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PRESENCIA DE LA BACTERIA Ralstonia solanacearum EN SEMILLA NO
CERTIFICADA DE PAPA, PRODUCIDA EN LOS MUNICIPIOS DE CONCEPCION
CHIQUIRICHAPA, SAN MARTIN SACATEPEQUEZ Y SAN JUAN OSTUNCALCO DEL

DEPARTAMENTO DE QUETZALTENANGO, GUATEMALA.

RESUMEN

La papa (Solanum tuberosum) constituye uno de los principales productos de la canasta
basica nacional por lo que representa una gran importancia en el mercado, por los beneficios
gue genera su consumo asi como la generacién de fuentes de empleo para muchos

guatemaltecos.

Entre el conjunto de plagas y enfermedades que causan pérdidas econdmicas en el cultivo
de papa se encuentra la marchitez bacteriana la cual es causada por Ralstonia
solanacearum E. F. Smith. Dicho patégeno causa la enfermedad en muchos cultivos de
interés en Guatemala y el mundo, limita la produccion de -cultivos econdémicamente
importantes incluyendo papa, tomate, banano y tabaco. La bacteria posee la capacidad de
infectar e inducir sintomas en distintas especies de malezas solanaceas y no solanaceas que
pueden ser fuentes de in6culo y hospederos alternos a las especies de importancia

econdémica (Champoiseau 2009).

Los sistemas de Manejo Integrado son la Unica forma de contrarrestar la marchitez
bacteriana y el uso de tubérculos-semilla de papa de completa sanidad fitopatolégica es un

componente base para reducir la incidencia de la enfermedad (Prior et al. s.f.). Actualmente,



Vi

el Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas (ICTA) se encarga de producir minitubérculos
que constituyen el tubérculo-semilla basica, los cuales son producidos por medio de cultivo in
vitro-invernadero, producto que es adquirido por alrededor de 9 grupos de productores
conformados por asociaciones, cooperativas, ONG’s y OG’s que abastecen el mercado de

semilla certificada en el pais (Ramirez et al. 2011).

En el campo la observacion de sintomas es el primer paso para detectar Ralstonia
solanacearum, pero en la mayoria de los casos no es posible detectar su presencia en de
forma visual, por lo que las técnicas moleculares juegan un papel muy importante para
detectar infecciones aunque los sintomas no se manifiesten. En la presente investigacion se
puso en préactica el aislamiento de la bacteria por medio de medios nutritivos y la técnica de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa, PCR, para detectar Ralstonia solanacearum en

tubérculos comerciales utilizados como semilla de papa no certificada.

Las pruebas realizadas demostraron distintos resultados. Para determinar la incidencia se
realizd6 un sondeo (Ruano 1989) lograndose obtener 150 tubérculos-semilla de 17
productores comerciales en las tres zonas en estudio. Se obtuvo que la presencia de
Ralstonia solanacearum por medio de aislamiento en medios de cultivo es del 8%, porcentaje
que se representa a nivel de reconocimiento o exploratorio; y la prueba de PCR denoté la

presencia de la bacteria en un 2.66% lo cual se muestra a un nivel de detalle.

Esta diferencia en porcentajes se debe a distintas razones, entre éstas se encuentra la
sensibilidad del PCR a la sensibilidad y especificidad de los cebadores utilizados y de la
eficiencia de la reaccion. La Taq polimerasa también es sensible a la inhibicion por factores

presentes en las muestras biolégicas. Tedricamente la técnica de PCR es capaz de detectar
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tan pocas como una sola hebra de ADN (Pastrik 2000), mas en la practica se pudo dar un
falso negativo por otras circunstancias como el hecho de que las colonias utilizadas para

realizar la prueba de PCR no estuviesen completamente purificadas por lo que otros

organismos pudieron haber inhibido la accién de la reaccion.

Se le dio importancia a los elevados porcentajes de la bacteria en los campos de cultivo y las
altas infecciones que no se exteriorizan en el material vegetal, poniendo de manifiesto la falta
de responsabilidad de autoridades gubernamentales como el MAGA y el ICTA, y no
gubernamentales como asociaciones, cooperativas y el gremio de productores de papa, en la

regulacion de la produccion de tubérculos-semilla de calidad.

Todavia hace falta mucha sensibilizacion a los productores sobre la importancia de utilizar
semilla de calidad puesto que no se esta realizando ningun tipo de control preventivo
evitando la infestacion de nuevas zonas. Con esto se sugiere al ICTA como institucion
estatal, para que realice labores de sensibilizacién, capacitacion, control y supervision a
productores de tubérculos-semilla de papa no certificados en los siguientes lineamientos:

1. Sensibilizar sobre la importancia de manejar culturalmente la papa

contaminada.
2. Capacitar en cdmo producir semilla certificada.
3. Controlar los procesos de produccion identificando zonas infestadas y

manejarlas debidamente.






1 INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum) constituye uno de los productos de la canasta basica nacional
por lo que tiene importancia en el pais, ya sea por los beneficios que genera su consumo asi
como la generacion de fuentes de empleo para muchos guatemaltecos. Para el afio 2009 la
produccion nacional total fue de 469,906.63 toneladas métricas de tubérculos de papa (SIM
2010). En algunos casos se ha observado que la papa es la Unica fuente de alimentacién por
familia y de acuerdo al Instituto Nacional de Estadistica de Guatemala (INE), se indica que
durante los afios 1,988 y 1,990 se considera que el mayor porcentaje (alrededor del 80%) del
consumo per capita del grupo de alimentos que aportan carbohidratos (tubérculos, platano y

banano) se refiere a la papa (Franco 2002).

Entre el conjunto de plagas y enfermedades que causan pérdidas econdmicas en el cultivo de
papa se encuentra la marchitez bacteriana la cual es causada por Ralstonia solanacearum E.
F. Smith, inicialmente descrita como Bacillus solanacearum (Smith 1896) y posteriormente
como Pseudomonas solanacearum (Smith 1914). La bacteria ataca a mas de 200 especies de
plantas y la misma se encuentra predominantemente presente en las zonas altas y frias de los
tropicos, hasta los 3,400 m.s.n.m. (Prior, Barea, Aley s.f.). Ralstonia solanacearum ataca el
sistema vascular de las plantas provocando amarillamiento, marchitez, y en casos extremos la

muerte prematura de las mismas (Sanchez et al. 2008).

En el cultivo de la papa, Ralstonia solanacearum ha sido dispersada por medio de semilla de
baja calidad por lo que una alternativa al manejo integrado de la enfermedad es la utilizacion

de semilla libre de la bacteria. Actualmente, el Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas



(ICTA) se encarga de producir minitubérculos que constituyen el tubérculo-semilla basica, los
cuales son producidos por medio de cultivo in vitro-invernadero, y asociaciones de productores
de semilla comercial como Joya Hermosa, en el departamento de Huehuetenango son de los
pocos productores que abastecen el mercado de semilla certificada en Guatemala. A pesar de
esto, aproximadamente un 90% de agricultores siembran semilla producida en forma artesanal,
comercializada por los mismos productores de papa; semilla que no posee control fitosanitario

regulado.

Para poder identificar a la bacteria estudiada en material potencialmente infectado como lo son
tubérculos comercializados como semillas, existen distintos métodos de deteccién, ya sea en el
campo como en el laboratorio, desde la observacion de sintomas hasta la utilizacion de
técnicas seroldgicas y moleculares. En el campo, la observacion de sintomas es el primer paso
para detectar Ralstonia solanacearum, pero en la mayoria de los casos no es posible detectar
su presencia en de forma visual, por lo que las técnicas moleculares juegan un papel muy
importante para detectar infecciones aunque los sintomas no se manifiesten. En la presente
investigacion se puso en practica el aislamiento de la bacteria por medio de medios nutritivos y
la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa, PCR, para detectar Ralstonia

solanacearum en tubérculos comerciales utilizados como semilla de papa no certificada.



2 DEFINICION DEL PROBLEMA

La bacteria Ralstonia solanacearum E. F. Smith causa la enfermedad de la marchitez
bacteriana en muchos cultivos de interés en Guatemala y el mundo. Esta limita la produccion
de cultivos econdmicamente importantes incluyendo papa, tomate, banano y tabaco. La
bacteria posee la capacidad de infectar e inducir sintomas en distintas especies de malezas
solanaceas y no solanaceas que pueden ser fuentes de indculo y hospederos alternos a las

especies de importancia econémica (Champoiseau 2009).

Las plantas con marchitez bacteriana se reconocen por la expresién que sufren las mismas por
amarillamiento, retraso en el crecimiento, marchitez y finalmente la muerte. Sin embargo,
pueden existir infecciones latentes en donde estén presentes altas poblaciones de la bacteria
y ésta no muestre sintomas. Poblaciones de la misma pueden ser diseminadas por
herramientas agricolas, insectos polinizadores, agua de irrigacion, suelos infestados, etc.
(Sanchez et al. 2008). Sin embargo, la diseminacién de Ralstonia solanacearum ha sido
mayormente asociada a tubérculos-semillas de papa en donde poblaciones latentes del

patégeno colonizan el tejido vascular sin mostrar sintomas de la enfermedad.

Ralstonia solanacearum ha mostrado mucha variabilidad genética por lo que se conoce como
una especie compleja. Pero es de especial importancia la raza 3 biovar 2 de la cual no se tiene
evidencia de encontrarse en Estados Unidos y Canada (Champoiseau 2009), esto la coloca en
la lista de especies cuarentenadas debido al riesgo de reintroduccion por medio de importacion
de material infectado. Actualmente la misma cepa se encuentra en el listado de patdogenos

selectos de plantas bajo la Ley Agricola de Bioterrorismo del 2002 (Floyd 2008).



El patdbgeno no puede controlarse toda vez se encuentra latente en el suelo y material
vegetativo por lo que frenar su dispersion en el campo supone una lucha constante. Los
sistemas de Manejo Integrado son la Unica forma de contrarrestar la marchitez bacteriana y el
uso de tubérculos-semilla de papa de completa sanidad fitopatoldgica es un componente base
para reducir la incidencia de la enfermedad (Prior et al. s.f.). Actualmente, el Instituto de
Ciencia y Tecnologia Agricolas (ICTA) se encarga de producir minitubérculos que constituyen
el tubérculo-semilla basica, los cuales son producidos por medio de cultivo in vitro-invernadero,
producto que es adquirido por alrededor de 9 grupos de productores conformados por
asociaciones, cooperativas, ONG’s y OG’s que abastecen el mercado de semilla certificada en

el pais (Ramirez et al. 2011).

Actualmente existen mas de 27,000 productores de papa de los cuales menos del 5% utiliza
semilla certificada encontrandose pérdidas en el campo entre 40 a 50% por falta de utilizacion
de semilla de calidad, el otro 95% utiliza tubérculos comerciales como semilla (Ramirez et al.
2011). Por lo tanto se puede determinar que no se posee control sobre la produccion y
utilizacién de semilla de papa en Guatemala, y por consiguiente la desinformacién sobre la
diseminacién de la bacteria también es una incognita. La comercializacién de los tubérculos
utilizados como semillas se esta realizando de forma no regulada infestando nuevas areas de
cultivo. Es por esto que la determinacion de la presencia de Ralstonia solanacearum en
tubérculos comerciales vendidos como semilla no certificada permitird conocer el estado actual

del patdgeno en los sistemas de produccion del cultivo en el pais.



3 MARCO TEORICO

3.1 Marco conceptual

3.1.1 El cultivo de la papa (Solanum tuberosum)

La papa cultivada es originaria de Sudamérica, probablemente, de los Andes de Bolivia y Peru.
Fue introducido en América Central después de la conquista espafiola (Standley y Steyermark
1973). Guatemala es considerado como centro secundario de origen. Los exploradores
espafioles llevaron la planta a Europa a fines del siglo XVI como una curiosidad botanica. Para
el siglo XIX se habia extendido por todo el continente, proporcionando alimentacion abundante

y de bajo costo a los trabajadores de la Revolucion Industrial (Franco 2002).

En Guatemala, el cultivo de papa es propio de regiones frias o templadas a altitudes de 1,500
a 3,600 m.s.n.m. Las regiones productoras se establecen en los departamentos de
Huehuetenango, San Marcos, Quetzaltenango, Solol4, El Quiché, Chimaltenango, Guatemala,

Jalapa, Alta y Baja Verapaz (Franco 2002).

Cuadro 1. Descripcién taxonémica de la papa (Solanum tuberosum) (Standley y
Steyermark 1973, Cronquist 1988)

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliépsida
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Solanum
Especie S. tuberosum




3.1.1.1 Descripcién morfologica de la especie

Hierbas perennes (aunque estas son cultivadas como anuales) de 0.40 a 1.4 m de alto,
robustas, produciendo tubérculos. Tallos de 30.0-60.0 cm de largo, gruesos, erectos, alados,
verdes a purpura. Hojas compuestas, imparipinnadas, alternas; 1.0 cm de largo (SIOVM s.f.).
Inflorescencias terminales opuestas a las hojas. Anteras cortas, oblongas, dehiscentes por
poros terminales grandes y rapidamente abriéndose longitudinalmente. Rizomas a menudo

produciendo tubérculos (Nee 1993).

Las plantas de papa pueden desarrollarse a partir de una semilla o de un tubérculo. Cuando
crecen a partir de semilla, forman una delicada raiz axonomorfa con ramificaciones laterales.
Cuando crecen de tubérculos, forman raices adventicias primero en la base de cada corte y

luego encima de los nudos en la parte subterranea de cada tallo (Franco 2002).

El sistema de tallos de la papa consta de tallos, estolones y tubérculos. Los estolones pueden
formar tubérculos mediante un agrandamiento de su extremo terminal. Sin embargo, no todos
los estolones llegan a formar tubérculos (Franco 2002). A este proceso se le llama
tuberizacion. Los estolones son tallos subterraneos que crecen en posicion Mas 0 menos
horizontal formando pequefas hojuelas, botones laterales y un botén terminal compuesto de
cierto numero de hojuelas. En un momento dado su extremo comienza a hincharse
inmediatamente después de una curvatura del estolon para formar el tubérculo. Factores
ambientales favorecen la tuberizacion como lo son fotoperiodos cortos, bajas temperaturas y

bajos niveles de fertilizacion nitrogenada (Pozo 1999).



Figura 1. Esquema del desarrollo inicial de un tubérculo en estolon (Pozo 1999)

3.1.1.2 Cultivo de la papa (Solanum tuberosum) en Guatemala

En el 2009 Guatemala los principales municipios productores de papa son Huehuetenango con

una produccion de 727,418 qq, Quetzaltenango con 522,005 g, San Marcos con 481,151 qq,

Guatemala con 120,869 qq y Solola con 84,499 qq (Figura 2) (Jansen y Torero s.f.). Para el

afio 2009 la produccion nacional total fue de 469,906.63 toneladas métricas (SIM 2010).

municipios

Papa en quintales

[ Jo-s000

[ 5001 - 25000
[ 25001 - 65000
I 65001 - 150000
I 150001 - 302000

Figura 2. Distribucién geografica de produccion de papa en Guatemala (Jansen y Torero

s.f.).



Las variedades mas producidas son Atlantic, Loman, Atzimba, Tollocan, cosechadas desde

2,390 hasta los 3,500 m.s.n.m. (Pavel et al. 2009).

3.1.1.3 Propagacion de la papa (Solanum tuberosum)

Hacia los afios 90's se empezaron a desarrollar importantes tecnologias en la propagacion de
la papa. La micropropagacion, las técnicas de multiplicacion rapida usando esquejes o partes
diferentes de plantas, y semilla sexual de papa. Esos métodos tienen una amplia gama de
aplicaciones porque la eficiencia de propagacion es mucho mayor a partir de material sano

(Malagamba 1996).

Las semillas comerciales de papa de calidad, ya sea tubérculos-semillas o semillas botanicas,
deben poseer caracteristicas como pertenecer integramente a la variedad que se anuncia,
estar libres de patdégenos, poseer buenas condiciones fisioldégicas para producir nuevas
plantas, poseer un tamafio apropiado (tamafio semilla), estar disponible a precio razonable,

estar disponible para la siembra en el momento de su mayor demanda (Hidalgo 1999A).

A. Propagacion sexual: semilla botanica

Segun Hidalgo (1999A), la semilla se define como un évulo maduro que consta de una planta
embridnica, una fuente de alimento almacenado y una testa o cubierta protectora, la cual, de
acuerdo con su viabilidad, podra dan origen a una nueva planta. Esta es el producto de la
union sexual de los gametos de dos plantas compatibles, por lo que cada semilla contiene un
genotipo diferente. También se le conoce como “semilla botanica de papa” o simplemente

“semilla”, “semilla sexual de papa” (SSP) o “TPS” en inglés de “true potato seed".



Las técnicas de multiplicacion rapida y micropropagacion se usan principalmente en esquemas
basicos de produccion de semillas, donde son eficaces para prevenir la propagacion de
enfermedades. La utilizaciéon de semilla sexual de papa produce ciertos beneficios ante la
utilizacion de tubérculo-semilla (Malagamba 1996), entre los cuales podemos describir los

siguientes:

a. El precio de semilla representa hasta 1/10 del precio que los agricultores pagan por
tubérculo-semilla de calidad.

b. Disminucién de los problemas relacionados con las enfermedades transmitidas por
tubérculos.

c. Las semillas sexuales pueden ser almacenadas por varios afios y a un bajo costo en
areas calidas y/o humedas, reduciendo el costo por infraestructura especifica para los
tubérculos-semillas.

d. Un problema comun es la obtencién de tubérculos-semillas los cuales se ubican lejos de
las zonas de cultivo, y debido a que estos son perecederos y dificiles de almacenar,
esto representa mayores costos por trasporte. Las semillas sexuales de papa
usualmente no se ven afectadas por el trasporte y son mas faciles de almacenar.

e. Los agricultores pueden depender menos de los esquemas convencionales de
certificacion de tubérculo-semilla de papa. Estos poseen mayores beneficios al poder
acceder a otras fuentes de material de siembra sano con diferentes requerimientos de

tecnologia y costos.
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B. Propagacion vegetativa: tubérculo — semilla

Este tipo de propagacion corresponde al tubérculo que se utliza para la siembra. La
produccion de tubérculos-semillas de papa debe iniciarse con material de la mas alta calidad

sanitaria (Hidalgo et al. 1999).

En el proceso de propagacion de los tubérculos-semillas se toma en cuenta la edad fisiologica
del tubérculo. La edad fisiol6gica del tubérculo se refiere a todo el proceso en el que se formay
desarrolla el mismo hasta el brotamiento la cual depende de su edad cronoldgica asi como de
las condiciones ambientales a los que los tubérculos estan expuestos (Malagamba 1999). La
etapa de formacion del tubérculo-semilla pasa por los procesos enumerados a continuacion

(Montesdeoca 2005):

a. Reposo: lapso en el cual la semilla es cosechada, seleccionada y almacenada hasta
gue se da el inicio del brote apical.

b. Brotacion apical: la semilla posee un solo brote. No es aconsejable sembrarla en esta
etapa pues la misma desarrollara pocos tallos principales y su produccion se veria
afectada. Se aconseja eliminar el brote apical para eliminar la dominancia apical y
permitir la brotacién de las yemas.

c. Brotacion multiple: estado en el cual todos los ojos poseen su brote, estado ideal para
sembrar el tubérculo.

d. Envejecimiento: estado en el que la semilla ha pasado su madurez fisioldgica y ha
perdido agua y nutrientes. Esta semilla produce plantas de poco vigor y poco resistentes

a ataques de patdgenos y factores ambientales.
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C. Produccién del tubérculo-semilla

Los paises que emplean los mas altos volumenes de tubérculos-semillas son Brasil, Bolivia,
Peru y Colombia, aunque son los paises con mayor superficie cosechada de papa. En términos
porcentuales, Bolivia emplea en semilla el 28% de su disponibilidad interna de papa, seguido

por Guatemala (17%) y Brasil (15%) (Fano 1999).

Existen dos sistemas de oferta de semilla en el mercado en América Latina y el Caribe: el
sistema tradicional o informal y el sistema formal. El sistema tradicional los agricultores utilizan
sus propios tubérculos o utilizan los de otros agricultores, estas practicas las realizan
suponiendo que otros cosechan semillas de mejor calidad pero basandose en criterios
subjetivos. Por lo contrario, el sistema formal se basa en programas de certificacion se

tubérculos-semillas (Fano 1999).

La mayor parte de productores de papa en paises en vias de desarrollo utilizan el sistema
tradicional, dicho sistema no responde a los estandares de calidad de semilla y no existen
garantias de que el insumo que se utiliza sea comercial. También forman parte de este sistema
los agricultores que guardan su propia semilla para la campafa siguiente, suelen escoger los
tubérculos méas pequefios y los de menor calidad comercial para utilizarlos como semilla la
siguiente cosecha. En los paises en desarrollo el mayor porcentaje (mas del 90%) de los
tubérculos-semillas que se usan en la produccién de papa provienen del sistema tradicional

(Hidalgo 1999B).

En el sistema formal los tubérculos-semillas provienen de campos especialmente destinados

para producir las categorias aceptadas por la ley en el proceso de certificacion. En un sistema
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formal hay normas y reglamentos que rigen y determinan la aptitud como semillas del material

producido (Hidalgo 1999B).

En Guatemala el ICTA produce tubérculos-semillas de papa de categoria basica bajo el
sistema in vitro-invernadero-campo, desde el afio 1996; actualmente sélo produce bajo el
sistema in vitro-invernadero. Esta oferta, cubre solamente el 1.13% de la demanda de la region
occidental de Guatemala. El sistema de produccion de tubérculos-semillas de papa,
desarrollado en los ultimos afios por el ICTA, comprende procesos de termoterapia a plantas
completas, cultivo de meristemos, diagndstico de virus por medio de técnicas seroldgicas como
ELISA, cultivo de micro-esquejes, aclimataciéon de plantas en peat-moss, cultivo de vitro-
plantas en invernadero, y cultivo de mini tubérculos en invernadero. Este sistema es pionero en
Guatemala y tiene como finalidad producir tubérculos-semillas a nivel comercial de completa

sanidad fitosanitaria (Pavel et al. 2009).

D. Manejo de los tubérculos para produccion se semillas

El almacenamiento de los tubérculos para semilla se realiza en condiciones de campo sobre
almacenes ruasticos creados con madera y paja, u otros materiales de bajo costo. Para la
produccién se inicia con la seleccién y clasificacion de los tubérculos. La temperatura y la
ventilacion proporcionan un balance en el desarrollo del tubérculo a semilla evitando la
deshidratacion de la misma, a su vez la luz difusa permite el rompimiento de la dominancia

apical permitiendo el crecimiento de brotes pequefios (Franco 2002).
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3.1.1.4 Componentes basicos de un programa formal de produccion de semillas

El programa de certificacion es la parte fundamental para completar el proceso de produccion y
garantizar la calidad del tubérculo-semilla dentro de un programa formal de produccién de
semilla (Hidalgo 1999b). Los programas formales de produccién de tubérculos-semillas
promueven la distribucion y la utilizacion de semillas de alta calidad en sus componentes
genético, fisico, fisiolégico y sanitario destinados a la siembra (Del Valle et al. 2001). Por lo
tanto, los componentes basicos para un programa de produccion de semilla se describen a

continuacion:

A. Operaciones de produccién: el productor debe estar inscrito para producir una
categoria determinada de semilla, el lugar de cultivo y todos los datos pertinentes a la
produccion. El organismo certificador se encarga de la verificacion del registro del
productor y los inspectores evalUan e inspecciona la situacion en el campo en relacion a
las normas establecidas en la ley de semillas (Hidalgo 1999B).

B. Atributos del inspector: persona encargada de realizar las inspecciones en el campo,
para interpretar y aplicar las normas. Tiene la obligacion de aplicar su criterio propio
para aplicar las normas, tomando en cuenta que el programa formal de produccion
también significa un proceso de capacitacioén y aprendizaje por parte de los productores
(Hidalgo 1999B).

C. Factores a inspeccionar en el campo: el inspector debe verificar todos los factores
que afectan la calidad de la semilla especificados en las normas y regulaciones de la
produccion de tubérculos-semillas. Entre estos las plantas enfermas, los plaguicidas

utilizados, anormalidades en el cultivo, etc (Hidalgo 1999B).
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D. Toma de muestras: este componente generalmente esta indicado en las normas de
cada pais. En Guatemala, segun Del Valle et al. (2001), el objeto de este proceso es
obtener semilla de tamafio adecuado con relacion a la especie y el tamafio de la misma,
se espera que esta muestra contenga los mismos constituyentes que posee el lote de
semillas. El supervisor serd el encargado de llevar los registros de los muestreos:
muestreo efectuado en el campo productor de semillas, propietarios, fechas, la

conservacion de las muestras al laboratorio, etc.

3.1.1.5 Normas para la certificacion de semilla de papa (Solanum tuberosum) en

Guatemala

La siguiente informacion ha sido citada del manual de Normas para la certificaciéon de semilla

de papa del Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Alimentacién (Cobaquil 2010).

A. Aplicaciones de las bases generales para la produccion de semilla certificada: las bases
generales para la produccién de semillas certificadas son esenciales y juntamente con
los siguientes requisitos especificos constituyen las normas para la certificacion de

semilla de papa.

B. Clases de semilla que se reconocen: Genética, Basica o Fundacion, Registrada y

Certificada.

La semilla de fundacion y registrada debe ser producida y cosechada bajo la supervision
directa de un agronomo aprobado por el departamento, centros de experimentacion estatales o

empresas fitotécnicas privadas.
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C. Origen de la semilla sembrada: los semilleristas deben mostrar al inspector del
departamento una copia de la factura de compra o cualquier otra evidencia aceptable
gue muestre el origen, calidad y cantidad de la semilla comprada. El semillerista también

debe acompafiar, como muestra una etiqueta de certificacion de la semilla adquirida.

D. Variedad por finca: se podra producir mas de una variedad por finca, siempre y cuando
sea avalada por el departamento de Control y Certificacion de semillas de la direccion

técnica de semillas.

E. Requisitos de terreno: los campos de papa ofrecidos para la certificacion, no pueden

haber producido para un afio anterior, al menos que:

a. La papa sembrada previamente en el terreno fuera de la misma variedad que la
ofrecida para la certificacion, y
b. La papa sembrada previamente en el terreno haya sido inspeccionada en el

campo y aprobada la certificacion de pureza varietal libre de virosis y bacteriosis.

F. Aislamiento:

Cuadro 2. Categorias de la semilla por productividad

CATEGORIA DE LA SEMILLA POR
PRODUCTIVIDAD

DISTANCIA EN METROS

Basica 50

Registrada 25

o 05 (si es la misma variedad)
Certificada

10 (si es otra variedad)
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. Desmalezado de los campos: cuando las plantas tengan de veinte a treinta centimetros

y antes que los campos sean inspeccionados deben ser desmalezados, remover todas

las malezas nocivas y plantas fuera de tipo.

. Equipo: carretones, tréileres, camiones, bodegas, etc. Todo el equipo usado debe de

estar completamente limpio antes de poder usarse para la certificacion de semilla,

evitandose mezclas entre variedades.

Cosecha: la semilla de papa certificada debe ser cosechada bajo seleccion de
tubérculos, exentos de virosis y otras enfermedades transmitidas por semilla

(bacteriosis).

Requisitos en el campo: tolerancias maximas expresadas en porcentajes de los factores

gue se indican en las diferentes categorias.

Cuadro 3. Tolerancias maximas seguln categoria

FACTORES FUNDACION CERTIFICADA | REGISTRADA
Inspecciones lra. 2da. | 1ra. 2da. | 1lra. 2da.
Mezcla de variedades 0.1 00 |15 0.5 | 0.25 0.0
Mosaico comun 0.2 0.0 8.0 6.0 | 0.3 0.2
Mosaico rugoso 0.2 0.0 [8.0 6.0 (0.3 0.2
Enrollamiento 0.5 00 |15 10 | 1.0 0.5
Punta morada 0.0 0.0 | 0.0 0.0 |00 0.0
Bacteriosis 0.0 0.0 | 0.0 0.0 |00 0.0
Infecciones por nematodo dorado | 0.0 0.0 |0.0 0.0 |0.0 0.0
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K. Requisitos de laboratorio: en casos dudosos en las inspecciones oculares de campo, se
tomaran muestras representativas del follaje y de los tubérculos para analisis de
laboratorio e invernadero con el propoésito de identificar las enfermedades que puedan

afectar la calidad y sanidad de la semilla.

Las semillas de todas las categorias deben estar libres de plagas, enfermedades, dafios

mecanicos, grietas y tubérculos deformes, sin embargo se permite cierta tolerancia en las

inspecciones de los tubérculos de acuerdo con factores que a continuacion se indican:

Cuadro 4. Tolerancia de laboratorio en los factores que se indican para las semillas

TOLERANCIAS MAXIMAS

FACTOR BASICA REGISTRADA CERTIFICADA
Pierna negra Ninguna Ninguna Ninguna
Pudricién anular Ninguna Ninguna Ninguna
Nematodos Ninguna Ninguna Ninguna
Tizon tardio Ninguna 1 en 350 1 en 200
Tubérculo alargado Ninguna 1 en 350 1 en 200

En Guatemala el ICTA se encarga directamente de iniciar la cadena de produccion de semilla
de calidad prebasica y basica con el proceso in vitro—invernadero, las cuales son destinadas
como material para produccion de semilla certificada. En Huehuetenango la Cooperativa “Joya
Hermosa” y asociaciones adjuntas de agricultores han ofrecido semilla certificada de papa
desde el 1998 y la oferta se ha incrementado afio tras afio. Segun los datos obtenidos para el
afo 2003 la produccion de semilla certificada fue equivalente al 5% de la demanda total de

semilla para ese mismo afo (Mejia s.f.).
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Actualmente se pueden identificar organizaciones a nivel nacional que han adquirido
minitubérculos producidos por el ICTA desde el 2005 (Ramirez 2011). Entre estas se pueden
citar a:

e Cooperativa Joya hermosa

e Cooperativa Integral Paquixqueia

e Asociacion Integral de Hortalizas y Frutas

e Programa de Crédito y Comercializacion Agricola

e FAO San Marcos

e Asociacion Hierba Buena (Prorural)

Con base a lo anterior se tiene, entonces, que el sistema formal de oferta de semilla, basado
en programas de produccion de semilla certificada, se sustenta solamente en las instituciones
mencionadas, y que aun cuando esta en proceso de crecimiento, todavia es minima su

cobertura (Mejia s.f.).

En cuanto a la producciéon de semilla de ninguna calidad certificada se poseen datos del afio
2003 en donde se produjo una cantidad de 6,734 tm de semilla, satisfaciendo méas del 90% de
la demanda regional (Huehuetenango, San Marcos y Quetzaltenango). La mayor parte de este
insumo que se utiliza en la region, por lo tanto, proviene de sistemas tradicionales o informales
de oferta de semilla, en los cuales los agricultores obtienen la semilla de su finca o de otros
agricultores vecinos, por lo que generalmente no se consideran factores técnicos de calidad

(Mejia s.f.).
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Dentro de los problemas basicos que se encuentran en las plazas de venta es que no siempre
se encuentra semilla clasificada y la mezcla de variedades es frecuente. También se observa
tubérculos afectados por plagas y enfermedades. Los principales centros de distribucion en el
departamento de Quetzaltenango se ubican especificamente en la cabecera municipal de
Concepciéon Chiquirichapa y en la aldea La Cumbre del municipio de San Juan Ostuncalco. En
Concepcidon Chiquirichapa existen al menos doce oferentes con establecimiento propio para la
venta de papa comercial y semilla. En la aldea La Cumbre se registra la cantidad de ocho
expendedores, que al igual que en Concepcion Chiquirichapa, se dedican tanto a la venta de

papa comercial como de semilla (Mejia s.f.).

La papa comercial o de consumo, en el caso de estos centros, es basicamente de tamafio
"super”, es decir la de mayor tamafio, cuyo peso aproximado es de 115 gramos y cuyo
mercado de destino es el centroamericano, especialmente El Salvador; mientras que la papa
de menor tamafio como "mediana”, "segunda" y "tercera", con pesos aproximados de 58, 32 y
28 gramos, respectivamente, es comercializada como semilla y destinada principalmente al
mercado nacional. Dentro de los lugares de destino nacional se encuentran Nahuald, Patzicia,
Solola, Chimaltenango y Coban. En Concepcion Chiquirichapa se hallan dos oferentes que
exportan semilla a la republica de Honduras. En "La Cumbre", San Juan Ostuncalco,

Quetzaltenango se exporta a Centroamérica principalmente por encargo (Mejia s.f.).

En estos dos centros de distribucion se ofrece semilla durante todo el afio. La cantidad
comercializada en el afio 2003 alcanzo la cantidad de 2,800 TM, aproximadamente. El centro
de Concepcion Chiquirichapa fue el mas importante, el cual vendié entre el 60 y 70% del total

(Mejfa s.f.).
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A. Debilidades en los sistemas de produccion de tubérculos-semillas

Segun Ezeta (2001), existen factores que limitan el desarrollo de la industria del tubérculo-
semilla en el pais como lo es el incumplimiento de leyes y reglamentos de semilla,
obsolescencia o inaplicabilidad de las normas legales, indefinicion de responsabilidades
institucionales para la supervision y el control de calidad, inestabilidad del personal capacitado
para produccion de semilla prebasica en las instituciones publicas, debilidad de las
asociaciones de productores, poca coordinacion entre oferta y demanda para definir qué se
multiplica, donde y cuanta semilla pre-basica o basica se necesita, competencia entre el sector
publico y el sector privado en la produccién de semilla, baja eficiencia productiva en
laboratorios, invernaderos y campo, elevado costo de produccién, inestabilidad de precios,
fuga de semilla del sistema formal hacia el mercado de consumo, deshonestidad de

intermediarios en el mercado de semilla.

Como consecuencia el riesgo mas evidente e inmediato a la falta de aplicabilidad de la ley de
semillas consiste en la diseminacion de enfermedades, por medio del movimiento
descontrolado de semillas dentro del pais. También la introduccion de plagas y enfermedades

exoticas desde paises vecinos o aun desde otro continente (Ezeta 2001).

B. Impacto de los programas de tubérculo-semilla

Se pueden mencionar tres tipos de impacto: 1) sobre la calidad, 2) sobre la productividad, y 3)
sobre los ingresos netos de los productores. El primero se observa en la mejora de la calidad
del alimento, es percibido por los agricultores y consumidores y, en el futuro, deberia

expresarse en una mejora de los precios y del consumo. El segundo esta directamente
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relacionado con los rendimientos promedio que un agricultor puede obtener y que,
adicionalmente, tiene un impacto en los ingresos de los agricultores. Pero éste ultimo impacto

también es el resultado de la valoracion de los costos promedio de produccion (Fano 1999).

3.1.1.6 Enfermedades de la papa (Solanum tuberosum)

Las principales enfermedades de la papa en Guatemala son: tizén tardio (Phytophthora
infestans), la marchitez bacteriana (Ralstonia solanacearum) y enfermedades virGticas tales
como el mosaico de la hoja (virus X), el mosaico rugoso (virus y) y el enrollamiento de la hoja
(virus PLRV). También atacan el hongo Rhizoctonia solani causando la costra negra, Rosellinia
sp. causando la mortaja blanca, Verticilium alboatrum causando la marchitez temprana, entre

otras (Franco 2002, Taller Nacional de... 2004).

3.1.2 Marchitez bacteriana “Ralstonia solanacearum” en papa

3.1.2.1 Resefa Historica

El origen de de la marchitez bacteriana en tabaco, tomate, papa y otras especies no se sabe
con certeza; no se sabe en qué continente surgié o si evolucioné separadamente en varios
lugares relacionado a ancestros de plantas actuales (Hayward 1991). Se considera a Ameérica
Central y el norte de Sudamérica como el centro de origen del moco causado por R.
solanacearum. El patégeno probablemente evolucioné en asociacion con heliconias nativas en

selvas virgenes (Sanchez et al. 2008).
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En Guatemala Ralstonia solanacearum, es mencionado por Buddenhagen (1961), como uno
de los afectados para dicho cultivo, asi como también el area de América Central y Tapachula.
De acuerdo a informacion proporcionada por agricultores del area oriental de Guatemala, en

cultivos como tomate y chile, el problema inicia aproximadamente en 1,995 (Izaguirre 2008).

3.1.2.1 Importancia econOmica

Ralstonia solanacearum ha sido descrita como una de las bacterias fitopatdgenas mas
destructivas del mundo, esta ampliamente distribuida en mas de 30 paises, pero la raza 3
biovar 2 es de particular importancia por desconocerse su presencia en Estados Unidos y

Canada por lo que se encuentra cuarentenada en dichos paises (Floyd 2008).

Esta se encuentra en la lista de agentes selectos en el Acta de Proteccién de Bioterrorismo
Vegetal del 2002. Ha causado impacto en paises como Estados Unidos infectando
aproximadamente 3.7 millones de hectareas de papa y se estima que en el mundo se pierde

un aproximado de $950 millones anuales (Floyd 2008).

En Estados Unidos se tiene referencia de la introduccién de esquejes de geranio importados
de Guatemala infectados de la R3b2 por lo que la industria de la floricultura ha venido
decayendo. Esta sepa infecta de igual manera a la papa y al tomate por lo que al infestar un

terreno se corre el riesgo de infectar cultivos de distintas especies (Floyd 2008).
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3.1.2.2 Clasificacion actual y distribucién geografica

Historicamente se ha subclasificado a R. solanacearum en cinco razas patégenas y cinco
biovares. Las razas se han determinado en base al rango de hospederos que infecta y los

biovares en relacion a la habilidad que tienen de acidificar carbohidratos (Sanchez et al. 2008).

La raza 1 ocurre en areas tropicales alrededor del mundo su temperatura 0ptima de desarrollo
es de 35 °C como las razas 2, 4 y 5. La raza 2 ataca mayormente en areas tropicales de
Sudamérica en cultivos de banano y heliconias, causando la enfermedad del Moco; también en
las Filipinas causa la enfermedad de Bugtok. La raza 3 se produce en mayores altitudes en los
tropicos, y en zonas subtropicales y templadas ataca a cultivos de papa, tomate,
ocasionalmente pelargonio, berenjenas y chile pimiento, y algunas malezas de la familias

Solanaceae. La raza 4 se especializa en jengibre y la raza 5 (biovar 5) en Morus (Janse 2006).

De acuerdo al andlisis de secuencia de ARN ribosomal de las regiones intergénicas se ha
determinado una importante subdivision fijogenética en el complejo de especies de R.
solanacearum en cuatro filotipos agrupados por su origen geogréafico ancestral. El filotipo |
proviene de Asia, el filotipo 1l de América, el filotipo Il de Africa y el filotipo IV proviene de

Indonesia (Sanchez et al. 2008).

Los filotipos también pueden ser agrupados dentro de secuevares (grupos de aislamientos con
secuencia de ADN altamente conservada de endoglucanasas o del gen mutS divergentes por
menos del 1%) y clones (grupo de cepas que exhiben la misma huella genémica) (Gonzalez et

al. 2009).
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Cuadro 5. Caracteristicas de las razas y su relacion con biovares de Ralstonia

solanacearum (Champoiseau 2009).

Raza Huésped principal Distribucion geografica | Biovar
Tabaco, tomate, malezas
solanaceas y no solanaceas,
bananos, cacahuete, papa, Asia, Australia,

1 3,4,1

pimienta, berenjena, jengibre, Américas

fresa, geranio, eucalipto, entre

otras plantas.
2 Banano Caribe, Brasil, Filipinas 1
Mundial excepto en los
3 Papas y tomate 2
Estados Unidos y Canada
Australia, China, Hawali,
4,
India, Japon
4 Jengibre
Asia del Sur
3
India

5 Arbol de moras China 5

3.1.2.3 Descripcién de la bacteria

Pastrik y Maiss (2000) describen que: “El moco de la papa es causado por la bacteria
Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. (1995) (syn. Burkholderia solanacearum

(Smith) Yabuuchi et al. (1992); syn. Pseudomonas solanacearum (Smith) Smith)”.
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Es gram negativa, con forma de bacilos o bastones rectos o curvos, con dimensiones de 0.5 a
1 x 1.5 a 4 um (micrémetros). Se desplazan por medio de uno o mas flagelos polares. Muchas
especies son habitantes comunes del suelo o0 ambiente marino y de agua dulce. La mayoria de
las especies patdégenas de éste geénero infectan a las plantas y solo algunas de ellas a los
animales y al hombre. Dicha bacteria no produce pigmentos fluorescentes por lo que se le

denomina no fluorescente (Agrios 2008).

La bacteria entra en las raices de la planta hospedera en el suelo y coloniza los vasos
xylematicos en el sistema vascular. Las plantas infectadas sufren amarillamiento, retraso en el

crecimiento, marchitamiento y a menudo muerte prematura (Sanchez et al. 2008).

3.1.2.4 Sintomatologia de la bacteria

A. Papa (Solanum tuberosum)

Los sintomas en el cultivo de papa se manifiestan de distinta manera. En el follaje incluyen
rapida marchitez de las hojas y tallos. Eventualmente la planta no se recupera, presenta
sintomas de amarillamiento, necrosidad y por ultimo muere. Conforme la enfermedad avanza,
se puede observar una coloracién marrén en los tallos por encima del nivel del suelo y las
hojas se tornan color bronce. Una masa viscosa exuda de los haces vasculares al cortarse
algun tejido (EPPO 2004). Otro sintoma comun que se asocia a la marchitez por R.
solanacearum en el campo es el enanismo de las plantas. Estos sintomas pueden aparecer en

cualquier etapa del crecimiento de la planta (Champoiseau 2009).
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Figura 3. Sintoma de marchitez bacteriana de la papa causado por R. solanacearum
(Champoiseau 2009).
En tubérculos es distinto, los sintomas externos pueden no ser visibles dependiendo del estado
de la enfermedad. R. solanacearum se puede distinguir por un exudado bacterial que a
menudo emerge de los ojos en el punto donde el estolon se conecta al tubérculo, también
puede aparecer suelo adherido a estos (EPPO 2004). Un tubérculo cortado transversalmente
presenta en el anillo vascular una coloracién parda, el cual tras una ligera presion hace salir el
mucilago tipico con aspecto de pus; en pudriciones avanzadas todo el tubérculo emana este

exudado lechoso hasta desintegrarse (Garcia et al. 1999).

La expresion del sintoma es favorecida por temperaturas altas, rangos entre 29 a 35°C, y los
sintomas de la enfermedad pueden desarrollarse rapidamente después de la infeccién. No
obstante, bajo condiciones favorables, plantas asintomaticas pueden quedarse latentemente
infectadas por tiempo indefinido. Después de la infeccién el patbgeno puede sobrevivir en la

planta infectada y ser esparcido por la misma (Champoiseau 2009).
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Figura 4. Tubérculo de papa infectado por R. solanacearum exudando bacteria
(Champoiseau 2009).

B. Tomate (Solanum lycopersicum)

En cultivo de tomate las hojas jovenes son las que muestran los sintomas. Se muestran
flacidas y se marchitan rapidamente si las condiciones ambientales son favorables para el
patégeno. Los tejidos vasculares del tallo muestran una coloracién parda y si se cortan

transversalmente puede ser visible el exudado bacteriano de coloracion blanco o amarillento

(EPPO 2004).
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Figura 5. Sintomas de marchitez bacteriana en tomate causada por R. solanacearum
mostrando marchitamiento de las hojas en los extremos de larama de la planta
(Champoiseau 2009).

C. Pelargonio (Pelargonium sp.)

En pelargonio los sintomas generales son marchitez y subsecuente clorosis. Los tallos pueden
tornarse negros y eventualmente sufrir necrosis. A menudo puede observarse hojas de un lado
de la planta con sintomas de marchitez. En casos severos las hojas se marchitan sin cambiar
de color y se mantienen adheridas al tallo (EPPO 2004). El anormal enroscamiento hacia arriba
en los méargenes de las hojas es tipico de la enfermedad. Los margenes de las hojas también
se pueden volver cloréticos y mas tarde necréticos, y la planta entera puede desecarse y morir.
En las etapas tardes de la enfermedad, el desplome del tallo también puede ser observado

(Champoiseau 2009).
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Figura 6. Marchitez avanzada y amarillamiento anormal causado por R solanacearum
(Floyd 2008).

3.1.2.5 Ciclo de la enfermedad

La bacteria puede sobrevivir por dias a afios en el agua, tierras himedas o en las capas de
tierras profundas (>75cm), dependiendo de las condiciones de temperatura. En habitats
acuaticos, los factores como el pH, niveles salados, organismos antagénicos o parasitarios

pueden afectar la supervivencia bacteriana (Champoiseau 2009).

En climas frios (menos de 18 °C), como en altitudes mayores a los 2,500 m.s.n.m., la bacteria
crece muy lentamente y convive con el cultivo, como infeccion latente sin ocasionar dafios
aparentes ni presentar sintomas visibles (Rodriguez 2007). Hayward (1991) citado por Orozco
(1977), describe que la temperatura es el factor mas importante que afecta la interaccién entre
este patdgeno y su hospedero y que el aumento de la temperatura del ambiente hasta 30-35C°
durante el dia, aumenta también la incidencia y la severidad de la marchitez bacteriana, pero

no para todas las estirpes del patégeno.
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Otras condiciones que favorecen el desarrollo de la enfermedad es el mal drenaje del suelo,
altos aportes de superfosfato a los suelos, soluciones nutritivas pobres en K sobre todo en

verano, bajas concentraciones de nitrogeno en el suelo (Lopez 2004).

3.1.2.6 Medio de infeccion de la bacteria

R. solanacearum infecta principalmente las plantas hospederas por las raices. Penetra las
heridas en los puntos de salida de raices laterales o por dafio de raices que pueden ser

causadas por microorganismos del suelo, como nematodos (Champoiseau 2009).

A causa de propagacion vegetativa, tubérculos infectados de semilla de papa y cortes
infectados de geranio pueden jugar un papel mayor en la diseminacion de la bacteria,
especialmente durante infecciones latentes. El patégeno puede ser esparcido de campos
infestados a campos sanos por transferencia de tierra en la maquinaria y pérdidas de superficie

de riego después de irrigacion o lluvia (Champoiseau 2009).

A pesar de que sea poco comun encontrar frutos de tomate infectados con la bacteria, reportes
han indicado que el patdogeno es capaz de moverse del sistema vascular de la planta a los

frutos bajo ciertas circunstancias (Sanchez et al. 2008).

Las medidas sanitarias permiten disminuir la cantidad de in6culo en un area de cultivo al
trasladar y quemar las plantas o ramas infectadas y al limitar la propagacion de las bacterias
de planta en planta mediante la desinfeccion de las herramientas y manos después de haber

manipulado plantas con sintomas de infeccién (Agrios 2008).
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3.1.2.7 Métodos de diagnostico y deteccion de Ralstonia solanacearum

Entre los aspectos mas importantes en relacion a la enfermedad, es encuentran el diagndstico
y la deteccion del agente causal por lo que se utilizan técnicas variadas. Desde diagndsticos en
el campo, técnicas seroldgicas, moleculares, entre otras. Entre los métodos recomendados
para la deteccion de R. solanacearum incluyen la prueba ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay, por sus siglas en inglés) y cultivo en medios selectivos con
procedimientos complementarios, ensayos inmunoenzimaticos indirectos, y ensayos de

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Pastrik y Maiss 2000).

Los aislamientos usando medios diferenciales y semiselectivos no son del todo satisfactorios
para aislar la bacteria debido a que no permite el crecimiento de todas las cepas de R.
solanacearum y o no impide el crecimiento de otras bacterias gram negativas relacionadas.
Las técnicas seroldgicas en la actualidad no han sido del todo desarrolladas para identificacion,

mas bien para deteccién (Schaad et al. 2001).

La reaccion en cadena de la polimerasa ofrece alternativas para alta sensibilidad vy
especificidad de deteccion de la bacteria. La efectividad de los ensayos de PCR esta limitada a
la sensibilidad y especificidad de los cebadores usados, y la eficiencia de la reaccion (Pastrik y

Maiss 2000).

A. Diagnostico a nivel de campo

Para diagnosticar la bacteria en el campo se debe observar la presencia del exudado mucoso

de los haces vasculares. Este se puede presentar en los ojos de tubérculos o en la superficie
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cortada de un tubérculo donde las gotas del exudado se forman sobre los haces vasculares
cortados (French et al. 1999). También se puede observar la presencia de la bacteria en el
tejido vascular de tallos enfermos, se extrae una seccidén de este y se coloca en un vaso de
agua. Una prueba positiva se da tras observarse a través de la pared del vaso el flujo
bacteriano que emerge del xilema en forma de hilos de color lechoso que se proyectan hasta el

fondo (Izaguirre 2008).

Figura 7. Flujo bacteriano de un tallo infectado por R. solanacearum inmerso en agua
(Floyd 2008).
Las técnicas serologicas son utilizadas para deteccion rapida de R. solanacearum proveniente
de cultivo de colonias bacterianas o directamente de material infectado. Estas pruebas estan
basadas en la capacidad de anticuerpos especificos para reconocer un antigeno, en este caso
a R. solanacearum. Estas pruebas pueden ser utilizadas tanto en el campo como en el
laboratorio para la identificacion temprana del patégeno, pero a la vez poseen restricciones al
no ser especificos en la identificacion de las distintas cepas existentes de la bacteria

(Champoiseau 2009).
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B. Diagndstico a nivel de laboratorio

Aislamiento de la bacteria

Luego del diagndstico en el campo se debe proceder a realizar pruebas en el laboratorio para

identificar con certeza la presencia de la bacteria, por medio del siguiente procedimiento:

a)

b)

d)

Se selecciona material representativo. Se desinfecta (alcohol 70%) el material utilizado
(Rodriguez 2007).

Con la muestra de flujo bacteriano se procede a realizar estriados en medios de cultivo
para bacterias en caja petri. Para la siembra de la bacteria mediante estriados se diluye
la concentracion de la misma en el medio en direcciones contrarias y con giros de 180°,
todo realizado dentro de una campana de flujo laminar (Rodriguez 2007).

Colocar en la incubadora las cajas petri por 48-72 horas, a temperatura de = 28°
brindado las condiciones éptimas para el desarrollo de las colonias (Rodriguez 2007).
Se inicia el proceso de purificacibn de la bacteria, seleccionando colonias que
correspondan con las caracteristicas que correspondan a las caracteristicas de la

bacteria, para luego cultivarlas en medios nutritivos (Rodriguez 2007).

Cultivo de bacterias

El cultivo de bacterias corresponde a un medio nutritivo especifico para el crecimiento de

bacterias fitopatogenas (Rodriguez 2007). Existen diferentes medios para la deteccion de R.

solanacearum, por ejemplo el medio YDC (Yeast extract-dextrose-CaCO3) en donde las

colonias se muestran mucoides y de coloracion beige a café claro. Medio CPG y TTC
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(Triphenyl tetrazolium chloride) (Schaad et al. 2001) al cual se le puede aplicar el tetrazolium,
atil para distinguir colonias virulentas dando una coloracion fucsia en forma de estrias dentro
de la formacion de la colonia resultando positivo mediante la reaccion del tetrazolium con el

citocromo de la bacteria que produce los pigmentos ya referidos (Rodriguez 2007).

Plantulas de papa que se desarrollan de tubérculos portadores de la bacteria pueden ser
adecuados para el detecciébn de R. solanacearum en suelo, también plantulas de tomate
pueden ser utilizadas para desarrollar poblaciones del patégeno en extractos de tubérculos de

papa (Schaad et al. 2001).

3.1.3 Reaccion en cadenade la polimerasa, PCR

Antiguamente en la practica era dificil obtener moléculas de acido desoxiribonucleico, ADN,
bien definidas de cualquier organismo. En 1983, Kary Mullis cred la técnica de Reaccion en
Cadena de la Polimerasa la cual permite amplificar y crear un namero ilimitado de copias de

una region especifica de ADN (Mullis 1990).

En el inicio del PCR se utilizaba polimerasa, cuyas funciones naturales son reparacion y
replicacion del ADN, que se destruia facilmente a altas temperaturas, por lo que era necesario
agregar mas durante cada ciclo de la reaccion (Mullis 1990). En 1988, Saiki y sus colegas
descubrieron que al utilizar una ADN polimerasa termoestable de Thermus aquaticus no era
necesario agregar mas durante cada ciclo de la reaccion (Nakhla 2004). En la actualidad, la
utilizacion de esta permite ser afladida al inicio de la reaccion y mantenerse activa durante todo

el proceso. El ambiente natural de la bacteria son aguas termales junto a geissers a 75°C, la
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cual tiene una ADN polimerasa que funciona bien a altas temperaturas (72°C) e incluso es

estable a 94°C (Rodriguez y Barrera 2004).

3.1.3.1 Componentes de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Los componentes basicos para realizar la PCR son los siguientes:

e Solucion amortiguadora: este componente establece las condiciones de pH correctas
para el funcionamiento de la ADN polimerasa. Generalmente, el amortiguador mantiene
un rango de pH de 8.3 a 8.8 a temperatura ambiente y baja a aproximadamente 7.2 al
ser incubado a 72°C (Fulladolsa 2009).

e Fuente de nucleotidos (dNTPs): estos son utilizados por la ADN polimerasa para
sintetizar las nuevas cadenas de ADN en la reaccion (Nakhla 2004).

e ADN polimerasa: cataliza la adicion covalente de nucleotidos a la cadena simple de
ADN. La enzima es activa Unicamente en presencia de iones de Mg2+ y de ADN
preexistente, el cual debe servir como iniciador o cebador y como molde (Fulladolsa
2009).

e Cebadores de ADN (delantero y reversa): son pequefios segmentos especificos que
se deben acoplar Unicamente a la secuencia que se esta amplificando. Su temperatura
de fusion debe ser mayor a la temperatura de acoplamiento para que estos se puedan
acoplar al ADN objetivo antes del paso de la extension. Usualmente constan de 18 a 24
nucleodtidos de longitud (Nakhla 2004).

e ADN molde: puede ser monocatenario (una hebra) o bicatenario (dos hebras); aislado
cualquier organismo. Normalmente, existen varios miles de copias de ADN en la mezcla

de reaccion del PCR (Nakhla 2004).
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e Cationes divalentes: la ADN polimerasa necesita cationes divalentes para su actividad.
Normalmente se utiliza Mg®*, la concentracién molar de estos debe exceder la
concentracion de los dNTPs y de los cebadores, ya que éstos también capturan los

iones y debe quedar disponibilidad del catién para la polimerasa (Nakhla 2004).

El procedimiento para la reaccion en cadena de la polimerasa requiere de tres pasos para
realizar un ciclo de copiado. Cada paso permite que la temperatura de la mezcla cambie para
optimizar la reaccion. Los ciclos se pueden repetir cuantas veces sea necesario para obtener
las copias de ADN que se requieran. Los pasos para un ciclo de copiado se describen a

continuacion (lowa State University 2005):

1. Desnaturalizacion: la doble hebra de ADN que va a ser copiada se calienta a +
95°C por lo que los puentes de hidrogeno entre las bases complementarias se
rompen. El producto de este paso son dos hembras de ADN sueltas y extendidas

(lowa State University 2005).

2. Alineamiento o Hibridacién: la temperatura baja hasta + 58°C lo que permite que
los cebadores se adhieran a su secuencia complementaria en las hebras molde de

ADN, formando enlaces hidrégeno entre las bases. (lowa State University 2005).

3. Sintesis de ADN o extension: la temperatura se eleva hasta + 72°C lo que permite
gue la ADN polimerasa incorpore los nucleétidos libres en las nuevas hebras de
ADN. La nueva hebra de ADN es formada por medio del apareamiento de las bases
nitrogenadas que son complementarias hasta que se llegue al final de la regiéon a ser

copiada (lowa State University 2005).
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3.1.3.2 Electroforesis en gel de agarosa para visualizacion de bandas de ADN

El método de electroforesis de acidos nucléicos hace referencia a la migracion de una particula
cargada bajo la influencia de un campo eléctrico con el objetivo de separar, identificar y
purificar moléculas o fragmentos de DNA y RNA (Padilla et al. 2006; Alvadalejo 2006). Fue

empleado por primera vez por Tiselius en el afio 1937 (Garcia 2000).

La agarosa es un polisacéarido natural extraido de las paredes celulares de ciertas algas rojas
llamadas agarofitas. La estructura macroreticular de los geles de agarosa se forma por uniones
de puentes de hidrogeno que hacen que el gel sea termo-reversible, y por lo tanto que se
funda cuando es sometido a calentamiento. La ausencia de grupos iénicos hace que el gel sea
una estructura neutra e inerte, por lo que se evita la interaccion de las moléculas con la

estructura del gel (Hispanagar.com s.f.).

Los geles se comportan como un tamiz molecular y permiten separar moléculas cargadas en
funcién de su tamafio y forma, de manera que moléculas de ADN de diferente tamafio van a

movilizarse de forma distinta en una electroforesis en gel (Padilla et al. 2006).

Los geles de agarosa se utlizan para fragmentos grandes de ADN, dependiendo la
concentracion de agarosa se pueden separar fragmentos de hasta 50kb aplicando un campo

eléctrico constante (Alvadalejo 2006).
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Cuadro 6. Concentraciones de agarosa utilizadas para la separacion electroforética de
fragmentos lineales de ADN de diferentes tamafos (Alvadalejo 2006).

Agarosa (%) Intervalo de tamafios separables (kb)

0.3 5-60

0.6 1-20

0.7 0.8-10.0
0.9 0.5-7.0
1.2 0.4-6.0
15 0.2-3.0
2.0 0.1-2.0

El gel de agarosa se coloca en un aparato horizontal, denominado camara de electroforesis, el
cual constituye un sistema eléctrico termodinamico. Consiste en una caja dividida en dos
compartimentos por medio de una plataforma en el centro. El gel se coloca sobre la plataforma
y se agrega tampoén de electroforesis. La camara posee electrodos en cada compartimento. El
aparato recibe energia de una fuente de poder y libera energia en forma de calor. Las
moléculas de ADN son sometidas a electroforesis y se desplazan al polo positivo, ya que a pH

superiores a 5 poseen carga negativa (Fulladolsa 2009).

La movilidad electroforética del ADN se ve afectada por la composicion y la fuerza iénica del
tampon de electroforesis. En ausencia de iones, la conductividad eléctrica es minima y el ADN
migra lentamente. En un tampon de elevada fuerza idnica la conductividad eléctrica es elevada
y se genera una mayor cantidad de calor. Los tampones para la electroforesis de ADN
contienen EDTA, y tris-acetato (TAE), tris-borato (TBE) o tris-fosfato (TPE) con pH entre 7.5-

7.8 (Osmay Querci 2007).
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El peso molecular de los acidos nucléicos puede determinarse en electroforesis al comparar
las movilidades electroforéticas de varios marcadores de peso molecular conocido. Existen
patrones de varios rangos de peso molecular, se debe aplicar el que abarque el peso

molecular esperado (Garcia 2000).

Los geles de agarosa se tifien con bromuro de etidio el cual es una sustancia que se intercala
entre las bases del DNA y es fluorescente cuando se ilumina con luz ultravioleta. Luego de la
electroforesis, se visualiza el gel con una lampara de luz UV, y se observan las bandas
correspondientes a las muestras de DNA aplicado y los marcadores de peso molecular (Padilla

et al. 2006).
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3.2 Marco referencial

3.2.1 Areas de colecta de muestras de tubérculos-semilla

La colecta de tubérculos-semillas se realizé en el occidente del pais, zona que se caracteriza
por su produccion de papa Solanum tuberosum especificamente en el departamento de
Quetzaltenango el cual es el segundo productor de papa en Guatemala. Los principales
municipios productores de Quetzaltenango son Palestina de los Altos (21%), San Martin
Sacatepéquez (20%), Concepcion Chiquirichapa (18%) y Ostuncalco (18%) (MAGA 2008). En
base a esta informacion se seleccionaron los tres dltimos municipios para la recoleccion del

material vegetal.

3.2.1.1 Ubicacion geogréfica

El departamento de Quetzaltenango se ubica en la region Suroccidental del pais. El
departamento cuenta con 24 municipios, los cuales cuentan con una extension total de 1,951
kilbmetros cuadrados (UVG 2003). Entre éstos se determiné el area de muestreo detallada a

continuacion:

El municipio de Concepcion Chiquirichapa cuenta con una extension territorial de 48 kilometros
cuadrados. Se encuentra a una altura de 2,565 m.s.n.m. latitud de 14° 51" 20”", longitud 91°
37" 267". El territorio se encuentra limitado por 5 municipios. Al norte limita con San Juan
Ostuncalco y San Mateo, al sur limita con San Martin Sacatepéquez, al este con San Mateo y
Quetzaltenango y al oeste con San Juan Ostuncalco y San Martin Sacatepéquez, todos

municipios del departamento de Quetzaltenango (SIM s.f.).
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San Martin Sacatapéquez posee una extension territorial de 48 kilbmetros cuadrados. Se
encuentra a una altura de 2,490 m.s.n.m. latitud 14° 49" 22", longitud 91° 38" 33"". El municipio
colinda al norte con el municipio de Concepcion Chiquirichapa y Palestina de los Altos, al este
con Concepcidon Chiquirichapa y Quetzaltenango, al sur con El Palmar y Colomba y al oeste
con Colomba y San Cristobal Cucho, y San Antonio Sacatepéquez (San Marcos) (Funcede

1994).

Por dltimo, San Juan Ostuncalco posee una extension territorial de 44 kilbmetros cuadrados.
Se encuentra a una altura de 2,500 m.s.n.m. latitud 14° 52" 6”", longitud 91° 37" 15”". Colinda al
norte con Cojola y Palestina de los Altos, al este con San Mateo, al sur con Concepcién
Chiquirichapa y al este con Palestina de los Altos, todos municipios del departamento de

Quetzaltenango (Estrada 1982).

3.2.1.2 Caracteristicas principales de produccién

La produccion de papa en Guatemala data, segun otras fuentes, desde el afio 1771.
Actualmente, es una de las hortalizas tradicionales dentro de la agricultura guatemalteca cuyas
cosechas han sido destinadas principalmente al abastecimiento del mercado nacional y
centroamericano. Esta actividad agroproductiva ha sido favorecida por la existencia de
diversos microclimas, cuyas condiciones naturales permiten su cultivo durante todo el afio
(MAGA 2008). Debido a esta produccion histérica de la papa, se ha llegado a constituir como el
cultivo basico en la economia de los habitantes de los tres municipios seleccionados para la
recoleccion, y también dado a la gran importancia que tiene el cultivo en los municipios, San

Martin Sacatepéquez, Concepcion Chiquirichapa y San Juan Ostuncalco se constituyen como
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zonas eminentemente semilleristas, siendo los principales distribuidores de semilla al resto del

pais (Loarca 1987).

Segun Loarca Marroquin (1987), en una investigacion realizada hace mas de 20 afos,
encontré que la presencia de la bacteria en el municipio de Concepcion Chiquirichapa y San
Martin Sacatepéquez ya era significativa en el cultivo de papa. El obtuvo un porcentaje de
incidencia de la bacteria en el cultivo entre 1.319% hasta 8.38%. Evidentemente, las altos
porcentajes de incidencia de R. solanacearum que obtuvo Loarca durante el desarrollo del
cultivo no corresponden solamente a la contaminacion proveniente de tubérculos-semillas,
sino también a otros factores que favorecen el aparecimiento de la enfermedad. Por lo tanto
factores como tierra infectada que se moviliza de un lugar a otro, agua de riego o0 escorrentia
en época de lluvia, por medio de animales, por nematodos y algunas malezas, también son

fuente de indculo de la bacteria, afectando directamente la produccién de la papa.

3.2.2 Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Agronomia, USAC

El aislamiento y purificacion de la bacteria Ralstonia solanacearum en tubérculos-semillas de
papa, las pruebas de Reaccion en Cadena de la Polimerasa, PCR, y electroforesis fueron
realizadas en el laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Agronomia, edificio T-8,
Laboratorio B-12, en el campus central de la Universidad de San Carlos, zona 12 ciudad de

Guatemala, Guatemala.
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4 OBJETIVOS

4.1 General

e Determinar la presencia de Ralstonia solanacearum en semilla no certificada de papa,
producida en los municipios de Concepcion Chiquirichapa, San Martin Sacatepéquez y

San Juan Ostuncalco del departamento de Quetzaltenango, Guatemala.

4.2 Especificos

e Identificar la bacteria Ralstonia solanacearum en tubérculos de papa no certificada,

producidos en los municipios de Concepcién Chiquirichapa, San Martin Sacatepéquez y

San Juan Ostuncalco.

e Determinar la proporcién de tubérculos de papa infectados por la bacteria Ralstonia

solanacearum.
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5 HIPOTESIS

Los tubérculos de papa comercializados por productores de Quetzaltenango, son utilizados
como semilla y se encuentran infectados por Ralstonia solanacearum en una razén de riesgo

epidemiologico.
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6 METODOLOGIA

6.1 Seleccion del area a muestrear

Se seleccionaron los municipios de Concepcion Chiquirichapa, San Martin Sacatepéquez y
San Juan Ostuncalco, todos del departamento de Quetzaltenango. Dichos municipios son
importantes productores de papa comercial la cual utilizan como semilla y es distribuida a

productores de todo el pais.

6.1.1 Obtencién de muestras
Se colectaron muestras de tubérculos-semilla no certificados de productores comerciales del
area seleccionada. Se compraron de 4 a 5 libras por muestra las cuales se identificaron

debidamente:

Nombre del productor:

Departamento:

Municipio:

Fecha de colecta:

Numero de muestra:

Cantidad colectada:

Tipo de semilla:

Variedad:

Observaciones:

Figura 8. Etiqueta de identificacion de muestras

Las muestras se colectaron en bolsas de polietileno libres de contaminantes, las cuales fueron
debidamente selladas luego de introducir la papa obtenida y se conservaron sin exposicion
directa al sol. Se almacenaron en el laboratorio de Biotecnologia luego de ser colectadas, en

un periodo no mayor a dos dias después de ingresarlas.
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Las muestras se obtuvieron por medio de un sondeo o analisis exploratorio (Ruano 1989) en
las principales zonas de produccién y comercializacion de tubérculos utilizados como semilla.
Los tubérculos colectados no se seleccionaron bajo ningun criterio mas que el de ser utilizado
para venta de semilla, no se tomaron en cuenta la presencia de sintomas por enfermedades o

plagas.

6.2 Aislamiento y purificacidén de la bacteria

Se utilizaron dos medios nutritivos para aislar Ralstonia solanacearum. El primer medio, CPG-
TZC (1 Litro) (Schaad et al. 2001): Caseina hidrolizada 1 g, Peptona 10 g, Glucosa 5 g, Agar
17 g, Extracto de levadura 1 g, Triphenyl tetrazolium chloride (TZC) 5 ml (se agrega luego del

proceso de esterilizacion en autoclave).

El segundo, Medio Semiselectivo Sudafrica modificado, SMSA (1 litro): Caseina hidrolizada 1
g, Peptona 10 g, Glicerol 1 ml, Agar 17 g, Triphenyl tetrazolium chloride (TZC) 5 ml (se agrega
luego del proceso de esterilizacion en autoclave). Luego se disolviéo en 5 ml de etanol al 70%
por 30 minutos cada uno de los componentes siguientes por aparte: Cristal violeta 5 mg,
Polymyxin B sulfato 100 mg, Bacitracina 25 mg, Cloromicetina 5 mg, Penicilina 0.5 mg,
Cicloheximida 100 mg. Estos se disolvieron antes de ser agregados al medio autoclaveado

(Sanchez et al. 2008).

Luego de la preparacion de los medios nutritivos se procedié a realizar el aislamiento del
patogeno de los tubérculos-semillas de la manera siguiente:
A. Se lavaron los tubérculos-semilla con agua eliminando residuos de cualquier

procedencia.
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B. Se obtuvo una porcion de tejido vascular el cual se macer6 en un mortero con agua
estéril (2-3 minutos).

C. La mezcla macerada se utilizé para cultivar en el medio nutritivo. Con ayuda de un asa
de inoculacién debidamente esterilizada se procedié a hacer un estriado en los medios.

D. Se colocaron los cultivos de bacterias a temperatura ambiente (28°C) durante 48-72
horas para el desarrollo de las colonias.

E. Por ultimo se realizo la purificacion de las colonias. Se seleccionaron las colonias con
caracteristicas propias de Ralstonia sonalacearum, consistencia mucoide y color

cremoso para su posterior replicacion.

6.3 Protocolo de PCR

Se realizé el proceso de reaccion en cadena de la polimerasa por medio de los ciclos de
desnaturalizacién, alineamiento y extension para comprobar la presencia de Ralstonia
solanacearum en los tubérculos comercializados como semillas utilizados para la investigacion.
Las copias se obtuvieron de las colonias en el medio CPG-TZC y SMSA que presentaron las

caracteristicas propias del patégeno.

La solucién se realizé en tubos Eppendorf de 250- uL. Para la reaccion se utilizaron los
siguientes componentes: ADN molde 40 ng, Amortiguador 10X 2.5 pL, 25 nM MgCl, 2.5 pL,
0.25 nM dNTPs 2.5 uL, Taq polimerasa 5 U/ml 0.1uL, Cebador delantero 10 pmol 2.5 pL,

Cebador reversa 10 pmol 2.5 uL (Sanchez et al. 2008).
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Los cebadores especificos para deteccion de Ralstonia solanacearum que se utilizaron poseen
la siguiente secuencia (Opina 1997):
759 (5’-GTCGCCGTCAACTCACTTTCC-3)

760 (5-GTCGCCGTCACGAATGCGGAATCG-3)

La amplificacion de las reacciones de PCR se realizaron en un termo ciclador por medio de los
siguientes ciclos: 3 minutos a 96°C, seguido de 30 ciclos de 15 segundos a 94°C, 30 segundos
a 58°C y 30 segundos a 72°C. La reaccion se completara con 5 minutos a 72°C (Sanchez et al.

2008).

6.4 Protocolo de electroforesis

Para efectuar la electroforesis se utilizé un gel de agarosa al 1.5% para el corrido de las
cadenas de ADN luego del PCR. El procedimiento fue el siguiente (Rodriguez 2007):
a. Pesary preparar la solucion de agarosa la cual se fundié en horno microondas.
b. Se coloco la solucién en un molde de gel nivelado horizontalmente y ya también el
molde para pozos con el numero de celdas a utilizarse.
c. Se dej6 reposar hasta que se solidific la solucion.
d. Se coloco el gel sélido sobre la camara de electroforesis y se agreg6 buffer (TBE a
0.5X).
e. Se aplico 2 uL de buffer de carga por muestra de ADN.
f. Se agrego el marcador de peso.
g. Se llenaron los pozos con las muestras obtenidas por PCR, evitando la contaminacion y
mezcla entre las mismas.

h. Se proveyo la fuente de poder a la camara para iniciar la electroforesis.
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i. Termino la electroforesis cuando el color del cargador avanzd aproximadamente 2/3
partes del gel.

j. Seguidamente se coloco el gel en la solucién de Bromuro de Etidio y buffer para su
tincion. Se sumergido el gel con agitacion durante 10-15 minutos, tomando las
precauciones necesarias para su manejo dado a las caracteristicas cancerigenas del
Bromuro de Etidio.

k. Finalmente se coloco el gel en un trasiluminador y se observo con luz ultravioleta.

|. Se observaron los resultados de la corrida de ADN y se archivaron fotos para su

posterior analisis.

6.5 Analisis de resultados

6.5.1 Anaélisis de medios nutritivos

El analisis se llevo a cabo con los medios nutritivos en los cuales se desarrollaron colonias
bacterianas con las caracteristicas morfolégicas tipicas de Ralstonia solanacearum. Las
colonias seleccionadas presentaron aspecto mucoide y coloracion beige a café claro. Se
distinguieron las que formaron estrias de coloracion fuccia las cuales corresponden a colonias
virulentas positivas las cuales reaccionaron con el tetrazolium. Las colonias de las cuales se
obtuvieron crecimiento caracteristico se tomé muestras para su amplificacion por medio de

PCR.
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6.5.2 Analisis de lainformacion de PCR

Las muestras de colonias bacterianas purificadas que se obtuvieron de los medios nutritivos se
utilizaron para su amplificacion en el termo ciclador por medio de la técnica de PCR. Cada
muestra amplificada se corrié en un gel de agarosa al 1.5%. Tras la tincion del gel con bromuro
de etidio y su visualizacioén con luz UV se obtuvo bandas de 281 pares de bases (Schaad et al.

2001) lo cual confirmé la presencia de Ralstonia solanaceatum en los tubérculos.

6.5.3 Analisis de la presencia de Ralstonia solanacearum en tubérculos-semillas de
papa
La informacion obtenida se utilizé para conocer la presencia de la Ralstonia solanacearum en
tubérculos comercializados como semillas no certificados y obtener una proporcion de la

infeccion de la misma en la produccién comercializada a productores de papa.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

La marchitez bacteriana causada por Ralstonia sonalacearum E. F. Smith est4 causando
grandes pérdidas a los agricultores en el campo, se identifica por la expresion que sufren las
plantas por amarillamiento, retraso en el crecimiento, marchitez y finalmente la muerte. Sin
embargo, pueden existir infecciones latentes en donde estén presentes altas poblaciones de
la bacteria y ésta no muestre sintomas. Poblaciones de la misma pueden ser diseminadas por
herramientas agricolas, insectos polinizadores, agua de irrigacion, suelos infestados,
infecciones latentes en material vegetativo (como tubérculo-semillas de papa, esquejes de
Pelargonium y cormos de banano) y por medio de raices dafiadas por nematodos (Sanchez et

al. 2008).

En el caso de Guatemala, la fuente mas importante de diseminacién de esta bacteria es la
produccion de tubérculo comercial de papa y su venta como semilla, lo que demuestra que en
su mayoria no hay una cultura de produccién y siembra de semilla certificada. También se ha
evidenciado que la poca produccion que existe de semilla bajo altos estandares de calidad
supera los precios de la semilla no certificada, encontrandose desde Q.0.25 los tubérculos no
certificados hasta precios de semilla de calidad prebasica y basica de Q.4.00 la unidad; estos
precios también influyen en la comercializacién de semilla libre de patégenos y por lo tanto

incide en la infestacion de nuevas areas de produccion.

La falta de regulacion en el mercado de la semilla no certificada de papa tiene consecuencias
directas en las pocas opciones que tienen los productores para acceder a producto de calidad

y a precios viables. Actualmente no se posee un control sobre la produccion de la misma en el
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pais, por lo tanto la desinformacién sobre la diseminacion de la bacteria también es una
incognita. La comercializacion se realiza de forma no regulada y consecuentemente el
mercado se maneja al gusto de los comerciantes y no de las necesidades de los

compradores.

7.1 Obtencién de muestras

Para determinar la incidencia del patégeno en tubérculos-semilla de papa se realizé un sondeo
(Ruano 1989) lograndose obtener 150 tubérculos-semilla de 17 productores comerciales en
estas zonas. Inicialmente se consider6 tomar 10 productores en cada localidad y solamente se
logré colectar este nimero en Concepcion Chiquirichapa; en el caso de San Juan Ostuncalco y
San Martin Sacatepéquez, solamente se colectaron tubérculos de cuatro y tres productores
respectivamente, dado a que en su mayoria son revendedores de los productores de

Concepcion Chiquirichapa.

Durante el proceso de recolecciéon de muestras se detectd que el productor no trabaja con
estandares o normas de calidad de ningun tipo. Sin embargo, las preferencias de los
consumidores y las exigencias de los intermediarios determinan las caracteristicas de la papa
gue se selecciona para enviar al mercado. De esta forma, la calidad de la papa se evalla

fundamentalmente por su tamaiio.

En base a estas observaciones, la figura 9 muestra los distintos tipos de tubérculos-semillas
gue son comercializados a productores de papa y que varian en su aspecto, como se

menciond anteriormente.
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Figura 9.Tubérculos-semillas de papa comercializados en los municipios de Concepcidn
Chiquirichapa, San Martin Sacatepéquez y San Juan Ostuncalco, utilizados para
determinar presencia de R. solanacearum.

7.2 Aislamiento y purificaciéon de Ralstonia solanacerum

Como se menciond anteriormente, los productores seleccionan la semilla a partir de sus
caracteristicas fisicas sin embargo no es posible identificar si dicho material posee infecciones
latentes de R. solanacearum. Dado a esta imposibilidad de identificar la presencia de la
bacteria de forma visual, se trasladaron las muestras al laboratorio en los cuales se pudo
determinar el crecimiento distintas colonias de microorganismos que confirmaron la presencia
de infecciones latentes de la bacteria en los tubérculos comercializados como semilla,

encontrandose diferencias entre los medios utilizados.

Los aislamientos iniciales presentaron contaminacién pero luego se logro purificar las colonias
de la bacteria en estudio. De los medios utilizados el SMSA es mas especifico, debido a sus
componentes antibiéticos los cuales inhiben el crecimiento de microorganismos fungosos y
favorecen el crecimiento de la bacteria. Por otro lado, el medio CPG no es tan especifico pues

los antibidticos no son utilizados para evitar el crecimiento de otros organismos. En los
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aislamientos utilizados se puede observar en la figura 10 pequefias colonias mutantes o no
virulentas las cuales tienen una apariencia seca, redonda y nada fluidas. Por el contrario se
observa en la figura 11 colonias virulentas o normales de R. solanacearum cuyas
caracteristicas fisicas muestran una consistencia lechosa, mucoide y blanquecina con
coloracion levemente roja en el centro, de crecimiento irregular que permite distinguirla de las

demas colonias.

Colonias
mutantes y
contaminantes
tefiidas con
Tetrazolium

Figura 10. Crecimiento de colonias mutantes y contaminantes en SMSA.

Colonia de
Ralstonia
solanacearum

Figura 11. Crecimiento de colonias bacterianas de Ralstonia solanacearum en medio
CPG-TZC.
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Las colonias aisladas se purificaron dando como resultado colonias puras, siguiendo la
metodologia descrita anteriormente. En la figura 12 se identificaron dentro del évalo las
colonias purificadas cuyo aspecto corresponde a las caracteristicas morfologicas esperadas de
la bacteria. También se observan colonias que corresponden a otros organismos no

identificados.

Figura 12. Purificacion de colonias de Ralstonia solanacearum

Finalmente se logr6 purificar 12 colonias, confirmandose luego la presencia de R.

solanacearum con el diagndstico de PCR.
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A continuacion se presenta un cuadro resumen en donde se identifican las zonas muestreadas,
enumerando los productores por municipio y cuantos tubérculos-semilla se utilizaron por cada
uno. Se muestra también cuales tubérculos-semilla presentaron incidencia de R. solanacearum
al aislarla en medios nutritivos y de éstos aislamientos cuales fueron positivos en la prueba de

PCR.

En el departamento de Concepcion Chiquirichapa se colectaron tubérculos de diez productores
de los cuales dos presentaron incidencia de la bacteria en su producto. A nivel de
reconocimiento se logré aislar la bacteria de nueve tubérculos-semilla, mas en la prueba de

PCR solo un aislamiento dio resultado positivo.

Luego se observd que en el municipio de San Martin Sacatepéquez, se logré colectar
tubérculos-semilla de cuatro productores de los cuales s6lo uno mostré producto contaminado.
En este caso se nota que los dos tubérculos-semilla de los cuales se encontrd presencia de R.

solanacearum también dieron respuesta positiva en prueba de PCR.

Por ultimo en la localidad de San Juan Ostuncalco, solo se logré contactar a tres productores
gue venden tubérculos comerciales como semilla, al igual que los anteriores descritos. De los
tres, s6lo uno presentdé material contaminado y este mismo aislamiento presentdé pruebas

positivas en PCR, confirmando la presencia de la bacteria.

A continuacion en el cuadro 7 se detalla la informacion anteriormente descrita.
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Cuadro 7: Tubérculos-semilla que presentaron incidencia de Ralstonia solanacearum
por productor.

Procedencia |Productor Tubérculos-semilla
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 - - - - - - - - - -
2 - - - - - - - - - -
3 - - - - - - - - - -
4 - - - - - - - - - -
Concepcion 5 + + + - - - + - - -
Chiquirichapa 6 + + + - + €3) - - -
7 - - - - - - - - - -
8 - - - - - - - - - -
9 - - - - - - - - - -
10 - - -
11 - - -
San Martin 12 - - -
Sacatepéquez 13 - - ®
14 - - -
15 - - -
San Juan
Ostuncalco 16 - ' ' - _ . . - - -
17 - - - - €5) - - - - _

- : Prueba negativa en medio nutritivo
+ : Prueba positiva en medio nutritivo
EE : Sin unidad
(@ : Prueba positiva con PCR

7.3 Prueba de Reaccion en Cadena de la Polimerasa y electroforesis para colonias

de R. solanacearum identificadas en medios nutritivos.

Como se mencioné anteriormente, en la localidad de Concepcion Chiquirichapa sélo el
productor cinco Yy seis mostraron incidencia de la bacteria en sus tubérculos, los cuales fueron

posteriormente sometidos a la prueba de PCR. En el municipio de San Martin Sacatepéquez y
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San Juan Ostuncalco solamente se identificaron dos productores que comercializan su

producto con infecciones latentes del patégeno.

El cuadro 8 detalla a los tubérculos-semilla que presentaron incidencia de R. solanacearum en

medios nutritivos y se les asignd una numeracion para identificarlos en la prueba de PCR.

Cuadro 8: Identificacion de tubérculos-semillas utilizados para prueba de PCR.
Tubérculo-
semilla
5.1
5.2
5.3
5.7
Concepcion Chiquirichapa 6.1
6.2
6 6.3
6.5
6.6
13.3
13.4
San Juan Ostuncalco 17 17.5

Localidad Productor

San Martin Sacatepéquez 13

Las colonias evaluadas con PCR confirmaron la presencia de la bacteria en 4 de las 8
muestras corridas. Solamente las unidades 6.6, 13.3, 13.4 y 17.5 corrieron en el gel de
agarosa. En la figura 13 se observan las muestras corridas. Los controles positivos (CP)
muestran gque las unidades positivas son del mismo peso molecular por lo que se contemplan
bandas del mismo tamafio, contrario al control negativo (CN) que, como era de esperarse, no

presenté banda alguna.
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51 52 53 57 61 62 63 65 66 MP

281pb

13.3 134175 CP CP CN MP

Figura 13. Fotografias de gel de agarosa mostrando el producto amplificado mediante
PCR con el par de cebadores 759y 760 y con bandas de 281 pares de bases.
MP: Marcador de peso molecular, CP: Control positivo, CN: Control Negativo.
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Como se menciono al inicio, el presente estudio corresponde a un analisis exploratorio sobre la
diseminacion de la bacteria por medio de tubérculos comercializados como semilla. Dado a
esto se obtuvo que la presencia de Ralstonia solanacearum por medio de aislamiento en
medios de cultivo es del 8%, porcentaje que se representa a nivel de reconocimiento o
exploratorio; y la prueba de PCR denoto la presencia de la bacteria en un 2.66% lo cual se

muestra a un nivel de detalle.

Esta diferencia en porcentajes se debe a distintas razones, entre éstas se encuentra la
sensibilidad del PCR a la sensibilidad y especificidad de los cebadores utilizados y de la
eficiencia de la reaccion. La Taq polimerasa también es sensible a la inhibicion por factores
presentes en las muestras biolégicas. Tedricamente la técnica de PCR es capaz de detectar
tan pocas como una sola hebra de ADN (Pastrik 2000), mas en la practica se pudo dar un falso
negativo por otras circunstancias como el hecho de que las colonias utilizadas para realizar la
prueba de PCR no estuviesen completamente purificadas por lo que otros organismos

pudieron haber inhibido la accién de la reaccion.

Por otro lado se pudieron hacer otras inferencias con respecto a los resultados obtenidos a
nivel de reconocimiento. Los productores evaluados revelaron que la incidencia de la bacteria
en los tubérculos que estan comercializando como semilla es alta, en el caso del productor 5
del municipio de Concepcién Chiquirichapa posee actualmente un porcentaje de infeccion de la
bacteria del 40% del total de sus tubérculos, luego el productor 6 presenta un 50% de
incidencia lo cual muestra que ambos comercializan un gran porcentaje de su producto con
infecciones latentes de la peligrosa bacteria. En el municipio de San Martin Sacatepéquez solo
el productor 13 present6 un 33.33% de incidencia la cual también es bastante alta, y por ultimo

el productor 17 de San Juan Ostuncalco con un 10% de incidencia.
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También se pudo determinar que 2 de cada 10 productores en el municipio de Concepcion
Chiquirichapa comercializan su producto contaminado, pudiéndose determinar un 20% de los
mismos con campos contaminados. En el caso del municipio de San Martin Sacatepéquez 1
de cada 4 productores también lo hace, determinandose un 25% de productores
comercializando material contaminado. Por dltimo el municipio de San Juan Ostuncalco
muestra que 1 de cada 3 productores vende tubérculos comerciales como semillas

contaminados con R. solanacearum, ajustando un 33.33% de contaminacion.

Finalmente del total de productores se puede aseverar que 4 de cada 17 comercializa su
producto con infecciones latentes de la peligrosa bacteria. Se puede observar en la siguiente
grafica una representacion de las tres localidades donde se produce y comercializa tubérculos
como semilla de papa y el porcentaje de productores que venden su producto contaminado
segun el andlisis realizado.

Grafica 1. Porcentaje de productores cuyos tubérculos comercializados como semillas
poseen infecciones latentes de R. solanacearum.

Porcentaje de productores por localidad que
venden tubérculos-semilla contaminada

33%

25.00%
20%

Concepcion San Martin SanJuan Ostuncalco
Chiquirichapa Sacatepeéquez




62

Los elevados porcentajes de infestacion en campos y las altas infecciones latentes en el
material estudiado ponen de manifiesto la falta de responsabilidad de autoridades
gubernamentales como el MAGA y el ICTA, y no gubernamentales como asociaciones,
cooperativas y el gremio de productores de papa, en la regulacion de la produccion de

tubérculos-semilla de calidad.

Todavia hace falta mucha sensibilizacién a los productores de papa sobre la importancia de
utilizar semilla de calidad puesto que no se esta realizando ningun tipo de control preventivo
evitando la infestacion de nuevas zonas. Con esto se sugiere al ICTA como institucion estatal,
para que realice labores de sensibilizacion, capacitacion, control y supervisién a productores
de tubérculos-semilla de papa no certificados en los siguientes lineamientos:

1. Sensibilizar sobre la importancia de manejar culturalmente la papa

contaminada
2. Capacitar en como producir semilla certificada
3. Controlar los procesos de produccion identificando zonas infestadas y

manejarlas debidamente.
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CONCLUSIONES

Se determind que en las tres localidades estudiadas se encuentra presente la bacteria

Ralstonia solanacearum E. F. Smith en tubérculos de papa.

A través de prueba de determinacion especifica de PCR se confirmé la presencia de

Ralstonia solanacearum.

Por medio de medios de cultivo a nivel exploratorio, la presencia de la bacteria se
comprobd en el 8% de las muestras, mientras que en la prueba confirmatoria de PCR el

porcentaje bajé a un 2.66%.

Se determind que el 26% (4 de 17 productores) comercializan tubérculos-semilla de

papa contaminados con la bacteria.
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9 RECOMENDACIONES

En el ambito productivo, utilizar semilla de calidad certificada para asegurar la sanidad
del material y por consiguiente asegurar la reduccion del aparecimiento del moco de la
papa causado por Ralstonia solanacearum. En esta via, profundizar estudios de los

factores que influyen en la diseminacion del in6culo de la misma.

Es necesario que instituciones como el ICTA enfoquen apoyos directamente a
productores, en conjunto con la produccion de semilla de calidad certificada, para que

se pueda disminuir la presencia de R. solanacearum en los campos agricolas.

Realizar estudios sobre métodos de identificacién de la bacteria que sean mas viables

para los productores.

Enfocar estudios de incidencia y severidad de R. solanacearum en la region.

Agudizar el cuidado en las metodologias utilizadas para diagnosticar la presencia de R.

solanacearum y poder evaluar al patdgeno mas a detalle.

Dada a la finalidad de la investigacion, se hace necesario poder realizar bioensayos

para comprobar la identidad de R. solanacearum y tener mayor certeza de su presencia.
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11 GLOSARIO

Acido desoxirribonucléico (ADN): material que contiene informacién genética codificada en

forma lineal por sus cuatro bases organicas (A=adenina, C=citosina, G=guanina y T=timina)

(Agrios 2008).

Anticuerpo: proteina producida en un animal de sangre caliente como respuesta a la
inoculacién con un antigeno extrafio, capaz de reaccionar especificamente con él (Agrios

2008).

Antigeno: proteinas extrafias o en ocasiones carbohidratos y lipidos complejos que, al

inocularse enun  animal de sangre caliente inducen la formacion de anticuerpos (Agrios

2008).

Bioterrorismo:_es el término utilizado para definir el empleo criminal de virus bacterias,

hongos, parasitos, toxinas o sustancias dafinas contra una poblacion animal, vegetal o
humana, con el propésito de generar enfermedad, muerte, panico y terror en los mismos. Es
también introducir en un pais, material biol6gico con agentes fitopatégenos, enfermedades
cuarentenarios, insumos quimicos o cualquier otro tipo de material que atente contra la vida y

la salud de las personas (BASC s.f.).

Certificacion: procedimiento por el cual se asegura que un producto, proceso, sistema o

servicio se ajusta a las normas, lineamientos o recomendaciones de organismos dedicados a

la Normalizacion Nacional o Internacional. Es una actividad a cargo de los Organismos
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Nacionales de Certificacion, que son personas morales acreditadas que cumplen con dicho

objeto social (IMCYC s.f.).

Flagelo: estructura en forma de latigo que se proyecta desde una bacteria o zoospora y que

funciona como 6rgano de locomocion; llamado también cilio (Agrios 2008).

Gen: es un segmento de una molécula de ADN. Porcion lineal del cromosoma que determina o
condiciona uno 0 mas caracteres hereditarios. La unidad funcional mas pequefia del material

genético (Agrios 2008).

ICTA: Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas, Guatemala.

MAGA: Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Alimentacion, Guatemala.

Serologia: método en el que se utiliza la especificidad de una reaccién antigeno-anticuerpo
para detectar e identificar las sustancias antigenas y los organismos que las portan (Agrios

2008).

Sondeo: es una forma de realizar investigacion con fines de diagndéstico. Se utiliza para
caracterizar los sistemas de produccion y delimitar su area de influencia. El producto final de
esta actividad es orientar el trabajo en la seleccién de materiales, establecimiento de ensayos
en fincas, ayudar a localizar colaboradores para los ensayos en fincas y para validacion de
tecnologia, para planificar acciones de extension, para diagnosticos dinamicos, etc (Ruano

1989).
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