Patogenicidad en fruto y plantulas de papayo

A los tres dias posteriores a la inoculacion de la suspension bacteriana en frutos

de papayo, se observaron pudriciones superficiales con elevacion, bordes
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irregulares, hiumedas, presentando una coloracidn mas oscura alrededor de la
lesion y una clara licuefaccién del tejido en comparacion al testigo (Figura 5).
Al hacer un corte longitudinal del tejido se observd claramente el avance de la

pudricion asi como una coloracion traslicida alrededor de la lesion y una

desorganizacion evidente del tejido (Figura 6).

Figura 5.A Figura 5.B

Figura 5. A. Papaya testigo y B. papaya inoculada con la suspensién bacteriana indicando con
flechas las claras lesiones producidas
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Figura 6 A y B. Cortes longitudinales del fruto del papayo lesionado sefialando con flechas la
evidente pudricion y desorganizacion del tejido.

En las plantulas de papayo se observé una pudricion y muerte de la planta en

relacion a la testigo (Figura 7).

Figura 7 A la izquierda se observa plantula testigo sin ninguna lesion, al centro y derecha se
observan plantulas con evidentes lesiones sefialadas con flechas.
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7.6 Amplificacion del gen ribosémico DNA 16s.

Se logro la amplificacion del gen DNAr 16s observandose una banda con un
peso aproximado de 1500pb en el gel de agarosa al final de la corrida

electroforética.
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Figura 8. Amplificacién del gen 16s obsérvese una banda abroximadamente a los 1500pb
(M.M= Marcador Molecular).

7.7 Secuenciacion

Una vez amplificado el gen DNAr 16s, se mandé a secuenciar obteniendo dos
cadenas (forward y reverse) de 1300 a 1400 nucleétidos aproximadamente; de

cada una de las cepas.
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Las secuencias obtenidas no cuentan con ambigiedades significativas por lo
gue cumplen con los requisitos para el analisis filogenético. Las secuencias

obtenidas se anexan al final del presente trabajo (Anexo II).

7.8 Andlisis filogenético

Realizado el alineamiento multiple a partir cada una de las secuencias editadas
y analizadas; y obtenido el arbol filogenético con el método de inferencia
Maximum Likelihood se observé que las secuencias de las cepas problema, con
respecto a las secuencias de las diferentes especies tipo del género
Pectobacterium; se agrupaban en un mismo clado con la especie aroidearum

teniendo asi una mayor coincidencia con la esta especie (Figura 9).

CNRF.366.papayo.Contig-0
CNRF.494.papayo.Contig-0
JN600323.Pectobacterium aroidearum.SCRI109.16S
‘ CNRF.391.papayo.Contig-0
W.Contig-o
— AJ23341.Pectobacterium.carotovorum.subsp.carotovorum.16S.DSM30168
. AJ223407.Pectobacterium.carotovorum.subsp.odoriferum.LMG17566.16s
—— ECUB0198.Pectobacterium.betavasculorum.ATCC43762.16S
796090.Pectobacterium.atrosepticum.16S.LMG 2386
—::U80199.Pectobacterium.Wasabiae.CFBP3304.168

EAU80196.Pantoea.ananatis.16S

0.005

Figura 9. Arbol filogenético generado a partir de las secuencias del gen 16s de las principales
especies de Pectobacterium (atrosepticum, betavasculorum, wasabie, carotovorum subsp
carotovorum y carotovorum sub odoriferum) y las secuencias problema por el método Maximum
Likelihood se observa el conjunto de cepas como un clado separado.
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VIIl. Analisis de resultados

Las cepas bacterianas 366, 391, 393 y 494 generaron pudricion en papa debido
a la produccion de enzimas pectoliticas caracteristicas del género
Pectobacterium, provocando la licuefaccién y ablandamiento del tejido del
tubérculo (Rodriguez, 2006). Ademas de producir la llamada hipersensibilidad
en tabaco debido a una exagerada respuesta de la planta frente la presencia

del fitopatdégeno (Klement et al. 1964).

Los resultados obtenidos en la identificacion a través del sistema Biolog® en la
que todas las cepas coincidieron con el patron bioquimico generado por
Pectobacterium género considerado de importancia fitopatégena debido a que
produce la llamada pudricion blanda en no menos de 16 plantas

monocotiledéneas y 11 dicotiledéneas (Ma et al. 2007).

La secuencia consenso se introdujo dentro de la base de datos del NCBI, EMBL
y RDP de las cuales se encontraron con un 99% de homologia dos especies
diferentes de Pectobacterium de las cuales aroidearum era la especie con la se
encontraban mas coincidencias. La reciente reclasificacion de esta especie es
de gran relevancia debido a que seria el primer reporte de su presencia en

México como agente causal de pudriciones blandas.

Nabhan (et al. 2013) propuso a esta especie como un taxén unico por lo tanto
se decidi6 seguir el analisis filogenético que él uso aplicando el método de
inferencia filogenética Maximum likelihood el cual intenta estimar la cantidad de

cambio real de acuerdo con un modelo establecido.
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En el arbol filogenético generado a partir de las secuencias del gen 16s de las
especies tipo de Pectobacterium y de las cepas problema, se observa la clara
agrupacion de las cepas en un clado distinto comprobando lo que Nabhan (et
al. 2013) afirmo al decir que Pectobacterium aroidearum es un taxén unico; y

confirmando asi la identidad de nuestras cepas.

Para finalizar se cumplieron los postulados de Koch, determinandose asi la

patogenicidad de Pectobacterium aroidearum.
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IX. Conclusiones

La presente tesis tuvo como objetivo la identificacion de las bacterias que se
encontraran dentro de las muestras de papayo recolectadas a finales del afio
2013 a lo largo de la Republica Mexicana. Para cumplir lo anterior se realizaron
pruebas de fitopatogenicidad rapida e identificacion bioquimica de las bacterias
indicando que las cepas asignadas con el numero 366, 391, 393 y 494 del

Centro Nacional de Referencia; pertenecen al género Pectobacterium.

La amplificacion y secuenciacion del gen DNAr 16s mostré6 una homologia del
99% con dos especies del género Pectobacterium contenidas dentro de las
bases de datos del NCBI, EMBL y RDP presentando una evidente agrupacion

mediante el analisis filogenético con la especie aroidearum.

La relevancia de esta especie radica en que anteriormente no habia sido
reportada a las autoridades fitosanitarias mexicanas como agente causal de
pudriciones blandas y la entrada a un pais de nuevas plagas y enfermedades
causa estragos tanto en su agricultura como en su economia. Sin controles
naturales en el nuevo ambiente, las poblaciones de organismos nocivos tienden
a expandirse rapidamente. El aumento de estas poblaciones de plagas requiere
grandes cantidades de alimentos, causando pérdidas a los cultivos de consumo

humano.
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Ademas de esta consecuencia negativa directa en la agricultura, la existencia
de nuevas plagas puede ocasionar efectos indirectos en la economia, debido al
cierre de mercados de paises libres de esta plaga. El cierre de mercados de
importacion puede ser tan destructivo econémicamente como el dafio directo

ocasionado al cultivo.

Por lo antes mencionado, la inspeccion fitosanitaria es de suma importancia
para el mantenimiento del patrimonio vegetal y las exportaciones agricolas de
un pais. Un buen sistema de vigilancia e inspeccion fitosanitaria es una
inversion rentable que demanda una organizacion adecuada, una capacitacion

continua y un control de calidad constante (FAO, 2014).
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XI. Anexos
Anexo |
POZO PRUEBA CNRF CNRF CNRF CNRF
366 391 393 494
Al Negative Control - - - -
A2 Dextrin / / / /
A3 D-Maltose - - - -
A4 D-Trehalose + + / +
A5 D-Cellobiose + + + +
A6 Gentiobiose + + + +
A7 Sucrose + + + +
A8 D-Turanose - - - -
A9 Stachyose + - - +
Al10 Positiv Control + + + +
All pH 6 + + + +
Al12 pH5 - + + +
B1 D-Raffinose + / / +
B2 a-D-Lactose + + + +
B3 D-Melibiose + + / +
B4 B-Methyl-DGlucoside + + + +
B5 D-salicin + + + +
B6 N-Acetyl-DGlucosamine + + + +
B7 N-Acetyl-B-DMannosamine > = = =
B8 N-Acetyl-DGalactosamine - - - -
B9 N-Acetyl - - - -
Neuraminic Acid
B10 NaCl 1% + + + +
B11 NaCl 4% / + + +
B12 NaCl 8% - + - /
C1 a-D-glucose + + + +
C2 D-mannose + + + +
C3 D-frutose + + + +
C4 D-galactose + + + +
C5 3-Methyl Glucose > = = =
C6 D-fucose - - - -
C7 L-fucose - - - -
Cs8 L-Rhamnose + + + +
C9 Inosine - - - -
C10 1% Sodium Lactate + + + +
Cc11 fusidic Acid = + / +
Ci12 D-serine - - - /
D1 D-sorbitol - - - -
D2 D-mannitol + + + +
D3 D-arabitol - - - -
D4 Myo-inositol + + + +
D5 Glycerol + + + +
D6 D-Glucose-6-POa4 + + + +
D7 D-Fructose- + + + +
6-PO4
D8 D- aspatrtic acid + + + +
D9 D-serine - - - -
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Vancomycin
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Violet
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p-Hydroxy-Phenylacetic Acid
Methyl Pyruvate
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Methyl Ester
L-Lactic Acid
citric Acid
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L-Malic Acid
Bromo-Succinic Acid
Nalidixic Acid
Lithium Chloride
Potassium
Tellurite
Tween 40
y-Amino-Butryric Acid
a-Hydroxy-
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Anexo Il.

Secuencias Obtenidas en la amplificacion del gen 16s rRNA de las cepas
problema.

>CNRF.366.papayo2.Contig-0

TAACACATGCAAGTCGAGCGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACG
AGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGA
TAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTTCGGACCAAAGAG
GGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTIG
TAGGTGAGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAG
GATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCC
GCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGA
AGGCGGTGAGATTAATACTCTCAYCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCA
CCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTT
AATCGGAATGACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGA
TGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTA
GAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
AGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTG
ACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA
GTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGG
CTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG
GTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT
GGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCACAG
AATTCGGTAGAGATACCTTAGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGC
ATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA
GCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGA
GACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCAT
GGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTATACAAAGAG
AAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTACGTCGTAGTCCGG
ATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAG
ATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT
CACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGA
GGGCGC

>CNRF.391.papayo.Contig-0

CGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAGCACAGAGAGC
TTGCTCTCGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTG
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CCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACG
TCTTCGGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCC
CAGATGGGATTAGCTIGTAGGTGAGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCC
CTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGC
CTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCA
CTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGGTGAGGTTAATAACCTCATCGATTGACGT
TACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATGACTGGGCGTAAAGCGCACGCAG
GCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCA
TTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGC
CCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTT
GTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTG
GGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCA
CAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCT
ACTCTTGACATCCASAGAAYTYRGYAGAGATRCYTTrGTGCCTTCGGGAACT
STGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGG
GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGG
CCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGAT
GACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAAT
GGCGTATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAG
TACGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAAT
CGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG
TACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAG
CTTAACCTTCGGGAGGGCGC

>CNRF.393.papayo.Contig-0

ATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTTC
GGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGAT
GGGATTAGCTIGTAGGTGAGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGC
TGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGAT
GCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTC
AGCGGGGAGGAAGGCGGTGAGGTTAATAACCTCATCGATTGACGTTACCC
GCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGA
GGGTGCAAGCGTTAATCGGAATGACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGG
TTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGA
AACTGGCAAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGLCCCCCT
GGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCC
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TTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGT
ACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTT
GACATCCASAGAAYTYRGYAGAGATRCYTTRGTGCCTTCGGGAACTSTGAG
ACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAG
TCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGG
AACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGT
CAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGT
ATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTACGT
CGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTA
GTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC
ACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAA
CCTTCGGGAGGGCGC

>CNRF.494.papayo.Contig-0

AGAGTTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACAT
GCAAGTCGAGCGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGCGGCG
GACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACT
GGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTTCGGACCAAAGAGGGGGACC
TTcGGGCCTCTtGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGA
GGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACC
AGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
GGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTG
TGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGGT
GAGATTAATACTCTCAYCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTA
ACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA
ATGACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAA
TCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTT
GTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTG
GAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCA
GGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACG
CTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGG
AGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAA
CTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA
TTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAG
CAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCT
GTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTG
CCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCC
TTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTATACAAAGAGAAGCGA
CCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTACGTCGTAGTCCGGATTGGA
GTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGA
ATGCTACGG
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