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Determinacion de biovares y razas de Ralstonia solanacearum E.F. Smith, asociados

a la marchitez bacteriana, en los cultivos de tomate Solanum lycopersicon L. y chile
pimiento Capsicum annuum L. en el oriente de Guatemala.

Determination of biovars and races of Ralstonia solanacearum E.F. Smith associated
with bacterial wilt disease in Solanum lycopersicon L. and Capsicum annuum L. in
the west of Guatemala.

RESUMEN

La marchitez bacteriana causada por Ralstonia solanacearum E.F. Smith, es
una de las principales limitantes en la produccion de solanaceas, especialmente papa y
tomate a nivel mundial (Hartman, 1991). En la produccién agricola nacional, esta
enfermedad causada por dicho patdgeno ha sido el principal problema fitosanitario, en
la produccién de tomate Solanum lycopersicon L. y chile pimiento Capsicum annuum
L., en la zona oriental del pais.

Segun los agricultores que se dedican a la produccion de estos cultivos, el
desarrollo de marchitez bacteriana se reportd en la aldea, EI Amatillo, perteneciente al
municipio de Ipala, departamento de Chiquimula y posteriormente en la Aldea El
Tempisque, municipio de Agua Blanca, Jutiapa, entre 1996-1997 (Lépez, 2004).

Tomando como referencia, la existencia de dicho patosistema, se realiz6 esta
investigacion con el objeto de determinar el biovar, raza de la bacteria (patdégeno),
asociados a la enfermedad y su distribucién geogréfica.

El estudio consistié en inspecciones en los campos de cultivo de tomate y chile
pimiento de la regién oriental de Guatemala, utilizando el método de muestreo dirigido
de French, (1980), basado en el fundamento fitopatoldgico, en donde toda area de
cultivo de tomate y chile pimiento con sintomas de la enfermedad fue incluida y
muestreada. La caracterizacion de la bacteria se fundamentdé en dos métodos de
analisis: método bioquimico y molecular.

Se realizaron pruebas rapidas de campo (flujo bacteriano); posteriormente a nivel
de laboratorio se procedid nuevamente a la extraccion de flujo bacteriano, para la
siembra de la bacteria, en cajas de petri mediante estriados para la obtenciéon de
colonias en medio nutritivo: 5-2-3 Kado & Heskett (1970).
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Para el manejo y preparacion de los aislamientos o cepas, se les design6 una
nomenclatura y consecuente efectuar pruebas rapidas de identificacion de la bacteria,
tales como: prueba de ELISA, prueba de KOH, tincion de Gram y analisis de
caracteres morfologicos. Seguidamente se procedio a la purificacion y replicacion de
los aislamientos en medio de CGP+Clorotrifenil (TZC), obteniéndose cepas puras para
la caracterizacion y presencia de R. solanacearum E.F. Smith. IniciAndose el proceso
de caracterizacion, a través de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), con
los cebadores 759 y 760 desarrollados por Opina, (1997) que amplifica un fragmento de
280 pb. Posteriormente se identificO el biovar de la bacteria, con el Método
Bioguimico, segun Hayward (1954), basado en la capacidad para producir acido a
partir de tres disacaridos (maltosa, lactosa y celobiosa), y la oxidacion de tres alcoholes
hexosa (manitol, dulcitol y sorbitol). Los resultados obtenidos fueron positivos para la
utilizacion de los tres disacaridos y la reduccion de los alcoholes, ubicandose en el
Biovar 3.

Se realizo un PCR con los cebadores especificos 630 y 631 desarrollados por
Weller, (2000) para identificar Raza 3, el cual fue negativo (sin amplificacién de bandas)
para todas las muestras. Se determino la presencia de Raza 1, debido a la
especializacion patoldgica de la bacteria en atacar a determinada especie de planta de
tomate y chile pimiento.

Sefalando a los departamentos de El Progreso (municipio de Sanarate), Jutiapa
(municipios de Agua Blanca y El Progreso), Chigquimula (municipios de Ipala, Jocotan y
Camotan) como los mas afectados. Para lo cual se recomienda, institucionalizar y crear
una base de datos geogréaficos en un sistema nacional de monitoreo y cuarentena,
vincular institucionalmente a los productores de areas infestadas a laboratorios
fitopatologicos y biotecnologia, ademas de establecer convenios y programas con

instituciones afines al desarrollo de alternativas tecnolégicas, como el fitomejoramiento.



1 Introduccidn

La marchitez bacteriana causada por Ralstonia solanacearum E.F. Smith, es
una de las principales limitantes en la produccion de solanaceas, especialmente papa y
tomate a nivel mundial (Hartman, 1991). La enfermedad se presenta como marchitez
repentina y flacida de las plantas, observandose necrosamiento en yemas,
desintegracion de los haces vasculares y frecuentemente el tallo se aprecia hueco. Los
frutos no llegan a desarrollarse o cuando estdn maduros se desprenden del peddnculo
con facilidad. La raiz se ve sana. Las siembras usualmente muestran color castafio a
marron cuando se observan desde una distancia mayor de 50 m (Delgado; Garcia,
Garcia, 1999). Ademas, es importante considerar que este microorganismo sobrevive
en asociacion a la rizosfera de algunas plantas hospederas y algunas malezas, con o
sin presencia de sintomas (Orozco, 1997).

En la produccién agricola nacional, especialmente en la zona oriente del pais
productora de tomate y chile pimiento, en los ultimos afios ha presentado esta
problematica, segun los agricultores que se dedican a la produccion de estos cultivos, el
desarrollo de marchitez bacteriana se reporta en la aldea El Amatillo, perteneciente al
municipio de Ipala, departamento de Chiquimula y posteriormente en la Aldea El
Tempisque, municipio de Agua Blanca, Jutiapa, entre 1996-1997 (Lépez, 2004).

Tomando como referencia, la existencia de esta limitante en la produccién de
tomate y chile pimiento, se realizo esta investigacion con el objeto de conocer el biovar,
raza del patdgeno, asociados a la enfermedad y su distribucion geogréfica, con el fin de
contribuir y establecer las bases de un futuro programa para el manejo fitosanitario y
medidas cuarentenarias.

El estudio consistid en inspecciones en los campos de cultivo de tomate y chile
pimiento de la region oriental de Guatemala. Se colectaron plantas con sintomas de
marchitez bacteriana durante el periodo vegetativo. Se realizaron pruebas rapidas de
campo (flujo bacteriano); posteriormente a nivel de laboratorio se llevd a cabo el
aislamiento de la bacteria, obteniéndose cepas puras para su caracterizacion. La
caracterizacion de la bacteria se fundamentd en métodos de analisis: el método

bioquimico y el método molecular.
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Se inici6 el proceso de caracterizacion, con el método molecular de la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la determinaciéon de la presencia de
Ralstonia solanacearum, posteriormente se identificé el biovar de la bacteria, con el
método bioquimico, basado en la capacidad para producir acido a partir de tres
disacaridos (maltosa, lactosa y celobiosa), y la oxidacion de tres alcoholes hexosa
(manitol, dulcitol y sorbitol).

Posteriormente se recurrid nuevamente con los procesos moleculares de PCR,
especificos para la identificacién de la presencia de la Raza 3, de dicha bacteria. Los
resultados para dicha prueba fueron negativos para los aislamientos estudiados. Se
concluyo de este modo la determinacion de la presencia del Biovar 3, Raza 1 para los
asilamientos colectados en el estudio de acuerdo a la asociacion bacteria-especie
botanica.



2 Planteamiento del problema

En Guatemala en los afios de 1950, la United Fruit Company reportd el
aparecimiento de la enfermedad conocida como “Moko”, la cual tuvo efectos
devastadores en plantaciones de banano en la costa norte y sur, posteriormente
estudiadas por Sequeira en 1958. Teniendo como solucion temporal, la eliminacion de
plantas enfermas, desinfestacion de herramientas y otras practicas de saneamiento y
control mecanico. Sin embargo entre 1983-1984 fue creado el manual técnico sobre
“Procedimientos para el Control de moko del Banano”, en el departamento de Izabal
especificamente en la Bananera de Guatemala, (BANDEGUA, 1984).

Sin embargo en el afio de 1965, segun Schieber, citado por Loarca, (1987),
informo por primera vez el aparecimiento de la bacteria Ralstonia solanacearum, en el
municipio de Palencia, en areas de cultivo de papa. Posteriormente fue diseminada en
areas de, Chimaltenango, Solola, Huehuetenango y varias zonas de Quiché. En el
oriente del pais se reporta, segun los agricultores que se dedican a la produccion del
cultivo de tomate y chile pimiento, en la aldea El Amatillo perteneciente al municipio de
Ipala, departamento de Chiquimula entre 1996 y 1997. Desde entonces, ha sido uno de
los principales problemas fitosanitarios para la produccién de hortalizas, frutales
(banano) y ornamentales (geranio) (29,30).

Esta bacteria tiene un amplio nimero de hospederos que incluye mas de 450
especies de plantas pertenecientes a mas de 50 familias botanicas; entre los
hospedantes se incluyen cultivos como el mani, papa, tomate, platano, tabaco, jengibre,
algunas especies de arboles (Eucalipto) y arbustos de importancia econémica (Denny y
Hayward, 2001). De caracter heterogéneo, con facilidad de dispersion y supervivencia,
son caracteristicas que sitian a esta bacteria de considerable importancia fitopatoldgica
(Diaz, 1999).

De esta cuenta en paises con condiciones favorables para el desarrollo de esta
enfermedad como Guatemala, constituye una amenaza para cultivos susceptibles,
tomando en consideracion la existencia de esta nueva limitante en la produccién de
tomate y chile pimiento en el area oriental del pais, la importancia y el peligro que la
enfermedad representa para la continuidad de la produccion horticola de las especies

susceptibles (solanaceas).
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Debido a lo anterior, se realizO esta investigacion con el objeto de conocer la
distribucion, biovares y raza de R. solanacearum, en el oriente del pais en tomate y
chile pimiento. Ello pretende sustentar las bases de un programa o plan de manejo de la
enfermedad a nivel regional o nacional, formando parte del proyecto de investigacion
No. 0-41/2004 AGROCYT: “Principales Aspectos epidemiolégicos de la Marchitez
bacteriana, causada por R. solanacearum, en el cultivo de tomate Solanum

lycopersicon L. en el oriente de Guatemala”.



3 Marco tedrico
3.1 Marco conceptual

3.1.1 Marchitez bacteriana en solanaceas

3.1.1.1 Descripcion general de los cultivos de interés

A. Cultivo de tomate Solanum lycopersicon L.

e Taxonomia (Cronquist 1988)

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Asteridae

Orden: Solanales

Familia: Solanaceae

Género: Solanum

Especie: Solanum lycopersicon L. (Knap, et al; 2005)

e Caracterizacion morfoldgicay su relacion con especies silvestres
Los tomates silvestres (Solanum L. sect. Lycopersicon (Mill.) Wettst.) son

nativos de la parte sureste de Suramérica. Las diferentes clasificaciones que han
tenido, se encuentran basadas en sus aspectos morfologicos o bioldgicos. El analisis
molecular corresponde a sitios de restriccion del ADN mitocondrial y los fragmentos de
polimorfismo en el ADN a nivel de cloroplasto y la secuenciacion mas reciente de una
copia sencilla del gen waxy o GBSSI que ha sido el mas empleado para observar la

relacion infraespecifica entre las especies: figura 1 (Peralta y Spooner, 2005).

Miiller, 1940 Luckwill, 1943 Rick, 1979 Child, 1990

Subgenus Eulycopersicon  Subgenus Eufycopersicon  Esculentum complex Series Lycopersicon
L. esculentum (3) ——————— L. esculentum (8) —————— L. esculentum (2) ——————— 5. Iycopersicum
L. pimpinellifolium ———— L. pimpinellifolium ——— L. pimpinellifolium ———— 5. pimpinellifofium
L. cheesmaniae 5. cheesmaniae

L. pennellif —Qeries Neolycaopersicon
~ L. hirsutum 5. pennellii

L. chimiele wsMeries Eriopersicon
L. parviflorum \ S. habrochaites
Subgenus Eriopersicon Subgenus Eriopersicon Peruvianum mr;)—pm;x\\ S. chmielewskii
L. peruvianum (3) t L. peruvianum (5) L. chilense—— & chilense
L. pissisi — 7 T L. peruvianum —————— 5. peruvianum
L. cheesmaniae (2) ——— L. cheesmaniae (2) — “— S neorickii
L. hirsutum (2) —— L. firsutum (2)
L. glandulosum ——— I glandulosum ——/

Figura 1. Comparacion y clasificaciéon de Solanum sect. Lycopersicon. Los nimeros en paréntesis
representan los rangos infraespecificos entre subespecies, variedades y morfologia. Las lineas enlazan
los sinénimos en la clasificacion taxondmica (Peralta y Spooner, 2005).



e Generalidades
El tomate, Solanum lycopersicon L. debi6 originarse, como las otras especies

en su género, en la vertiente occidental de Los Andes, entre Peru y Ecuador. En
América Central se encuentran variedades silvestres que aln no se explotan a nivel
comercial. En Guatemala, es una de las hortalizas mas importantes por su volumen de
ventas y consumo.

Requerimientos edaficos y climaticos: el cultivo requiere suelos profundos,
francos o franco-arcillosos, ricos en materia organica y suelos ligeramente acidos, con
pH entre 6 y 7. A pH menor de 5.5 0 mayor de 7 se recomienda realizar las enmiendas
necesarias al suelo, para aprovechar los nutrientes al maximo. Las variedades en
produccion en el pais se adaptan mejor a altitudes entre 0 y 1,500 metros sobre el nivel
del mar. La temperatura Optima para el desarrollo del cultivo se encuentra entre 16 y
25°C.

Seleccién del material por regién: en adicion a las caracteristicas del suelo y
clima, el material que se sembrara debe ser seleccionado por su rendimiento potencial,
adaptabilidad a la zona, hébitos de crecimiento, tiempo de maduracion y resistencia a
plagas, particularmente patégenos. Entre las principales enfermedades que atacan al
cultivo de tomate se encuentran: la mancha foliar causada por Septoria lycopersici,
tizon tardio causada por Phytophthora infestans, tizon temprano Alternaria solani,
marchitez vascular Fusarium oxysporum, moho de la hoja Fulvia fulva, marchitez
bacteriana Ralstonia solanacearum E.F. Smtih, y un complejo de infecciones virales
de las cuales se presentan el virus X de la papa Potexvirus, el virus Y de la papa
Potyvirus, virus del mosaico del tabaco VMT y TMV, ademas de las infecciones por

genovirus o geminivirus transmitido por Bemisia tabaci.(Villela, 1993).

B. Cultivo de chile pimiento Capsicum annuum L.

e Taxonomia (Cronquist, 1988)

Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Capsicum

Especie: Capsicum annuum L.



e Generalidades
El pimiento es originario de la zona de Bolivia y Perd, donde ademas de

Capsicum annuum L. se cultivaban al menos otras cuatro especies. En el siglo XVI ya
se habia difundido su cultivo en Espafia, desde donde se distribuy6 al resto de Europa y
del mundo con la colaboracién de los portugueses. Su introduccion en Europa supuso
un avance culinario, ya que vino a complementar e incluso sustituir a otro condimento
muy empleado como era la pimienta negra Piper nigrum L., de gran importancia
comercial entre Oriente y Occidente.

La mayoria de variedades de chile, incluyendo al pimiento, pertenecen a la
especie Capsicum annuum L. Algunas de las variedades picantes han sido
clasificadas como C. frutescens L., aunque la clasificacion actual es compleja, por la
constante creacion de nuevas variedades, mediante hibridizacion. El pimiento es uno de
los chiles mas grandes, con dimensiones que pueden sobrepasar los 10 cm. de largo y
los 5 cm. de ancho, en el punto de corte. Se comercializa ya sea de color amarillo, rojo
o verde, fresco o enlatado. EI manejo racional de los factores climaticos de forma
conjunta es fundamental para el funcionamiento adecuado del cultivo, ya que todos se
encuentran estrechamente relacionados y la actuacién sobre uno de estos incide sobre
el resto. Los saltos térmicos (diferencia de temperatura entre la maxima diurna y la
minima nocturna) ocasionan desequilibrios vegetativos.

La coincidencia de bajas temperaturas durante el desarrollo del boton floral
(entre 15 y 10°C) da lugar a la formacién de flores con alguna de las siguientes
anomalias: pétalos curvados y sin desarrollar, formacion de mdultiples ovarios que
pueden evolucionar a frutos distribuidos alrededor del principal, acortamiento de
estambres y de pistilo, engrosamiento de ovario y pistilo, fusion de anteras, etc.

Las bajas temperaturas también inducen la formaciéon de frutos de menor
tamafo, que pueden presentar deformaciones, reducen la viabilidad del polen y
favorecen la formacion de frutos partenocarpicos. Las altas temperaturas provocan la
caida de flores y frutitos.

La humedad relativa éptima oscila entre el 50% y el 70%. Humedades relativas
muy elevadas favorecen el desarrollo de enfermedades aéreas y dificultan la
fecundacion. La coincidencia de altas temperaturas y baja humedad relativa puede

ocasionar la caida de flores y de frutos recién cuajados.
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Los suelos mas adecuados para el cultivo del pimiento son los franco-arenosos,
profundos, ricos, con un contenido en materia organica del 3-4% y principalmente bien
drenados. Los valores de pH éptimos oscilan entre 6,5 y 7 aunque puede resistir ciertas
condiciones de acidez (hasta un pH de 5,5); en suelos enarenados puede cultivarse con
valores de pH préximos a 8.

En cuanto al agua de riego el pH 6ptimo es de 5.5 a 7, es una especie de
moderada tolerancia a la salinidad tanto del suelo como del agua de riego, aunque en
menor medida que el tomate. Es importante el diagnéstico correcto de las
enfermedades, ya que algunos sintomas generales (clorosis, marchitez, enanismo)
pueden deberse al ataque de patdégenos. Entre las principales enfermedades que
atacan al cultivo de tomate se encuentran: la mancha foliar causada por Septoria
lycopersici, tizén tardio causada por Phytophthora infestans, tizon temprano
Alternaria solani, marchitez vascular Fusarium oxysporum, sindrome de marchitez
fungosa Phytophthora capsici Leonina, moho de la hoja Fulvia fulva, marchitez
bacteriana Ralstonia solanacearum E.F. Smtih, y un complejo de infecciones virales
de las cuales se presentan el virus X de la papa Potexvirus, el virus Y de la papa
Potyvirus, virus del mosaico del tabaco VMT y TMV, ademas de las infecciones por

genovirus o geminivirus transmitido por Bemisia tabaci.

3.1.1.2 Datos histéricos de la enfermedad

A nivel mundial, los primeros indicios de la enfermedad surgieron en Italia en el
afio 1882, de alli se considera la posible diseminacién a otras partes del mundo como
Asia, Africa del sur, La India, Indonesia, Japon, Norte de Australia (Ceilan) y
consecuentemente Suecia y Holanda (Lopez, 2004).

En 1896, se hace referencia a la primera descripcion del patégeno Pseudomonas
solanacearum, como el causante de la Marchitez Bacteriana, por Edwin F. Smith, cuya
nomenclatura dada, sufriria modificaciones de acuerdo a estudios consecuentes del
mismo Smith (1914) (Orozco, 1997).

En América Latina, fue localizada en 1965, en areas amazonicas de Sur América,
sobre grandes altitudes en Peru y Costa Rica, en lo que respecta a Guatemala, surge
en el municipio de Palencia, del cual fue colectada y aislada, procediéndose a la

demostracion de su patogenicidad (Loarca, 1987).



3.1.1.3 Descripcién de la enfermedad y sintomas

La marchitez bacteriana es una enfermedad de tipo vascular. Se caracteriza por la
invasion primaria de la bacteria R. solanacearum (patdgeno), a los vasos del tejido
xilémico. Se propaga invadiendo internamente el tejido vascular, principalmente los
vasos de las raices y el tallo, sin embargo se presenta hasta la parte superior de las

plantas infectadas (etapa final de la enfermedad).

a) Distribucién del patdégeno en el sistema vascular de la planta

Cuando R. solanacearum, infecta una planta, penetra por el sistema de
absorcion radicular y entra en el sistema vascular, distribuyéndose a los vasos del tejido
xilémico (tubo conductor) de forma vertical u horizontal, segun figura 2 (Watanebe,
2006).

a) vertical b) horizontal

Figura 2. Distribucion de R. solanacearum E. F. Smith, en los vasos del conducto xilémico; en donde P:
Vaso de tejido primario, S: Vaso de tejido secundario. (Watanebe, 2006).

Produce taponamiento de los conductos, consecuentemente la planta sucumbe
ante una falta de hidratacién celular, ocasionando de esta forma un marchitamiento

vascular y por ende sistémico (Robinson, s.f.; Mejia et al; 2006).
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Estos pueden llenarse tanto con los microorganismos o sus productos del
metabolismo, que el agua no alcanza a llegar a las hojas y la planta se marchitan
rapidamente.

En el marchitamiento de las solanaceas se produce, entre otros sintomas, el
marchitamiento, durante las horas mas calurosas del dia, intensificandose cada vez
mas hasta ocasionar la muerte.

Los sintomas son caracteristicos en plantas jovenes debido a su periodo de
susceptibilidad dentro los 20 a 25 dias después del trasplante o0 emergencia (Gonzalez,
2000; Robinson, s.f.; Mejia et al; 2006).

3.1.1.4 Caracteristicas de la bacteria (patégeno)

a) Morfologicas
Es una bacteria gram negativa, con forma de bastén de 0.5 — 0.7 um de diametro x
1.5 - 2.5 um de largo, aerébica, movil, no forma espora ni capsula, provoca reduccion

de nitratos y formaciéon de amoniaco, segun figura 3.

Figura 3. Ralstonia solanacearum E. F. Smith, extraida del sistema vascular de una planta. (Watanebe,
2006.)
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En medio de cultivo liquido la bacteria de tipo silvestre, es generalmente no movil
y carece de flagelo polar (Agrios, 1995; Denny et al; 2001). Ademas se puede realizar
una observacion microscoépica o por simple inspeccion de la forma y consistencia de la
colonia bacteriana pura.

Las caracteristicas que se consideran son: rango de crecimiento, viscosidad,
forma de la colonia, coloracion entre otras.

R. solanacearum: produce colonias de crecimiento medio, blancas, de
margenes lisos, brillantes, circulares o irregulares y convexos. Varias cepas producen
un pigmento castafio (melanina) que se difunde en el medio de cultivo (Becerra y
Paredes 2007; Diaz, 1999; Frenchy Hebert, 1980).

En cambio en variantes virulentas que se desarrollan en medio de cultivo son
activamente moviles; las variantes virulentas silvestres tienen aspecto redondeado
irregular, de color blanco con el centro tornando a rosa (Denny y Hayward, 2001).

R. solanacearum, no provoca la hidrélisis del almidén, es resistente a la
desecacion y su desarrollo en medio nutritivo; es inhibida por bajas concentraciones de
sal (Budenhangen et al 1962; Denny y Hayward 2001).

Segun Kelman (1954), refiere en cuanto a la morfologia de esta bacteria que
pueden observarse dos clases de colonias, una es fluida (mucoide)debido a la
abundante produccion de un polisacarido extracelular (EPS), de consistencia lisa,
irregular y redonda; mientras que la otra clase, es una colonia mutante de apariencia

seca, redonda, traslucida, rugosa no fluida.

b) Fisiolégicas
Basado en los estudios de Goszczynska (2000), R. solanacearum, no crece a
méas de 40° C, posee la capacidad de reducir nitrato, dependiendo del biovar, puede
producir acidos a partir de disacaridos y oxida alcoholes hexosa. Las caracteristicas

mas importantes de esta bacteria, se resumen en el cuadro 1.
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Cuadro 1: Caracteristicas fisiolégicas mas importantes de Ralstonia solanacearum E.F. Smith, segin
(Goszczynska et al; 2000) (18).

Prueba Reaccioén

Coloracion de Gram Negativa

Gréanulos de Poly-B-Hidroxybutirato Positiva

Prueba de KOH 3% Positiva
Prueba de oxidacion de Glucosa Positiva
Prueba de Oxidasa Positiva

Tolerancia a soluciones de NaCl al 0.5% Negativa

Tolerancia a soluciones de NaCl al 2% Negativa

Tolerancia a soluciones de NaCl al 4% Negativa
Prueba de Catalasa Positiva

Prueba de Hidrdlisis Negativa

Prueba se Simmons Citrato Positiva
Prueba de Hidrdlisis de Almidén Negativa
Prueba de Reduccién de Nitratos Positiva

Prueba de Arginina dihidrolasa Positiva

3.1.1.5 Ambiente favorable para Ralstonia solanacearum E.F. Smith

La supervivencia de la bacteria es afectada por la temperatura, la humedad del
suelo y otros factores fisicos y quimicos del suelo, siendo mas favorables las
temperaturas altas de 28°C a 35°C. Por esta razén es que ocasiona mayores dafios
cuando se presenta en zonas de costa o en los valles abrigados de sierra (Coutinho,
2005).

En climas frios (menos de 18°C), como en altitudes superiores a 2,500 msnm, la
bacteria crece muy lentamente y convive con el cultivo, como infeccidén latente, sin
ocasionar dafios aparentes ni presentar sintomas visibles.

En este caso, los restos de plantas, material vegetativo de propagacion, se
convierten en portadores asintomaticos de la bacteria que al ser sembrados en lugares

mas calurosos, desarrollan la enfermedad en el cultivo, la cual es severa (Coutinho,

2005; Delgado et al; 1999).
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3.1.1.6 Ciclo de la marchitez bacteriana

La bacteria R. solanacearum, puede sobrevivir en el suelo (principalmente en
restos de cosechas de plantas infectadas), en las raices y en la tierra que las rodea
(rizosfera) de muchas plantas hospedantes infectadas, en malezas; constituyéndose en
fuentes de inéculo primario. A partir de los cuales y con ayuda del agua de riego,
maquinarias, herramientas de los agricultores, son diseminados en el mismo campo y a
otros campos vecinos produciendo nuevas infecciones. La bacteria penetra en las
plantas a través de heridas producidas durante la emergencia de raices secundarias
(42, 16, 35).

Las heridas producidas por las herramientas durante el cultivo después de la
emergencia de la planta, asi como las producidas por los nematodos e insectos del
suelo, facilitan el ingreso de la bacteria a la planta, iniciAndose asi un nuevo ciclo de la

infeccién, segun figura 4 (35).
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DISEMINACION SUPERVIVENCIA
Agua/Riego. Plantas voluntarias.
Plantulas/pilones/
Tubérculos. Cultivos y Malezas
Herramientas y zapatos. Hospedantes.
Nematodos e insectos en el
suelo. Restos de Cosecha/
Suelo

D A

FUENTE DE INOCULO /

Plantas y tubérculos
enfermos.

Suelo Infestado.

Figura 4. Ciclo de la marchitez bacteriana, ocasionada por Ralstonia solanacearum E.F. Smith segun,
Ministerio de Agricultura, Servicio Nacional de Sanidad Agraria, Republica del Perta (16).
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3.2 Patdégeno y clasificacion taxondmica

3.2.1 Taxonomia

Ralstonia solanacearum:

Clase: Betaproteobacteria
Orden: Burkholderiales
Familia: Burkholderiaceae
Género: Ralstonia

Especie: Ralstonia solanacearum E.F. Smith

Al nivel de especie, el agente causal de la marchitez bacteriana fue descrita por
primera vez como Bacillus solanacearum (Smith, 1896). Desde entonces, ha sufrido
modificaciones recibiendo denominaciones y la nomenclatura dada en 1914 por el
propio Smith como Pseudomonas solanacearum (Smith) prevaleciendo por muchos
anos.

En 1992 segun Yabuuchi, se transfirieron siete especies de bacterias al grupo Il
de homologia del ARNr, incluyendo a P. solanacearum; mientras que las
Pseudomonas fluorescentes quedaron dentro del grupo | de homologia del ARNT.

Luego en menos de tres afios el mismo grupo de trabajo la reclasificd con base
en los datos de andlisis filogenético de la secuencia de nucleétidos del gen 16S ARNT,
hibridacion del ARNr —ADN, analisis de lipidos celulares o de &acidos grasos, dentro del
mismo grupo, pero en un nuevo género, Ralstonia donde reubicaron las especies R.
solanacearum, Ralstonia pickettii y Ralstonia autropha (Alcaligenes eutrophus); en
este nuevo contexto, el género Pseudomonas pasO a ser exclusivamente de las
especies fluorescentes (grupo 1), y las fitopatégenas no fluorescentes Acidovorax al
grupo Ill'y Burkholderia al grupo Il (Yabuuchi et al., 1995 citado por Denny y Hayward,
2001).

A diferencia de las especies de Burkholderia, los acidos grasos de Ralstonia
carecen de lipidos de ornitina OL-1 y OL-2, y menos del 1% del total de los acidos
grasos es ciclopropanoico. También de acuerdo con el andlisis de la secuencia del
fragmento 16S del ARN ribosomal, se ha determinado que R. solanacearum es

miembro de la beta-subdivisién de la clase proteobacteria (Hayward, 1991).
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Las técnicas modernas de la biologia molecular han facilitado la construccion de
dendrogramas describiendo las relaciones evolutivas a diferentes niveles de
profundizacién, con el consecuente cambio de género (Palleroni et al., 1972).

Los patdgenos de la marchitez bacteriana conforman un grupo filogenético
heterogéneo con miles de cepas distintas que varian con respecto al intervalo del
hospedero, distribucion geografica y fisiologia (Taghavi et al., 1996; Poussier et al.,
2000; Fegan & Prior, 2000). Algunas difieren entre si hasta 30% a nivel de ADN, por lo
que probablemente no pertenezcan a la misma especie, por lo tanto R. solanacerum,
es considerada un “complejo de especies”, un grupo de aislamientos emparentados que
presentan mas de una especie; una indicacion de la amplia diversidad fenotipica y

genética del grupo (Hayward, 1991 citado por Orozco, 2004).

3.2.2 Clasificacién infraespecifica

A nivel infra-subespecifico R. solanacearum, ha sido clasificada de acuerdo al
hospedero, distribucion geografica, patogenicidad, relaciones epidemiolégicas y
propiedades fisiologicas; de lo cual se describen los conceptos de raza y biovar, con
fines de clasificacién (Hayward, 1991). Asi, a traves del tiempo fueron relatadas 5 razas
basadas primariamente en la gama de hospederos que afectan (Buddenhagen et al.,
1962; Agrios, 1995). Y seis biovares definidas de acuerdo con la habilidad de utilizar y/u
oxidar ciertos azucares y alcoholes (Hayward, 1991 citado por Orozco, 1997; Orozco
2004).

a) Razas

El concepto de raza, se refiere a una clasificacion con respecto a la
especializacion patoldgica de la bacteria en atacar a determinada especie de planta,
convirtiéndose, en la gama de hospederos de la misma (Buddenhagen, 1962).

La raza 1 ataca un gran numero de plantas, incluyendo papa, tomate, berenjena,
tabaco, jengibre, olivo, principalmente solanaceas en general y algunas malezas

(Orozco, 1997). Laraza 2 ataca musaceas y heliconias.
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La raza 3 es considerada especifica de la papa, pero esta asociada a algunas
otras solanaceas, particularmente a tomate en ambientes frios (Hayward, et al., 1991;
Orozco, 1997) sin embargo no es altamente virulenta en otros cultivos de solanaceas
para designar cepas encontradas en la china que diferian de las biovares descritas por
Hayward (1954), propusieron la raza 4 siendo esta documentada infectando jengibre y
raza 5 afectando mora (Morus alba L.) (Hayward, 1994 citado por Orozco 1997
Orozco, 2004).

b) Biovar

Este concepto esta, basada en la reacciéon de un subgrupo de una especie de
bacteria R. solanacearum ante pruebas bioquimicas de laboratorio (Diaz, 1999,
Menéndez, 2000; Orozco, 1997).

Este otro sistema de clasificacion fue designado por Hayward en 1954, en donde
define cuatro biotipos de la bacteria (I, I, Ill, y IV) en base a ciertas propiedades
bioquimicas, con la habilidad de oxidar y/o utilizar ciertos azlcares y alcoholes.

Determinando las biovares de R. solanacearum, mediante las pruebas sobre la
utilizacion de los disacaridos, celobiosa, lactosa y maltosa, y sobre oxidacion de los
alcoholes hexosa, dulcitol, manitol y sorbitol), de acuerdo a lo que se presenta en el
cuadro 2 (Orozco, 2004).

Cuadro 2. Criterio de biovares de R. solanacearum E.F. Smith de acuerdo a la produccion de acido a
partir de azlcares y alcoholes, segin Hayward (1954) (Orozco, 2004).

BIOVARES | LACTOSA | MALTOSA | CELUBIOSA | MANITOL SORBITOL | DULCITOL

+ + +

(+) = Positivo (Produccidn de acidos)

(- ) = Negativo
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3.2.3 Interrelacion raza-biovar

La raza 1 (biovares 1, 3 0 4) ataca un gran namero de plantas, incluyendo papa,
tomate, berenjena, tabaco, solanaceas en general y algunas malezas (Hayward, 1991
citado por Orozco, 1997).

La raza 2 (biovares 1, 3 0 4) ataca banano y similares. La raza 3 (biovar 2) es
considerada especifica de la papa, pero esta asociada a algunas otras solanaceas y
malezas (tomate, geranio, quilete) (Hayward, 1991; Orozco, 1997).

Para designar cepas encontradas en la China que diferian de las biovares
descritas por Hayward (1964), propusieron la raza 4 (Biovar 4) siendo esta relatada
infectando jengibre y raza 5 infectando mora (Morus alba L.) (Hayward, 1994 citado por
Orozco, 1997).

3.2.4 Variabilidad de plantas hospederas

R. solanacearum se caracteriza como una bacteria cosmopolita,
extremadamente variable, adaptada a gran numero de plantas, sobre las mas variadas
condiciones edafoclimaticas, principalmente en las regiones tropicales y sub-tropicales
del mundo. (Agrios, 1995; Michel et al., 1996; Persley, 1985; Middleton & Hayward,
1990; Lopes & Takatsu, 1997 citados por Orozco, 1997).

Centenares de especies de plantas pertenecientes a mas de 50 familias
botanicas han sido identificadas como hospederos (Buddenhagen & Kelman, 1964;
Hayward, 1994) de las cuales las mas afectadas por esta fitobacteria, son de
importancia econdémica en el mundo siendo: papa, tomate, berenjena, chile pimiento,
jengibre, banano entre otros. (Kelman, 1953; Hayward, 1991; Hayward, 1994; Lopes,
1994; Lopes & Takatsu, 1997; Michel et al., 1996; Persley, 1986; Middleton & Hayward,
1990; Agrios, 1995; Eden-Green, 1994 , citados por Orozco, 1997).
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Con base en una exhaustiva revision de plantas hospederas sobre la bacteria y la
marchitez ocasionada por la misma, se clasifican en dos grupos de hospederas:

Grupo I envuelve todas aquellas especies consideradas como hospederas
verdaderas o que satisfacen uno o mas de los criterios siguientes: susceptibilidad en o
sobre condiciones naturales; susceptibilidad a infeccibn sobre condiciones de
inoculacion.

Grupo lI: estan las especies hospederas consideradas como verdaderas para las
cuales, en la actualidad centenares de especies de plantas pertenecientes a mas de 50
familias botanicas han sido como hospederas susceptibles: siendo la familia
Solanaceae (papa, tomate, berenjena, chile pimiento), presenta mayor numero de
especies afectadas, (Buddenhagen & Kelman, 1964; Bradbury, 1986; Hayward, 1994;
Kelman, 1953; Lopes & Takatsu, 1997, citados por Orozco, 1997).

3.3 Caracterizacion de la bacteria

3.3.1 Importancia de la caracterizacion

El diagndstico de una enfermedad bacteriana y la identificacion de la bacteria son
la forma mas eficaz y segura de comprobar, que la bacteria asociada al hospedero, es
en realidad el patdgeno. Para la deteccion del patdogeno (bacteria) puede ser realizada
por exposicion a medios fisicos y quimicos (reacciones serolégicas) (Diaz, 1999).

De esta cuenta, el uso de técnicas seroldgicas avanzadas y especificas basadas
en el principio de la composicion quimica y carga genética de la bacteria, hacen posible
su deteccion e identificacion segura a nivel de laboratorio, aun cuando las poblaciones
de bacterias en las plantas enfermas sean minimas o se encuentren en condicion de
latencia (Diaz, 1999).
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3.4 Diagnéstico de campo

3.4.1 Fase de campo

El diagnodstico de campo de las enfermedades de plantas, requiere de varios
pasos consecutivos, que pueden variar segun las circunstancias, pero generalmente
consisten en los siguientes: 1. Observacion de sintomas, 2. Determinacion de las
circunstancias particulares del caso; condiciones climaticas; relieve del terreno;
distribucion de la enfermedad en el campo; historial de los cultivos previo a la aplicacion
de fertilizantes, insecticidas, fungicidas, herbicidas y 3. Observacion de sefias de
patdgenos (Arai, 2001; Diaz, 1999).

a) Sintomatologia

Las enfermedades afectan cualquier 6rgano de la planta, segun la metodologia de
observacion de sintomas de French y Hebert (1980).

Enfocando esta metodologia hacia la diagnosis de bacterias, se debe tomar en
cuenta que éstas pueden ser reconocidas a simple vista en el campo, debido a que
pueden formar exudados caracteristicos, de esta cuenta, uno de los procedimientos
rapidos es la observacion de los exudados o flujo bacteriano (Arai, 2001; Diaz, 1999)

Es posible detectar la presencia de marchitez bacteriana en el cultivo de tomate y
chile pimiento, en base a la sintomatologia tipica de marchitez unilateral que presentan
las plantas afectadas (35).

En condiciones de almacenamiento los frutos de tomate y chile pueden ser
expuestos a temperaturas de 25°C a 30°C por 1 a 2 semanas; esto permite activar el
crecimiento y desarrollo de la bacteria R. solanacearum, el mismo que se manifiesta

reproduciendo los mismos sintomas descritos anteriormente (35).

3.4.2 Prueba del flujo bacteriano

Para este caso de estudio se presenta una bacteria vascular, que puede
diagnosticarse por lo anteriormente descrito. Para observar el flujo a simple vista se

realiza lo siguiente:
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a) Metodologia parala diagnosis de enfermedades

e Se realiza corte de un trozo de tallo o raiz de 1-2 cm de largo de una planta
con marchitez no muy avanzada (de los contrario puede haber presencia de
bacterias secundarias).

e Se suspende ese mismo trozo en posicion horizontal y sumergido en la parte
superior de una columna de agua desmineralizada. Casi de inmediato, 0 a
veces después de unos 5-10 minutos, comienza a fluir un hilo de bacterias de
uno o mas conductos del sistema vascular, que desciende dentro del agua
(French y Hebert, 1980).

Este exudado lechoso del tallo refleja la posible presencia de R. solanacearum en
el sistema vascular, evidenciada la presencia de la enfermedad, es necesario efectuar
una prueba de diagnéstico, ya que la marchitez de la planta causada por la bacteria R.
solanacearum, puede confundirse con los sintomas inducidos por otros agentes
patdgenos como: Fusarium eumartii, Fusarium oysporum f.sp lycopersici,
Verticillium dahliae, Erwinia chrysanthemi, por dafios de insectos y nematodos,
dafios mecanicos, en la base del tallo, segun figuras 5-7 (Diaz, 1999; French y Hebert,
1980).

Figura 5. Sintomas de marchitez y flujo bacteriano de Ralstonia solanacearum E. F. Smith. (Watanebe,
2006.)
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Figura 6. Sintomas de marchitez por Fusarium oxysporum F.sp lycopersici. (Watanebe, 2006)

@ (b)

Figura 7. Sintomas: (a) Marchitez provocada por Verticillum dahliae; Dafios: (b) ocasionados por
nematodos. (Watanebe, 2006)
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Después de constatar en el campo la presencia de flujo bacteriano es necesario

la toma de muestra vegetal, la cual puede ser transportada y preservada en un sistema

de camara humeda, cuyo propésito es el de crear o recrear condiciones favorables de

humedad para el desarrollo rapido de la bacteria que puede estar relacionada en la
produccion del sintoma de la enfermedad.

Lo esencial en la camara humeda es mantener separado el material vegetal del
agua; estas pueden ser camaras de germinacion de semillas, bandejas de plastico con
tapadera, cajas de plastico para especimenes, cajas de reposteria y hasta bolsas de
polietileno, el material enfermo que se introduzca a la camara debe estar lo mas limpio
posible. La observacion microscopica y la tincion en laboratorio, son esenciales para

comprobar la presencia de una bacteria especifica (Denny y Hayward, 2001).

3.5 Caracterizacion a nivel de laboratorio

El proceso de caracterizacion, a nivel de laboratorio, comprende toda una
sucesion de procesos y metodologias encaminadas al aislamiento y purificacién del
patégeno (bacteria), para el efecto de considerar caracteristicas, morfolégicas,
fisioldgicas, quimicas y patoldgicas, ya que pueden existir similitudes entre un patdégeno
(bacteria), en la morfologia y aspectos de identificacion, que resulta no ser tan sencillo,

a diferencia de otros patdgenos (hongos y nematodos) (Denny y Hayward, 2001).

3.5.1 Aislamiento de Ralstonia solanacearum E.F. Smith

Luego de realizar un diagnostico de campo, basado en la observacion de sintomas
en la plantacion o planta especifica, apoyada con resultados de pruebas rapidas como
flujo bacteriano se procede a aislar la bacteria (Arai, 2001; Denny y Hayward, 2001).

Primero: se procede a la seleccion de material representativo, para la obtencion
del exudado de la bacteria previo desinfestacion (alcohol al 70%) del material
designado (tallos) y la utilizacion de tubos de ensayo y agua estéril, para el
efecto (Arai, 2001; Denny y Hayward, 2001).
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Segundo: luego de la obtencion del flujo bacteriano, se procede a realizar
estriados en medios de cultivo para bacterias (medio 5-2-3), en caja de petri,
para la siembra de la bacteria mediante estriados que diluyen la concentracion
de la misma en el medio en direcciones contrarias y en giros hasta de 180°. Esto
se realiza dentro de una camara de flujo laminar (Arai, 2001; Denny y Hayward,
2001).
Tercero: colocar en la incubadora previamente calibrada dentro de los 28°C para
dar la condicién Optima para el crecimiento de las colonias de bacterias, con un
periodo de 48-72 horas.
Cuarto: se inicia el proceso de purificacién de la bacteria, seleccionando colonias
gue correspondan con las caracteristicas morfoldgicas y propias de la bacteria,
para su posterior replicaciéon en el medio nutritivo idoneo (medio 5-2-3) (Arai,
2001; Denny y Hayward, 2001).

3.5.1.1 Tincién de bacterias

Las bacterias que permanecen tefiidas de color azul se denominan gram-positivas;
las que se destifien con la solucién de alcohol etilico-acetona y luego se tornan rojas
con la fucsina se denominan gram-negativas (Arai, 2001).

a) Prueba de KOH
Se puede realizar una prueba diferencial y rapida directamente con el exudado

bacteriano del tallo, para diferenciar la bacteria en estudio. Esta reaccion corresponde a
la interaccion de la membrana de la célula con respecto al KOH dandose una reaccion
de saponificacion entre el medio y la bacteria, formando un hilo lechoso al levantar el
aza, indica un resultado positivo para las bacterias gram-negativas (positivo para la
presencia de R. solanacearum) de lo contrario, la bacteria pertenece a las gram-
positivas (Agrios, 1995; Arai, 2001, Delgado et al., 1999)
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3.5.1.2 Cultivo de bacterias

a) Medios 5-2-3 Kado & Heskett (1970)

Corresponde a un medio nutritivo especifico para el crecimiento de bacterias
fitopatdgenas, debido al contenido de nutrientes en solucién, con un rango de pH de 5.5
a 7.5, para el desarrollo de las colonias (Denny y Hayward, 2001; Hayward, 1991;
Orozco, 1997).

Para la preparacion para 1000 ml se mezclan los ingredientes de la siguiente
forma: dextrosa 5 gramos, caseina hidrolizada 4 gramos, 2 gramos de extracto de
levadura, 2 gramos de K;HPO4, 3 ml MgS0O,4.7H,0, 20 gramos de Agar y por ultimo se
agregan 1000 ml de H,O destilada.

b) Medio de tetrazolio
Este medio es util para distinguir R. solanacearum, colonias virulentas dando una
coloracion fucsia en forma de estrias dentro de la formacion de la colonia resultando
positivo mediante la reaccion del tetrazolio con el citocromo de la bacteria que produce

los pigmentos ya referidos. (Denny y Hayward, 2001) citado por Orozco, (1997).
3.6 Caracterizacién molecular

3.6.1 Reaccién en cadena de polimerasa (PCR)

Lareaccion en cadena de la polimerasa, conocida como PCR por sus siglas en
inglés “Polymerase Chain Reaction”, es una técnica de biologia molecular descrita en
1985 por Kary Mullis, cuyo objetivo es obtener un gran numero de copias de un
fragmento de ADN particular, partiendo de un minimo; en teoria basta partir de una
Unica copia de ese fragmento (Arai, 2001, Denny y Hayward, 2001; Sanchez et al.,
2006).

Esta técnica sirve para amplificar un fragmento de ADN. Tras la amplificacion,
resulta mucho mas facil identificar con una alta probabilidad virus o bacterias causantes
de una enfermedad, huellas genéticas, clonacion de genes, mutagénesis, analisis de
ADN f6sil, genotipado de mutaciones especificas, identificacion de especies, etc. (Arai,
2001; Hirano, 2000, Sanchez et al., 2006).


http://es.wikipedia.org/wiki/Biolog%C3%ADa_molecular
http://es.wikipedia.org/wiki/1985
http://es.wikipedia.org/wiki/Kary_Mullis
http://es.wikipedia.org/wiki/ADN
http://es.wikipedia.org/wiki/Virus
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria
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Esta técnica se fundamenta en la propiedad natural de las enzimas ADN
polimerasa para replicar fragmentos de ADN, para lo cual emplea ciclos de altas y bajas
temperaturas alternadas para separar las hebras de ADN recién formadas entre si tras
cada fase de replicacion y, a continuacion, dejar que vuelvan a unirse a polimerasas
para ser duplicadas.

Puesto que las temperaturas del ciclo (94 ° C en algunos momentos) suponen la
inmediata desnaturalizacion de toda proteina, se emplean ADN polimerasas
termoestables, extraidas de microorganismos adaptados a vivir a esas temperaturas,
restrictivas para la mayoria de los seres vivos. Dichos microorganismos son: Thermus
aguaticus (polimerasa Taq), Pyrococcus furiosus (Pfu), Thermococcus litoralis

(Vent) y Thermus termophilus (Tth) (Robinson y Ramos (s.f.)).

Para realizar la técnica se necesita:

e Desoxinucledtidos trifosfato (ANTPs), el sustrato para polimerizar nuevo
ADN.

e Dos cebadores “primers”, oligonucledtidos, que cada uno es
complementario a una de las dos fragmentos del ADN. Son secuencias
cortas, de entre seis y cuarenta nucleétidos, normalmente de 18 a 22, que
se usan para iniciar la reaccion. Deben estar situados enfrentados y a no
mucha distancia (no mas de 4 kb/ Delimitan la zona de ADN a amplificar.

e lones de magnesio (Mg®"), agregado cominmente como cloruro de
magnesio (MgCly).

e Una solucion tampon que mantiene el pH adecuado para el
funcionamiento de la ADN polimerasa.

e ADN polimerasa o mezcla de polimerasas.

e ADN molde, que es la muestra que se va a amplificar.

e Termociclador, el aparato que va a mantener la temperatura necesaria
en cada paso del ciclo.

e Deteccion de ADN por electroforesis de gel (Hirano 2000; Kelman, 1954).


http://es.wikipedia.org/wiki/Desnaturalizaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Microorganismo
http://es.wikipedia.org/wiki/Thermus_aquaticus
http://es.wikipedia.org/wiki/Thermus_aquaticus
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Pyrococcus_furiosus&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Thermococcus_litoralis&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Thermus_termophilus&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Cebador&action=edit
http://es.wikipedia.org/wiki/Kilobase
http://es.wikipedia.org/wiki/Magnesio
http://es.wikipedia.org/wiki/Tamp%C3%B3n
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3.6.1.1 Conceptualizacién de la técnica

Los dNTPs, se pueden definir como la materia prima para la replicacion por
medio de “primers”, los cuales corresponden a grupos de 5 a 10 nucleétidos que tienen
apareamiento preciso en una determinada parte de una banda de ADN. En cuanto a la
ADN polimerasa se refiere, es una enzima que se utiliza para sintetizar una nueva
cadena de ADN; el termociclador es un aparato usado para amplificar una cadena de
ADN determinado (Hirano, 2000; Kelman, 1954).

a) Ciclo de amplificacion

e Desnaturalizacién
Primeramente el ADN se desnaturaliza a una temperatura aproximada de 94° C,
a esta temperatura existe una separacion de las dos cadenas de ADN, ya que los

enlaces de hidrégeno se rompen (Hirano, 2000).

Ejemplo:
5 3
5 3 94° C ATCCGATTACTAGGCA
ATCCGATTACTAGGCA =
TAGGCTAATGATCCGA
3’ 5 Desnaturalizaciéon TAGGCTAATGATCCGA
3 5

e Union del cebador (alineacion)

Una vez separada cada una de las dos cadenas del ADN, el termociclador
reduce automaticamente la temperatura entre 35°C y 65°C, en la cual sucede el
alineamiento de los cebadores a sus secuencias complementarias en las

cadenas del molde (Hirano, 2000).
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Ejemplo:
5’ 3
CEBADORES ATCCGATTACTAGGCA
5’ 3 TAGGC
ATCCGATTACTAGGCA TAGGC]

+ )
AGGCT]
TAGGCTAATGATCCGA TAGGCTAATGATCCGA
3 5’ 3’ 5’

Alineacion

e Extension dela cadena

Seguidamente el termociclador eleva la temperatura aproximada de 72° C y se
da la extension de los cebadores mediante la accion de una ADN polimerasa
termoestable, es decir que la ADN polimerasa afiade nucleétidos trifosfatos a la
cadena molde y asi se replicara la cadena de ADN (Hirano, 2000).

Ejemplo:
5 3
ATCCGATTACTAGGCA
TAGGCTAATGATCCGT|
3 5

5 3

ATCCGATTACTAGGCA 72°C

TAGGC I

AGGCT

TAGGCTAATGATCCGA + Polimerasa 5 3

3 5 + dntp IATCCGATTACTAGGCT|
TAGGCTAATGATCCGA

3 5’
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e Extension
Este paso (desnaturalizacidn-hibridacion-extension) se repetird un namero de

veces dependiente de la cantidad de fragmentos amplificados que se desee,
generalmente son de 25-30 ciclos, ya que un niumero mucho mayor de ciclos no implica
un mayor rendimiento y la cantidad de dobles cadenas serdn mas de 100 mil veces de
las que habia en la etapa inicial (Denny y Hayward, 2001; Hirano, 2000).

Para el caso de R. solanacearum este método se basa principalmente en un
analisis molecular, por medio del cual se ha determinado que ha nivel mas alto R.
solanacearum, es un miembro de la beta subdivision de la clase Proteobacteria, segin
Hayward, como especie (Denny y Hayward, 2001).

b) Electroforesis para visualizacién de bandas de ADN

El proceso de electroforesis es un meétodo conveniente para analizar las
combinaciones de macromoléculas vitales como ADN y proteinas. Se crea un campo
eléctrico, para mover los fragmentos de ADN, por un gel poroso de agarosa o
polyacrilamida (Hirano, 2000).

Los fragmentos pequefios migran mas rapidamente que los grandes, de modo
que se puede estimar su tamafio comparando sus posiciones en los geles, con los de
una molécula de ADN, de tamafio conocido denominado marcador molecular (Hirano,
2000).

3.7 Distribucion y diversidad a nivel mundial de R. solanacearum E.F. Smith

La marchitez bacteriana R. solanacearum se ha diseminado a la mayoria de
paises productores de papa. Esta enfermedad se encuentra afectando en todo el centro
y sur de Africa, y constituye una grave limitacién para la produccién en Uganda, Etiopia,
Kenia, Madagascar, Ruanda, Burundi, Nigeria y Camerin. Aunque no es una
enfermedad grave en Egipto, la infeccion latente de los tubérculos ha provocado la
disminucién de las exportaciones de papa hacia Europa (SENASA, 2005).

En el sur de Asia, la marchitez bacteriana afecta a los cultivos ubicados a
altitudes moderadas de los Himalayas en Pakistan, Nepal y Butan; también a altitudes
moderadas y planicies de la India, donde esta siendo eficazmente controlada (SENASA,
2005).
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En Indonesia, Filipinas, Vietham del Sur, Japon y Sur de China, ubicado en el
oriente y sudeste de Asia, la marchitez bacteriana constituye una enfermedad severa
(Robinson (s.f)).

En Japdn existen 2 razas (1 y 3) de la cuales se han aislado de 29 especies de
14 familias de plantas de importancia economica: CucuUrbita maxima (calabaza),
Cucumis sativus (pepino), Strelitzia reginae (ave del paraiso), Limonium spp.,
Perilla ocymoides L. (perilla) y Eustoma russellianum (genciana de pradera) segun
estudios.

Las cepas japonesas han sido divididas en 5 grupos, basados en la
patogenicidad en las especies de solanaceas. Segun esta investigacion se demostro
gue corresponden a el biovarl/ estirpes 1-4, biovar asiatico 3, 4 y 5; constatando que la
raza 3/biovar 2 estirpe japonesa, es similar a las estirpes de biovar 1 americano y las
bacterias de la enfermedad del moko del platano y banano. (Orozco, 1997, Orozco,
2004).

En los Paises Bajos, se ha evidenciando que la bacteria, puede sobrevivir a la
sequia, siendo necesarios la identificacion de tratamientos en la industria de la papa y
plantas de purificacion de agua municipales (Robinson (s.f)).

A comienzos de los afios noventa la marchitez bacteriana, se convirtio en una
gran amenaza para la produccién de papa de los paises europeos incluyendo a Bélgica,
Inglaterra, Francia, Portugal, Paises Bajos, Espafia e lItalia (Delgado et al., 1999,
Robinson (s.f.)).

En América se ha reportado la presencia de esta enfermedad en todos los paises
productores de papa excepto en Ecuador. Su presencia en Australia y Estados Unidos
ha incentivado investigaciones sobre la enfermedad en estos paises (Delgado et al.,
1999, Robinson (s.f.)).
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Figura 8. Mapa de distribucién cuarentenaria de Ralstonia solanacearum E.F. Smith, Raza 1, para Europa (USDA, 2006).
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3.8 Marchitez bacteriana en Guatemala, e investigaciones

Han existido datos sobre los brotes de marchitez bacteriana tanto en empresas
grandes dedicadas a cultivos ornamentales, como también en las zonas de produccion
de hortalizas de tomate, papa y chile pimiento (USDA, 2004).

En los afios de 1950, la United Fruit Company reporto que la enfermedad conocida
como “Moko” tuvo efectos devastadores en plantaciones de banano en la costa norte y
sur, posteriormente estudiadas por Sequeira en 1958.

En el aflo de 1965, segun Schieber, citado por Loarca (1987) informé por
primera vez el aparecimiento de la bacteria en el municipio de Palencia, en areas de
cultivo de papa (Solanum tuberosum L.). Posteriormente fue diseminada en otras
areas de, Palencia, Chimaltenango, Solola, Huehuetenango y varias zonas de Quiché.

Entre 1983-1984 por el aparecimiento de la enfermedad denominada entonces,
Moko del banano, en el departamento de lzabal especificamente en la Bananera de
Guatemala, (BANDEGUA), el Departamento Experimental de la misma, realiz6 un
Manual Técnico sobre Procedimientos para el control del Moko (BANDEGUA, 1984).

El desarrollo de R. solanacearum, en el oriente del pais se reporta, segun los
agricultores que se dedican a la produccién del cultivo de tomate y chile pimiento, en la
aldea ElI Amatillo perteneciente a el municipio de Ipala, departamento de Chiquimula
entre 1996 y 1997 (Menéndez, 2000).

Para ese entonces la utilizacion de maquinaria agricola (tractor) que se empleaba
en la zona, era rentada por la mayoria de los agricultores de la zona, sin embargo la
maquinaria también era utilizada en ElI Tempisque, municipio de Agua Blanca, Jutiapa,
resultando, que en la segunda temporada de siembra, (época de invierno) aparecieron
las primeras plantas infectadas (sintomas), siempre en el afio 1997 (Menéndez, 2000;
Orozco, 1997).

En 1998 el problema fue mayor, reportando pérdidas de un 20% hasta 70% de la
produccion, en donde se emple6 como alternativa de control, la aplicaciéon de
bactericidas existentes, siendo ineficientes para el caso, quedandose como solucion la
erradicacion de plantas infectadas o bien el cambio de areas de siembra (L6pez, 2004,
Menéndez, 2000).
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La investigacibn mas reciente sobre R. solanacearum, en el pais, es la
investigacion realizada por Sanchez, (2006). que consta del Estudio Filogenético y
Distribucién de la Bacteria R. solanacearum en Guatemala. En donde la bacteria fue
aislada en diferentes estratos altitudinales siendo estos descritos en el cuadro 3,
caracterizada en grupos filogenéticos basados en la secuencia del gen de la
endoglucanasa y la region intergénica 16S-23S, usando este sistema de clasificacion,
R. solanacerum se divide en 4 grupos filogenéticos el cual coincide con su origen
geografico.

Cuadro 3. Resumen de los resultados obtenidos de las pruebas de PCR, caracterizacion de biovar y
caracterizacion filogenético de las diferentes muestras colectadas en Guatemala. (Sanchez 2006).

Altitud Hospedero | Filotipo | Sequevar | Biovar-Raza Origen

0 - 250 msnm. Banano Il VI Biovar 3-raza 2 | América

250 -1, 200 Tomate I A\ Biovar 1-raza 1 Asia
msnm. Berenjena

Quilete

Mayor a 1, 600 Papa Biovar 2-raza 3 | América

Tomate

Quilete

Lo que ha provocado que en afios recientes, en Guatemala los productores de
tomate, se den a la busqueda de nuevas areas de cultivo, tratando de escapar de
problemas causados por virosis y la marchitez bacteriana, movilizandose a altitudes
mayores de 1600 msnm, encontrando en algunos casos problemas de marchitez
bacteriana, probablemente proveniente de las &reas de produccion de papa.

Recientemente se han monitoreado focos de infeccion de R. solanacearum que
corresponden a la raza 3 biovar 2, en cultivo de geranio (ESQUEJES S.A., Jalapa,
Guatemala) en diciembre de 2003, segun las detecciones, del departamento de
ESTADOS UNIDOS del servicio de Inspeccién de Sanidad Animal y de Plantas (APHIS)
(USDA, 2004).
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Existen también, otros estudios de peso, realizados por profesionales
guatemaltecos enfocados principalmente, a la deteccibn de la enfermedad, sus
problemas, y el desarrollo de material vegetal genéticamente resistente a esta
enfermedad. Siendo el caso de Mejia (1998), cuyo trabajo esta dirigido al mejoramiento
fitogenético, (resistencia genética a virosis y R. solanacearum) derivada de especies
silvestres emparentados con Solanum lycopersicon L. Como parte de la investigacion
Proyecto AGROCYT-FAUSAC 041-2004; realizado por Orozco (2007), se gener6 esta

linea de investigacion.
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4 Marco referencial

4.1 Areade estudio y colecta de material vegetal

La investigacion se realiz6é en el oriente del pais, zona que se caracteriza por su
produccion de tomate Solanum lycopersicon L. y chile pimiento Capsicum annuum
L. abarcando los siguientes departamentos: El Progreso, Jalapa, Jutiapa, Chiquimula y
Zacapa. En los cuales se ha reportado por los agricultores del area, el aparecimiento de

la enfermedad denominada “marchitez”, desde el afio de 1996 a la fecha.

4.1.1 Ubicacién geografica

Los Departamentos de El Progreso, Jalapa, Jutiapa, se encuentran situados en
la region IV o Sur Oriente en la Republica de Guatemala. El Progreso, colinda al norte
con los departamentos de Baja Verapaz y Alta Verapaz; al este con los de Zacapa y
Jalapa; al sur y al oeste con el de Guatemala. Cabecera: Guastatoya Altura: 517
msnm. Extensién: 1,922 km?. Coordenadas: 14° 51°'18"" Latitud 90° 04"12"" Longitud.
Jalapa, colinda al norte con los departamentos de El Progreso y Zacapa; al este con el
de Chiguimula; al sur con los de Jutiapa y Santa Rosa; al oeste con el de Guatemala.
Cabecera: Jalapa. Altura: 1,352 msnm. Extensién: 2,053 km? Coordenadas:
14°37°58"" Latitud 89° 59°20"" Longitud Jutiapa, colinda al norte con los departamentos
de Jalapa y Chiquimula; al este con la Republica de El Salvador; al sur con el océano
Pacifico y Santa Rosa; al oeste con Santa Rosa. Cabecera: Jutiapa. Altura: 905 msnm.
Extension: 3,219 Km? Coordenadas: 14° 17749 Latitud 89° 53'41"" Longitud.

Los Departamentos de Chiquimula y Zacapa se encuentran situados en la region
Il o Nororiente en la Republica de Guatemala. En donde Chiquimula, colinda al norte-
oeste con Zacapa Yy la Republica de Honduras; al este con el departamento de Jalapa;
al sur con Jutiapa. Cabecera: Chiquimula, Altura: 424 msnm, Extensién: 2,375 km?,
Coordenadas: 14° 47°05"" Latitud 89° 32°48"" Longitud.



37

El Departamento de Zacapa, limita al Norte con los departamentos de Alta

Verapaz e lzabal; al Sur con los departamentos de Chiquimula y Jalapa; al Este con el

departamento de Izabal y la Republica de Honduras; y al Oeste con el departamento de

El Progreso. Cabecera: departamental es Zacapa, Coordenadas: Latitud 14° 58' 21",
Longitud: 89° 31' 42", Extensién territorial: 2,690 km?.

4.1.2 Aspectos biofisicos

En Guatemala se han identificado 14 zonas de vida vegetal que comprenden
desde zonas humedas hasta zonas secas y que van desde zonas frias a zonas calidas
con altitudes que varian de los 0 a mas de 4,000 msnm.

Con respecto a lo anteriormente descrito, el area de estudio para esta
investigacion se encuentra predominantemente ubicada en cuatro zonas de vida:
Bosque Humedo Subtropical Templado bh-S (t); Bosque Seco Subtropical bs-S;
Bosque Seco Tropical bs-T; Monte Espinoso subtropical me-S. Condicionando
variables climéaticas como humedad, precipitacién, temperatura y estacionalidad época

seca-humeda.

4.1.2.1 Condiciones climaticas

El me-S, abarca un area que va desde la aldea el Jicaro en el Valle del Rio
Motagua, hasta la aldea ElI Tempisque, Jutiapa, cruzando hacia la Fragua, Zacapa,
hasta llegar a Chiquimula, las condiciones climaticas estan representadas por una
temperatura que oscila de 24 a 26 °C, una escasa precipitacion anual de 400-600 mm 'y
una evapotranspiracion de 1.30 %.

La topografia corresponde a terrenos de relieve plano a ligeramente
accidentado, cuya elevacion varia entre 180 y 400 msnm. El bs-T, abarca Laguna de
Retana, Lago de Guija, Jutiapa y Frontera con la Republica de El Salvador, las
condiciones climaticas se caracterizan por una temperatura de 24 °C, la precipitacion

alrededor de los 1,300 mm, la evapotranspiracion de 1.25 %.



38

La topografia corresponde a terrenos de relieve plano a ondulado; la elevacion
varia entre 440 y 600 msnm. El bs-S, abarca una franja angosta, que rodea el monte
espinoso del Valle del Motagua, baja hacia el sur por el Valle de Jocotan y Camotan,
abarcando también parte de Chiquimula hasta Quezaltepeque e Ipala, en las planicies
de Monjas, San Luis Jilotepeque (Jalapa), Santa Catarina Mita, Asuncion Mita hasta
San Cristébal Frontera con El Salvador (Jutiapa); las condiciones climaticas registran
una temperatura de media de 19 a 24 °C, precipitacién de 855 mm y evapotranspiracion
de 1.50 %. La topografia presenta terrenos de relieve plano hasta accidentado en la
parte baja de la Sierra de Las Minas; la elevacion desde 0 hasta 440 msnm.

El bh-S (t), abarca por lo menos la mitad del departamento de Jutiapa, en Jalapa
y Chiguimula: Aguiatu, Agua Caliente frontera con El Salvador y El Florido, frontera con
Honduras. Las condiciones climaticas se destacan por una temperatura entre 18 a 26
°C, la precipitacién oscila entre 1,100 a 1,349 mm, la relacién de evapotranspiracion es
de alrededor 1.00 %. La topografia presenta relieves ondulado a accidentado y
escarpado, cuya elevacion varia entre 650 msnm arriba del municipio de Camotan
(Chiquimula) y hasta 1,700 en la aldea de Estanzuela (Zacapa).

La estacionalidad verano-invierno, registra un periodo de lluvias para las zonas
de vida mencionadas, generalmente finalizando el ciclo de época seca en el mes abril, e
inicia época lluviosa en el mes de mayo y culminando en el mes de noviembre,
sefialando que los meses de mayor intensidad de precipitacion se reportan para finales
del mes de mayo, luego de julio a octubre.

4.1.3 Consideraciones generales sobre el uso de latierra (produccion agricola)

Las tierras de las zonas de vida, del area de estudio, generalmente son utilizadas
y pueden ser en cultivos con regadio, siendo los cultivos predominantes: sandia
Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum & Nakai var. Lanatus, melon Cucumis melo L.,
tomate Solanum lycopersicon L., Chile Capsicum sp., tabaco Nicotiana tabacum L.,
pepino Cucumis sativus L., cebolla Allium cepa L., yuca Manihot esculentum L.,
frijol Phaseolus vulgaris L., maiz Zea mays L.
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4.1.3.1 Produccion de tomate y chile pimiento

Segun el Instituto Nacional de Estadistica (INE, 2002), la produccion de tomate y
chile pimiento, por departamentos y municipios oscila de la siguiente manera (mayor a
menor produccion/rendimiento):

a) Departamento de El Progreso: en el cultivo de chile pimiento, Sanarate 5,587 qq,
con un rendimiento de 209.87 qg/mz (equivalente a 13,544.80 kg/ha), situdndolo como
el mayor productor del departamento, sin embargo con un rendimiento por area menor.

El Jicaro, una produccion de 1,690 qg, con un rendimiento de 330.85 qg/mz
(equivalente a 21,352.73 kg/ha), colocandolo como el municipio con el mayor
rendimiento del &rea.

Guastatoya 861 qqg, con un rendimiento de 215.13 gg/mz (equivalente a 13,884.27
kg/ha), es importante sefialar que pese a su produccion, posee un rendimiento
relativamente promedio en comparacion de los dos primeros productores.

En el cultivo de tomate: San Antonio la Paz 39,941qq, de producidos, con un
rendimiento de 399.05 gg/mz (equivalente a 25,754.21 kg/ha), situandolo como el
principal productor del cultivo en el departamento.

Sanarate 23,232 qq, producidos, con un rendimiento de 324.57 qq/mz (equivalente
a 20,947.42 kg/ha), lo cual indica que es el segundo productor potencial en el
departamento, sin diferir significativamente en el rendimiento con el anterior.

Morazan 17,248 qq, de produccion, con un rendimiento de 346.26 qg/mz
(equivalente a 22,347.27 kg/ha), siendo el tercer potencial en el departamento
manteniéndose en el promedio, tanto de produccion como de rendimiento (INE 2002).
b) Departamento de Jalapa: En el cultivo de chile pimiento, el municipio de Jalapa,
cuenta con una produccion de 2,414 qq con un rendimiento de 174.91 (equivalente a
11,288.51 kg/ha), colocandolo en primer plano en la produccion de chile pimiento del
departamento.

Mataquescuintla posee una produccion de 1,425 qq, con un rendimiento de 133.68
(equivalente a 8,627.57kg/ha), situandolo en el segundo productor de importancia del
cultivo, siendo un poco mas del cincuenta por ciento de la produccion del municipio

anterior.
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Monjas aporta 491 qq, de chile pimiento, con un rendimiento de 140.35
(equivalente a 9058.04 kg/ha), destacando como el tercer productor de importancia para
el area. En el cultivo de tomate: Monjas en este caso es el principal productor del cultivo
en mencion con una produccion de 54,621 qg, con un rendimiento de 402.33
(equivalente a 25,965.97 kg/ha).

Jalapa, este municipio produce 34, 636 gqg de tomate con un rendimientote 316.07
(equivalente a 20,398.84 kg/ha), siendo el segundo de importancia del departamento.

Mataquescuintla produce 8,405 qq, con un rendimiento de 240.92 (equivalente a
15,548.73 kg/ha), para colocarse en el tercer productor de importancia del area, es
importante destacar el rendimiento alto, con respecto a su produccion (INE, 2002).

c) Departamento de Jutiapa: En el cultivo de chile pimiento, El Progreso con una
produccion de 15,037 qqg, con un rendimiento de 322.06 (equivalente a 20,785.43
kg/ha), situandolo como el principal productor del cultivo en el departamento.

Sta. Catarina Mita, presenta 4,912 qqg, con un rendimiento medio de 115.85
(equivalente a 7,476.84 kg/ha), por lo cual se considera como el segundo productor del
area.

Asuncion Mita, corresponde a 1,874 qg, con un rendimiento de 217.24
(equivalente a 14,020.45 kg/ha), asi también el municipio de Atescatempa, posee una
produccion similar de 1,820 qq, difiriendo en el rendimiento menor sobre el anterior, de
160.88, sin embargo se sittan como el tercer productor de importancia para el
departamento. En el cultivo de tomate: El Progreso con 192,304 qq, producidos con un
rendimiento de 486 (equivalente a 31,365.95 kg/ha), siendo el principal productor del
departamento.

Seguidamente Sta Catarina Mita posee 93,779 qq, de tomate, con un
rendimiento de 279.08 qq (equivalente a 18,011.54 kg/ha), es importante sefialar que el
rendimiento en comparacion con el anterior, es casi mas del cincuenta por ciento del
rendimiento de la producciéon mas alta.

Agua Blanca cuenta con una produccion de 31,061, rindiendo 419.39 qq
(equivalente a 27,067.01 kg/ha) un valor alto para casi un tercio de la produccién de los

mayores productores del area (INE, 2002).
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d) Departamento de Chiquimula: es notable, la baja produccion de chile pimiento, el
municipio de Esquipulas presenta una produccién de 7,311 gg con un rendimiento de
228.74 (equivalente a 14,762.65 kg/ha), siendo la produccion mas alta y el principal
proveedor para el area. La cabecera departamental, Chiquimula posee una produccion
de chile pimiento de 5,672 qqg, con un rendimiento de 226.74 (equivalente a 14,633.57
kg/ha), similar con el municipio de Esquipulas. En tercer lugar se presenta a
Concepcién Las Minas con 1,025 qg, producidos con un rendimiento 224.63
(equivalente a 14,497.39 kg/ha) sin contrastar con el rendimiento de los dos anteriores,
no asi en la cantidad producida. Sin embargo es destacable la produccion de tomate:
Esquipulas con 81,636 qg, con un rendimiento de 470.15 (equivalente a 30,343.01
kg/ha); sin mayor diferencia en la produccién el municipio de Ipala presenta 80,246 qq,
con un rendimiento superior al anterior de 500.95 (equivalente a 32,330.81 kg/ha), por
lo que sitla a estos dos municipios como los mayores productores del departamento.

El municipio de Chiguimula, representa el segundo productor de importancia en

el area con 14,899 qq, y con 352.57 (equivalente a 22,754.51 kg/ha) de rendimiento.
Olopa y Camotan presentan producciones similares alrededor de 6,723 qq y 6,233 qq,
con rendimientos totalmente distintos de hasta casi el cincuenta por ciento entre ambos,
siendo de 601.74 (equivalente a 38,835.69 kg/ha) para el primero y 377.49 (equivalente
a 24,362.83 kg/ha) para el segundo en mencion, igualmente representan la tercera
opcion produccion para este cultivo (INE, 2002).
e) Departamento de Zacapa: En el cultivo de chile pimiento, para el municipio de
Estanzuela la produccién es de 3,234 qq, con un rendimiento de 206.16 (equivalente a
13,305.36 kg/ha), como principal productor del area, en segundo término se encuentra,
Gualan con 1,700 qq, con el 147.44 (equivalente a 9,515.63 kg/ha) de rendimiento y por
altimo el municipio de Teculutdn produciendo, 802 qq con un rendimiento de 200.34
(equivalente a 13190.90 kg/ha), valor relativamente alto para la cantidad producida. En
el cultivo de tomate: El municipio de Gualan presenta la produccion mas alta para este
cultivo con 61,476 qqg, y un rendimiento de 484.20 (equivalente a 31,249.78 kg/ha),
principal productor para este departamento.
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Seguidamente la cabecera departamental (Zacapa) con 29,532 qq producidos y

con el 371.20 (equivalente a 23,956.88 kg/ha) de rendimiento; por ultimo se toma el

municipio de Rio Hondo con un 10,002 gg de tomate y un rendimiento de 625.13

(equivalente a 40,345.26 kg/ha), destacando su alto valor en el rendimiento para una

produccion de aproximadamente la sexta parte del primero y Y2 de la segunda
produccion (INE, 2002).
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5 Objetivos

General

e Caracterizar aislamientos de cepas puras de Ralstonia solanacearum E.F.
Smith asociados a marchitez bacteriana en los cultivos de tomate Lycopersicon
solanum vy chile pimiento Capsicum annuum, en las principales zonas

productoras del oriente de Guatemala.
Especificos:
e Determinar e ldentificar las biovares de Ralstonia solanacearum asociadas a
marchitez bacteriana en tomate y chile pimiento y su distribuciéon geografica en

los departamentos de El Progreso, Jalapa, Jutiapa, Zacapa y Chiquimula.

e Determinar las razas de Ralstonia solanacearum asociadas en tomate y chile

en los departamentos de El Progreso, Jalapa, Jutiapa, Zacapa y Chiquimula.
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6 Metodologia

6.1 Seleccion de cultivos

Fueron seleccionados los cultivos de tomate y Chile pimiento debido a la
susceptibilidad que presentan a la marchitez bacteriana R. solanacearum E.F. Smith,

en varias areas de los departamentos del oriente del pais.

6.2 Selecciéon del area

Se seleccionaron las principales areas productoras de tomate y chile del oriente
del pais, en los departamentos de Jutiapa, Jalapa, Chiquimula, El Progreso y Zacapa,
enmarcandose las principales areas productoras de tomate como por ejemplo: Agua
blanca, Ipala, Laguna de Retana, La Fragua, Asuncion Mita, margenes del Rio Motagua
desde Sanarate y asi sucesivamente, de cual se seleccionaron agricultores que
reportaron antecedentes de problemas con esa enfermedad. Sin descartar las areas
contempladas para cada departamento segun la informacion referida, procedente del

Instituto Nacional de Estadistica (INE), del IV Censo Agropecuario.

6.2.1 Fase de campo

6.2.1.1 Colecta de material enfermo

Para esta fase se emplearon mapas (localizando zonas de produccion y/o con
presencia de sintomatologia de la enfermedad) donde se establecié las areas de
muestreo, basados en el método de Muestreo Dirigido (French, 1980):

e Basado en fundamentos fitopatologicos: Toda area de cultivo de tomate y chile
pimiento con sintomas de la enfermedad fue incluida y muestreada.

e Para el muestreo se tomaron de 2 a 3 plantas con sintomas de la enfermedad

e Se realizd una prueba rapida para detectar la presencia de la bacteria, en este caso
una prueba rapida de flujo bacteriano.

e Se tomaron coordenadas para la localizacion del area muestreada con ayuda de
GPS, valiéndose de una boleta de campo (identificacién y reconocimiento de las
muestras), para la posterior digitalizacion de la informacion recolectada.
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6.2.2 Prueba de flujo bacteriano

Esta prueba se realizé, con el objetivo de rectificar la presencia de la bacteria,
indicando recolecta o toma de muestra para el analisis seguido de laboratorio.

Las colectas de material con sintomas de la enfermedad fueron realizadas en
campo, en terrenos de agricultores de cultivos afectados por la marchitez bacteriana;
previa entrevista con el agricultor que manifesto presencia de la enfermedad con base a
sintomatologia. La sintomatologia se enmarc6 dentro del marchitamiento y muerte de

plantas, necrosis vascular de los cultivos (32,33).

6.3 Fase laboratorio

6.3.1 Aislamiento del patégeno

e Se procedio a la obtencion del exudado de la bacteria del material vegetal
colectado (tallos), utilizando tubos de ensayo y agua estéril.

e Se realizdé la siembra de la bacteria mediante estriados que diluyeron la
concentracion de colonias en el medio.
Esto se llevé a cabo dentro de una camara de flujo laminar, y sobre medio
nutritivo para la bacteria (5-2-3) Segin Kado & Heskett (1970) citado por
Orozco (1997).

e Se procedi6 a la colocacién de las cajas petri, en una incubadora previamente
calibrada dentro de los 28°C para dar la condicién optima para el crecimiento
de las colonias de bacterias, con un periodo de 48 a 72 horas (Orozco, 1997).

e Se inici6 el proceso de purificacion de la bacteria, seleccionando colonias que
correspondian con las caracteristicas morfologicas y serolégicas propias de la
bacteria, para su posterior replicacion en el medio nutritivo idéneo (medio 5-2-
3) Kado & Heskett (1970) citado por Orozco (1997).

e Medio 5-2-3 Kado & Heskett (1970) citado por Orozco (1997): preparacion
para/1000 ml: Dextrosa 5 gramos, Caseina hidrolizada 4 g, Extracto de
Levadura 2 g, K;HPO,4 2 g, MgS04.7H20 3 ml., Agar 20 g, y completar con

agua destilada.
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6.4 Pruebas de identificacion rapida de Ralstonia solanacearum E.F. Smith

Se realizaron pruebas rapidas de identificacién de la bacteria, las cuales fueron:
prueba de ELISA, prueba de KOH, tincibn de Gram y andlisis de caracteres
morfolégicos (Arai, 2001; Orozco, 1997; Orozco, 2004).

6.5 Siembra en medio de cultivo (CGP+Cloro Trifenil, TZC)

Se prepar6 la cantidad necesaria de medio CGP+Cloro Trifenil, TZC para el
llenado de cajas Petri, para el reaislamiento, de la bacteria. Medio CGP para 1000 cc.:
Dextrosa 10 g., Peptona 10 g., Caseina acida 1 g, Agar-agar 18 g, Agua 1000 ml. y
Triphenyl tetrazolium chloride (TZC) 0.5 ml (se coloca posterior al proceso de
esterilizacion en autoclave).

Este medio es util para distinguir Ralstonia solanacearum, y colonias
virulentas positivas, cuyas caracteristicas, fue la formacién de estrias de coloracion
fucsia. Todos estos procedimientos se realizaron en el Laboratorio de Biotecnologia
(FAUSAC).

6.6 Preservacion de la bacteria

Luego de completar el ciclo de purificacion, se realizo la preservacion de la misma
conformando un cepario.
Los ceparios que se realizaron constaron de dos metodologias: Conservacion en

agua y Conservacion en seco (mediante tiras de papel.) (Diaz 1999; Orozco, 1997).

e Conservacion en agua: se utilizé agua esterilizada, los procedimientos se llevaron a
cabo con la ayuda de una camara de flujo laminar, para evitar la contaminaciéon del
medio, tomando con un aza, una alicuota de la colonia purificada, diluyéndola, en
tubos de ensayos conteniendo 10ml de agua esterilizada, procedimientos
efectuados con cada una de las muestras (Orozco, 1997; Orozco, 2004).

e Conservacion en seco (tiras de papel), segun método de Takatsu (1980): se llevara
acabo mediante dos soluciones concentradas de Glucosa-agar-agar (sol. A) y
Gelatina-agua (sol. B), que fue vertida en pequefos tubos Eppendorf de 1.5 ml de
capacidad (Orozco, 1997; Orozco, 2004).
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Posteriormente, se tomaron siembras en cajas de petri de no mas de 42 horas,
utilizando una cadmara de flujo laminar, se procedié a mezclar las dos soluciones
referidas con anterioridad y se depositaron, sobre la siembra pequefos papeles de
aproximadamente 1.5 cm de largo por 0.5 cm de ancho, generando contacto y
absorcion de la mezcla que conservaron colonias viables de la bacteria, para su

posterior reactivacion por hidratacion.

6.7 Determinaciéon de la presencia de Ralstonia solanacearum E.F. Smith

utilizando la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Esta prueba se realiz6 basandose en el principio de la reaccién en cadena de la

polimerasa, que se compone de ciclos de desnaturalizacién, alineamiento de

oligonucledtidos y sintesis de fragmentos de ADN (extensién), para la ratificacion de

gue las cepas aisladas y purificadas pertenecen a la especie R. solanacearum se

procedio de la siguiente forma:

a. Se realizaron copias de las cepas aisladas en medio selectivo (CGP+TZC)

para la propagacion de células viables de R. solanacearum, con un
periodo de crecimiento de 48 horas idoneas para la obtencién de ADN

para la realizacion de la PCR.

. Se prepar6 la mezcla con los cebadores generales ((0.5uM), (0.2mM de

nucleétidos, dNTP), (2.5 U por 100 ul de tag polimerasa)), con un total de
25 a 100 ul por cada muestra, cuya secuencia corresponde (Opina 1997):
759 (5'-GTCGCCGTCAACTCACTTTCC-3)
760 (5-GTCGCCGTCAGCAATGCGGAATCG-3)

. Se amplificaron las reacciones de PCR en un termociclador PTC.-200,

bajo las siguientes condiciones: un inicio de 96°C durante 3 minutos,
seqguidos de 30 ciclos de 15 segundos a 94°C, 30 segundos a 58°C y 30
segundos a 72°C, completando la reaccién con 5 minutos a 72°C.
(Procesos completos de desnaturalizacion, alineacion y extension)
(Becerra 'y Paredes 2007; Denny y Hayward 2001; Hirano, 2000).
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d. Con la reaccion en cadena de la polimerasa completada se efectuo el

corrido de las cadenas de ADN, en un gel de agarosa a 1.5% llevandose a

cabo el procedimiento de electroforesis:

Pesar y preparar la soluciéon de agarosa.

Fundir la solucion de agarosa en un horno de microondas (sin
rebalses de hervor).

Enfriar la solucién a una temperatura de 50° C. Colocar la solucién
en un recipiente o molde de gel (nivelado horizontalmente), colocar
el molde de los pozos (peine) o celdas.

Reposar para solidificacion (30 minutos).

Colocar el gel sélido sobre la camara de electroforesis, agregar
buffer (0.5 x TBE o 1 x TAE), hasta 1 cm sobre el gel (Hirano,
2000).

Adicionar 1/5 de volumen de buffer de cargador (azul de
bromofenol, xilencianol, glicerol) por muestra de ADN.

Llenar los pozos o los agujeros del gel, cuidando de no contaminar
las muestras.

Proveer la fuente de poder a la camara, determinando el voltaje de
acuerdo a la solucion buffer que se esté utilizando: TAE 50V/gel de
10 cm de longitud. TBE 100V/gel de 10 cm de longitud.

Terminar la electroforesis cuando el color del cargador (azul de
bromofenol) haya recorrido aproximadamente 2/3 de la longitud
total del gel.

Tincién con bromuro de etidio: terminado el trabajo en la camara de
electroforesis se retira el gel y se sumerge en una solucion de
Bromuro de Etidio y Buffer, durante un tiempo aproximado de 30
minutos con agitacion, con el objetivo de que el gel se tifia a
temperatura ambiente (100 ml de buffer agregar 1 um de bromuro
de etidio).

Colocar sobre un trasiluminador y observar con luz ultravioleta (usar
equipo de proteccion en los 0jos).

Detectar las bandas y fotografiar (Hirano, 2000).
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6.8 Determinacion de biovares de los aislamientos obtenidos de Ralstonia
solanacearum E.F. Smith

Apoyandose en la informacion recabada sobre los métodos de caracterizacion de
la bacteria, presentada en el marco teodrico, se utiliz6 la metodologia de Hayward
(1954), correspondiente en la identificacion de las biovares 1, 2, 3, y 4 descritos por
este autor sobre la base de la capacidad de oxidar y/o producir acidos a partir de los
azucares: lactosa, maltosa, celubiosa, manitol, sorbitol y dulcitol tal como relata Orozco
(1997).

La elaboracion de los azucares y alcoholes como medio se realizé de forma
separada, para cada uno de ellos, posteriormente se prepararon las muestras
contenidas en el cepario previo a la siembra en cada uno de los medios.

e Medio de “Carbohidratos” para la determinacion de biovares R.
solanacearum, segun Hayward, (1954 y 1976) citado por Orozco 1997.
Reactivos: NH4 H, PO, (Fosfato de amonio hidrogenado) 1.0 g, KCI (Cloruro
de Potasio) 0.2g, Sulfato Magnesium (MgSQO, * 7H,0) 0.2g, Peptona 1.0g,
Azul de bromotimol 0.03g y Agar 3.0g.

A este medio basal se le agrego la solucion de azucares y alcoholes de previo
filtracion de la siguiente manera: 1g (azucar) + 5ml H,O y 1 g (alcohol) + 5mi
de agua destilada.

e Inoculacion: se efectué con las cepas conservadas en agua, en tubos de
ensayo estériles de 10 ml, conteniendo 5 ml del medio basal semisélido con
(azucares y alcoholes), con la ayuda de una camara de flujo laminar, y una
micropipeta 20-200 ul para la inoculacion de 30 ul de la bacteria.

e Incubacién: Los tubos inoculados fueron incubados a temperatura de 28°C,

e Observaciones: se tomaron lecturas en un periodo de 48 horas, durante tres
semanas, de acuerdo a el uso del disacéarido o la oxidacion del alcohol que la
cepa (bacteria) produjo, siendo la acidificacion del medio, expresada por el
cambio de color del medio de verde (pH neutro), a amarillo (pH acido) (7).

e Luego se aplicaron los conceptos de determinacion de biovares de R.
solanacearum de acuerdo a la produccion de acido a partir de azlicares y
alcoholes, segun Hayward (1954), descrito en el cuadro siguiente:

e Metodologia de Hayward 1954, cuadro 1.
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6.9 Determinacion e identificacion de Raza 3 de Ralstonia solanacearum E.F.
Smith, utilizando la reaccion en cadena de polimerasa (PCR).

Cumpliendo de nueva cuenta los procesos y principios de PCR. Se procedi6 de

la siguiente forma:

a.

Se realizaron copias de las cepas aisladas en medio selectivo (CGP+TZC)
para la propagacion de células viables de R. solanacearum, con un
periodo de crecimiento de 48 horas idoneas para la obtencion de ADN
para la realizacion de la PCR.
Se preparé la mezcla con los cebadores especificos para raza 3 en tubos
Eppendorf ((0.5 ul), (0.25 ul de nucleétidos, dNTP), (2.5 U por 100 ul de
taq polimerasa)), con un total de 25 a 100 ul por cada muestra, cuya
secuencia corresponde a (Weller, 2000):

630 (5'-ATACAGAATTCGACCGGCAC-3)

631 (5'-AATCACATCCAATTCGCCTACG-3)
Se amplificaron las reacciones de PCR en un termociclador PTC-200 las
siguientes condiciones: un inicio de 96°C durante 3 minutos, seguidos de
30 ciclos de 15 segundos a 94°C, 30 segundos a 58°C y 30 segundos a
72°C, completando la reaccion con 5 minutos a 72°C. (Procesos
completos de desnaturalizacién, alineacion y extension).
Con la reacciéon en cadena de la polimerasa completada se efectud el
corrido de las cadenas de ADN, en un gel de agarosa a 1.5% llevandose a
cabo el procedimiento de electroforesis (Buffer 0.5 x TBE) durante un
promedio de 20 minutos.
Seguidamente la gel fue colocada y sumergida en Bromuro de Etidio para
la tincion de ADN, visualizandose las bandas del mismo con luz
ultravioleta (Becerra y Paredes, 2007; Hirano, 2000).

6.10 Distribucién geografica de los biovares caracterizados

Luego de tener completada la caracterizacion de los biovares, se procedi6 a la

digitalizaciéon de las coordenadas de los puntos de muestreo, por medio de software

disefiados para el efecto, en la unidad Sistemas de Informacion Geografica (S.I.G.) de

la Facultad de Agronomia.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Fase de campo

7.1.1 Area muestreaday colecta de material vegetal

Basados en el método de Muestreo Fitopatoldgico Dirigido (French, 1980), se
obtuvo el listado de localidades con presencia de la bacteria R. solanacearum, segun

cuadro 4.

Cuadro 4. Lista de localidades tomadas con GPS (Maguellan) con registro de presencia de bacteria
Ralstonia solanacearum E.F. Smith para determinar biovares.

Departamento Localidad Coordenadas Presencia (+) Cultivo
UTM Ausencia (-) de
Enfermedad
El Progreso | Los Llanos 801517 | 1632834 + Tomate/Chile
Los Llanos 799709 | 1633609 + Tomate/Chile
San Miguel | 797194 | 1639560 -
Conacaste
San Miguel | 796222 | 1637771
Conacaste
El Upayén 798022 | 1637321
El Upayén 799276 | 1638119
Los Cerritos 810062 | 1633533
(Sansare)
Los Planes 793598 | 1628946 Tomate
(Sn. Antonio, La
Paz)

Los Planes 793464 | 1629087
(Sn. Antonio, La
Paz)

Aldea EIl Obraje 836662 | 1608455
(Monjas)
Aldea Chaguite | 822100 | 1624970
(Monjas)
San Antonio | 827634 | 1606767 Tomate/Chile
(Monjas)
San Antonio | 830002 | 1607750 Tomate
(Monjas)
Aldea La Campana | 837695 | 1601556
(Monjas)

Aldea Culima San | 856852 | 1618745
Luis
Jilotepegue
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Aldea El Obrajuelo | 862829 | 1600867
(Agua Blanca)
Aldea La Acequia 838537 | 1585364 Tomate
Aldea La Esperanza | 859456 | 1608655 Tomate
Guayavias  (Agua | 859168 | 1600699
Blanca)
Aldea La Tuna 857993 | 1599456
(Agua Blanca)
Aldea El Tempisque | 863459 | 1604694 Tomate/Chile
(Agua Blanca)
Aldea El Tempisque | 863326 | 1604921 Tomate/Chile
(Agua Blanca)
Laguna de Retana 840171 | 1593991 Tomate
(El Progeso)
Laguna de Retana 838650 | 1594886
(El Progeso)
Laguna de Retana 841335 | 194886
(El Progeso)
Laguna de Retana 841693 | 1595468
(El Progeso)
Asuncion Mita 855006 | 1586953
Atescatempa 851828 | 1569334
San Cristébal | 859863 | 1570640
Frontera
El Jicaro | 848893 | 1571768
(Yupiltepeque)
Yupiltepeque 846298 | 1571768 Tomate
Aldea El Tobon 863451 | 1598665
(Agua Blanca)
Chiquimula Aldea ElI Volcan | 893424 | 1649610 Tomate
(Jocotan)
Aldea EIl Barbasco 895251 | 1650594 Tomate/Chile
(Jocotan)
Aldea Shupéa | 892081 | 1660386 Tomate/Chile
(Camotan)
Aldea Shupa | 892532 | 1643987 Tomate/Chile
(Camotan)
Aldea La Libertad | 892564 | 1645841 Tomate/Chile
(Camotan)
Aldea La Coronada | 868508 | 1619305 Tomate
(Ipala)
Aldea La Coronada | 868790 | 1619819 Tomate
(Ipala)
La Fragua (Zacapa) | 871171 | 1656446 Tomate

La Fragua (Zacapa) | 872247 | 1655209 Tomate

San Jorge (Zacapa) | 871912 | 1684989 Tomate/Chile
La Jigua (La Unién) | 892513 | 1652325 Tomate

Fuente: Base de datos proyecto AGROCYT 0-41-2004 “Principales Aspectos epidemiolégicos de la
Marchitez bacteriana, causada por R. solanacearum, en el cultivo de tomate Solanum lycopersicon L.
en el oriente de Guatemala”.
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7.2.1 Aislamiento del patégeno
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El flujo bacteriano de las muestras colectadas con anterioridad, fueron

sometidos a el Test de ELISA (reaccibn en membranas de nitrocelulosa), especifico

para la deteccién de R. solanacearum; las muestras que reaccionaron positivamente

se procedid a darles una nomenclatura o cédigo de aislamiento (cuadro 5), obteniendo

los siguientes resultados para el proceso de pruebas rapidas de identificacion, fueron

sembradas por estriacion, en placas o cajas de petri, en medio nutritivo 5-2-3 de Kado
& Heskett (1970), citado por Orozco (1997).

Cuadro 5. Procesamiento de muestras positivas previo purificacién de los aislamientos y asignacion de
cédigo para identificacién de cepas.

Departamento

Localidad

Cddigo de Aislamiento

El Progreso

Los Llanos

M1

Los Llanos

M2

San Miguel Conacaste

M3

San Miguel Conacaste

M4

El Upayén

M5

El Upayon

M6

Los Cerritos
(Sansare)

M7

Los Planes
(Sn. Antonio, La Paz)

Los Planes
(Sn. Antonio, La Paz)

Aldea EI Obraje
(Monjas)

Aldea Chaguite (Monjas)

San Antonio (Monjas)

San Antonio (Monjas)

Aldea La Campana
(Monjas)

Aldea Culima San Luis
Jilotepeque

Jutiapa

Aldea EI Obrajuelo
(Agua Blanca)

Aldea La Acequia

Aldea La Esperanza

Guayavias (Agua
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Aldea La Tuna
(Agua Blanca)
Aldea El Tempisque
(Agua Blanca)
Aldea El Tempisque
(Agua Blanca)
Laguna de Retana
(El Progeso)
Laguna de Retana
(El Progeso)
Laguna de Retana
(El Progeso)
Laguna de Retana
(El Progeso)
Asuncion Mita

Atescatempa

San Cristébal Frontera
El Jicaro (Yupiltepeque)
Yupiltepeque

Aldea El Tobon

(Agua Blanca)
Chiquimula Aldea El Volcan
(Jocotan)

Aldea El Barbasco
(Jocotan)

Aldea Shupa (Camotan)
Aldea Shupa (Camotan)
Aldea La Libertad
(Camotan)

Aldea La Coronada

(Ipala)

Aldea La Coronada
(Ipala)

La Fragua (Zacapa)

La Fragua (Zacapa)

San Jorge (Zacapa)

La Jigua (La Unién)

Caodigo de aislamiento: (M)= muestra, (No.)= numeracion correlativa, en relacion a

la colecta y area (cuadro 4) y el procesamiento a nivel de laboratorio.
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7.3 Caracterizacion fenotipica

7.3.1 Caracterizacién morfologica

En cuanto a morfologia pueden ser observaron dos tipos de colonias: 1) fluida
(mucoide) debido a la produccion del polisacarido extracelular (EPS), lisa, irregular y
redondeada; 2) Se identificoé a una colonia mutante con apariencia seca, traslicida,

rugosa y no es fluida.
7.3.1.1 Siembra en medio de cultivo de Tetrazolio (CGP+Cloro Trifenil, TZC)

En el proceso de identificacion de la bacteria, se siguié la metodologia descrita,
determinando en las colonias caracteristicas del crecimiento (color, elevacion,
superficie), la morfologia y las respuestas a las pruebas fisioldgicas (crecimiento a 30°C
y 41°C).

En el medio CGP+TZC, las colonias normales virulentas, son lisas, fluidas
irregulares, blancas o levemente rojas, en el centro de la colonia y las mutantes
avirulentas son completamente opuestas. Las diferencias entre los tipos de colonias y
niveles de virulencia estan relacionadas con la presencia y cantidad del
mucopolisacarido extracelular que produce la bacteria (Kelman, 1965).

Este patdgeno presentd gran variacion en la mayoria de las cepas, debido a que
su tasa de mutacién a un tipo de colonia avirulenta puede ser muy rapido, de acuerdo a
los estudios realizados por French et al; 1995.

Con base a lo descrito, los resultados de los 23 aislamientos que se presentan en
el cuadro 4, se obtuvieron resultados positivos al aislamiento y presencia de flujo
bacteriano ante la prueba rdpida de ELISA. En las pruebas seroldégicas en medio
nutritivo 5-2-3 y CGP+TZC, los resultados fueron positivos para 11 aislamientos,
presentando colonias lisas, fluidas, irregulares, de color blanco levemente rojizas o
fucsias, formando estrias en el centro de las mismas; en lo que se refiere al crecimiento,
respecto a la temperatura, satisfactorios y positivos en las caracteristicas desde los
28°C.
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De esta cuenta, se procedié a dar una nueva nomenclatura, en la cual se asigno

la letra “A”= aislamiento o colonia pura, conservando el numeral indicando lugar de

colecta y posicionamiento geografico, continuando con el preservado y posteriormente a
las pruebas bioquimicas y diagnéstico molecular.

Figura 10-11: Placa con colonias puras de 48 horas de Ralstonia solanacearum: (a) medio 5-2-3
incubacion y (b) medio CGP+TZC resultados del proceso de caracterizacion morfolégica y purificacion.
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El cuadro 6, presenta la nueva nomenclatura de acuerdo a los resultados positivos

de la caracterizacion morfolégica y purificacion, correspondiente a procesos

seroldgicos, ademas de identificar el rango de hospederos, para la determinacion de
raza.

Cuadro 6: Nomenclatura para preservacion, analisis bioquimico y diagnostico molecular (PCR).

Cddigo de | Departamento Localidad Hospedero
Aislamiento
Al El Progreso Los Llanos Tomate
(Sanarate)
A2 El Progreso Los Llanos Tomate/Chile pimiento
(Sanarate)
A3 Jalapa Sn. Antonio Tomate/Chile pimiento
(Monjas)
A4 Jutiapa Aldea El Tempisque Tomate
(Agua Blanca)
Laguna de Retana Tomate y chile pimiento
(El Progreso)
Chiguimula Aldea La Coronada Tomate

(Ipala)

Aldea Talquezal-Barbasco Tomate
(El Volcan, Jocotan)
Aldea Shupa Tomate/Chile pimiento
(Camotéan)
Control Positivo/biovar 2-raza 3 Papa

Aldea Shupa Tomate/Chile Jalapefio
(Camotén)

Aldea La Libertad Tomate/Chile Jalapefio
(Camotan)

La Jigua Tomate
La Unién

Estas pruebas resultaron apropiadas, facilitando aislar e identificar células
viables de R. solanacearum, especialmente del material vegetal colectado (Tallos de
plantas con sintomas de la enfermedad) en las zonas productoras de tomate Solanum

lycopersicon L.y chile pimiento Capsicum annuum L. del oriente de Guatemala.
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7.4 Preservacion de la bacteria

Conservacibn en agua: Se utilizd agua destilada y autoclaveada, los
procedimientos se realizaron en una camara de flujo laminar, para evitar la
contaminacion del medio, tomando con una punta de micropipeta, una alicuota de la
colonia purificada, diluyéndola, en tubos eppendorf conteniendo 500 ul de agua

esterilizada, procedimientos efectuados con cada una de las muestras.

¢ oneme

Figura 12-13. Coleccion de cepas aisladas (Cepario).

Sobre este procedimiento se fundamentd la realizacion del cepario para las
consecuentes pruebas de la investigacion por su versatilidad (Bioquimica y PCR). En la
figura 12 de muestra la coleccion utilizada para el diagnostico de PCR vy la figura 13

muestra el cepario utilizado para la prueba bioquimica.

7.5 Determinacion de la presencia de Ralstonia solanacearum utilizando la
técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% se detect6 la banda de 280-
281 pb en los 12 aislamientos generada por amplificacién con el cebador general 759 y
760. El fragmento de tamafio de 280 pares de bases permitié identificarlas como R.

solanacearum.
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e Diagnostico realizado en el Laboratorio de Biotecnologia, de la FAUSAC,

figura 14.

CN A1 A2 A4 A5 A6 A7 A8 CP MA

———e 280 pares bases (pb) replicadas del ADN de los aislamientos (positivo)

Figura 14. Producto amplificado mediante PCR utilizando los cebadores especificos 559 y 560 en la
region 16S ARNr de Ralstonia solanacearum E.F. Smith, de 280-281 pb.

Se cumple con el principio de identificacion de R. solanacearum, con la
amplificacion, de la banda de 280 pb. con un marcador especifico, la visualizacion de
bandas con luz ultravioleta (resultado positivo) de 280 y 281 pares de bases, lo cual
indica que las 12 cepas obtenidas (Al, A2, A3, A4, A5, A6, A7, A8, Al4, Al5, A21, A31)
corresponde a R. solanacearum y entre los controles positivos (CP), contrario a la no
visualizacion de bandas, en el control negativo (CN). Por lo tanto, la eficiencia de este
procedimiento en la identificacibn de la especie de la bacteria en estudio, es

determinante y exacto.
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7.6 Determinacion de biovares de los aislamientos obtenidos e identificados de
Ralstonia solanacearum E.F. Smith

Se observo la habilidad de R. solanacearum de oxidar, el cual se pudo observar
por el cambio de color del medio basal de carbohidratos inoculado en la bacteria: medio
de color verde oliva, reaccién negativa; cambio de color verde a amarillo de arriba hacia
abajo, reaccion positiva, con produccion de &cidos a partir de disacaridos u oxidacion de

los alcoholes hexosa Figuras 15-22.

Figura 15-16. Preparacion y servido del medio basal de carbohidratos para la determinacion bioquimica
de Ralstonia solanacearum E. F. Smith; 2006.

e Controles o testigos

Figura 17-18. Tubos de ensayo con medio basal de Carbohidratos con una reaccion negativa (verde) y
reaccioén positiva (amarillo).
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e Resultados

Figura 19-20. Tratamientos positivos a la producciéon de acido a partir de disacaridos (azucares),
correspondiente al biovar 3.

Figura 21-22. Tratamientos positivos a la oxidacidn de alcoholes hexosa, correspondiente al
biovar 3.

Los resultados obtenidos de las cepas seleccionadas previamente e identificadas
como R. solanacearum, con los cebadores especificos se clasifican en Biovar: Bv 3 =
positivo para la utilizaciéon de los disacaridos y la oxidacion de los alcoholes, para los 11

aislamientos evaluados del area de estudio.
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A través del analisis bioquimico realizado se comprueba que R. solanacearum,
contiene abundantes enzimas, por ejemplo aquellas que inician la degradacion de
substratos como la glucosa, o la transformacion de compuestos inorganicos como los
nitratos, ademas de las reacciones de oxido reduccion de alcoholes. Lo que destaca a
este biovar caracterizado, es su proliferaciéon a alta temperatura (rango 28-35 °C) y
humedad relativa alta (55-65%), o que nos lleva a ratificar, que el desarrollo de la
marchitez bacteriana y su patdégeno, dependen principalmente de temperaturas altas.
Se evidenci6 la variante del aislamiento, A14 positivo para la utilizaciéon de los
disacaridos (formacion de acidos), negativo para la oxidacion de los alcoholes:
cumpliendo con la finalidad de control positivo para biovar 2-raza 3 (papa).
Al igual que las pruebas de identificacion rapida de la bacteria, el analisis
bioquimico de cepas, se encuentra directamente ligado con caracteristicas que posee la

membrana celular de la bacteria.
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7.7 Determinacion e identificacion de Raza 3 de Ralstonia solanacearum
utilizando la reaccion en cadena de polimerasa (PCR).

Mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% no se detectaron en los 12
aislamientos, la banda de control positivo (aislamiento donado por Sanchez, (2006) del
cepario de estudio filogenético y de distribuciéon de la bacteria R. solanacearum)

generada por amplificacion con el cebador especifico 630 y 631.

Bandas control positivo para Raza 3

Figura 23-24. Producto amplificado mediante PCR utilizando los cebadores especificos 630 y 631en la
identificacién de raza 3, de R. solanacearum E.F. Smith (Resultado negativo).

Es importante mencionar que los resultados obtenidos en esta fase, coinciden con
las muestras aisladas de tomate en Sanarate, Agua Blanca, el Asintal, Monjas Jalapa,
Ipala; muestras aisladas de quilete colectado en Sanarate, berenjena colectado en
Estanzuela, Zacapa, por Sanchez, (2006), en el Estudio Filogenético y Distribucion
de la Bacteria R. solanacearum, en Guatemala, en el cual, resulta positivo para el
cebador general de PCR, para la presencia de la bacteria, negativo para PCR del
cebador especifico de Raza 3, clasificandose en filotipo |, Secuevar 14, cuyo origen es

Asia.
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7.8 Digitalizacion de la distribucién geografica de los biovares caracterizados.

7.8.1 Mapa de distribucion geografica en areas de colecta de Ralstonia

solanacearum.

Muestreo Dirigido (French, 1980) a nivel fitopatologico, de la marchitez
bacteriana, causada por Ralstonia solanacerum E.F. Smith
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Figura 25. Mapa de muestreo dirigido (French, 1980) de la marchitez bacteriana, causada por Ralstonia
solanacerum E.F. Smith, en el oriente de Guatemala.
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7.8.2 Mapa de distribucién Biovar 3, Raza 1 de R. solanacearum E.F. Smith

Distribucion del Biovar 3, Raza 1, de Ralstonia solanacearum E.F. Smith, en el
cultivo de tomate Solanum lycopersicon L.
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Figura 26. Mapa de la distribucion geografica del Biovar 3 Raza 1, en parcelas de cultivo de tomate
Solanum lycopersicon L. y chile pimiento Capsicum annuum L. de Ralstonia
solanacearum E.F. Smith, en el oriente de Guatemala.
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8 Conclusiones

Basado en la caracterizacion bioquimica de los aislamientos se identificd el
biovar 3, como el causante de la marchitez bacteriana en el cultivo de tomate
Solanum lycopersicon L. y la relaciébn de hospedante en el cultivo de chile

pimiento Capsicum annuum L.

De acuerdo al rango de hospederos, con respecto a la especializacion
patologica de la bacteria en atacar a determinada especie (tomate Solanum
lycopersicon L. y chile pimiento Capsicum annuum L.) se determin6 para el
area de estudio, la presencia de la raza 1 como predominante ante el analisis

especifico en solanaceas.

La distribucion geogréfica del biovar 3 de Ralstonia solanacearum E.F. Smith,
se establecid a través de mapas digitalizados de acuerdo a las coordenadas
UTM tomadas en la fase de campo, sefialando los departamentos de El
Progreso (municipio de Sanarate) y Jutiapa (municipios de Agua Blanca y El
Progreso), Chiquimula (municipios de Ipala, Jocotan y Camotan) como los mas

afectados por el biovar 3-raza 1 del patégeno.
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9 Recomendaciones

Institucionalizar y crear una base de datos geogréaficos en un sistema nacional
de monitoreo y cuarentena, de areas infestadas con Ralstonia solanacearum
E.F. Smith. Para la creacibn de un ente de inspecciébn de las mismas,
correlativamente en las épocas de siembra, desarrollo vegetativo y produccion,
estratificAndose esta misma base de acuerdo con la tecnologia que el agricultor o
productor emplee y realizar un historial de cada monitoreo con respecto a la
tenencia de la tierra, historial, rotacion de cultivos, volimenes de produccion y los

mercados destino.

Vincular institucionalmente, a los productores de areas infestadas a Laboratorios
fitopatolégicos y biotecnologia, por ejemplo, el Ministerio de Agricultura
Ganaderia y Alimentacion-MAGA-, Facultad de Agronomia de la USAC, con el

fin de desarrollar diagnésticos sobre R. solanacearum E. F. Smith.

Desarrollar e implementar un sistema nacional de divulgacion, capacitacion y
manejo de la enfermedad a través de instituciones gubernamentales como el
Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Alimentacion-MAGA-, a los agricultores,

de cultivos susceptibles.

Establecer convenios y programas con instituciones afines al desarrollo de
alternativas tecnoldgicas, como el fitomejoramiento de especies, dirigido al

problema de marchitez bacteriana, causado por R. solanacerum E. F. Smith.
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