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RESUMEN

La papa (Solanum tuberosum L.) es uno de los rubros alimenticios mas importantes del
mundo por el alto contenido de agua y valor proteico con niveles elevados de vitaminas y
minerales de sus tubérculos; ocupando el tercer lugar después del arroz y el trigo. En
Venezuela se cultiva principalmente en la region de Los Andes, donde es afectada por
diversas bacterias patdgenas como Ralstonia solanacearum, Burkholderia gladioli,
Pectobacterium sp. y Dickeya sp. Para la produccion de semillas de papa sanas y libres de
patdgenos son necesarios el diagnostico y deteccion de estas bacterias para asi establecer
medidas de control y manejo adecuado de la enfermedad. En funcion de esto, el presente
trabajo se desarrolla con el fin de identificar y caracterizar bacterias patogenas aisladas de
tubérculos de papa variedad ‘papa de ano’ colectadas en El Molino, Estado Mérida,
Venezuela. Para esto, se realizd el aislamiento bacteriano y se llevd a cabo una prueba
preliminar de patogenicidad con cada aislado. Luego, estos aislados se caracterizaron a
nivel morfologico, bioquimico y molecular y por altimo, se comprobaron los postulados de
Koch empleando microtubérculos de la variedad ‘papa de afio’ cultivados in vitro y se
calcularon los indices de severidad e incidencia de la enfermedad. Los 4 aislados
bacterianos obtenidos resultaron ser patogénicos luego de realizar la prueba de
patogenicidad preliminar y fueron caracterizados como bacilos Gram negativos, formadores
de colonias filamentosas, irregulares, color crema que producen una pigmentacion verde
excepto uno de ellos. Bioquimicamente, se caracterizaron como organismos moviles,
oxidasa positivos, no fermentadores, capaces de utilizar la glucosa y el citrato como Unica

fuente de carbono, no producen indol, reducen los nitratos a nitritos e hidrolizan la gelatina.
|



Con estos resultados podemos concluir que los 4 aislados pertenecen al género
Pseudomonas y los aislados Afio 1.2, 2.1 y 2.2 podrian pertenecer a la especie
Pseudomonas aeruginosa. Los estudios moleculares corroboraron que estos aislados no
pertenecen a los géneros Ralstonia o Pectobacterium. Finalmente, se cumplieron los
postulados de Koch comprobando el agente causal de la enfermedad y se report6 la
incidencia y severidad de la sintomatologia producida por los aislados en rodajas de

microtubérculos.

Palabras claves: Solanum tuberosum, bacterias patdgenas, Ralstonia solanacearum,
Pectobacterium sp., Pseudomonas sp. Pseudomonas aeruginosa, caracterizacion

morfologica, caracterizacion bioquimica, identificacion molecular.
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1. INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum L.) es originaria del continente americano, se clasifica como
uno de los rubros mas importantes del mundo ocupando el tercer lugar después del arroz y
el trigo. Pertenece a la familia de las solanaceas, género Solanum y se divide en dos
subespecies: la andigena y tuberosum en temperaturas éptimas de 18 a 20°C. Por esta
razén, el cultivo de papa en Venezuela puede encontrarse mas que todo en climas
templados como los estados Mérida, Tachira y Trujillo, donde la produccion de papa se

lleva a cabo durante todo el afio.

El rendimiento y calidad de este cultivo se ha visto afectado en los Gltimos afios debido a
distintos factores; entre ellos, los factores abioticos como la calidad de semillas o
condiciones climaticas y los bidticos como los patogenos, los cuales causan graves
enfermedades que afectan al sistema de la planta de distintas formas; entre ellos, las
bacterias patdgenas implican una gran problematica en el aspecto economico y de la salud,
pudiendo mencionar algunas como: Ralstonia solanacearum, Burkholderia gladioli,
Pectobacterium sp., Dickeya sp. y Pseudomonas, causantes de pudricidn, ennegrecimiento,

clorosis y marchitamiento de las plantas de papa.

Actualmente, ha aumentado el riesgo fitosanitario del cultivo de papa asi como ha
disminuido la produccion de papa contando sin semillas para su cultivo. Esto puede deberse
a la existencia y diseminacién de patdgenos en tubérculos infectados. Ademas, ha
disminuido la importacion de este cultivo a Venezuela aunque las papas que llegan al
territorio nacional ingresan en malas condiciones. Por lo que, los productores no cuentan

con la materia prima para cultivar en campo.



Como técnica para resolver esta problematica se ha empleado el uso de la biotecnologia,
garantizando la produccion de semilla sana. Sin embargo, es necesario identificar y
caracterizar los posibles agentes causantes de las enfermedades en plantas para poder

controlar las pérdidas ocasionadas por estas bacterias patdgenas.

En funcion de esto, el presente trabajo se desarrolla con el fin de identificar y caracterizar
bacterias patdgenas aisladas de tubérculos de papa colectadas en EI Molino, estado Mérida,
asi como evaluar la patogenicidad de los aislados en microtubérculos de papa variedad

‘papa de afio’.



2. ANTECEDENTES

2.1. La papa (Solanum tuberosum)
La papa (Solanum tuberosum L.) es una planta herbécea, perteneciente a la familia de las
solanéceas que crece en diversos sitios; solo en el continente americano, se puede encontrar
desde el sur de Estados Unidos hasta el sur de Chile. EI género Solanum tiene mas de 300
especies que forman tubérculos, entre especies cultivadas y silvestres, se considera
altamente polimérfico y muy complejo ya que incluye alrededor de 2400 especies alrededor

del mundo (Huaman, 1986; Ochoa, 1990; Ochoa, 1999).

Por su parte, el cultivo de papa puede clasificarse segun las especies reconocidas como en
niveles de ploidia donde se encuentran en mayor proporcion las especies diploides y el
resto son poliploides (Rodriguez, 2010). Teniendo en cuenta esto, la papa se divide en dos
tipos de subespecies: Solanum tuberosum subsp. andigena y Solanum tuberosum subsp.
tuberosum, ambas con un nivel de ploidia tetraploide. La subespecie andigena proviene de
S. stenotomum (se ha planteado como la primera papa cultivada) a través de repetidos
procesos de poliploidizacion sexual a lo largo del tiempo, éstas forman tubérculos bajo
condiciones de dia corto (Hawkes, 1990; Sukhotu y Hosaka, 2006). Por otro lado, Solanum
tuberosum subsp. tuberosum se distribuye actualmente por todo el mundo, y pudo haberse
originado a partir de cultivares andinos nativos tetraploides pertenecientes a S. andigena

(Rodriguez, 2010).

Los cultivos de papa se pueden encontrar en zonas desde el nivel del mar hasta los 4000 m

de altura en climas templados, subtropicales y tropicales con un habito de crecimiento



rastrero, decumbente, semierecto y erecto, aunque esto varia entre las especies y dentro de

cada especie (Hudman, 1986).

Desde el punto de vista morfoldgico, el desarrollo y crecimiento de la planta parte desde
una semilla o de un tubérculo, formando una raiz axonomorfa o raices adventicias en la
base de cada brote, asimismo puede llegar a producir un solo tallo principal o varios tallos a
la vez. De hecho, el tubérculo es una modificacién del tallo siendo el principal 6rgano de
almacenamiento de la planta. Cuando la planta crece, las hojas compuestas producen
almiddén que es desplazado hacia el extremo terminal de tallos horizontales subterraneos,
también llamados estolones; estos sufren a consecuencia un engrosamiento produciendo
hasta 20 tubérculos cerca de la superficie del suelo dependiendo de la disponibilidad de

humedad y nutrientes del mismo (Huaman, 1986; FAO, 2008).

Cada tubérculo tiene entre dos y 10 brotes, los cuales crecen de las yemas que se
encuentran en los ojos del tubérculo dispuestos en forma de espiral sobre su superficie,
concentrandose en el extremo apical. Con respecto a la floracion, sus inflorescencias son
cimosas, con flores bisexuales de 5 estambres, 5 sépalos y 5 pétalos de coloraciones
blancas, azules, rojas 0 moradas en diferentes tonos e intensidades. El ovario es supero ya
que los sépalos, pétalos y estambres estan unidos a un receptaculo justo debajo del ovario
(Huaman, 1986). Cuando el ovario es fertilizado, el fruto producto es de tipo baya,

generalmente de una coloracién verde y esférico.

2.2. Origen de la papa
Segun Morales (2007), el origen de este cultivo se determina por las regiones donde se

encuentra la mayor diversidad genética de las especies. Se presume que las primeras papas



cultivadas datan de hace 6000 y 10000 afios atras en las regiones montafiosas de los Andes,
donde sucesivas generaciones de agricultores produjeron una gran cantidad de variantes
cultivadas (Spooner y Hetterscheid, 2005). Con respecto a esto, la mayor diversidad de
genotipos poliploides de la papa se halla al norte y sur del Lago Tititaca, en la frontera de
Bolivia y Perd. En el lado sur del continente americano, las comunidades comenzaron a
domesticar plantas silvestres de papa que se producian en abundancia en los alrededores del

lago.

De esta manera, en el pais, las variedades de papa estan bien adaptadas a las condiciones
que prevalecen en los Andes, a temperaturas diarias promedio de 18° a 20°C donde ocurre
la mejor produccion ubicando a esta planta como un cultivo lider en su rubro y muy

importante en la alimentacion de la poblacion venezolana.

2.3. Importancia de la papa en Venezuela.

La papa se considera el tercer cultivo alimenticio mas importante del mundo en términos de
consumo humano después del arroz y el trigo (CIP, 2015) por su alto contenido de agua y
calidad proteica con niveles elevados de vitaminas y minerales. En la actualidad, en
Venezuela, la papa es considerado el segundo cultivo vegetal mas importante después del

maiz consumiéndose regularmente mas de 50 kg al afio, aproximadamente.

Hay que mencionar que en Venezuela, se cultiva la papa en distintos estados como Aragua,
Lara y Carabobo que corresponden a zonas montafiosas en los meses de febrero a abril, y
Meérida, Trujillo y Tachira que encabezan la produccion de este tubérculo en el pais durante
todo el afio registrando volimenes de 158.871 toneladas, 51.510 y 42.572 toneladas,

respectivamente (Bayer, 2017; Potatopro, 2016).



Segun datos emitidos en la Memoria y Cuenta del Ministerio de Agriculturay Tierras 2010-
2014, reportado en las estadisticas de FEDEAGRO hasta el afio 2015, el cultivo de papa a
lo largo del tiempo ha aumentado en volumen de produccion al igual que en la superficie
cosechada desde el afio 2010 en adelante excepto el afio 2013 donde se registré una
disminucién de crecimiento. De igual manera, se pudo observar este comportamiento entre
los afios 2014-2015; para el afio 2015 se reportd una disminucion en la produccion con
respecto al afio anterior obteniendo un volumen de produccién de 602.522 toneladas, en

una superficie cosechada de 33.478 hectéreas (Tabla I).

Cabe destacar, que el vicepresidente de la Asociaciones de Productores Agropecuarios
(FEDEAGRO), Emmanuel Escalona, en el afio 2015 recalca que el tomate, papa, cebolla,
pimenton y zanahoria son rubros que representan del tercer al séptimo lugar de consumo en
el pais, mientras que la caida de produccion estimada correspondia a un 60%. Con respecto
a la papa, se encontrd una importante cantidad de semillas en malas condiciones dafiadas
por fermentacion. En ese mismo afio, se estimd una cantidad preliminar entre 200 y 300
toneladas de pérdida en el cultivo, lo cual equivalia a 4 mil sacos de papas de 50 kg,
aproximadamente. Esto genero a partir del 2015 una creciente crisis en el sector de la papa,
calculando un déficit del 80% de los productos tipicos para ese afio (Tabla 1) (El

Carabobefio, 2015).

Aunado a esto, se puede sefialar que el 13% del consumo nacional de papa se importa sin
tomar en cuenta las pérdidas que ocurren debido al cambio climatico, conflictos sociales y a
plagas y enfermedades que afronta este cultivo. Algunas tacticas que se han empleado para
combatir dichas enfermedades es incrementar el volumen de producciéon y un suministro

constante de variedades nuevas. De igual manera, factores como el cambio climéatico ponen



en peligro la supervivencia de las papas afectando tanto la produccion del cultivo como su

biodiversidad.

Tabla I. Cultivo de papa. Estadisticas de FEDEAGRO.

ANOS 2010 2011 2012 2013 2014 2015

VOLUMEN DE
PRODUCCION 512,544 | 554,852 | 578,080 | 419,580 | 636,367 | 602,522
(toneladas)

SUPERFICIE
COSECHADA 28,985 | 34,351 | 33,183 | 21,205 | 33,150 | 33,478
(hectareas)

VALOR DE LA

PRODUCCION

(Miles de Bs. de
1997)

95,403 | 103,278 | 107,602 | 78,009 | 118,451 | 112,152

RENDIMIENTO

. . 17,683 | 16,152 | 17,421 | 19,787 | 19,197 | 17,998
(kilogramo/hectéareas)

Recientemente, Rodriguez (2017) reporta para EI Nacional que la principal demanda de los
rubros esenciales se ha visto insatisfecha por la caida de la productividad en campo ya que
factores como la falta de semillas, agroquimicos, repuestos para maquinarias e inseguridad
afectan a este sector. Tanto asi que, afirman y cito: “los consumidores seguirdn afectados

con la escasez de comida durante todo 2017”.

2.4. Bacterias patdgenas de la Papa
Los cultivos comerciales de papa que se han introducido a lo largo del tiempo han resultado
en una estrecha base genética con un rango limitado de resistencia a varias enfermedades lo

cual conlleva a la reduccion en el rendimiento y calidad de los tubérculos. Segin Ross



(1986), se estimaba un 22% de pérdidas para los cultivos de papas por causa de plagas y
enfermedades virales, bacterianas y fungicas; lo que equivale a una pérdida aproximada de

mas de 65 millones de toneladas para este afio.

Para el afio 2017 Aquiles Hopkins, presidente de FEDEAGRO, menciona los altos riesgos
sanitarios y un declive importante en la productividad de papa ya que los productores han
tenido que multiplicar la papa para el consumo utilizdndola como semilla e inclusive
destaca que el pais no cuenta con la importacién de semillas. Sin embargo, se ha declarado
que las semillas de papa importadas que llegan a los productores se encuentran en malas
condiciones. Por lo que, los productores no cuentan con materia prima y por ende, la
superficie cultivada de este producto se ha reducido en un 70% (EI impulso, 2017; Sojo,

2017)

Una de las enfermedades méas importante de este cultivo, es el tizon tardio de la papa
causada por el oomiceto Phytophthora infestans, el cual es responsable de pérdidas
significativas en la cosecha e incrementos en los costos de produccion debido a la
necesidad de fungicidas (Grunwald y Flier, 2005; CIP, 2015). Por su parte, las
enfermedades ocasionadas por virus se caracterizan por la presencia de clorosis, enanismo
y deformaciones de hojas y tubérculos que pueden llegar a ocasionar grandes pérdidas
segun el tipo de dafio; mientras que las enfermedades bacterianas generan marchitez,
pudricion, manchas, entre otros sintomas que afectan los cultivos tanto en el campo como

en su almacenamiento.

A continuacion se sefialaran las caracteristicas de las principales enfermedades causadas

por bacterias en este importante cultivo:



2.4.1. Erwinias

En 1917, el género Erwinia abarcaba a todos los miembros de la familia Enterobacteriaceae
que se consideran patdgenos para las plantas, incluidas las especies pectoliticas (Erwinia
carotovora y E. chrysanthemi) y no pectoliticas (E. amylovora). Pectobacterium y Dickeya
son nuevos géneros que se trasladaron de este grupo de Erwinias pectoliticas y se clasifican
desde hace muchos afios como bacterias patdgenas oportunistas, que permanecen inactivas

a menos que la planta se mantenga himeda.

Por su parte, P. atrosepticum, P. carotovorum subsp. carotovorum, P. carotovorum subsp.
brasiliense, P. wasabiae y varias especies de Dickeya, como D. dianthicola, D. dadantii, D.
zeae y una nueva especie Dickeya solani son las responsables por causar pierna negra en el
campo Yy pudricion blanda en tubérculos y tallos de papa mundialmente. Estas se
caracterizan por producir grandes cantidades de enzimas pectoliticas extracelulares, junto
con una amplia gama de otras enzimas que se encargan de degradar la pared celular de las

plantas para causar la enfermedad (Collmer y Keen, 1986).

Algunos de los sintomas que pueden causar las bacterias pertenecientes a los géneros
Pectobacterium y Dickeya segun Potrykus y col. (2016), y Rupp y Jacobsen (2017) se

mencionan en la Tabla II.

Tabla Il. Sintomatologia causada por bacterias del género Pectobacterium y Dickeya.

Pudricién blanda Pierna negra
e Decadencia suave del tejido e Podredumbre suave
e Incluye la maceracion inodora o no del | ¢ Decoloracion del tallo que se extiende
tejido vegetal desde los tubérculos en descomposicion
e Puede desarrollarse tanto en el campo sobre el terreno
como en almacenamiento e Crecimiento disminuido




| ¢ Colapso de la planta

Cabe destacar que los sintomas de pierna negra se desarrollan en la planta cuando la
invasion del patdégeno se propaga al tallo después de la multiplicacion microbiana en los
tubérculos podridos. Las bacterias se transportan pasivamente del sistema vascular del

tubérculo podrido a los vasos del xilema del tallo (Pérombelon, 2002).

Ambos géneros pueden causar dichos sintomas, el factor que las diferencia es la
temperatura 6ptima de crecimiento reflejandose en la distribucion geografica de cada
especie (Perombelon, 1980). De acuerdo con varias investigaciones se conoce que de todas
las especies de Pectobacterium que infectan a la papa, P. carotovorum tiene el mayor rango
de hospederos en el mundo. Por su lado, D. chrysanthemi es patdgeno de muchas plantas en
regiones tropicales y subtropicales, asi como también afecta ciertos cultivos en regiones

templadas. Esto se debe a que su patogénesis es dependiente de la temperatura.

Por ultimo, estas bacterias se describen como bacilos méviles Gram negativos, anaerobios
facultativos, que no forman esporas. Son positivos para catalasa, fermentan glucosa y
lactosa, y reducen nitratos. A su vez, son negativos para oxidasa, la produccién de urea e
indol exceptuando las especies de Dickeya. En medio YDC, pueden observarse colonias de
color blanquecino a crema, no mucoides, con elevacion central (Schaad y col., 2001; Luna-

Rodriguez y col., 2009).
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2.4.2. Pseudomonaceae

2.4.2.1. Ralstonia solanacearum

Es patdgena en varios cientos de especies de plantas donde se incluyen cultivos de mani,
papa, tomate, tabaco, platano y otras plantas econdmicamente importantes. Esta bacteria
usualmente infecta al huésped a través de las raices, transportandose por el sistema

vascular, causando sintomas de marchitez parda que a menudo son letales.

La marchitez bacteriana es una enfermedad de tipo vascular. Se caracteriza por la invasion
de la bacteria R. solanacearum en el sistema vascular, distribuyéndose a los vasos de tejido
xilematico de forma vertical u horizontal, produciendo un taponamiento de los conductos.
Por lo tanto, la planta se ve afectada por una falta de hidratacion celular, ocasionando de
esta forma un marchitamiento vascular y por ende sistémico (Sanchez y col., 2006).
Aunado a esto, el agente determinante de la patogenicidad, que contribuye en la oclusion de
los vasos del xilema, es un exopolisacarido (EPS) que produce la bacteria. Este ultimo

juega un rol importante para la colonizacién de plantas.

Es una bacteria gram negativa, con forma de baston, mévil que no forma espora ni capsula,
provoca la reduccion de nitratos y formacion de amoniaco. Sin embargo, en medio de
cultivo liquido la bacteria de tipo silvestre, generalmente no presenta movilidad y carece de

flagelo polar (Agrios, 1995; Denny y Hayward, 2001).

De hecho, R. solanacearum no crece a 40°C, es oxidasa y catalasa positiva, oxida la
glucosa y utiliza el citrato como fuente de carbono mientras que es negativa para la prueba
de hidrolasa (arginina), para la fermentacion de lactosa por su caracteristica de aerobio
estricto, para la hidrdlisis de almidon y licuefaccidon de gelatina aunque la gelatina pueda
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ser hidrolizada levemente. Esta bacteria forma colonias con un rango de crecimiento medio,
blancas, de margenes lisos, brillantes, circulares o irregulares y convexas; mucoides y de

color beige en medio YDC (Schaad y col., 2001; Hayward, 1964).

Segun Kelman (1954), pueden observarse dos clases de colonias en cuanto a la morfologia
de la bacteria, una es fluida y mucoide por la abundante produccion del EPS, de
consistencia lisa, irregular y redonda; mientras que la otra es una colonia de apariencia

seca, redonda traslucida y rugosa.

Por su parte, diferentes cepas del patdgeno varian en el tamafio de su genoma desde 5,5 Mb

hasta 6 Mb, con un cromosoma de 3,5 Mb

2.4.2.2. Burkholderia gladioli

Burkholderia representa a un genero bacteriano constituido por mas de 60 especies, que
ocupan un amplio rango de nichos ecoldgicos entre ellos el suelo, agua, plantas, animales y

humanos (Stoyanova y col., 2007).

En plantas, se caracteriza por causar sintomas de pudricién y marchitamiento de raices,
tallos y pétalos. Otros sintomas comunes que se pueden presentar son lesiones marrones
con un margen delineado en amarillo en las hojas de la planta como sucede en los
gladiolos. En el caso de la papa, puede llegar a observarse sintomas de patogenicidad como
marchitez y manchas hundidas o en la superficie del tejido variando en su tonalidad tanto
en hojas, tubérculos y tallos dependiendo de la zona afectada descrito segun Fonseca

(2014), quien reporto este patdgeno por primera vez para Venezuela.
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Son bacilos Gram negativos aerobios, rectos o ligeramente curvados, que no forman
esporas con colonias de borde irregular y apariencia cremosa. Cuenta con la presencia de
uno o mas flagelos polares; por ende, son mdviles y su Optimo crecimiento ocurre a
temperaturas entre 30°C y 37°C. Son catalasa positivos, ademas, son capaces de hidrolizar
la gelatina, fermentar la glucosa y utilizar la arginina y citrato como fuente de carbono. Por
otro lado, crecen en agar MacConkey pero no fermentan la lactosa, y son negativos para

oxidasa e hidrdlisis de almidon (Schaad y col., 2001; Vandamme y col., 2007).

El genoma de esta bacteria es de 9,05 Mb, y consta de dos cromosomas y cuatro plasmidos.
El cromosoma 1 contiene 4.413.616 pb (con un contenido de 67,5% G+C) mientras que el
cromosoma 2 contiene una cantidad de 3.700.833 pb (con un contenido 68,6% G+C), a su
vez los plasmidos tiene un tamafio de 120.000-405.000 pb aproximadamente (Seo y col.,

2011).

2.4.2.3. Pseudomonas sp.

Las especies del género Pseudomonas son organismos oportunistas conocidos por estar
presente mas que todo en el suelo y agua, algunos de estos son patdgenos nosocomiales de
humanos con un sistema inmunocomprometido aunque también existen especies patdgenas
de plantas (Lloria y col., 2009). Segun Schaad y col. (2001), existen Pseudomonas
fitopatdgenas que causan una variedad de reacciones en el hospedero como necrosis,
clorosis, decoloracion y erupcién del tejido, pudricion, entre otras; las especies de dicho
género asociadas a estas enfermedades en plantas suelen ser los patovares de Pseudomonas

syringae, P. marginalis y P. viridiflava.
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El género Pseudomonas se caracteriza por ser bacilos Gram negativos, mdtiles, no
fermentadores de compuestos organicos, negativos para la produccion de indol, la mayoria
reducen nitrato a nitritos; por otro lado, son positivos para catalasa, oxidasa y crecimiento
en agar cetrimide. Ademas, algunas especies de este género producen pigmentos
extracelulares difusibles o no en medios de cultivo como la piocianina, pioverdina y
piorrubina que se utilizan como carécter taxonémico ya que hay especies como
Pseudomonas aeruginosa que se caracterizan por su coloracion verde-amarillento en ciertos

medios de cultivo (Shivaji, 1989).

Otro caracter es que el grupo se divide en Pseudomonas fluorescentes y no fluorescentes,

pudiendo crecer a un amplio rango de temperaturas (Sutter, 1968).

2.5. Identificacion de Bacterias Patdgenas

El diagndstico y deteccion de microorganismos fitopatdgenos es una etapa fundamental
para conocer la diversidad de estos. Ademas, proporcionan herramientas adecuadas que
permiten enfrentar la problematica de la sanidad de los cultivos. Para ello, es esencial

contar con técnicas especificas para realizar un correcto diagnostico.

Al momento de la identificacion de una posible causa, debe considerarse que existen
distintos factores que puedan ser la causa del problema. En ocasiones, las condiciones
ambientales a las que se enfrenta el cultivo no son las idéneas, por lo que se afectan los

sistemas de las plantas produciendo pérdidas.

Por otro lado, cuando la planta se encuentra infectada por un agente bidtico y este

desarrolla la enfermedad, se identifican ciertos sintomas y signos caracteristicos que pueden
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variar significativamente. Las variaciones en la sintomatologia mostradas por las plantas

pueden resultar en un diagndstico erroneo.

Dentro de los distintos tipos bacterianos existen particularidades que dan lugar a respuestas
diferentes en los patrones de comportamiento metabdlico, fisiol6gico y morfoldgico de los
miembros de cada grupo. Tales diferencias nos permiten agrupar a los microorganismos en
familias, géneros y especies. De esta manera, pueden llegar a diferenciarse utilizando una
serie de pruebas bioquimicas y fisioldégicas que permiten identificar los organismos en

estudio, pudiendo controlar las enfermedades causadas por estas bacterias patdgenas.

Existen casos en los que la concordancia entre las caracteristicas observables, morfoldgicas
y/o fenotipicas del aislamiento en estudio no se presenta, ya que las cepas de una misma
especie pueden generar diferentes resultados en ensayos repetidos. Para solventar esta
situacion, se han empleado los métodos moleculares de identificacion bacteriana (Bou y

col.,, 2011).

2.5.1. Pruebas morfoldgicas

Las bacterias son microorganismos unicelulares que pueden observarse al microscopio

permitiendo su identificacion y ubicacion taxondmica, utilizando distintas técnicas.

Con respecto a esto, la mayoria de las bacterias son visibles como colonias cuando se aislan
en medios de cultivo que favorecen su rédpido crecimiento. Las caracteristicas de las
colonias varian dependiendo de la bacteria en tamafio, forma (circular, irregular o
filamentosa), borde (ondulado, dentado o liso), superficie (plana, convexa, umbilicada),
consistencia (mucoide, lisa 0 rugosa), pigmentacion (crema, amarilla, verde, grisacea) y
comportamiento frente a la luz (opaca o brillante) (Pirez y Mota, 2008).
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Asimismo, las bacterias pueden observarse sin tincion haciendo un examen en fresco, el
cual no es el mas usado para observar la morfologia aunque permite evidenciar la capacidad
de las bacterias de moverse; o con tincidn utilizando distintos colorantes que se comportan

distinto seguln el tipo de microorganismo.

Basicamente, pueden diferenciarse en Gram positivas y Gram negativas segun la estructura
de la pared celular del microorganismo y, segun su forma son esféricas (cocos), en barra
(bacilos) y espiral (espirilos) u otras como cuboidal o tetraédrica. Asi, determinan su
capacidad de sobrevivir y conseguir nutrientes (Pirez y Mota, 2008; Dominguez, 2011). Por
otro lado, hay especies de bacterias que pueden vivir de forma individual o en agrupaciones

que forman pares, cadenas, racimos o filamentos.

Para la tincion Gram se emplean varios compuestos que acttan sobre la pared celular de los
organismos; primero, el cristal violeta es el colorante inicial que con lugol forma un
complejo que interactua con la gruesa capa de peptidoglicano en las células Gram positivas,
al momento de decolorar la célula se fija este colorante. Por lo que, los organismos Gram
positivos se observan de una coloracion parpura. Mientras que las células Gram negativas
no fijan el cristal violeta cuando se decoloran con la solucion de alcohol:acetona por la
presencia de su membrana externa, entonces cuando se aplica el colorante de contraste

como la safranina las células quedan con una coloracién rosada (Brock, 2010).

2.5.2. Pruebas bioquimicas

El metabolismo microbiano comprende la integracion de todas las transformaciones
quimicas que se realizan en el microbio como la formacién de nuevos productos que se

acumulan en el medio y de la desapariciébn o consumo de componentes originales del
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mismo. Las condiciones del cultivo y la actividad del microorganismo permiten diferenciar
de un caso a otro; de esta manera, reconociendo una diversidad de microorganismos con
caracteristicas especificas (Parés y Juarez, 1997). Por lo tanto, se utilizan medios selectivos
que provocan cambios visuales que permiten distinguir entre bacterias dependiendo de la
utilizacién del sustrato o crecimiento que presenten estas Gltimas. Dicho esto, a
continuacion se detallan los fundamentos de algunas de las pruebas bioquimicas mas

utilizadas:

e Pruebas rapidas, que son de lectura inmediata para la identificacion.

KOH: permite identificar a las bacterias Gram negativas.

Catalasa: probar la presencia de la enzima catalasa en la bacteria.

Oxidasa: presencia de enzimas oxidasas.

Movilidad: Comprobar la movilidad de la bacteria.

e Pruebas lentas, que su lectura es de aproximadamente de 18 a 48 horas.

Crecimiento anaerobio: permite evidenciar el metabolismo oxidativo-fermentativo de los

hidratos de carbono por las bacterias en un medio basal desarrollado por Hugh y Leifson.

Agar MacConkey: diferenciar el metabolismo de bacterias que fermentan lactosa.

Agar hierro de Kligler: capacidad del microorganismo de fermentar un carbohidrato

especifico incorporado en un medio basal y la produccién de acido sulfurico.
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Crecimiento en agar Cetrimide: permite el crecimiento selectivo de Pseudomonas
aeruginosa y de otras especies del género, ademas estimula la formacion de pigmentos. La

cetrimide es el agente selectivo y el glicerol estimula la formacion del pigmento.

2.5.3. Pruebas moleculares

En la actualidad los métodos de caracterizacion genotipica son una herramienta
indispensable para la deteccién e identificacion de bacterias fitopatdgenas, si se quiere
analizar un organismo en particular se debe comenzar por la extraccion del ADN genémico
de dicho organismo, sea vegetal, animal, o microbiano a partir de la respectiva lisis de sus

celulas y la precipitacion del ADN (Tortoray col., 2007).

El fundamento para extraer el ADN de un organismo es bastante basico y consta de 5 pasos
0 etapas que algunos investigadores varian dependiendo del protocolo utilizado. De esta
forma, se debe llevar a cabo la ruptura de las células en presencia de detergentes, enzimas o
agentes desnaturantes, entre otros, que provocan la lisis. Ademas, se ha utilizado la accion
de una sal disddica del acido etilén-diamino-tetra-acético (EDTA) para inhibir las DNAsas.
Posteriormente, se realizan pasos para la eliminacion de proteinas, lipidos y ARN con
enzimas proteoliticas, ARNasas y solventes organicos como fenol y cloroformo para la
limpieza del ADN. Tanto el fenol como el cloroformo tienen la propiedad de desnaturalizar
las proteinas, separando las proteinas desnaturalizadas del ADN quedando en una interfase

y fase acuosa, respectivamente (Puerta y Urefia, 2005).

Muchos autores como Boucher y col. (1985) utilizaron métodos de extraccion de ADN de
Pseudomonas solanacearum (Ralstonia solanacearum en la actualidad) para aislar las

células mutantes transformadas en dicha investigacion.
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Afos mas adelante, Wang y col. (1999) realizaron un método de extraccion de DNA
modificado con bromuro de cetiltrimetilamonio (CETAB) para la obtencion de ADN mas

puro, para su posterior analisis por PCR.

Gomes y col. (2000) proponen un método de aislamiento de ADN de Xanthomonas spp. y
compararon resultados con el método de Ausubel y col. (1992), obteniendo mejores
resultados en el método propuesto por dichos autores ya que evaluaron su eficacia de
manera cualitativa, por electroforesis del extracto en gel de agarosa al 0,8% Yy cuantitativa,

por espectrofotometria.

2.5.3.1. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa es una técnica que se basa en la obtencidn de un
gran numero de copias de un fragmento de ADN particular a partir de pequefias cantidades
de este (Olmos y col., 2010). Para ello, se amplifica el fragmento de ADN flanqueado por
los cebadores que hibridan con las cadenas nucleotidicas de interés contando con ciertas

etapas (Venuta y Lopardo, 2005):

» Desnaturalizacion (90-95°C): donde el ADN separa su doble cadena y queda libre
en solucion.

» Fijacion o anillamiento de los iniciadores a cada hebra del ADN (40-60°C): los
iniciadores hibridan especificamente cada uno con la cadena de ADN libre, a partir
de aqui la DNA polimerasa se engancha y se comienza a generar la sintesis de la
hebra complementaria.

» Extension (70-75°C): sintesis de la doble cadena de ADN por medio de las

polimerasas, en presencia de los desoxinucle6tidos trifosfato y magnesio.
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El ARNr 16S es un polirribonucleétido de aproximadamente 1500 pb, codificado por el
ADN ribosomal incluido en la subunidad 30S del ribosoma bacteriano; este presenta un alto
grado de conservacion que contiene regiones que han sido tiles en la diferenciacion de
géneros y especies en organismos procariontes, lo cual permite la amplificacion y
secuenciacion del genoma con iniciadores universales complementarios a dichas regiones

(Solano, 2010).

Segun mencionan Clarridge (2004) y Olmos y col. (2010), el uso generalizado de esta
secuencia genética es el hecho de que se comporta como un crondmetro molecular. La parte
importante de esta secuencia para el diagnéstico molecular son los genes altamente
conservados aunque el gen RNAr 16S, también Ilamado subunidad menor, estd compuesto
por regiones tanto conservadas como variables con suficientes polimorfismos
interespecificos; de esta forma, puede marcar la distancia evolutiva y la relacion de los

organismos.

Los cebadores universales generalmente elegidos para estudios de este tipo se eligen como
complementarios a las regiones conservadas al inicio o al final de la secuencia completa.
Un ejemplo de esto es la investigacion de Lu y col, (2000), donde disefiaron un set de
iniciadores basados en la naturaleza conservativa de los genes RNAr 16S de bacterias
asociadas a infecciones en la sangre y el fluido cerebroespinal. La PCR realizada con el par
de iniciadores Ul (5° - CCAGCAGCCGCGGTAATACG - 3°) correspondiente a los
nucledtidos 518 a 537 del gen ARNr 16S de E. coli y U2 (5-
ATCGG(C/T)TACCTTGTTACGACTTC - 3°) correspondiente a los nucledtidos 1513 a
1491 de dicho gen, es conocida como PCR universal. La PCR universal para la

identificacion bacteriana mediante el analisis de esta secuencia consta de dos etapas: la
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amplificacion del ADN de la muestra estudiada y la posterior secuenciacion del fragmento

de PCR para la identificacion del microorganismo.

Asi como también, la existencia de estas regiones conservadas permite la diferenciacion de
especies bacterianas ya que la abundancia de secuencias permite el disefio de iniciadores
especificos que se aparean con un &cido nucleico en particular (Forbes, 2009). Podemos
mencionar algunos trabajos anteriores a esta investigacion basados en el estudio de

patdgenos de papa utilizando PCR con iniciadores especificos.

En el caso de Ralstonia solanacearum, se han empleado comunmente los iniciadores
especificos OLI1 y Y2 propuestos por Seal y col. (1992), disefiados a partir de la region
16S del ADNr con una separacion de 292 pb (Barrios, 2015). Por su parte, las
investigaciones dirigidas a los géneros Pectobacterium y Dickeya han sido varias. Tenemos
que Darrasse y col. (1994) proponen un par de iniciadores Y1y Y2 separados por 434 pb,
alineando las secuencias de regiones conservadas en los genes pel a partir de la familia Y
para identificar especies y subespecies de dichos géneros bacterianos. En esta investigacion
encontraron que todas las cepas de Pectobacterium carotovorum pectoliticas en las
condiciones utilizadas amplificaron este fragmento de 434 pb, a excepcion de
Pectobacterium carotovorum subsp. betavasculorum, Dickeya chrysanthemi y otras

especies de Pectobacterium.

Spilker y col. (2004) disefiaron un par de iniciadores, PA-GS-F y PA-GS-R, para la
amplificacion de todas las especies de Pseudomonas asi como también disefiaron otro set
de iniciadores especificos (PA-SS-F y PA-SS-R) para identificar Unicamente a la especie

Pseudomonas aeruginosa.
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Guilbaud y col. (2015) disefiaron un par de iniciadores especificos Psy F (5°-
ATGATCGGAGCGGACAAG -3’) y Psy R (5’- GCTCTTGAGGCAAGCACT -3’) para

la deteccion e identificacion del grupo de Pseudomonas syringae.

2.5.3.2. Amplificacion de la regién espaciadora transcripta intergénica (ITS)

La secuencia genética del ARNr contiene unidades de genes como los genes 5S, 16S y 23S,
los cuales se encuentran separados por regiones espaciadoras con un alto grado de
variacion. La amplificacién de secuencias espaciadoras intergénicas transcritas (ITS) entre
los genes 16S y 23S permite detectar polimorfismos y diversidad genética en bacterias. Este
elevado grado de diversidad observado en las ITS en diferentes géneros, especies, cepas y
en una misma cepa, constituye la base para su utilizacion en la identificacion, filogenia y/o

tipificacion (Bou y col., 2011; Cazorla y col., 2008; Jensen y col., 1993).

Jensen y col. (1993) disefiaron un par de iniciadores universales, G1 y L1, para la
amplificacion de estas regiones ITS en todos los procariotas para identificar tanto
patogenos de plantas como de humanos. De acuerdo a esto, Toth y col. (2001) describieron
el uso de esta region para la rapida identificacion de las bacterias causantes de la pudricion

blanda del género Pectobacterium.

El afio anterior, Guasp y col. (2000) examinaron la region ITS amplificada por los
iniciadores 16F945 (5 - GGGCCCGCACAAGCGGTGG - 3°) y 23R458 (5° -
CTTTCCCTCACGGTAC - 3’) propuestos por Lane y col. (1985) para diferenciar e

identificar distintas especies de Pseudomonas stutzeri.
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Franzetti y Scarpellini (2007) reportan la amplificacion de la regién ITS con la digestion de
este producto con enzimas de restriccion para diferenciar grupos dentro de las especies del

género Pseudomonas.

Porotikova y col. (2017) amplificaron la regién ITS utilizando el set de iniciadores D21 y
D22 confirmando la presencia de P. syringae en muestras de uva con necrosis y manchas

en las hojas.

2.6. Postulados de Koch
En 1882, el médico aleman Robert Koch, pudo demostrar experimentalmente que cada
enfermedad es causada por un microbio especifico. Aunque existian casos inciertos en la
causa de la enfermedad, ya que las bacterias u hongos aislados desde el tejido enfermo
resultaban ser organismos saprofitos, los cuales coexisten con el microorganismo que causa

la enfermedad pero por si solos no pueden desarrollar los sintomas (Agrios, 2005).

Més adelante, en 1887, desarrollo ciertos criterios o postulados que permiten considerar al
microorganismo antes aislado como la causa de la enfermedad. Dichos postulados se

sefialan a continuacion (Agrios, 2005; Volcy, 2008):

1. El supuesto agente causal debe estar presente en cada hospedero enfermo que se
examine.

2. EIl agente causal debe ser aislado desde el organismo enfermo y cultivado en un
cultivo puro, para su posterior caracterizacion.

3. La inoculacion de un hospedero sano con el agente causal debe reproducir y

desencadenar el mismo cuadro patoldgico inicial.
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4. El mismo agente causal recuperado nuevamente desde el hospedero infectado y el
cultivo debe ser aislado y coincidir en las caracteristicas del microorganismo que se

encuentraenly 2.

Debido a esto, la identificacion y diagnostico de las bacterias patdégenas de plantas es
importante demostrando la asociacion especifica de microorganismo con la enfermedad. Si
estos postulados los combinamos con la aplicacion de técnicas de cultivo in vitro que
permiten asegurar la ausencia de otros microorganismos patdgenos en el material; entonces
el agente patdgeno que se aislo, identifico e inoculdé es el Unico responsable de la

enfermedad.

2.7. Importancia del cultivo in vitro para la demostracion de los postulados de
Koch y pruebas de patogenicidad
El cultivo in vitro de plantas es una de las técnicas mas importantes, conocida por ser un
conjunto de métodos donde un explante (una parte de la planta) se cultiva en condiciones
de asepsia en un medio de cultivo de composicion definida incubandose en condiciones
ambientales controladas (Levitus y col., 2010). Estas técnicas cuentan con ciertas ventajas y

aplicaciones, una de ellas ha sido mencionada anteriormente.

Las técnicas de cultivo in vitro representan un momento de estrés para el tejido vegetal, el
cual tiene cierta actividad de respuesta gracias a la propiedad de totipotencia de las células
vegetales propuesta por Haberlandt en 1902. La totipotencia se puede definir como la
capacidad que tienen dichas células de regenerar una planta completa, asi el tejido vegetal
puede propagarse dependiendo de la competencia y estimulo que reciban las células

(Mroginski y col., 2010).
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Una de las herramientas in vitro que se ha convertido en una alternativa para propagacion
de la papa es la micropropagacion. La micropropagacion se puede definir como el proceso
de multiplicacién masiva in vitro en el que se incuba, en condiciones favorables en cuanto
al balance hormonal apropiado, un in6culo con potencialidad de diferenciacion capaz de

regenerar un nuevo individuo (Villalobos y Thorpe, 1991; Salem y Hassanein, 2017).

Actualmente, podemos recalcar que las aplicaciones de estas técnicas son amplias, entre
ellas caben destacar: la sintesis de nuevos productos quimicos, la posibilidad de establecer
programas de mejoramiento genético, la conservacion de un banco de germoplasma de
plantas de interés comercial o que se encuentran en peligro, la capacidad de establecer un
sistema de produccion definido con respecto a las demandas del mercado, propagacion de

plantas y obtencion de plantas libres de patdgenos, entre otras (Villalobos y Thorpe, 1991).

Con respecto a ésto, la ultima aplicacidon mencionada es importante para el cultivo de papa
ya que esta planta es susceptible a una serie de plagas y enfermedades que reducen su
productividad y la calidad de los tubérculos que forman. Los patdgenos se acumulan
durante el desarrollo de la planta y en el suelo en donde se encuentran cultivadas. Por esta
razon, se adopté como técnica, en la industria de la papa, la micropropagacién como
sistema de regeneracion para multiplicar plantas libres de enfermedades que puedan usar

los agricultores, asi como también la microtuberizacion.

Segun Wang y Hu (1982) y Chaudhary y Mittal (2004), los microtubérculos de papa son
utilizados en muchas partes del mundo para el crecimiento de la planta libre de

enfermedades; y para establecer la microtuberizacion tiene que tomarse en cuenta ciertos
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factores tales como: la temperatura (15-20°C), la concentracion de sacarosa, el balance

hormonal y fotoperiodo (Moreno y Oropeza, 2017; Salem y Hassanein, 2017).

La produccion de microtubérculos (tubérculos in vitro) presenta ciertas ventajas, ya que
estos se pueden obtener en cualquier época del afio, pueden ser almacenados en espacios

pequefios y su transporte es mas facil que el de las vitroplantas (Salas, 1995).

Murashige (1974) propuso tres pasos fundamentales para micropropagar eficientemente
una especie aunque ahora se conoce que existen cinco etapas criticas para éste y otros
sistemas de regeneracion in vitro: Etapa (a) preparativa, seleccion del explante, por ejemplo
meristemas 0 esquejes de tallo que contengan yemas axilares; (b) establecimiento aséptico
del cultivo, incluye el protocolo de desinfeccion apropiado para el explante y el tamafio de
este Gltimo en una cdmara de flujo laminar y la definicidén de la composicion del medio de
cultivo; (c) multiplicacién o crecimiento del indculo, puede deberse a la division de células,
el aumento de su tamafio o0 ambas; (d) enraizamiento, induccion de raices para garantizar el
éxito del trasplante al suelo; (e) aclimatizacion, independencia del medio de cultivo para

regresar a la plantita a condiciones ambientales similares a las de la planta in vivo.

Murashige y Skoog (1962) propusieron un medio de cultivo empleado para el cultivo in
vitro compuesto por sales inorganicas, vitaminas y otros compuestos organicos para su

elaboracién en el desarrollo de plantas.

Gallardo y col. (1997), citado por Moreno (2012) menciona que utilizaron la
micropropagacion de papa para la multiplicacion rapida de clones libres de enfermedades y

la obtencién de microtubérculos sanos para ser usados como semillas.
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Moreno y Oropeza (2017) estudiaron el efecto de la composicion del medio de cultivo, en
cuanto a giberelinas y benciladenina, y fotoperiodo sobre la produccidn de microtubérculos
de papa con el fin de mejorar las condiciones y la cantidad de los microtubérculos por

planta de dos variedades ‘Granola’ y ‘Arbolona negra’.

Salem y Hassanein (2017) estudiaron el efecto de varios factores para aplicar las
condiciones adecuadas para la multiplicacion y microtuberizacion de la papa in vitro

aclarando el efecto que tiene el genotipo en estos procesos.

En 2013, Alva y Oropeza estudiaron el efecto de la consistencia del medio de cultivo y el
nitrato de plata en la micropropagacion de la papa, con el proposito de obtener los mejores
valores de crecimiento para plantulas de dos variedades de papa; recomendando el uso de

las hojas de estas plantulas para el estudio de la interaccion papa-patogeno.

Barrios (2015), determin6 que el uso del cultivo in vitro es apropiado para el desarrollo de
pruebas de patogenicidad y cumplimiento de los postulados de Koch en rodajas de
microtubérculos. Mas adelante, Fernandes (2016) revalida estos sistemas para estudio de
patogenicidad de una bacteria sobre drganos vegetales y estudia la resistencia y

susceptibilidad de especies vegetales a fitopatdgenos.

Estos estudios validan y comprueban que la papa se ha utilizado no s6lo para la
multiplicacion masiva de plantas sanas, sino también para la produccion de microtubérculos
libres de enfermedades que pueden ser utilizados para estudios de la interaccion planta-
patdgeno, pruebas de patogenicidad y demostracion de los postulados de Koch junto con la

caracterizacion de fitopatdgenos bacterianos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Identificar aislados patogénicos obtenidos de tubérculos de papa colectados en EI Molino,

Estado Mérida.

3.2. Objetivos especificos

1. Aislar y purificar las bacterias patdgenas a partir de los tubérculos de papa

colectados en El Molino, Estado Mérida.

2. Caracterizar morfolégicamente los aislados patogénicos.

3. Identificar bioquimica y molecularmente los aislados patogénicos.

4. Comprobar los postulados de Koch en microtubérculos de papa.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Material vegetal

Se utilizaron tubérculos de papa (Solanum tuberosum var. papa de afio) colectados en El
Molino, Estado Mérida, los cuales presentaban sintomas de pudricion. Los datos de la zona

donde se tomaron las muestras se indican segun las siguientes coordenadas:
WP: 8°11'27.0" N, 71°32'49.8" O

4.2. Cepas bacterianas usadas como controles
Como controles se emplearon las cepas bacterianas mantenidas en punciones de: Ralstonia
solanacearum donada por el Laboratorio de Bacteriologia Vegetal del Instituto Nacional de
Investigaciones Agricolas (INIA), Dickeya chrysanthemi, las cepas LMV 30 y LMV 31
identificadas por Coppola (2015) como Pectobacterium carotovorum y como control
positivo la cepa CVCM 625 (ATCC 10145 Pseudomonas aeruginosa) donada por el Centro

Venezolano de Colecciones de Microorganismos.

4.3. Aislamiento, purificacion y mantenimiento de los aislados bacterianos
Los tubérculos fueron lavados con agua y jabdn. Posteriormente se procedio a desinfectar el
tejido mediante un lavado con hipoclorito de sodio al 20% por 15 minutos, 5 minutos en
agua destilada estéril, luego se pasaron a una solucion de alcohol al 70% por 1 minuto y por

altimo, se lavaron nuevamente con agua destilada estéril por 5 minutos.

Seguidamente, los tubérculos desinfectados se cortaron en fragmentos de aproximadamente
1 cm® y se colocaron en un mortero con 1 ml de caldo LB, un medio rico con las
condiciones nutricionales necesarias para el crecimiento de cualquier microorganismo
presente en el material vegetal macerado. Este macerado se diluy6 en otros 5 mililitros de
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caldo LB para permitir el crecimiento bacteriano y se incub6 en una camara con agitacion a

27°C por 24 horas.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se sembraron por agotamiento con un asa
bacterioldgica en una placa de agar LB, las cuales fueron incubadas por 24 horas en una
camara de agitacion a 27°C. Las colonias morfol6gicamente distintas a simple vista con 24
horas de crecimiento fueron separadas, sembrando por agotamiento una colonia de cada
morfologia en placas distintas con agar LB, y este procedimiento se repitid hasta lograr el
aislamiento puro de las colonias morfol6gicamente distintas. Una vez logrado esto, se
inocularon y conservaron en tubos pequefios de punciones. Cada uno de los aislados
mantenidos en punciones asi como también los controles utilizados, se reactivaron
mediante inoculacion en 2 ml de caldo LB fresco y fueron sembrados en placas de agar LB,

para proceder a la realizacion de las siguientes pruebas.

4.4. Prueba preliminar de patogenicidad en tubérculos comerciales.

Se realiz6 una prueba de patogenicidad inicial utilizando rodajas de papas obtenidas de
tubérculos comerciales, con la finalidad de elegir las cepas bacterianas con capacidad de
producir sintomas. Para ello se llevo a cabo la seleccion de tubérculos sanos, los cuales
fueron lavados con agua y jabdn, luego se pelaron y lavaron con agua destilada. Se
procedio a desinfectar los tubérculos, lavandolos con agua destilada estéril por 15 minutos,
seguido por un lavado por 10 minutos con hipoclorito de sodio 0,5% y 15 minutos mas en
agua destilada estéril. Una vez desinfectados, se cortaron las rodajas de aproximadamente 5
mm de grosor, las cuales se incubaron en una solucion de acido ascérbico estéril 0,05% por

1 minuto para evitar la posible oxidacion del tejido durante el ensayo.
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Para la preparacion de las placas de cdmara hiimeda, se colocaron 3 laminas de toallin en el
fondo de cada placa de Petri y luego una malla de plastico para soporte, se esterilizaron y se
dejaron secar en la estufa. Posteriormente, se afiadieron 10 ml de agua destilada estéril a
cada placa para mantener la humedad durante la prueba. En cada cdmara humeda, se
colocaron 3 rodajas, en el centro de cada una se realizd una incision circular con un saca
bocados estéril con la finalidad de conocer el sitio de inoculacion de la cepa bacteriana y

permitir su mayor penetracion (Golkhandan y col., 2013).

En simultaneo, se prepararon suspensiones bacterianas tomando una colonia de 24 horas de
crecimiento en agar LB y se inoculd en 2 ml de caldo nutritivo LB, se procedi6 a incubarlos
por 24 horas a temperatura ambiente con agitacion continua. Después de las 24 horas, se
diluyeron 200 pl de cada suspension en 2 ml de caldo LB, las cuales fueron incubadas por 6

horas a temperatura ambiente con agitacion continua.

Para la inoculacion de las rodajas, se tomaron 100 ul de cada una de las suspensiones
bacterianas de 6 horas de crecimiento en caldo LB y se colocaron sobre la incisién
realizada con el saca bocado en el centro de la rodaja. Asi mismo, se inocularon rodajas de
papa con caldo nutritivo estéril sin crecimiento bacteriano como control negativo y cepas
bacterianas conocidas e identificadas previamente causantes de pudriciones Yy
marchitamiento en papa como control positivo (P. carotovorum, Dickeya chrysanthemi y R.

solanacearum).

Todas las camaras himedas se incubaron durante una semana a temperatura ambiente,
observando y tomando un registro fotografico a diario de la sintomatologia causada por

cada aislado durante todo el ensayo.
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4.5. Caracterizacion morfoldgica.
Se realizd la descripcion macro y micromorfologica de los diferentes aislados bacterianos,
de la siguiente manera: se observo la forma, tamafio, color, borde, superficie y
levantamiento de las colonias en placas de agar LB y YDC, segun L6pez-Hontangas y col.,
2007). Ademas se desarrollé la prueba de tincibn Gram a cada uno, para identificar la
forma de cada aislado bacteriano a nivel celular y también para determinar el tipo celular

segun la estructura de la pared en Gram (+) o Gram (-).
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Figura 1. Morfologia bacteriana a nivel celular. Tomado de:

https://microbiosparaprincipiantes.wordpress.com/tag/morfologia-de-las-bacterias/.

Para la prueba de tincién Gram, se sigui6 el protocolo de Schaad y col. (2001) que consiste
en tomar una muestra de manera aséptica de cultivo bacteriano fresco y puro procedente de

placas con agar LB de 24 a 48 horas de crecimiento, y se hizo un frotis bacteriano de cada
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aislado patogénico en un portaobjetos limpio y estéril. Se fijo la muestra pasando el
portaobjetos por el mechero y se procedi6 a tefiir los aislados con una solucion de cristal
violeta (0,1 g¢g/L) durante 1 minuto y se lavd el portaobjetos con agua destilada;
posteriormente se cubrié con una solucion de lugol (yodo 0,1 g/L y yoduro de potasio 0,2
g/L) por 1 minuto, y se lavo con abundante agua destilada; una vez realizado esto, se aplico
la solucién decolorante alcohol:acetona (70:30), y se lavo el decolorante. Finalmente, se
adicion6 una solucion de safranina (0,2 g/L) y se retird el exceso al minuto con agua
destilada. Después de esto, se secO el portaobjetos y se observd cada muestra en un

microscopio optico marca Nikon, con el objetivo de 100X colocando aceite de inmersion.

4.6. Caracterizacion bioquimica
Para la identificacion de los aislados a nivel bioquimico, se llevaron a cabo una serie de
pruebas descritas para bacterias patogenas de plantas, de acuerdo a algunas
recomendaciones de Schaad y col. (2001). De este modo, se realizaron las siguientes

pruebas:

e Prueba de KOH

e Prueba de Oxidacion — Fermentacion con glucosa al 10%

e Prueba de oxidasa

e Prueba de la actividad de la catalasa

e Crecimiento y fermentacion de lactosa en agar MacConkey
e Fermentacion de carbohidratos en agar hierro de Kligler

e Prueba Simmons Citrato

e Reduccion de nitratos

e Crecimiento en agar Cetrimida
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e Prueba SIM (Sulfuro Indol para Movilidad)
e Hidrolisis de la gelatina

e Prueba de arginina deshidrolasa

4.7. Caracterizacion molecular
Se realizaron estudios del ADN de los aislados patogénicos. Todas las electroforesis de
geles de agarosa fueron corridas a 100V y los geles tefiidos en una solucién de Bromuro de
Etidio (BrEt) 10 mg/ml. Para su andlisis, los geles fueron observados en un transiluminador

GelDoc (BioRad) bajo luz ultravioleta.

Por su parte, los ensayos de PCR fueron realizados en un termociclador automatizado
(GeneAmp PCR System) y se utilizo como control de reactivos, una mezcla con todos los
componentes de la reaccion, excepto el ADN, el cual fue sustituido con agua destilada

estéril.

4.7.1. Extraccion del ADN bacteriano.

Se llevaron a cabo los siguientes protocolos para la obtencién del ADN bacteriano de los

aislados patogénicos:

» Meétodo propuesto por Gomes vy col. (2000):

Para ello, se dejaron crecer los aislados en 5 ml de caldo LB durante 72 horas a 27°C. Se
tomaron aproximadamente 1,5 ml de cada aislado crecido y se centrifugaron a 13000xg por
5 minutos. El sedimento se resuspendié en 200 pl de solucion Tris 0,1 My se le afiadieron
200 pl de solucién de lisis (NaOH 0,2 N y SDS 1%), pasando por el vortex hasta despegar

el sedimento e incubando las muestras a 55°C por 1 hora.
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Transcurrido este tiempo, se agregaron 700 pl de una solucién de fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico (25:24:1 v/viv), se homogeniz6 por inversion y se centrifugé a 13000xg durante
10 minutos. Luego de esta centrifugacion, se observaron tres fases de las cuales se tomd la
fase acuosa Unicamente. Al sobrenadante, se le afiadio etanol frio al 95% dejando por 20
minutos a -20°C para que precipite el ADN. Posteriormente, se centrifugé a 13000xg por 5
minutos, se descartd el sobrenadante y se lavo el pellet con etanol al 70%, verificando que
se despegara el pellet del fondo del tubo; se centrifug6 a 13000xg por 5 minutos, se
descart6 el sobrenadante y el precipitado de ADN se dejo secar por 20 minutos en una
campana de extraccion de gases. Finalmente, el precipitado obtenido para cada aislado y los

controles respectivos, se resuspendio en 50 ul de agua destilada estéril.

> Método propuesto por Chen v col. (2003), modificado por Chavarro (2004):

Se crecieron los aislados en 1,5ml de caldo LB durante 72 horas a 28°C, se centrifugaron a
13000xg durante 3 minutos y se resuspendié el sedimento en 200 ul de buffer de lisis (40
mM Tris, 20 mM acetato de sodio, 1 mM de EDTA y SDS 1%) para disolverlo por vortex
durante 10 segundos. Se adicionaron 66 pl de NaCl 5M disolviéndolos con un vortex 20
segundos y se centrifugdé a 13000xg por 10 minutos a 4°C. Se tomé el sobrenadante y se le
adiciond 1 V de cloroformo, agitando hasta ver la formacién lechosa para luego centrifugar
a 12000 xg por 3 minutos a 4°C. Se tomo la fase acuosa y se adicion6 2 V de etanol
absoluto para la precipitacion del ADN durante 40 minutos a -20°C; se centrifugd a
13000xg por 5 minutos a 4°C y posteriormente se realiz6 un lavado con etanol al 80%. Se
dejo secar por 1 hora aproximadamente a 35°C y se resuspendié el ADN en 50 ul de agua

destilada estéril, se conservo a -20°C hasta su procesamiento.
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4.7.2. Cuantificacion y calificacion del ADN extraido

4.7.2.1.  Espectrofotometria

Para determinar la concentracion y pureza del ADN extraido se midi6 en un
espectrofotometro Genesys 10 Bio la absorbancia de las muestras diluidas 200 veces (2,5ul
de ADN en 497,5ul de agua destilada) a 260nm y 280nm (Sambrook y Russell, 2001) en
cubetas de cuarzo. La relacion de absorbancia 260/280 indicd la pureza de la muestra en
cuanto al contenido de material genético y otros compuestos, siendo el valor 6ptimo de un
extracto puro comprendido entre 1.8 y 2. La cuantificacion se basa en que 1 DO a 260 nm
equivale a 50 pg/ml de ADN doble cadena, 40 ug/ml de ADN y ARN cadena sencilla, y 33
pug/ml de oligonucleotidos cadena sencilla. Asi, la concentracion de ADN extraido se

calculé mediante la siguiente ecuacion:

[DNA] (ng/ul) = Abs (260 nm) x F. D. x 50 ng/ul

4.7.2.2.  Electroforesis en gel de agarosa 0,8%

Para determinar la calidad e integridad de los extractos de ADN, se desarroll6 una
electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, preparado en solucion tampon TBE 0,5X, de los
aislados patogénicos y de los controles utilizados en las pruebas bioquimicas. Como

marcadores de peso molecular se utilizaron 50 pb y 1kb de PROMEGA.

4.7.3. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se utiliz6 la PCR para la identificacion de los aislados bacterianos. En todos los casos, los
fragmentos amplificados se observaron mediante una electroforesis en gel de agarosa al

1,5%. Todos los geles fueron corridos a 100V y tefiidos con BrEt 10 mg/ml y para su
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analisis los geles se observaron en un transiluminador GelDoc (BioRad) bajo luz

ultravioleta.

4.7.3.1.  Amplificacion con iniciadores universales del gen 16S del ADNTr.

Para corroborar que los aislados corresponden a organismos procariontes y ademas que no
presentan inhibidores para la PCR, se realizé una amplificacion del ADN con iniciadores
universales segun el protocolo de Lu y col. (2000). La reaccion se llevd a cabo en un
volumen final de 25ul que contenia: 1X amortiguador de reaccion, 2,5 mM MgCl,, 0,2 mM
dNTP’s, 0,2 uM iniciadores, 50 ng ADN de la muestra bacteriana y 1 U de Taq Polimerasa.
Las condiciones de amplificacion se fijaron segun el protocolo planteado por Lu y col.

(2000), con los siguientes ciclos:

Ciclo 1: Desnaturalizacion durante 5 min a 94°C (una repeticion).

Ciclo 2: Desnaturalizaciéon durante 1 min a 94°C, hibridacion de iniciadores durante 1 min

a 48°C, elongacion durante 2 min a 72°C (35 repeticiones).

Ciclo 3: Extensidn final durante 10 min a 72°C (una repeticion).

Se esperaban como productos de amplificacion, una banda especifica de 996 pb y otra
inespecifica del gen 16S del ADNTr. Los iniciadores universales para la amplificacion que se
emplearon fueron los reportados por Lu y col. (2000): U1 (nucleotidos del 518 a 537): 5°’-
CCA GCA GCC GCG GTA ATA CG -3’ y U2 (nucleotidos del 1513 a 1491): 5’- ATC

GG(C/T) TACCTT GTT ACG ACT TC -3’ del gen 16S del ADNr de E. coli.

4.7.3.2.  Amplificacion con iniciadores especificos.
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Se desarrolld6 una PCR con iniciadores especificos para la identificacion de R.
solanacearum y P. carotovorum (Tabla Ill), con el fin de determinar si los aislados
patogénicos encontrados corresponden a alguna de estas especies bacterianas, comparando
con los resultados obtenidos en la caracterizacion morfologica y bioquimica y con los

controles positivos utilizados.

Tabla 111. Iniciadores de PCR, para la deteccion molecular de R. solanacearum y P.
carotovorum.
Especie/ S . Tamafno del
o ecuencia
Iniciadores fragmento esperado
R. solanacearum/ 5 GGGGGTAGCTTGCTACCTCC3 292 pb
Olil 5 ACTCCTACGGGAGGCAGTGGG3’ P
Y2
P. Caro\t(ol"or“m/ 5"-TTACCGGACGCCGAGCTGTGGCGT-3’ 434 0
v2 5 CAGGAAGATGTCGTTATCGCGAGTS3 P

En el caso de P. carotovorum, se utilizaron los iniciadores Y1 y Y2 propuestos por Darrase
y col. (1994) para la amplificacion del gen pel. La reaccion se llevo a cabo en un volumen
final de reaccion de 25 ul, conteniendo 1X amortiguador de reaccion, 1,5 mM MgCl,, 0,2
mM dNTPs, 1 uM iniciadores, 50 ng ADN de la muestra bacteriana y 1 U de Taq
Polimerasa (Baghaee-Ravari y col.,, 2011; modificado por Coppola, 2015), con las

condiciones descritas por los mismos autores:

Ciclo 1: Desnaturalizacion durante 5 min a 94°C (una repeticion).
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Ciclo 2: Desnaturalizacion durante 30 seg a 94°C, hibridacion de iniciadores durante 45 seg

a 61°C, elongacion durante 1 min a 72°C (35 repeticiones).

Ciclo 3: Extension final durante 10 min a 72°C (una repeticion).

En el caso de R. solanacearum, se llevd a cabo una PCR con los iniciadores OLI1 y Y2
propuestos por Seal y col. (1992) especificos para la identificacion de esta bacteria,
disefiados a partir de la region 16S ARNTr. La reaccion se llevo a cabo en un volumen final
de reaccion de 25 pl, conteniendo 1X amortiguador de reaccion, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM
dNTPs, 1 uM iniciadores, 50 ng ADN de la muestra bacteriana y 1 U de Taq Polimerasa y

las siguientes condiciones de ciclado:

Ciclo 1: Desnaturalizacion durante 2 min a 96°C (una repeticion).

Ciclo 2: Desnaturalizacion durante 20 seg a 94°C, hibridacidn de iniciadores durante 25 seg

a 66°C, elongacion durante 30 seg a 72°C (35 repeticiones).

Ciclo 3: Extensidn final durante 10 min a 72°C (una repeticion).

4.7.3.3.  Amplificacion de la region espaciadora transcripta intergénica

(ITS)

Adicionalmente, se amplifico la region intergénica espaciadora transcripta (ITS-PCR)
segun lo descrito por Jensen y col. (1993), utilizando los iniciadores G1 (5° —
GAAGTCGTAACAAGG —-3’) y L1 (5 - CAAGGCATCCACCGT - 3°). En este caso, se
esperaba obtener distintos patrones de bandas; los productos amplificados se observaron en

un gel de agarosa 2% (Toth y col., 2001; Nazerian y col., 2011; Golkhandan y col., 2013).
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La reaccién se llevd a cabo en un volumen final de reaccion de 25 pl, conteniendo 1X
amortiguador de reaccion, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs, 1 uM iniciadores, 50 ng ADN
de la muestra bacteriana y 1 U de Tag Polimerasa (Baghaee-Ravari y col., 2011,
modificado por Coppola, 2015). Las condiciones de ciclado fueron las propuestas por

Golkhandan y col. (2013):

Ciclo 1: Desnaturalizacion durante 5 min a 94°C (una repeticion).

Ciclo 2: Desnaturalizacion durante 1 min a 94°C, hibridacién de iniciadores durante 2 min

a 55°C, elongacion durante 2 min a 72°C (35 repeticiones).

Ciclo 3: Extension final durante 2 min a 72°C (una repeticion).

4.8. Micropropagacion y microtuberizacion.
Se tomaron esquejes nodales de 1 cm aproximadamente de plantas de papa (Solanum
tuberosum) de la variedad ‘Papa de ano’ del banco de germoplasma del Laboratorio de
Mejoramiento Vegetal del Instituto de Biologia Experimental. Dichas plantas se encuentran
cultivadas in vitro en medio semi-solido de Murashige y Skoog (1962) (MS). Los esquejes
nodales de aproximadamente 2 meses de edad se pasaron a matraces Erlenmeyer con medio
MS liquido, 5 esquejes por matraz, procediendo a incubar por 1 mes en condiciones de luz

y agitacion continua a una temperatura de 18°C (Moreno, 2017).

Siguiendo el protocolo propuesto por Moreno y Oropeza (2017), pasado el mes de
incubacion se cambié el medio MS liquido de todos los matraces Erlenmeyer por medio
para microtuberizacién, el cual consiste en medio MS liquido suplementado con 50 g/L de
sacarosa y 5 mg/L de benciladenina (BA), una hormona del tipo citoquinina, promovedora
de la division y diferenciacion celular. Se incubaron las plantas a 18 °C y fotoperiodo de 8
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h luz durante 2 meses, para obtener la formacion de microtubérculos de un tamafo
adecuado, teniendo en cuenta la renovacién del medio cuando se haya consumido el

mismo.

4.9. Postulados de Koch en microtubérculos.
Se evalud la sintomatologia causada por los aislados bacterianos patogénicos mediante el

uso de microtubérculos obtenidos por las técnicas de cultivo in vitro.

Obtencion de las suspensiones bacterianas.

Se reactivd cada bacteria aislada en 2 ml de caldo LB, incubando en una cdmara de
agitacion a 27 °C por 24 horas. Luego de las 24 horas de incubacion se sembré cada
bacteria en placas con agar LB para comprobar la pureza del aislado y se incubd
nuevamente por 24 horas en camara de agitacion a 27°C. Con el cultivo puro, se diluyeron
200 pl de cada suspension en 2 ml de caldo LB, las cuales fueron incubadas por 7 horas a
temperatura ambiente con agitacion continua. Las camaras hiumedas se prepararon segun lo

explicado en el punto 4.4.

Inoculacion.

Se inocularon 15 ul de cada suspension bacteriana crecida durante 7 horas, en el centro de
cada rodaja de los microtubérculos de la placa correspondiente. Como control negativo de
la prueba se prepar6é una placa de cdmara hiumeda con las rodajas inoculadas Unicamente
con 10 ul de caldo LB. Todas las placas se incubaron por una semana bajo luz continua a

18 °C.
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Para cumplir con los postulados de Koch, se obtuvieron los aislados bacterianos a partir de
los microtubérculos inoculados que presentaron sintomas, tomando una muestra bacteriana
del microtubérculo infectado por 48 h. La muestra se incub6 en caldo LB estéril a 27°C por
24 h y se les corrobord su identidad mediante las mismas pruebas bioquimicas y

moleculares que permitieron la identificacion del aislado original.

4.10. Incidencia y severidad de la enfermedad

Se determind la incidencia y severidad de la enfermedad a los 7 dias post-inoculacion, en
las mismas rodajas de microtubérculos inoculadas para la comprobacion de los postulados

de Koch.

De esta manera, se observoé la evolucion de la enfermedad, la descripcion de los sintomas y
la cantidad de rodajas de microtubérculos infectados para determinar la incidencia. Por su
parte, la severidad se determin0 asignando valores de severidad segun la escala propuesta
por Montanelli y col. (1995), modificada por Fonseca (2014), de acuerdo a la
sintomatologia observada, de la siguiente manera para microtubérculos: 1 cuando so6lo el
borde se encuentra afectado, 2 cuando menos del 25% se encuentra afectado, 3 cuando del
26% al 50% se encuentra afectado, 4 cuando del 51% al 75% se encuentra afectado y 5

cuando del 76% al 100% se encuentre afectado.

Una vez establecidos estos valores se calculd el indice de enfermedad empleando la escala

de gradiente de sintomas de Rott y Chagvardieff (1987), descrita en la siguiente formula:

(X1x1) + (X2x2) + (X3x3) + (X4x4) + (X5x5)
D= XEx 5 x100
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Donde X1 es el nimero de microtubérculos con una escala de severidad igual a 1, X2
namero de microtubérculos con una escala de severidad igual a 2, X3 es el nimero de
microtubérculos con una escala de severidad igual a 3, X4 es el nimero de microtubérculos
con una escala de severidad igual a 4, X5 nimero de microtubérculos con una escala de

severidad igual a 5 y XT es el niUmero total de microtubérculos evaluado.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Obtencion y mantenimiento de aislados bacterianos

Se obtuvieron un total de 4 aislados purificados, los cuales provienen de un solo tubérculo
de papa que mostraba sintomas, colectado en EI Molino, Edo. Mérida, Venezuela. Una vez
purificadas las distintas morfologias por separado, se almacenaron en punciones para su

posterior analisis.

5.2. Prueba preliminar de patogenicidad

A los aislados purificados obtenidos, se les realizé una prueba preliminar de patogenicidad
utilizando rodajas de tubérculos de papas comerciales con una apariencia sana, con la
finalidad de evaluar la capacidad de provocar pudricion de cada aislado por separado y
seleccionar aquellos que causen la enfermedad para su posterior caracterizacion e

identificacion.

De los cuatro (4) aislados estudiados en el ensayo, se obtuvo que los cuatro resultaron
aislados patogénicos presentando sintomas de pudricion con una coloracion verde en tres de
ellos caracteristica del pigmento producido por la bacteria; mientras que el cuarto aislado
no presentd esta coloracion. Los aislados se denominaron Afio 1.1, Afio 1.2, Afio 2.1 y Afio

2.2, respectivamente (Figura 2).
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Figura 2. Prueba preliminar de patogenicidad en tubérculos comerciales de papa a las 120
hpi. A. Control negativo, inoculado con caldo LB, B-E. Aislados patogénicos (Afio 1.1,
Afo 1.2, Afio 2.1y Afio 2.2, respectivamente), F-H. Controles positivos (cepas de P.

carotovorum, R. solanacearum y Dickeya chrysanthemi, respectivamente).

El aislado Afio 2.1, a las 24 hpi, comenz6 a producir un exudado blanco en la superficie de
los tubérculos justamente en la zona de incision mientras que los otros aislados no
presentaron ninguna afeccion. En el caso de los otros aislados se comenzaron a observar
estos sintomas a las 48 hpi. A las 120 hpi los tubérculos con los aislados Afio 1.1, Afio 1.2
y Afo 2.1 presentaron una pigmentacion verde en los bordes de las rodajas de tubérculos
que se extendio en toda la rodaja a lo largo del ensayo. Al cabo de los 6 dpi se observo en
todos los aislados pudricién blanda con un 100% de infeccion, aunque el aislado de Afio
2.1 produjo sintomas mas severos con respecto a las demas con una pigmentacion verde
intensa. Ademas, en todas las cAmaras con los aislados estudiados se not6 un olor afrutado

al abrir las placas.
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Esta pudricion blanda puede explicarse, ya que existen organismos capaces de producir
enzimas como las pectatoliasas, las cuales degradan los tejidos vegetales. Resultados
similares fueron encontrados por Zucker y Hankin (1970), quienes encontraron que ciertas
especies de Pseudomonas producen grandes cantidades de pectatoliasas, afectando las
rodajas de papa durante el ensayo realizado por dichos autores. En cuanto a la
pigmentacion y olor producidos por los aislados, se tocaré este punto mas adelante en la

discusion.

Esta prueba preliminar no permite asegurar que los sintomas ocasionados sean Unicamente
por efecto del aislado inoculado puesto que los tubérculos comerciales estuvieron en
contacto con el ambiente y superficies que pueden comprometer el ensayo, por la posible

presencia de bacterias que no hayan sido eliminadas en el proceso de desinfeccion.

5.3. Caracterizacién morfoldgica

La mayoria de las bacterias se multiplican rapidamente y son visibles como colonias
cuando se las siembra en medios de cultivo solidos adecuados con todas las condiciones
que favorezcan su desarrollo (Pirez y Mota, 2008). Para toda identificacion es importante
destacar las caracteristicas clave de una colonia, a menudo las colonias de una especie
presentan caracteristicas casi indistinguibles de las muchas otras especies ocurriendo que

las bacterias de una misma especie exhiban un comportamiento distinto (Forbes, 2009).

Para el estudio morfolégico, los aislados se sembraron en placas de agar LB y se
observaron bajo un microscopio estereoscopico. Las caracteristicas descritas de cada
aislado se encuentran en la Tabla IV y se muestran en la Figura 3. En este caso, se puede

observar que las morfologias de las placas LB con respecto a las YDC son similares y es

46



posible diferenciar con mayor resolucién la formacion de pigmento verde de los aislados

Afo 1.1, Afio 1.2 y Afio 2.1.

Figura 3. Morfologia bacteriana de los aislados patogénicos crecidos en medio LB sélido

(arriba) y YDC (abajo). A, E. Afio 1.1, B, F. Afio 1.2, C, G. Afio 2.1, D, H. Afio 2.2.

Tabla IV. Descripcion morfolégica de las colonias de los aislados patogénicos a las 48 h

de crecimiento.

Afo 1.1 Afo 1.2 Afo 2.1 ANo 2.2
Forma Filamentosa Filamentosa Filamentosa Filamentosa
Borde Entero Entero Entero Entero
Color Crema Crema Crema Crema
Pigmento Verde pardo Verde Verde NP
Mediana (1-2 Mediana (3 Mediana (4
Tamanfo Grande (6 mm)
mm) mm) mm)
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Superficie Rugosa Rugosa Rugosa Rugosa

Elevacion Elevada Elevada Elevada Elevada

NP=No presenta

Tomando en cuenta la aparicion de pigmentos, existe un reducido grupo de bacterias que
durante su metabolismo, sintetizan este tipo de sustancias coloreadas. Algunas de estas
sustancias puedan estar incorporadas en el citoplasma del organismo mientras que otras
pueden difundir al medio de cultivo a medida que la bacteria crece (pigmentos
hidrosolubles) (Vanegas, 2015; Pumarola, 1987). Esta caracteristica puede emplearse como

caracter taxonémico.

A su vez, el aislamiento de las colonias individuales durante los cultivos no solo es
importante para examinar la morfologia y las caracteristicas sino que también es necesario
para la realizacion de la tincion Gram (Forbes, 2009). A cada aislado se le realizd esta
tincion como uno de los primeros pasos para la identificacion, mediante la cual se pudo
observar que todos los aislados patogénicos causantes de pudricién son bacilos Gram
negativos como se muestra en la Figura 4. Esto concuerda con lo que exponen Vidaver y
Lambrecht (2004), donde mencionan que la mayoria de las bacterias asociadas a plantas

son bastones Gram negativos.
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Figura 4. Tincion Gram de los aislados patogénicos

De esta forma, podemos inferir preliminarmente que los aislados bacterianos entran dentro
del grupo de género Pseudomonas por las caracteristicas especificas nombradas
anteriormente en cuanto a la produccién de pigmentos y el olor que presentaron dichos
aislados en las pruebas de patogenicidad. Estos resultados coinciden con lo reportado por
El-Fouly y col. (2015), Silvestre y Betlloch (1999), Cox y Parker (1979), en donde sefialan
que este género produce una variedad de pigmentos extracelulares, los mas importantes son
la piocianina y pioverdina que explican el caracteristico color verde tanto en la infeccion
producida en los tubérculos comerciales de papa como en el medio de cultivo, asi como

también la presencia de metabolitos responsables del olor dulce y afrutado .

5.4. Caracterizacion bioquimica

Conociendo la informacion preliminar sobre la morfologia de los aislados bacterianos, se
decidio la serie de pruebas que se deben aplicar obtener mas informacion con respecto a
cada aislado a partir de sus caracteristicas metabdlicas. Para estas pruebas se incorporo
como control positivo la cepa CVCM 625 identificada como Pseudomonas aeruginosa.
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En la Figura 5 y en la Tabla VV se muestran los resultados obtenidos al aplicar las pruebas

seleccionadas.

Figura 5. Pruebas bioquimicas de los aislados patogénicos y la cepa control CVCM 625.
De izquierda a derecha, en todos lo casos, se observan control negativo (tubo con medio sin
indculo), aislados patogénicos Afio 1.1, Afio 1.2, Afio 2.1y Afio 2.2, respectivamente y de
altimo, CVCM 625. A. Crecimiento en medio agar hierro de Kligler 24 hpi, B. Prueba de
reduccidn de nitratos 24 hpi, C. Prueba Sulfuro-Indol-Motilidad 48 hpi, D. Prueba de
Simmons citrato, E. Tubo con medio sin in6culo como control negativo, F. Prueba de

Oxido-Fermentacion en medio Hugh y Leifson suplementado con glucosa 10% 72 hpi.
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Tabla V. Resultados de las pruebas bioquimicas para los aislados patogénicos y la cepa

control CVCM 625.

islado
Ao 1.1 Afo 1.2 Afo 2.1 Afo 2.2 CVCM 625
Prueba
KOH 3% + + + + +
Catalasa + + + + +
Oxidasa + + + + +
Glu-/Lac-, Glu-/Lac-, Glu-/Lac-, Glu-/Lac-, Glu-/Lac-,
sin sin sin sin sin
AHK . ., ., ., .
produccion produccion produccion produccion produccion
de H,Sygas | de H,Sygas | de H,Sygas | de H,Sygas | de H,S 'y gas
S1rr_1mon’s ) + + + +
citrato
Crecimiento | Crecimiento | Crecimiento | Crecimiento | Crecimiento
Agar
cetrimide . * . * . * ) * ) +
Pigmento + Pigmento + Pigmento + Pigmento + | Pigmento +
Gelatina + + + + +
Redgcmon N N N + i
de nitratos
SIM S-/1-IM+ S-/1-IM+ S-/1-IM+ S-/1-IM+ S-/1-IM+
OF Glucosa O+/F- O+/F- O+/F- O+/F- O+/F-
Crecimiento | Crecimiento | Crecimiento | Crecimiento | Crecimiento
Agar
MacConkey * * * * *
Lac - Lac - Lac - Lac - Lac -
Arginina
deshidrolasa * * * * *

*AHK=agar hierro de Kligler, SIM=prueba de sulfuro indol para motilidad, OF= prueba de

oxido-fermentacion

Los aislados identificados como Afio 1.1, Afio 1.2, Afio 2.1 y Afio 2.2 todos fueron capaces
de reducir los nitratos a nitritos, moviles, no productores de indol a partir del
desdoblamiento del triptéfano, cuentan con la presencia de la enzima oxidasa y son no
fermentadores de carbohidratos, asi mismo no producen gas ni acido sulfhidrico, al igual

que la cepa CVCM 625 (Tabla V).
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Mediante las dos Ultimas pruebas, se puede descartar que las bacterias pertenezcan a los
géneros que causan pudricion blanda en cultivos de papa: Pectobacterium y Burkholderia,
ya que estos dos géneros son oxidasa negativos;, asi como descartar Ralstonia
solanacearum, la cual fermenta al menos uno de los carbohidratos presentes en el agar
hierro de Kligler. Asimismo, con dichas pruebas mas el aislamiento en agar Cetrimide
podemos decir que estos aislados se acercan al género Pseudomonas. En este caso, el agar
Cetrimide es un medio selectivo para Pseudomonas ya que la cetrimida es un detergente
cationico que actla como agente inhibidor de la flora aconmpafiante ocasionando que las

celulas bacterianas liberen fosforo y nitrégeno.

Estos resultados concuerdan con lo reportado por autores como MacFaddin (2003), Schaad
y col. (2001), Shivaji y col. (1989), Sutter (1968) y Bergey’s (2006), quienes usando

pruebas similares identificaron sus aislados como pertenecientes del genero Pseudomonas.

MacFaddin (2003) segun su marcha analitica, identificé a especies de Pseudomonas como
organismos que hidrolizan la gelatina siendo negativo para algunas especies, no producen
H,S excepto P. putrefaciens, no fermentan los carbohidratos en agar hierro de Kligler
aungue el autor solo menciona a P. aeruginosa. La mayoria son méviles, reducen nitratos a

nitritos, son oxidasa positivas y oxidan la glucosa, caracteristicas sefialadas en la Tabla IV.

Por su parte, Shivaji y col. (1989) mencionan que las Pseudomonas son bacterias mdtiles,
crecen en citrato como Unica fuente de carbono aunque existen aislados que no lo hacen,
son oxidasa y catalasa positivo y la produccion de indol es negativa. Sutter (1968)
identific6 mas de 29 cepas de Pseudomonas como microorganismos moéviles y no

fermentadores comparando las caracteristicas en agar Cetrimide, su respuesta a la hidrolisis
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de la gelatina y la actividad de arginina deshidrolasa y oxidasa; siendo positivas para la
mayoria de las especies de Pseudomonas con sus excepciones, y siendo variables para la

especie P. pseudoalcaligenes.

Forbes (2009) también menciona las diferencias entre P. aeruginosa, P. fluorescens, P.
putida, entre otras y se identifican por la capacidad que tienen de hidrolizar la gelatina las
primeras dos, mientras que P. putida es negativa para esta prueba, asi como también P.
fluorescens y P. putida no reducen los nitratos mientras que otras especies de Pseudomonas

si y todas oxidan la glucosa.

Finalmente, los aislados Afio 1.2 y Afio 2.1 podrian tratarse de la misma cepa bacteriana,

muy similares a las respuestas obtenidas con el control positivo (CVCM 625) (Figura 5).

5.5. ldentificacion molecular

Una vez obtenido el diagnostico empleando las caracteristicas morfologicas y bioguimicas,
se procede a la caracterizacion basada en la técnica de la Reaccion en de la Polimerasa

(PCR) para corroborar la identidad de los aislados obtenida con los resultados anteriores.

Basandonos en los resultados obtenidos hasta ahora y debido a que en el Laboratorio de
Mejoramiento Vegetal no se cuenta con los iniciadores especificos para identificar especies
del género Pseudomonas, ni la capacidad de enviar a secuenciar el fragmento amplificado
del ADN ribosomal, las pruebas moleculares tendran como objetivo corroborar que estos
aislados no pertenecen a los géneros Ralstonia o Pectobacterium y analizar la similitud del

patrén de bandas obtenido al amplificar la region ITS del ADN de cada aislado problema.

5.5.1. Extraccion de ADN bacteriano.
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La extraccion de ADN de cualquier organismo con un método simple, reproducible,
econdmico y posible de utilizar para su obtencion con una suficiente concentracion y
pureza, es un punto crucial para los analisis moleculares (Osorio-Cadavid y col., 2009;

Lopera-Barrero y col., 2008).

Se realizo6 la extraccion del ADN de los 4 aislados en cuestion, de las cepas controles y de

los re-aislados causantes de sintomas de los postulados de Koch (ver mas adelante,

postulados de Koch).

El método de Gomes y col. (2000) para la extraccion ADN no resulto ser tan efectivo como
describen Alvez (2011), Barrios (2015) y Fernandes (2016) en sus trabajos (Figura 6); en
comparacion con el método propuesto por Chen y col. (2003) modificado por Chavarro
(2004) con el cual se consiguieron resultados méas favorables en cuanto a concentracion e
integridad (Figura 7). Sin embargo, con ambos métodos se observo el ADN, y ARN de bajo
peso molecular degradado, pues, el ARN es un material susceptible a la degradacion por la

accion ARNsas como mencionan Diaz-Alonso y col. (2013).
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Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa 0,8% de los extractos de ADN obtenidos por el
método de Gomes y col. (2000). Carril 1: Marcador de peso molecular (1 Kb, PROMEGA),
Carril 2: R. solanacearum INIA, Carril 3: P. carotovorum, Carril 4: D. chrysanthemi,
Carriles 5-8: aislados 2.7.1, 2.7.2, 2.8.1.1 y 2.8.2.2 (otros aislados problemas del LMV),

Carriles 9-12: aislados Afio 1.1, Ao 1.2, Ao 2.1, Afio 2.2.
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Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa 0,8% de los extractos de ADN a una
concentracion de 50 ng/ul obtenidos por el método de Chen y col. (2003), modificado por
Chavarro (2004). Carril 1: Marcador de peso molecular (1 Kb, PROMEGA); 2-5: aislados

Afo 1.1, Afio 1.2, Afo 2.1y Afo 2.2; 6: CVCM 625; 7: R. solanacearum INIA; 8: Afio 1.1
(Koch 1); 9: Afio 1.1 (Koch 2); 10: Afio 1.1 (Koch 1) extracto original; 11: Afio 1.1 (Koch

2) extracto original.

5.5.2. Cuantificacién y pureza del ADN extraido.
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Con la espectrofotometria, se evaludé el estimado de pureza de ADN extraido para
determinar la eficiencia de cada método utilizado. Una relacion de absorbancia superior a
1,8 es considerada como un indicador de buena calidad, los valores 6ptimos en el indice de
pureza oscilan en un rango de 1,8 a 2 obteniendo un ADN libre de contaminantes celulares

(Sambrook y Rusell, 1989; Manchester, 1996).

Dado que los &cidos nucleicos presentan un maximo de absorcion de luz a una densidad
Optica de 260 nm, podemos estimar la concentracion de ADN a partir del valor de 260 nm
(Sambrook y Rusell, 2001; citado por Coppola, 2015). Asi, 1 DO equivale a 50 pyg/ml de

ADN doble cadena. Los valores obtenidos se encuentran en la Tabla VI.

Tabla V1. Valores de densidad optica y concentracion de ADN obtenidos para los aislados
patogénicos, cepas controles y re-aislados de los postulados de Koch utilizando distintos

métodos de extraccion

] D.O. (260 Relacion [DNA]
Método Muestra D.O. (280 nm)
nm) 260/280 (ng/ul)
Afo 1.1 0,312 0,201 1,552 3120
Afio 1.2 0,372 0,290 1,283 3720
Meétodo de
Afio 2.1 0,123 0,082 1,500 1230
Gomesy
Afio 2.2 0,074 0,059 1,254 740
col. (2000)
P. carotovorum
0,027 0,018 1,500 270
(LMV 31)
Meétodo de Afo 1.1 0,101 0,059 1,712 1010
Chenycol. | Afio 1.1 Koch1 0,164 0,119 1,378 1640
(2003), Afio 1.1 Koch 2 0,109 0,067 1,627 1090
modificado Afio 1.2 0,154 0,094 1,638 1540
por Afio 2.1 0,057 0,043 1,326 570
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Chavarro Afo 2.2 0,236 0,167 1,413 2360
(2004) CVCM 625 0,134 0,080 1,675 1340
R. solanacearum 0,112 0,060 1,867 1120
P. carotovorum
0,310 0,233 1,330 3100
(LMV 30)

La mayoria de los valores de absorbancia se muestran cercanos o dentro del rango del
indice 6ptimo, comprobando asi su pureza y la eficiencia del método de Chen y col. (2003),
modificado por Chavarro (2004) como se menciond anteriormente para la extraccion de

ADN de cepas identificadas presuntivamente como pertenecientes al genero Pseudomonas.

5.5.3. Electroforesis en gel de agarosa 0,8%

Mediante la electroforesis en gel de agarosa 0,8% de los extractos de ADN obtenidos, se
pudo observar la presencia de una banda de alto peso molecular (Figura 7), que permite
estimar la calidad y concentracion de cada extracto de ADN con respecto a los otros aunque
de forma cualitativa. En este sentido, todos los extractos presentaron una alta calidad y
cantidad de ADN excepto el extracto de P. carotovorum (LMV 30). Por esta razon, se
utiliz6 un extracto de ADN identificado como P. carotovorum previamente aislado y se
procedio a extraer el ADN de los controles LMV 29 y LMV 31 identificados como P.
carotovorum por Coppola (2015), obteniendose ADN unicamente para la cepa LMV 31

(Figura 8).
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa 0,8% de los extractos de ADN obtenidos por el
método de Gomes y col. (2000). Carril 1: Marcador de peso molecular de 1 Kb
(PROMEGA), Carriles 2: LMV 29 (extracto original), Carril 3: LMV 31 (extracto original),

Carril 4: LMV 29 (50 ng/ul), Carril 5: LMV 31 (50 ng/ul)

5.5.4.  Amplificacion con iniciadores universales del gen 16S del ADNTF.

En la Figura 9, se puede observar como todos los aislados al igual que los controles
amplificaron el fragmento especifico de aproximadamente 996 pb al igual que los
resultados obtenidos por Lu y col. (2000) en su investigacion. Este resultado implica que
todos los organismos en estudio son procariontes y que los extractos de ADN no presentan
inhibidores para la reaccion de PCR. En este caso, no se presencio la banda inespecifica de

150 pb que reportan dichos autores.
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa 1,5% de los productos de PCR para la
amplificacion de la subunidad menor del gen 16S del ADNr de procariotas utilizando los
iniciadores U1y U2. Carril 1: Marcador de peso molecular (50 pb, PROMEGA); Carriles

2-5: aislados Afio 1.1, Afio 1.2, Ao 2.1y Afio 2.2; Carril 6: CVCM 625; Carril 7: P.
carotovorum; Carril 8: R. solanacearum INIA,; Carril 9: R. solanacearum; Carril 10:

control de reactivos.

5.5.5.  Amplificacion con iniciadores especificos.

Con el propdsito de corroborar que los aislados problema no pertenecen a los géneros
Pectobacterium o Ralstonia, se realizd el analisis molecular usando PCR con iniciadores

especificos.

Para el descarte de R. solanacearum, se realizd la PCR empleando los iniciadores OLI1 y
Y2 propuestos por Seal y col. (1992) con los aislados y cepas controles, obteniéndose un
fragmento amplificado de aproximadamente 292 pb en los carriles 2, 7 (muestras problema)
y 9 (control positivo) como se observa en la Figura 10.
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa 1,5% de los productos de PCR para la
deteccion de R. solanacearum utilizando los iniciadores especificos OLI1 y Y2. Carril 1:
Marcador de peso molecular de (50 pb, PROMEGA); Carriles 2-5: aislados Afio 1.1, Afio

1.2, Afio 2.1y Ao 2.2; Carril 6: CVCM 625; Carril 7: P. carotovorum; Carril 8: R.

solanacearum INIA; Carril 9: R. solanacearum; Carril 10: control de reactivos.

De esta manera, se puede descartar que los aislados patogénicos pertenezcan a la especie R.
solanacearum. Sin embargo, el aislado de Afio 1.1 reacciond levemente positivo ante el
andlisis, esto podria indicar que dicho aislado posee similitudes con el genoma de esta cepa
bacteriana, recordando asi que R. solanacearum antes formaba parte del género

Pseudomonas.

Para la deteccion de P. carotovorum, se llevo a cabo una PCR empleando los iniciadores
Y1lpel y Y2pel esperando una banda especifica de 434 pb para amplificar genes de la
familia Y, ya que estos genes pel codifican para pectatoliasas que estan involucradas en las

enfermedades con sintomas de pudricion (Darrasse y col., 1994).
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Las condiciones empleadas para la amplificacion del gen pel fueron las descritas por
Golkhandan y col. (2013), modificado por Coppola (2015). En un primer ensayo, se
observo la amplificacion de fragmentos en los carriles 2, 4 y 9 aunque en ninguno de estos
casos se observoé la banda esperada de 434 pb (Figura 11). Por lo que, se confirma que estos
aislados y cepas bacterianas no pertenecen a la especie Pectobacterium carotovorum. Sin
embargo, los controles positivos tampoco presentaron la banda de tamafio adecuado. Por
esta razon, se procedio a repetir el aislamiento del ADN de dos cepas de Pectobacterium

carotovorum identificadas por Coppola (2015) y repetir esta PCR (Figura 12).

293945, 6. 789 .. 10

sgay 1000055
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Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa 1,5% de los productos PCR utilizando los
iniciadores especificos Y1pel y Y2pel. Carril 1: Marcador de peso molecular (1 Kb
PROMEGA); Carriles 2-5: aislados Afio 1.1, Afo 1.2, Afio 2.1y Afio 2.2; Carril 6: CVCM
625; Carril 7: P. carotovorum (LMV 30); Carril 8: P. carotovorum; Carril 9: R.

solanacearum INIA; Carril 10: control de reactivos.

61



10000 pb
. 6000 pb
5000 pb
3000 pb P00 B2
2000 pb
1000 pb

750 pb
500 pb

250 pb

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa 1,5% de los productos PCR utilizando los
iniciadores especificos Y1pel y Y2pel. Carril 1: Marcador de peso molecular (1 Kb
PROMEGA); Carriles 2-5: aislados Afio 1.1, Afio 1.2, Afio 2.1y Afio 2.2; Carril 6: Afio 1.1
Koch 1; Carril 7: CVCM 625; Carril 8: LMV 31 (P. carotovorum); Carril 9: control de

reactivos.

Una posible explicacion para la amplificacion de los fragmentos inespecificos observados
en las figuras 11 y 12, es que los aislados Afio 1.1, Afio 2.1 y Afio 2.2, asi como el control
R. solanacearum INIA pueden codificar para cierta familia de pectatoliasas que se encargan
de degradar el tejido de vegetales como la papa. De acuerdo a resultados obtenidos por
Janse (1992) y Zuker y Hankin (1970) existen especies de Pseudomonas que tienen
actividad pectolitica debido a la accién de pectatoliasas; por lo tanto, es posible que

reaccionen de forma inespecifica para la PCR.
5.5.6.  Amplificacion de la regidn espaciadora transcrita intergénica (ITS)

La region espaciadora intergénica transcrita 16S-23S (ITS) que separan los genes de la

subunidad menor y mayor del ARNr presenta una gran variedad polimoérfica y altamente
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conservada, que puede ser estudiada mediante la técnica de PCR, permitiendo diferenciar

entre especies de un mismo género (Jensen y col., 1993; Toth y col., 2001).

De esta manera, se obtuvo para todos los aislados en estudio y a su vez igual para el control
CVCM 625 el mismo patrén de bandas (Figura 13) mostrando una Unica banda del mismo
tamarfio, similar al resultado que consiguié Guasp y col. (2000) con cepas de P. stutzeri, P
aeruginosa, P. alcaligenes y P. tolaasii. Sin embargo, por los antes expuesto, esta region
especifica en el genoma no puede considerarse un resultado definitivo para identificacion

de los aislados pero se corrobora su identidad como pertenecientes al género Pseudomonas.

WHWW Ww € =s0pb

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa 2% de los productos de PCR para la
amplificacién de la region espaciadora ITS utilizando los iniciadores G1 y L1 de los
extractos de ADN de los aislados patogénicos y cepas controles (A) Carril 1: Marcador de
peso molecular (1 Kb PROMEGA); Carriles 2-5: aislados de Afio 1.1, Afio 1.2, Afio 2.1y
Afio 2.2; Carril 6: CVCM 625; Carril 7: P. carotovorum; Carril 8: R, solanacearum INIA,

Carril 9: control de reactivos; y de los extractos de ADN de los postulados de Koch (B)
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Carril 1: Marcador de peso molecular (1 Kb PROMEGA); 2: Ao 1.1; 3y 4: Afio 1.1 Koch

1y Afio 1.1 Koch 2; 5: CVCM 625; 6: control de reactivos.

Por todas las razones y resultados antes expuestos, podemos mencionar que los aislados
Afio 1.2 y Afio 2.1 son similares entre si en sus caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas,
esto implica que ambos aislados pueden pertenecer a una misma cepa bacteriana. De igual
forma sucede con el aislado Afio 2.2; éste tiene caracteristicas similares a los aislados antes
mencionados aunque la Unica diferencia entre ellos es la produccion de un pigmento verde
en medio LB sdlido en el caso de los aislados Afio 1.2 y Afio 2.1. Segun Shivaji y col.
(1989), Schaad y col. (2001) y MacFaddin (2003), estos tres aislados podrian identificarse
presuntivamente como Pseudomonas aeruginosa ya que concuerdan con todas las
caracteristicas fisiologicas de esta especie descrita en la marcha analitica para su
identificacion de dichos autores, aunque el aislado Afio 2.2 no presente el pigmento
verdoso. Ademas, el control positivo utilizado (CVCM 625) identificado como

Pseudomonas aeruginosa, responde igual que dichos aislados.

Por su parte, el aislado Afo 1.1 presenta caracteristicas similares a los otros aislados
aunque a nivel molecular amplific6 para la PCR de Ralstonia solanacearum. Por
consiguiente, podria pensarse que el aislado pertenece a este género. Sin embargo, el
aislado Afo 1.1 tiene ciertas caracteristicas a nivel metabolico que no concuerdan con R.
solanacearum; entre ellas, se encuentran la produccion de pigmento verde que esta especie
no produce y la utilizacion del citrato como Unica fuente carbono por parte de R.
solanacearum (Torres-Gonzalez y col. 2013). El aislado Afio 1.1 no utilizo el citrato y
resultd positivo para la hidrolisis de la gelatina. Por consiguiente, se puede decir que el

aislado Afo 1.1 entra dentro del género Pseudomonas, muy similares a las caracteristicas
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de Pseudomonas aeruginosa con una variante en la utilizacion del citrato aunque también

podriamos estar en presencia de una especie diferente a esta 0 una especie nueva.

Ademas, podemos mencionar que las Pseudomonas pueden producir olores caracteristicos
asociados a olores frutales usualmente comparados con el de las uvas derivado de la
produccion de unos metabolitos como el 2-aminocetofenona (Cox y Parker, 1979; El-Fouly
y col., 2015). Asimismo, Silvestre y Belltoch (1999) mencionan la produccién de un
compuesto trimetilamino como el metabolito organico responsable de este olor
caracteristico, usualmente utilizado para la identificacién de infecciones ocasionadas por

Pseudomonas aeruginosa.

5.6. Micropropagacion y microtuberizacion

Se partié de 30 microesquejes nodales cultivados distribuidos en 6 matraces siguiendo el
protocolo establecido por Moreno y Oropeza (2017) obteniéndose el desarrollo vy
elongacion de 28 vitroplantas después de 2 meses de incubacidn, una por cada esqueje; no
se reportd contaminacion en esta etapa del establecimiento in vitro. Cabe destacar que las
plantas de la variedad ‘papa de afio’ tardaron en reaccionar un poco mas del tiempo
esperado (Figura 14) reportado por dichos autores que trabajaron con las variedades
‘arbolona negra’ y ‘granola’, estudiando el efecto de distintas hormonas sobre el
alargamiento del vastago y produccion de microtubérculos. En cuanto al alargamiento del
vastago, ellos encontraron que la variedad ‘granola’ mostr6 la mayor longitud cuando
fueron cultivadas en MS liquido suplementado con 5 mg/L de benciladenina (BA) y sin
acido giberélico (GA) bajo condiciones de fotoperiodo, luego de tres meses de incubacion

obteniéndose plantas robustas.
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Figura 14. Micropropagacion de papa (Solanum tuberosum var. ‘papa de afio’), A. Plantas
in vitro después de 2 meses de incubacion en medio MS liquido; B. Planta con poco

desarrollo después de 2 meses de incubacion.

En la Figura 15, se observé efectivamente la formacidén de microtubérculos a partir de 20
vitroplantas, para un total de 185 microtubérculos de la variedad ‘papa de afio’ de tamafos
variables oscilando en un rango de 0,3 cm a 4 cm de longitud y de 0,2 cm a 2 cm de
didmetro siguiendo las condiciones propuestas por Moreno y Oropeza (2017). Dichos
autores obtuvieron un promedio de microtubérculos por planta producidos en ‘arbolona
negra’ de 1,9 y en ‘granola’ de 3,8 a los 2 meses y medio de crecimiento aunque en su
investigacion reportan que el mayor didmetro obtenido en microtubérculos para ambas
variedades resulto observarse en un tratamiento con 1 mg/L de BA bajo condiciones de luz
blanca continua. En general, en esta etapa de tuberizacion en nuestra investigacion, se
obtuvo un 71,4% de plantas tuberizadas con un promedio de 9,25 microtubérculos por

planta (Tabla VI1).
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Figura 15. Microtubérculos de papa de la variedad Papa de afio (A) como microtubérculos

aéreos (B).

Tabla VII. Respuesta de la variedad ‘papa de afio” al cultivo in vitro.

Porcentaje
de Porcentaje . .
) N° de N° total Ne° de desarrollo de Microtubérculos
Tratamiento matraces de explantes de tuberizacion promedio por
explantes | desarrollados | vitroplantas (%) planta
alargadas
(%)
Medio MS
liquidode 6 30 28 933 - -
Micropropagaci
on
Medio MS
liquido de
Microtuberizaci
6n (50 g/l de 4 20 - - 71,4 9,25
sacarosa y 5 mg/l
de BA)

De esta forma, el cultivo de vitroplantas en medio liquido result6 eficiente, ya que pueden
ser utilizadas para distintos estudios, como la comprobacion de los postulados de Koch. Por

su parte, segun reportan Alva y Oropeza (2013) las vitroplantas incubadas en medio semi-
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solido son més altas pero fragiles que plantas en medio liquido, las cuales son méas robustas

pero de menor altura y area foliar, similar al comportamiento observado en ‘papa de ano’.

Asi, los microtubérculos obtenidos se usaron para comprobar los postulados de Koch y
evaluar la capacidad de los aislados de causar sintomas en rodajas de microtubérculos libres

de patdgenos.

5.7. Postulados de Koch

Para completar cualquier diagnostico de identificacion de un patdgeno se debe considerar el
cumplimiento de los postulados de Koch (Agrios, 1995), considerando los apartados de
dichos postulados en donde se tiene que re-aislar el agente causal de una planta infectada y,
ademas, verificar la identidad de este re-aislado; asi como corroborar que la patogenicidad

causada por este sea igual al aislado original causante de la enfermedad.

En este caso, se logro re-aislar el microorganismo patdgeno correspondiente al aislado Afio
1.1 de distintas rodajas de microtubérculos siguiendo el protocolo propuesto por Schaad y
col. (2001), ya que este provoco sintomas de pudricion con ennegrecimiento del tejido en
microtubérculos de papa cultivados in vitro y se escogidé para comprobar los postulados
(Figura 16). Dichos re-aislados de Afio 1.1 se identificaron con las pruebas morfolégicas,
bioguimicas y moleculares mas discriminatorias, comprobando que los re-aislados eran
idénticos al aislado original y los resultados se mostraron simultaneamente con los del

aislado original (Figura 17).

Teniendo en cuenta lo expuesto en los postulados, se puede decir que los re-aislados
cumplieron y produjeron los mismos sintomas en microtubérculos de papa de la variedad
‘papa de ano’. Esto indica que el aislado Afio 1.1 puede ser una de las especies del género
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Pseudomonas que son patdgenas de plantas o podemos estar hablando de una especie
nueva, aunque para corroborar esto Ultimo se necesitan analisis mas especificos para el

diagndstico de dicho aislado.

/B

Figura 16. Postulados de Koch en microtubérculos de papa variedad Papa de afio. A.

Control negativo inoculado con caldo LB, B. Afio 1.1, C. Afio 1.2, D. Afio 2.1, E. Afio 2.2,

F. CVCM 625, G. R. solanacearum INIA, H. P. carotovorum (LMV 30).
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Ademas, se determind la incidencia, severidad e indice de la enfermedad de dicho aislado, a
las 120 hpi, quedando constancia de como afecta este microorganismo patégeno al cultivo

de papa, en especifico a la variedad ‘papa de afio’ (Tabla VIII).

Tabla VIII. Valores de incidencia, severidad e indice de la enfermedad en microtubérculos

para el aislado Ano 1.1 en la variedad ‘papa de afio’

Indice de la
Aislado/cepa Incidencia Severidad
enfermedad
Afio 1.1 20% 5 20%
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Figura 17. Pruebas bioquimicas y morfoldgicas para re-identificacion de los re-aislados de
Afio 1.1 de los postulados de Koch. A. Prueba de Oxidasa; B. Crecimiento en medio agar

hierro de Kligler 24 hpi; C. Crecimiento en agar Cetrimide 48 hpi.

Este trabajo recalca la importancia del estudio en la identificacién de bacterias patdgenas de
plantas para la deteccion de enfermedades que afectan al cultivo de papa en Venezuela. En
este caso, podria tratarse de una nueva especie del género Pseudomonas, patdgena de papa,
sobre la cual no se encontraron antecedentes reportados. Ademads, se destaca la importancia
que tiene la combinacion de técnicas como pruebas de diagndstico y cultivo in vitro para
lograr el cumplimiento exacto de los postulados de Koch con el re-aislamiento y re-

identificacion del patégeno causal.
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CONCLUSIONES

Se obtuvieron cuatro aislados purificados cuya patogenicidad fue comprobada en
tubérculos comerciales.

Las pruebas morfoldgicas permitieron caracterizarlos como bacilos Gram -, que
formaban colonias irregulares, de mediano a gran tamafio con produccion de
pigmentos verdes para tres aislados de los cuatro.

Las pruebas bioquimicas principales que permitieron la identificacion de los
aislados Afio 1.1, Afio 1.2, Afio 2.1 y Afio 2.2 como organismos pertenecientes al
género Pseudomonas fueron: Fermentacion de carbohidratos en agar Kligler,
reaccion a la prueba de oxidasa y crecimiento en agar Cetrimide.

El método de Chen y col. (2003), modificado por Chavarro (2004) fue un método
eficiente para la extraccion de ADN de buena calidad y en cantidades significativas
para estos aislados. Mediante la amplificacion de fragmentos especificos por PCR
para Ralstonia solanacearum y Pectobacterium carotovorum, se corrobor6 que los
aislados no pertenecen a ninguno de estos géneros.

La respuesta de los aislados fue similar al control positivo identificado como
Pseudomonas aeruginosa de acuerdo a su metabolismo e identificacion molecular.
Se establecio la micropropagacion y microtuberizacion de la variedad nativa ‘papa
de afio’ obteniéndose 9,25 microtubérculos/planta.

Los sintomas producidos por el aislado Afio 1.1 de pudricidén y ennegrecimiento en

microtubérculos de papa, permitieron comprobar los postulados de Koch.
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ANEXOS

Anexo 1. Caldo LB

Compuesto Concentracion
Triptona 10 g/L
Extracto de levadura 59/L
Cloruro de sodio 5g/L

Anexo 2. Agar LB.

Compuesto Concentracion
Triptona 10 g/L
Extracto de levadura 59/L
Cloruro de sodio 59/L
Agar bacterioldgico 16 g/L

Anexo 3. Medio para puncion.

Compuesto Concentracion
Triptona 10 g/L
Extracto de levadura 59/L
Cloruro de sodio 59/L
Agar bacterioldgico 6 g/L

Anexo 4. Medio Murashige y Skoog (1962) semi-solido.

Al medio no se le afiade hormonas vegetales y se le ajusta el pH a 5.6. Posteriormente,

el medio se esteriliza en autoclave a 120°C, 15 libras de presion, durante 20 minutos.
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CONCENTRACION | VOLUMEN PARA 1L
NOMBRE | CONSTITUYENTE DEL STOCK DE MEDIO (ml)
A NHsNO3 82,5 20
B KNO3 95,2 20
H3BO3 1,24
KH,PO, 34
C KI 0,166 5
Na;Mo,4.2H,0 0,05
CoCl,.6H,0 0,005
D CaCl,.6H,0 88 5
MgS0O,.7H,0 74
E MnS0O,4.4H,0 4,46 5
ZnS0,4.7H,0 1,72
CuS0,4.5H,0 0,005
= Na2EDTA 3,72 10
FeS0,4.7H,0 2,76
G Tiamina 0,08 5
Mio-Inositol 8¢
Agar 69

Anexo 5. Medio Murashige y Skoog liquido.

Tiene la misma composicion del medio Murashige y Skoog solido, pero sin afiadirle el

agar.

Anexo 6. Agar extracto-dextrosa-CaCO; (YDC).

Compuesto

Concentracion

Extracto de levadura

Dextrosa

Carbonato de calcio
Agar bacterioldgico

10 g/L
20 g/L
20 g/L
15 g/L
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Anexo 7. Medio Hugh y Leifson (1953).

Compuesto Concentracion
Tripteina 2g/L
Cloruro de sodio 5¢g/L
Fosfatodipotéasico 0,3¢g/L
Azul de bromotimol 0,03 g/L
Agar 2,50/L
pH 7,1

Se preparan dos tubos con 5 mL por cada cepa, uno se cubre con parafina (anaerébico)

y otro sin parafina (aerdbico).

Anexo 8. Agar Mac Conkey.

Compuesto Concentracion
Peptona 17 g/L
Pluripeptona 3g/L
Lactosa 10 g/L
Mezcla de sales biliares 1,50/L
Cloruro de sodio 59/L
Agar 13,5 ¢g/L
Rojo neutro 0,03 g/L
Cristal violeta 0,001 g/L
pH 7,140,2

Anexo 9. Agar hierro de Kligler.

Afadir 55 g del medio Kligler a 1 L de agua destilada estéril, disolver completamente y

distribuir en tubos de ensayo (7 ml cada uno), esterilizar los tubos con el medio y dejar

solidificar en bisel, dejando un taco de unos 2 cm de profundidad.
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Compuesto

Concentraciéon

Peptona de carne
Cloruro de sodio
Lactosa
Tripteina
Glucosa
Citrato de hierro y amonio
Tiosulfato de sodio
Rojo de fenol
Agar
pH

13 g/L
59/L
10 g/L
10 g/L
1g/L
0,5¢g/L
0,3 g/L
0,025 g/L
15 g/L
7,310,2

Anexo 10. Agar Simmons citrato

Compuesto

Concentracion

Sulfato de magnesio
Cloruro de sodio
Fosfato de amonio
Fosfato dipotasico
Citrato de sodio
Azul de bromotimol
Agar
pH

0,2 g/L
59/L
1g/L
2 g/L
2 g/L

0,080 g/L

15 g/L

6,8+0,1

Anexo 11. Agar Cetrimide

Afadir 48,4 g del medio base del Pseudomonas Agar a 1 L de agua destilada estéril,

disolver completamente. Luego se le agrega el CTAB y por dltimo se mezclan 10 ml de

glicerina empleando calor hasta que esté completamente disuelto el medio.

Compuesto

Concentracion

Peptona de gelatina
Cloruro de magnesio
Hidrolizado de caseina
Sulfato de potasio
Bromuro de cetil
trimetilamonio (CTAB)

16 g/L
1,4 g/L
10 g/L
10 g/L

0,3 g/L
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Agar 11 g/L
pH 7,2+0,2

Anexo 12. Medio de Arginina deshidrolasa

Se agregan 4 ml del medio a cada tubo. A los tubos después de inocular la muestra se le

afiade una capa de parafina estéril.

Compuesto Concentracion
Peptona 1g/L
Cloruro de sodio 5¢g/L
Fosfato dipotasico 0,3g/L
Arginina-HCI 10 g/L
Rojo fenol 0,010 g/L
Agar 3g/L
pH 7,240,2

Anexo 13. Medio de Sulfuro indol para motilidad

Se agregan 6 ml a cada tubo dejando solidificar. Posteriormente las muestras se siembran

por picadura o puncion, se incuban y se revela la prueba utilizando el reactivo de Kovacs.

Compuesto Concentracion
Peptona 6,1 g/L
Digerido pan'creatlco de 20 g/L
caseina
Citrato ferroso de amonio 0,2 g/L
Tiosulfato de sodio 0,2 g/L
Agar 3,5¢0/L
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Anexo 14. Medio de reduccion de nitratos

Se agregan 5 ml del medio a cada tubo y dejar solidificar en bisel. La prueba se revela con
los compuestos a-naftol al 0,5% y acido sulfanilico al 0,8%, en tal caso de que no se

desarrolle una coloracion rojiza debe agregarse polvo de zinc (Zn).

Compuesto Concentracion
Peptona 5¢g/L
Extracto de carne 3g/L
Nitrato de potasio 1g/L
Agar 12 g/L

Anexo 15. Medio de hidrdlisis de gelatina para puncion

Compuesto Concentracion
Peptona 5¢g/L
Extracto de carne 3g/L
Gelatina 120 g/L

Anexo 16. Diferenciacion de especies de Pseudomonas

s P. P. P. : . P.
Caracteristicas ; . - P. cichorii N
aeruginosa | alcaligenes | caryophilli delafieldii
Motilidad + + + + +
Arginina
deshidrolasa * * * ) )
Oxidasa + + + + +
H|droI|S|_s de N v i i i
la gelatina
Utilizacion de N ) N N N
la glucosa
Nitrato
utilizado como N N N N N
fuente de
nitrégeno
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Diferenciacion de especies de Pseudomonas (continuacion)

. - - P. P. .
Caracteristicas | P. diminuta | P. facilis fluorescens | pseudoalcaligenes P. putida
Motilidad + + + +
Arginina
deshidrolasa NP i * v
Oxidasa + + + +
H|droI|S|_s de i 4 N v
la gelatina
Utilizacion de i N N
la glucosa
Nitrato
utilizado como i N N +
fuente de
nitrégeno
*NP = No presenta, V = variable
Anexo 17. Matriz de datos de severidad en microtubérculos
CVCM R. P.
CaldoLB | Afoll | Afiol.2 Afio2.1 | Afo22 625 solanacearum carotovorum
(LMV 30)
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 5 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0
0 5 0 0 0 0 0 0
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