UNIVERSIDAD AUTONOMA DE CHIRIQUI
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y EXACTAS

ESCUELA DE BIOLOGIA

=7 IDENTIFICACION DE BACTERIAS PATOGENAS DE TUBERCULOS DE
PAPA (Solanum tuberosum L.) CON SINTOMAS DE PUDRICION BLANDA,

i RECOLECTADAS EN TIERRAS ALTAS, (VOLCAN) CHIRIQUI 2021

\]
~X
: 0
4
= . PRESENTADO POR:
v Q \
KARLA YAJANIA FLORES CARRERA
Q\ 4-806-1033
s N
- RN PROFESOR ASESOR:
:‘\ LUIS GONZALEZ
h
W
%)
@ TRABAJO DE GRADUACION PARA OPTAR POR EL TITULO DE
LICENCIADO EN BIOLOGIA CON ENFASIS EN MICROBIOLOGIA
N
N
D ;
s :
) DAVID, CHIRIQUi
5 6 1 REPUBLICA DE PANAMA

2022

13

e-7




ngDOSlTORlO

AUTORIZACION PARA LA INCORPORACION DE TRABAJO AL REPOSITORIO JA
DIMIKE DE LA UNACHI.

Yo, KARLA YAJANIA FLORES CARRERA , con cédula de identidad personal/
pasaporte _4-806-1033 , autorizo que mi trabajo (tesis, trabajo de grado,

monografia, articulo, video, conferencia, libro, imagen, fotografia, audio,
presentacion u otro),titulado IDENTIFICACION DE BACTERIAS PATOGENAS
DE TUBERCULOS DE PAPA (Solanum tuberosum L.) CON SINTOMAS DE
PUDRICION BLANDA, RECOLECTADAS EN TIERRAS ALTAS, (VOLCAN) CHIRIQUI
2021 sea incorporado al Repositorio JA DIMIKE de la Universidad Autonoma

de Chiriqui, para fines educativos y no lucrativos, por lo que eximo de cualquier tipo
de responsabilidad a la UNACHI y al REPOSITORIO JA DIMIKE con respecto a
violaciones al Derecho de autor y propiedad intelectual, entre otras, y declaro que
soy titular de los derechos de la obra arriba descrita, por lo cual asumo

personalmente cualquier responsabilidad emanada de la publicacion de la misma.
Firmo para constancia, hoy 06 de 06 de 2022
Nombre: KARLA YAJANIA FLORES CARRERA

Firma: ()/L/d J/ﬁm/

Cédula/Pasaporte:_4-806-1033




AGRADECIMIENTOS

Le doy gracias a Dios por la vida, por mi salud, por todas las bendiciones que me ha

dado, por cada suefio alcanzado, y las fuerzas que me ha dado para continuar.

Quiero agradecer a mis asesores de tesis, por el tiempo dedicado, sus conocimientos
brindados, por el apoyo y consejos, los cuales me motivaron mejorar continuamente y

alcanzar los resultados que buscaba.

A mi familia y seres queridos, que me animaron en cada momento para culminar este
proyecto, me impulsaron a superarme y seguir adelante, le agradezco inmensamente su

amor incondicional.



DEDICATORIA

Esta tesis esta dedicada a:

A mis padres Thaira y Carlos quienes con su amor y paciencia me han permitido llegar
a cumplir hoy una meta mas, por apoyarme e inculcar en mi el ejemplo de esfuerzo y

valentia y por haberme dado la oportunidad de tener una excelente educacion.

A Homiladys Miranda, por apoyarme en todas mis decisiones, ser una guia y siempre
poder estar para mi, quien con sus palabras de aliento no me dejaban decaer para que

siguiera adelante y siempre luchara por mis metas.
A mis abuelos que siempre me han apoyado y me han impulsado a seguir mis suefios.

A César Quiel quien ha sido mi pilar, me ha apoyado incondicionalmente en todo

momento y aiin mas para la culminacion de este trabajo.

Finalmente quiero agradecer a mi prima, mis amigas, por apoyarme y extender su mano
en momentos dificiles, por el amor brindado cada dia y por motivarme a culminar mi

carrera.

Este logro esta dedicado a ustedes.



INDICE GENERAL
ASTRACCIMIEHIIS .o voovsnrereisiatbsvocissvonsrssrovissssonsessssissscnssssessosssosessonsassonssssass ii
DOTCEHEOTER o oo i oo il TRl sivss ST e s vrscasdbsnoiboss sosssossnsanssesssasosissas sassararosansossn iii
indice de cuadros vii
indice de figuras viii
Resumen xi
Abstract xii
L Introduceifm. .ocioie iiliiii vt io st itaus v vnes sovassasnrboiosss baoisnssascnsasasnnanasocsens 1
A et N . i i ccsocrrodonncosancsarorsrnssnnsassssrnssnnsnons 1
I BescripciOn del SmCale eStutin (o il tacci oo oo oseirssrssosonssansnorasaansssnsorsasoss 5
II1. Marco te0Rae st il . ool R ot o i ate s stdssavansivavstsseasensasesots avs 6
320ricen eI, :.........c R ciiiie i iisarenssrsanssnssrsanannssuess 7
3.3 Clasificacién taxonémica y descripcion botanica de la especie...........cceu...... 8
3.4 ImporEmEIs ellPapa. . ... oo o crsicrccrcsoscnsasassrsansassoscsesaase 9
3.5 Morfologia dEpIaADRtA.. . ... c ot o viivinerscovtcrcrscrerssesronsnssorsens 11
RERY LG PR U 13
3.7 Dosnrrelln ¥ USRI 0 B0 PR ceiccvescaororerorcrorensosrsrssssrorerarcassavone 14
S5 Dacturine PRI G BRI e sicacococcosrorsrcrsrsrassonssossvsssnssssssss 16
3.8.1 Género Ralstonia Solanacearum...............c.ceecuveeveenrescasescesescisssennes 18
iv



P 3.8.2 Genero PSeudOmMONAS SPP.......c.eeeeueiueiereinrieceierseeentensacmeoncasasons 22
. 3.8.3 Genero Burkholderi@ Spp..........c.eeeeeeveeneiacececseececacesosoesacososaseceses 24
3.8.4 GENETO ErWiniQ....cceueeeereeeeecesecrcecececcccssecossocssssosssesssocasosesessassees 28
3.9 Pruebas para la identificacion de bacterias patégenas...........cccceeeeeeerennne. 33
* 3.9.1 Pruebas morfolOgicas......ccceveeeeerererenrneierneiennecncerecencncesoncacecnes 33
3.9.2Principales pruebas bioquimicas para la identificacion
DACLETIANA. ccvvreerrcrscroscrscssersensccscscessorsorssrssacscsccccnsscsaconcasssesossannans 35
3.9.3 Medios de CUMIVO «.cvernrininiieeieinriececieierecereecncsececeecaconiencncesonenns 37
: 3.9.4 Componentes del medio de cultivo.......ceeeveeeneininiininineinrienieiianiinnna., 37
3.9.5 Tipos de medios de Cultivo..........cuvueeieecninineiiieieceteietetetetcntenceceses 39
3.9.6 Preparacion de medios de cultivo.....ceeeveeieieieieiniiiniiinniaieiiiianane. 40
3.9.7 Cultivo PHEO.c..ccococecrsoscnserossusassesaconsesosseversscsossossassossessrsonsosnes 42
& 3.9.8 Agar EMB (con Eosina y Azul de Metileno).........ccccoeeveininnieniicnicnnnn 44
F0. D ABAL SAIBYE. ....cccooccvveneranroscssnsasossssessnsessesessossssssosossossrssssnsssass 45
3.9.10 Agar MAcCCONKEY.....ccccceermsenceseccesoscnceccscosssrsoscnccscasssscsssosonsanns 47
IV. MaterialeS ¥ MEL0A0S. ....ccccvvecrecncersoscnsnssssescseccscescossesscsssosansccossoascssssrssass 48
4.1 Colecta de material vegetal con sintomatologia de marchitez bacteriana......48
. 4.2 Obtencion de aislamiento bacteriano...........ccovevveiniiecniiiieiieiaciaiiiiiiaen. 49
AIMELOHBE. .c..coooooeesonssossonsissismboinedinesessuilsvosevorsecsansosssosesstsonsesssensas 49
4.3.1 TIRCIOIGERIR. .......cicviaiistiacecitociisrosserssensessvscsoncassosssnsonassananans 50
— v

1



4.3.2 Actividad de la enzima catalasa.......cceeeeeeieiiiiiiiiiiiiiiiitcctccconionnnns 51

4.3.3 Produccion de Indol......cccevuenriirneiiiniiiiniieiiiieciieinieiaciicncicncens 51

4.3.4 Prueba de Citrato......ccoevevueiecneieceiiereiecncieceenniercecenconcnconcacenes 52

4.3.5 Prueba de Rojo de Metilo (RM).....ccoevuiiiiieiinrinrinniecenteneenccncnnnens 53

4.3.6 Prueba de Voges Proskauer (VP)....cceeeeeiuennineiniinnierinecnninccncnnene. 53

3.7 TR T o iiiiinac s oo v rosssseroimssnsnnsssossasssessosnsobssssssoansns 53

A3 B PralBR R LR .cosicaiiirecrssseccssocscncssossonsassrsasassosonsossanasacsossssass 54

D I e chiivinessiar st TR s 45505 5 s S5 55 sosbiihossossossotes sssssssavensassones 54

4.3V e de Urea......coitiiotiiiceecccivascasirsososnsossorsossssnsorcnncoscssases 56

4.4 AGAr SERGRE iiiiiisi s ivriiitidiigssitasievssssinssesasnsssossosssssssinssrssnsssesaese 57

4.5 Agar Eosina y Azul de Metileno (EMB).......cccecueenuieiniiienieiienieniannanaes 57

4.6 Agar MaeCoRley............ov il i s fe ittt iivicessiriosssorsassvsnsnsavone 58

4.7 MicroSemil. . iiiviioios i oisiia BRI i s s occesevosorroossassnssnsonsanrane 59

V. Resultados ¥ ERSEHRION. .. .....c..cvioniomaotts it iieoiiliic cienccosasossoossorssansossorasaes 60
Vi COHERIEIIERL oo il iaicicenrivodurmiionBe R o o oenreronrasensaransnsersnanssosons 69
VIL. RECOMENARCIOMES: . ... ... .. .ccv.comnmtttai  civererrrrsronsonssssnorsansnasassensases 70
VIIIL Referencias BIBHOEIAICAS. .. ...ccoticiiiiiitinicisisercoiacsivrenssssonssosonscossorsasnses 71
I ATICXOS, i sitasi Biatesissoonsvsrsnssroridotii UM 0L . . ... ociovesresibivessarsesansoneonsnsovones 88
B IIIIR . oo saviavcocsss o vibbinseisnssi SRMMMINEIRERSss o oo 05 0 0o 5 2ov 0 eiiB s steanssssensesssessase 108

Vi



LISTA DE CUADROS

Cuadro 1. Caracteristicas microbiolégicas y bioquimicas de R. solanacearum

(Chavarro y col., 2004). 21

Cuadro 2. Caracteristicas bioquimicas y fisicas de distintas especies de Pseudomonas

(Forbes y col., 2009). 24

Cuadro 3. Pruebas bioquimicas para la diferenciacién de Burkholderia gladioli

(Henry y col., 2001). 27

Cuadro 4. Caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas usadas para discriminar las
Enterobacteriaceae mas comunes de pudricién blanda (Pérombelon y van der Wolf,

2002; Baghaee-Ravari y col., 2011). ....ccouvvuvurmmmmnnenseeeomsmemmnsssessssssssssssssssssssoe oo 32

Cuadro 5. Pruebas bioquimicas para la identificacion de bacterias (MacFaddin,

2003). 36

Cuadro 6. Resultado de las pruebas bioquimicas realizadas a las muestras de papa

(Solanum tuberosumy). 65

vii



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Area de muestreo, presenta un clima frio, de 16 °C. (Flores, K.2022)........... 6
Figura 2. Partes de la planta de papa (Tomada de Gandarillas y Ortuiio, 2009)........ 13

Figura 3. Etapas de desarrollo y crecimiento de la planta de papa (Tomada de

Gandarillas y Ortuiio, 2009). 16

Figura 4. Marchitez bacteriana de la papa (Ralstonia solanacearum). Plantas en

campo mostrando sintomas de la enfermedad. (Tomada de Gandarillas y Ortuiio,

2009). ... 19

Figura 5. Marchitez bacteriana de la papa (Ralstonia solanacearum). Decoloracion y
tejidos necréticos por pudricién secundaria. (Tomada de Gandarillas y Ortuiio,

DI ..o s i R basginesrvssnstsisssssnasss 20

Figura 6. Pectobacterium spp., provoca una pudricién blanda en los tubérculos de

papa. (CENTA, El Salvador). 30

Figura 7. Tallo de planta de papa infectado por Pectobacterium spp. (pierna negra).

(Flores, K. 2022). 31
Figura 8. Modelo de autoclave. (Flores, K. 2022). 42
Figura 9. Preparacion de Agar EMB. (Flores, K. 2022). 45
Figura 10. Preparacién de agar sangre. (Flores, K. 2022). 46
Figura 11. Preparacion de agar MacConkey. (Flores, K. 2022). 48

Figura 12. Cultivo puro de las 12 muestras. De derecha a izquierda: 1. Muestra de

papa, 2. Muestra de papa, 3. Muestra de papa, 4. Muestra de papa, 5. Muestra de

viii



papa, 6. Muestra de papa, 7. Muestra de papa, 8. Muestra de hoja, 9. Muestra de hoja

, 10. Muestra de papa, 11. Muestra de hoja, 12. Muestra de raiz. . (Flores, K.2022) ..50

Figura 13. Prueba de Catalasa. En los portaobjetos se observan burbujas en grandes

y pequeiias cantidades, esto demuestra que son catalasa positiva 51

Figura 14. Prueba de citrato. Las bacterias capaces de usar el citrato provocaran el
cambio de color del medio de verde a azul intenso, por viraje del indicador de pH,
azul de bromotimol, a la vez que se observa crecimiento en la superficie. En la prueba
1, 2 y 8 no se observo crecimiento. En las demas pruebas 3,4,5,6,7,9,10,11 y 12 se

obtuvo un resultado positivo. 52

Figura 15. Prueba de TSI. A) Pico alcalino/fondo alcalino (pico rojo/fondo rojo): el
microorganismo es no fermentador de azicares. B) Anaranjado/anaranjado (control,
sin inocular). C) Pico alcalino /fondo acido (pico rojo/fondo amarillo): el
microorganismo solamente fermenta la glucosa. D) Pico acido/fondo acido (pico
amarillo/fondo amarillo): el microorganismo fermenta glucosa, lactosa y/o sacarosa.
E) El ennegrecimiento del medio indica que el microorganismo produce #cido
sulfhidrico (H2S). D) La presencia de burbujas, o ruptura del medio de cultivo, indica

que el microorganismo produce gas. Los resultados se muestran en el cuadro §........ 56

Figura 16. Vertido del agar sangre. (Flores, K.2022) e 37

Figura 17. Preparacién de agar EMB. El agar se vierte en los platos Petric, se deja

reposar por 15 minutos, y se cultivan las muestras. (Flores, K.2022) 58

Figura 18. Vertido del agar MacConkey. (Flores, K.2022) 59



Figura 19. Prueba de MicroScan para la identificacion bioquimica de las bacterias.

(Flores, K.2022) 60

Figura 20. Bacterias patégenas encontradas en la papa (Solanum

HUDEIOSTN 1.cceivrsossansrssssonsaismssassnsossacsssnssssvsssncosassnssassonsonsonornsessarsssssarsss 67



)

{)

RESUMEN

Una de las grandes limitantes en la produccion de papa en nuestro pais son los
problemas fitosanitarios, donde las principales bacterias patégenas son causantes de
dafios lo cual reduce la calidad y apariencia, esto provoca el rechazo del consumidor y
por ende grandes pérdidas economica. Por ello, el objetivo de este trabajo es
caracterizar a nivel patoloégico y microbioldgico las bacterias aisladas de tubérculos de
papa cultivados en la provincia de Chiriqui, distrito de tierras altas. En esta
investigacion se realizaron muestreos de la papa (Solanum tuberosum L.) en el Distrito
de Tierras Altas, tomando 12 muestras en total con sintomatologia de marchitez o
pudricion blanda. Las mismas fueron colectadas en época de verano, en Volcan se
colecto en una finca ubicada en Alto Bambito. Se utilizé bolsas ziploc para la colecta de
las papas con sintomatologia de pudricion blanda y se transportaron al laboratorio de
Microbiologia de la Universidad Auténoma de Chiriqui, a una temperatura de 28 a 30
°C. En el laboratorio se realizaron diversos cultivos selectivos, luego de cada cultivo se
aislé las muestras para su identificacion. Se realizaron observaciones de la morfologia
de las bacterias, al pasar las 24 horas y se realizaron pruebas como: Tincién de Gram,
TSI, Citrato, RM, VP, SIM, Urea, Lisina, Catalasa, Indol, para identificar las bacterias
patdgenas causantes de la pudricién blanda, con el fin de caracterizar y lograr la
identificacion de los aislados. En cuanto a los resultados se logré identificar bacterias
pertenecientes a la familia Enterobacteriacae: Klebsiella pneumoniae, Enterobacter

cloacae y Enterobacter aerogenes.

Palabras claves: bacterias, patégenas, cultivos, pudricion, blanda, identificacion,
pruebas, sintomatologia, fitopatogenas, muestreo.
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ABSTRACT

One of the biggest issues on potato production in our country is phytosanitary
problems, where the essential pathogenic bacteria are causing damage which reduces
the quality and appearance, this causes consumer rejection for this reason farmers to
have great economic losses. The principal reason for this work is to characterize at a
pathological and microbiological level the bacteria isolated in potato tubers grown in
Chiriqui, Tierras Altas district. In this research potato (Solanum tuberosum L.) samples
were taken at the Tierras Altas district, taking 12 samples with soft and overblown
symptoms. The samples were taken during the summer at Volcan on a farm located in
Alto Bambito. Ziploc bags were used to collect potatoes with symptoms and then
potatoes were transported to the Microbiology laboratory of the Universidad Autonoma

de Chiriqui at a temperature of 28 to 30 °C.

In the laboratory some selective crops were performed, then the selective crops were
isolated to identify microorganisms. After 24 hours of observation of the bacteria,
morphology was made, and tests were executed. Tests like: Tincion de Gram, TSI,
Citrato, RM, VP, SIM, Urea, Lisina, Catalasa, and Indol were used to identify
pathogenic bacteria which cause soft putrescene, to characterize and achieve the
identification of the isolates samples. Finally, we could identify bacteria family’s
Enterobacteriacae such as Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae 'y

Enterobacter aerogenes.

Keywords: bacteria, pathogens, cultures, rot, soft, identification, testing,

symptomatology, phytopathogenics, sampling.
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INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

La papa pertenece al género Solanum dentro de la familia de las solandceas donde
también se encuentran el tomate (Lycopersicon esculentum), el aji (Capsicum spp.), la
petunia (Petunia spp.), el tamarillo (Cyphomandra spp.), el tabaco (Nicotiana
tabacum) y otras especies con bayas venenosas (Hawkes, 1990). Solo una parte
reducida del género Solanum se encuentra conformado por especies que forman

tubérculos o son tuberizantes, a las que se denomina papa (Ponce, 2013).

La papa es una planta dicotiledonea herbacea anual, autégama, con flores pentameras
de diversos colores. Los frutos son bayas de forma redonda como un pequefio tomate
con 200 a 300 semillas. Los tallos son herbaceos, angulares, generalmente de color
verde o rojo purpura. Las hojas adultas son compuestas, pero las primeras hojas
provenientes del tubérculo pueden ser simples. Los estomas son més numerosos en la
superficie inferior de las hojas. Las raices y estolones se desarrollan a partir del tallo
subterraneo, entre el tubérculo-semilla y la superficie del suelo (Gandarillas y Ortufio,

2009).

Probablemente es la planta cultivable con la mayor incidencia de enfermedades,
superando a cualquier otro cultivo. Si se consideran las principales enfermedades de
la papa, las menores y aquellas de etiologia desconocida, sobrepasaria a 100
enfermedades (Notario, 2009). De las enfermedades bacterianas de mayor impacto

mundial que atacan el cultivo de la papa, han sido reportadas en Venezuela, en orden



de relevancia, la marchitez bacteriana causada por Ralstonia solanacearum, pierna
negra y pudricion blanda causadas por Pectobacterium sp., pudricion anular causada
por Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, y la sarna comun causada por
Streptomyces scabies (CIP, 1995). Ademds, se ha reportado que este cultivo es

susceptible a Burkholderia gladioli causante de pudricion blanda (Fonseca 2014).

En la papa cultivada en el estado Mérida las bacterias de mayor relevancia que han
sido reportadas son Ralstonia solanacearum y Erwinia sp. Estas bacterias presentan
un serio peligro para la comunidad del rubro, ya que producen infeccion latente en
tubérculos, semillas y ademas, tienen la capacidad de sobrevivir en el suelo
dependiendo del manejo del cultivo, las condiciones edafoclimaticas y las especies o

sub especies involucradas (Garcia, 2000).

1.2 Definicién del problema

La papa (Solanum tuberosum L.), es un alimento versatil y tiene un gran contenido de
carbohidratos, recién cosechada, contiene un 80 % de agua y un 20 % de materia seca.
Entre el 60 % y el 80 % de esta materia seca es almidon (Contreras, 2008).
Representa uno de los tubérculos mas importantes para la alimentacién de gran parte
de la poblacion en todo el mundo. El cultivo se adapta a temperaturas relativamente
bajas, con una produccion maxima cuando la temperatura media estd entre los 15y 21
°C (Rubio y Kirk, 2008). Sin embargo, en los cultivos se ocasionaron problemas de
mas de 40 plagas, como son los insectos, nematodos, virus, bacterias y hongos
(FAOSTAT, 2016). Un ejemplo de ese problema fue el causado por hongos en 1844-
1845, cuando un moho patdégeno, el tizon tardio, arraso los cultivos de papa en toda la

Europa continental, desde Bélgica hasta Rusia lo que condujo a una hambruna que



maté a un millon de personas (Inostroza, 2009). En el caso de Panama, las
enfermedades y pérdidas de los cultivos de papa son causadas por bacterias que
afectan, principalmente, a los tubérculos durante su almacenamiento provocando las
pudriciones blandas y, el pie negro que son lesiones de color pardo oscuras en los
tallos de papa que aparecen durante el desarrollo del cultivo en el campo (Fiers et al.,
2012). Por esta razon, es conveniente buscar medidas de prevencion ante los
problemas que conllevan las bacterias fitopatégenas en los cultivos y produccion de
este tubérculo ya que los dafios ocasionados pueden ser totales o parciales,
comprometiendo la rentabilidad final del cultivo (Méndez & Inostroza, 2009). Estos
problemas ocasionados por bacterias fitopatdgenas como las pudriciones blandas y, el
pie negro, previamente mencionados, originan grandes pérdidas econdémicas en la
agricultura, al disminuir tanto la cantidad, como la calidad de los productos
cosechados, y por lo tanto su valor comercial que afecta al productor ya que en
Panam4 no se cuenta con un sistema de deteccion temprana ante estos

microorganismos patdgenos para prevenir estos problemas.

1.3 Justificacién e importancia

En Panamd, se produce anualmente 65 mil quintales de papas (MIDA, 2017). Sus
elevados rendimientos por unidad de superficie y su ciclo vegetativo relativamente
corto, hacen que este cultivo sea mas atractivo para los productores (Alvarez, 2002).
En condiciones ambientales ideales, una planta de papa sana creceria llevando a cabo
todas sus funciones fisioldgicas en las cinco etapas de desarrollo; sin embargo, en
condiciones reales nunca se logra una planta perfectamente sana, por la interferencia

de varios factores, como los ambientales, las enfermedades, los insectos, plaga,
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bacterias y los nematodos (Gandarillas y Ortufio, 2009).Por esta razén en Panama es
muy importante conocer cuales son estas bacterias ﬁtopétégenas y qué mecanismo de
control se pueden utilizar, como medicamentos y bactericidas que no causen dafios a
los cultivos, que no tenga consecuencias secundarias para asi asegurar la vida del
consumidor y prevenir perdidas en los cultivos. Las bacterias fitopatdégenas de la papa
afectan el rendimiento y la calidad de las cosechas, estas dafian hojas, tallos o
tubérculos; alteran el crecimiento de las plantas; causan pudriciones o malformacion y
afectan la apariencia comercial y calidad culinaria de los tubérculos (Bayona, 2013).
Ademas, es uno de los cultivos mas consumidos e importantes para la alimentacion de
gran parte de la poblacién debido a que proporciona un valioso aporte de vitaminas,
minerales, proteinas, aminoécidos esenciales y carbohidratos (Buckenhiiskes, 2005).
Teniendo en cuenta los numerables aportes nutricionales de la papa y las afecciones
que puede tener por microorganismos durante todo el proceso de cultivo y cosecha,
que afecten su morfologia y valor nutricional. Por tal razén, deseamos aislar e
identificar los patégenos mas importantes de la papa, en nuestro pais y poder evitar
las constantes pérdidas econdmicas de nuestros productores.
1.4 Objetivos:

1.4.1 Objetivos generales:

Determinar bacterias fitopatgenas en el cultivo de papa en tierras altas de la

provincia de Chiriqui, mediante pruebas microbioldgicas.

1.4.2 Objetivos especificos
1. Aislar e identificar a las especies bacterianas relacionadas con patologias
reconocibles en planta de papa utilizando técnicas microbioldgicas.

2. Describir la fitopatologia causada por las bacterias aisladas de la papa.
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3. Reconocer los factores que promueven la reproduccion y desarrollo de las
bacterias presentes en la papa de acuerdo con revisién de la literatura.

II. DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

La investigacion se llev6 a cabo, en el corregimiento de Paso Ancho, distrito de Tierras
Altas, provincia de Chiriqui, especificamente en Alto Bambito a una altitud de 2,287

msnm y sus coordenadas son 8°50°12.1""N 82°35720.8"'W

En las tierras altas la temperatura decrece y reina el llamado "Tropical de la altura o de
alta sabana", en donde las temperaturas son templadas, no calurosas menores de 18 °C
durante todo el afio, pero existe una estacién seca (enero — abril) bastante seca y que

coincide con el invierno astronémico (Castillero, E).



Figura 1. Area de muestreo, presenta un clima frio, de 16 °C. (Flores, K.2022)

MARCO TEORICO

La papa era producida y consumida por los habitantes de los Andes mucho antes de la
llegada de los europeos al continente americano (Lutaladio y Castaldi, 2009). El término
“papa” viene de la lengua quechua y era la palabra usada por los incas para referirse a
este tubérculo. En 1570 las primeras papas fueron llevadas a Europa y aunque
inicialmente fueron vistas con recelo y desconfianza (se creia que los tubérculos eran
venenosos o usados para la hechiceria), ya para los afios 1700 la planta se cultivaba en

todo el continente.



3.2 Origen de la papa

La papa se cultiva desde hace ocho mil afios y su lugar de origen ha sido muy discutido.
En este momento hay certeza que proviene de la region andina, probablemente de Perd, y,
también, de la isla Chiloé, ubicada al sur de Chile. En el siglo XVI, los colonizadores
espafioles introducen la papa en Europa. A partir de ese momento el cultivo de papa se
expande por el hemisferio norte durante la Revolucion Industrial, hasta llegar a
cbnvertirse en un alimento fundamental para los mineros y obreros, cuyas largas jornadas
laborales requerian gran aporte de energia (Borba, 2008). Las especies afines silvestres y
cultivadas a la papa Solanum tuberosum ssp tuberosum se distribuyen desde el sureste de
Norteamérica, pasando por toda América Central y Suramérica, marcadamente la zona
occidental, hasta llegar a latitudes més alld de los 50 ° Sur. A lo largo de toda la cordillera
andina, encontramos una gran variabilidad de especies y entre ellas 226 son silvestres y
s6lo ocho cultivadas (Contreras, 2008). La papa es un cultivo originalmente adaptado a
temperaturas relativamente bajas, con una produccion maxima cuando la temperatura

media diaria estd entre los 15y 21 °C (Rubio y Kirk, 2008).

Los investigadores del Centro Internacional de la Papa (CIP) en el 2012, afirman que la
historia de este cultivo comenz6 hace unos 8.000 afios, cerca del lago Titicaca, ubicado a
3.800 metros sobre el nivel del mar, en la cordillera de los Andes, en la frontera entre
Bolivia y Pert. Desde entonces, la papa, en todas sus formas, ha sido por excelencia el
"alimento del pueblo”, y ha desempefiado un papel central en el comercio de todos los

paises de esta region.



Se considera que el cultivo de la papa se inicié en la Repiiblica de Panamé en la década
de 1930. Las primeras actividades las realizaron en el 4drea de Boquete; se extendieron

después a Cerro Punta.

La produccién se increment6 en el decenio de 1950 cuando se inicié la importacion de
semillas mejoradas a través de sectores gubernamentales encargados de organizar y
dirigir la actividad agricola en el Pais. Las primeras semillas importadas procedian de
Canadd y Brasil. A partir de 1991, se produjeron grandes cambios en la politica
econdmica mundial, los cuales se reflejan en la politica econémica del Gobierno de
Panama con los lineamientos fijados por la Organizacion Mundial del Comercio OMC.
En la actualidad las cooperativas proporcionaban a los cultivadores, semillas, abono,
pesticidas y créditos para la produccion y unificar los intereses del grupo de productores
de papa. Estas cooperativas compraban la papa a los productores para luego comercializar
por medio de los intermediarios, lo cual favorecia a los agricultores que no podian colocar

directamente sus productos en el mercado.

3.3 Clasificacion taxonémica y descripcion botanica de la especie

El cultivo de papa que tiene mayor importancia econdémica, industrial y alimenticia a
nivel mundial es Solanum tuberosum., dicho nombre cientifico fue usado por primera vez
por el botanico suizo Gaspar Bahin en 1959 (Ramos, 1991). Actualmente la clasificacion

taxonémica de la papa es la siguiente:

Reino: Vegetal
Division: Magnoliophyta

Subdivision: Angiospermae



Clase: Magnoliopsida

Subclase: Asteridae

Orden: Solanales

Familia: Solanaceae

Subfamilia: Solanoideae

Género: Solanum

Especie: Solanum tuberosum L.
Subespecies: S. tuberosum subsp. Andigena

S. tuberosum subsp. Tuberosum

La especie Solanum tuberosum se divide en dos subespecies: tuberosum y andigena. La
subespecie tuberosum es la papa mas cultivada en el mundo especialmente en Norte
América y Europa, mientras el cultivo de la subespecie andigena, ocurre en el Centro y

Sur América (Perilla y col., 2002).

La subespecie tuberosum presenta periodo vegetativo corto, de tres a cuatro meses,
adaptacion a dias largos, escasa floracion, poca produccién de bayas, periodo corto de
reposo del tubérculo y bajo porcentaje de almidén y de biomasa seca. La subespecie
andigena presenta periodo vegetativo de cinco a siete meses, adaptacion a dias cortos,
floracién abundante y produccion de bayas, periodo largo de reposo del tubérculo, y alto

porcentaje de almidén (Roa y col, 2010).

3.4 Importancia de la papa
La papa es el cuarto cultivo alimenticio més importante del mundo después del maiz, el

arroz y el trigo. Hasta inicios de la década de los 90s, casi la totalidad de las papas se



producian y consumian en Europa, América del Norte y en los paises de la antigua Unién
Soviética. Hoy, se cultivan papas en 19 millones de hectareas de tierras agricolas en 149

de los 167 paises del mundo (MPPAT, 2003).

En el 2010, la produccién mundial de papa fue de 324.420.782 toneladas (FAOSTAT,
2013). Entre los principales productores mundiales de papa se encuentran China, Rusia;
India, Estados Unidos, y finalmente ocupando el quinto lugar encontramos a Ucrania
(FAOSTAT, 2013). A nivel de Sudamérica, Peru produce el 26,6 % del total del cultivo,
por lo que, seglin la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la
Agricultura, lo ubica como el mayor productor de esta parte del globo, superando a Brasil
(25,1 %), Colombia (14,8 %) y Argentina (14,0 %). Aunque, en el dambito mundial la
produccién peruana representa solo ¢1 1,2 %, bastante alejada de los grandes productores

mencionados antes (FAOSTAT, 2013).

En Panamé la produccién del cultivo de papa, uno de los rubros més consumidos a nivel
nacional, tuvo un aumento del 83.9 %, con una tasa de crecimiento del 16.5 %, detalla un
informe elaborado por la direccion de Agricultura del Ministerio de Desarrollo

Agropecuario, por el cierre agricola 2020-2021.

De acuerdo a la entidad, este producto ha generado 15.9 millones de balboas en la
distribucién de bienes y servicios agropecuarios, pese a las importaciones del producto
industrializado y fresco. La provincia occidental de Chiriqui aporta el 99.9 % de la
produccién nacional y la comarca Ngibe Buglé contribuye con el 1 % a la demanda del

rubro. La produccion total en el tltimo ciclo agricola fue de 712.294 quintales, siendo la
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provincia de Chiriqui la méaxima productora con 711,990 quintales cosechados y la

Comarca Gnobe Buglé con 304 quintales.

Como alimento, la papa adquiere importancia debido al contenido de sustancias
nutritivas, ya que produce alrededor de 80 Kcal/100 g de peso fresco y tiene cerca del 2 %
de proteinas (peso del producto fresco), el contenido més elevado de proteinas de la
familia de los cultivos de raices y tubérculos. En promedio, el valor biolégico de la

proteina de papa es superior que el de la mayoria de las fuentes vegetales (Trujillo, 2004).

El contenido vitaminico de la papa es similar al de otras hortalizas: 100 g de papa hervida
suministran cerca del 10 % de la cantidad total diaria recomendada para adultos de
tiamina, niacina, 4cido ascérbico, de cinco al 10 % de acido folico, y cerca de la mitad de
la ingesta diaria recomendada de vitamina C. Ademds, la papa es una fuente de minerales
tales como: hierro, fosforo, magnesio y potasio. Todo lo anterior muestra que la
contribucién de la papa a la dieta diaria no es solamente de energia, sino ademés de

proteinas, vitaminas y minerales (Trujillo, 2004).

3.5 Morfologia de la planta

La papa (Solanum tuberosum L.) es una planta herbdcea, tuberosa, perenne, de tallo
erecto que puede medir hasta 1 metro de altura. Las hojas en su madurez son compuestas
imparipinadas, y se disponen de forma helicoidal a lo largo del tallo. Sus inflorescencias
son cimosas, con flores piirpuras o blancuzcas de tres a cuatro cm de didmetro, cinco
sépalos y cinco pétalos unidos, ovario sapero. Los tallos aéreos son herbaceos, suculentos
y pueden alcanzar de cero punto seis a un m de longitud. El sistema radical es fibroso,

ramificado y extendido superficialmente, pudiendo penetrar hasta 0,8 m de profundidad.
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Los tubérculos son tallos modificados y constituyen los principales organos de
almacenamiento de la planta. Un tubérculo tiene dos extremos: el basal, ligado al estolon,
llamado talén, y el extremo opuesto que se llama extremo apical o distal. Los ojos se
distribuyen sobre la superficie del tubérculo siguiendo un espiral, se concentran hacia el
extremo apical y estan ubicados en las axilas de hojas escamosas llamadas cejas (Moreno,

2012).

Morfoldégicamente, los ojos del tubérculo corresponden a los nudos de los tallos, las cejas
representan las hojas y las yemas de los ojos representan las yemas axilares. Los
tubérculos pueden presentar una forma alargada, redondeada y oblonga, y su color puede
ser blanco, amarillo, violeta, rojizo, entre otros (Poehlman y Allen, 2003). Ademas, los
tubérculos, tienen de dos a diez ojos, dependiendo de la variedad y después de un periodo
de reposo, brotan para producir nuevas plantas. Por esta caracteristica, los tubérculos son

usados como semillas (Alva, 2014).
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Figura 2. Partes de la planta de papa (Tomada de Gandarillas y Ortufio, 2009).

3.6 Variedades de papa

Un aspecto importante para considerar es la disponibilidad de cultivares o variedades para
la multiplicacion de la papa. Segin Romero (2007), se considera que una variedad es
elegible cuando por sus caracteristicas agronémicas y tecnologicas, refine las condiciones
necesarias como para ser plantada en el pais, de manera que satisfaga las necesidades

econdmicas del agricultor, asi como las de la industria nacional.

De acuerdo con el CIP en el 2012, existen 226 especies silvestres distribuidas en 10.000
km de longitud, desde el suroeste de Estados Unidos hasta el sur de Chile, con la mayoria

de las especies concentradas en Pert y Bolivia.

Estas especies, no comestibles, son los antepasados originales de las papas cultivadas hoy

en dfa. Los tubérculos silvestres son mas pequefios que las papas cultivadas y poseen una

18



gran variedad de formas y colores. Segiin Romero (2007), en Panama los productores de
papa siembran las variedades “Granola”, procedente de Alemania y “Arbolona Negra”,
procedente del estado Mérida, y en menor proporcion, se cultivan otras variedades tales

como Caribay, Diacol capiro, Monserrate, Atlantic, Kennebec, Alpha, entre otras.

La variedad “"Granola”, perteneciente al grupo S. tuberosum subsp..tuberosum, es de alta
preferencia en el mercado. En Panama es comercializada ampliamente, aun en la
actualidad pese a su susceptibilidad a muchas enfermedades. La planta desarrolla tres a
cinco tallos y posee hojas medianas de color verde palido. En los primeros 15 a 20 dias
presenta una formacién lenta del follaje, que luego acelera su tasa de crecimiento
cubriendo bien el terreno. Los tubérculos de esta variedad se adaptan a zonas medias y
altas de cultivo en nuestro pais, pueden demorar de tres a cuatro meses para poder ser
cosechados, son de tamafio mediano a grande, forma ovalada, piel de color amarilla y
pulpa amarilla clara (Salas y col., 2000). También, Alva (2014) y Marin (2015),
demostraron que esta variedad es susceptible a Phytophthora infestans. Ademas, Fonseca
en el 2014, demuestra que esta variedad es susceptible a las bacterias Burkholderia
gladioli, Ralstonia solanacearum y Pectobacterium carotovorum, causantes de pudricion

blanda en tubérculos.

3.7 Desarrollo y crecimiento de la papa.

El crecimiento de la papa se divide en cinco etapas (Figura 2):

Etapa de Crecimiento I: Desarrollo de brotes:

» Los brotes se desarrollan del tubérculo semilla y crecen hacia arriba para emerger

del suelo.

14



» Las raices se desarrollan de la base de los brotes en emergencia.
Etapa de Crecimiento II: Crecimiento Vegetativo:

» Las hojas y los tallos se desarrollan a partir de los nddulos de los brotes que han
emergido.
» Las raices y estolones se desarrollan de los nodulos que se encuentran en

crecimiento en el suelo.
Etapa de Crecimiento III: Inicio de Formacion de los Tubérculos:

» Los tubérculos se forman en las puntas de los estolones, pero no presentan un
crecimiento apreciable.

» En varios cultivares el final de este estado coincide con la primera floracion.
Etapa de Crecimiento 1V: Llenado del Tubérculo:

» Las células del tubérculo se expanden con la acumulacion de agua, nutrientes y
- carbohidratos.

» Los tubérculos se constituyen en el mayor almacén de carbohidratos y nutrientes.
Etapa de Crecimiento V: Maduracion:

» El follaje amarillea y se caen las hojas, la fotosintesis se reduce, el crecimiento de

los tubérculos se detiene y el follaje muere.

-~ El contenido de materia seca alcanza su punto maximo y la piel del tubérculo se fija

(Gandarillas y Ortufio, 2009).
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Estadio |
Desarrolio de Inicio de formacién Lienvado del tubbreuio
brotes de tubéreulos

Figura 3. Etapas de desarrollo y crecimiento de la planta de papa (Tomada de
Gandarillas y Ortufio, 2009).

En condiciones ambientales ideales, una planta de papa sana creceria llevando a cabo

todas sus funciones fisiologicas en las cinco etapas de desarrollo; sin embargo, en

condiciones reales nunca se logra una planta perfectamente sana, por la interferencia de

varios factores, como los ambientales, las enfermedades, los insectos-plaga y los

nematodos (Gandarillas y Ortufio, 2009).

3.8 Bacterias patogenas de la papa

Las bacterias asociadas a las plantas pueden ser benéficas o dafiinas. Todas las superficies
vegetales tienen microbios sobre ellas (epifitos), y algunos microbios viven dentro de las
plantas (endofitos). Algunos son residentes y otros transitorios. Las bacterias se
encuentran entre los microorganismos que colonizan a las plantas en forma sucesiva a
medida que éstas maduran. El cultivo de papa es afectado por numerosos
microorganismos que, en determinadas condiciones, causan dafio econdémico. Las

bacterias patogenas de la papa afectan el rendimiento y la calidad de las cosechas, estas
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dafian hojas, tallos o tubérculos; alteran el crecimiento de las plantas; causan pudriciones
o malformacién y afectan la apariencia comercial y calidad culinaria de los tubérculos.
Las bacterias pueden entrar a la planta a través de aberturas naturales tales como estomas,
hidatodos o lenticelas y también por heridas en hojas, tallos o raices, o ser introducidas
por ciertos insectos fitéfagos. El inéculo llevado por la lluvia que es arrastrada por el
viento puede ser muy efectivo. En inoculaciones artificiales, las bacterias suelen
introducirse en las plantas por heridas, aerosoles aplicados con presion para imitar las
lluvias llevadas por el viento, infiltracién por vacio, o por inmersion de las semillas en el

indculo (Vidaver y Lambrecht, 2004).

La pudricion blanda es una patologia que se ha estudiado considerablemente en el cultivo
de la papa. Se caracteriza por la maceracién del tejido parenquimatoso, que termina en
una pudricion humeda. El olor desagradable que frecuentemente acompafia a la pudricién
es causado por organismos secundarios, los cuales son particularmente activos a
temperaturas superiores a los 25 °C. La pudricién puede iniciarse en las heridas y
propagarse rapidamente por el tejido afectado, en muchos casos, al momento de la
cosecha, los tejidos aparentemente sanos ya estdn infectados latentemente, estos no
muestran sintomas, pero llevan bacterias en la superficie (Elphistone, 1987). Dado que las
bacterias pertenecientes a los géneros Ralstonia, Burkholderia y Erwinia son las
principales causantes de podredumbre en papa, en este trabajo se hara énfasis en la

descripcion y caracteristicas de este género (Bayona, 2013).
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3.8.1 Género Ralstonia solanacearum

La marchitez bacteriana ocasionada por Ralstonia solanacearum (Sinénimo:
Pseudomonas solanacearum) es una enfermedad vascular. Ralstonia solanacearum
pertenece a la subdivision B de las proteobacterias (Poueymiro y Genin, 2009). Después
de la infeccion, la bacteria coloniza la corteza y, posteriormente, los vasos xilematicos
propagandose por toda la planta. Las masas bacterianas interrumpen el flujo de agua
desde las raices a las hojas, resultando en la marchitez de la planta. La severidad de la
enfermedad depende del tipo, temperatura y humedad del suelo (lo cual influye en el
desarrollo del microorganismo), los hospedantes susceptibles y la virulencia de las cepas.
Las altas temperaturas (30 -35 °C) y humedad son los principales factores asociados con

la alta incidencia y severidad de la marchitez bacteriana (Gonzélez y col., 2009).

Los sintomas de la marchitez bacteriana de la papa son similares a aquellos causados por
la falta de agua o a otros tipos de marchitez patoldgica, pero cominmente la marchitez
bacteriana es unilateral, afectando los foliolos de un lado de una hoja, las hojas de un
tallo, o un tallo en si y otro no (Figura 3), (French, 1984). Al inicio de la infeccién se
observa un marchitamiento de las hojas, que pueden aparecer marchitas en las horas mas
calurosas del dia, aunque la planta parece recuperarse durante la noche. A medida que la
infeccion progresa, se aprecia clorosis y posteriormente necrosis de las hojas. En el tallo,
las lesiones suelen empezar en la base, pudiendo producir un oscurecimiento de los haces
vasculares. Al cortar un tallo afectado se suele ver en el tejido vascular un exudado

mucoso, constituido por una gran cantidad de bacterias (Cambra y Palacio-Bielsa, 2005).
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Figura 4. Marchitez bacteriana de la papa (Ralstonia solanacearum). Plantas en

campo mostrando sintomas de la enfermedad. (Tomada de Gandarillas y Ortuiio,

2009).
Sin embargo, puede suceder que no se manifiesten ni la decoloraci6n, ni la clorosis o
necrosis del follaje. Los sintomas subterrdneos mas conspicuos se encuentran en los
tubérculos. Los ojos del tubérculo exudan bacteria y a este exudado se adhiere el suelo.
En algunos casos, la zona de los ojos o del estolon se decolora. Cuando se parten los
tubérculos, en pocos minutos de los haces vasculares afectados sale un exudado formando
“perlas" (Figura 4). Los tubérculos afectados retienen inicialmente su consistencia y
adquieren un leve olor caracteristico, luego se van descomponiendo como consecuencia
de infecciones secundarias y pueden adquirir mayor coloracion, ademas de pudricion

blanda y fétida (French, 1984).
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Figura 5. Marchitez bacteriana de la papa (Ralstonia solanacearum). Decoloracion y

tejidos necroticos por pudricion secundaria. (Tomada de Gandarillas y Ortuiio, 2009).
Ralstonia solanacearum es una bacteria gramnegativa, bacilos de cero punto cinco a cero
punto siete por uno punto cinco a dos punto cinco pm, oxidasa y catalasa positiva, capaz
de acumular poli-B-hidroxiburato (PHB) y reducir nitratos. Las bacterias de esta especie
son incapaces de crecer a 40 °C, crecen poco o nada en NaCl 2 %. Los cultivos son
negativos para la prueba de arginina dehidrolasa, licuefaccion de gelatina e hidrélisis de
esculina o almidén. Las colonias son no fluorescentes. Al contrario de las especies de
Burkholderia, a los acidos grasos celulares de las especies de Ralstonia les faltan los
lipidos ornitina OL-1 y OL-2, menos del uno por ciento del acido graso total es C19:0
acido ciclopropandico (Schaad y col., 2001), sus caracteristicas mas importantes las

resume Chavarro y col. (2004).
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Cuadro 1. Caracteristicas microbioldgicas y bioquimicas de R. solanacearum

(Chavarro y col., 2004).

Prueba Reaccion

Coloracién de Gram -

Granulos de Poly-B-hidroxiburato s
Prueba de KOH 3% &
Oxidacion de Glucosa g
Oxidasa +
Catalasa +

Tolerancia a soluciones de NaCl al 0.5% | -

Tolerancia a soluciones de NaCl al 2% -

Tolerancia a soluciones de NaCl al 4% -

Prueba de Catalasa -k

Prueba de Hidrolisis -

Citrato +

Hidrolisis del Almidon -

Reduccidn de Nitratos =t
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Arginia dehidrolasa +/-

Utilizacion de Arginina -

3.8.2 Genero Pseudomonas spp.

El género Pseudomonas fue descrito por Migula (1894) y ha sido utilizado para nombrar
un amplio grupo de cepas bacterianas gramnegativas no entéricas, en general aerobicas,
no fermentativas, modviles (por uno o varios flagelos) y el contenido en el ADN de G+C
se encuentra en el rango de 58-71 %. Las especies pertenecientes a este género son
organismos oportunistas conocidos por estar presentes en el suelo y agua, algunos de
estos son patdgenos nosocomiales, aunque también existen especies patdgenas de plantas.
Una de las principales caracteristicas que presenta este género es la facilidad para
colonizar las raices de las plantas. Los exudados que las plantas liberan por las raices son
ricos en carbohidratos, acidos organicos y aminodcidos, los cuales son utilizados por las
bacterias como fuente de alimento (Zuno-Floriano y col., 2009; Lloria y col., 2009;

Schaad y col., 2001).

Una vez que las bacterias colonizan las raices, pueden penetrar el tejido vegetal; en
algunos casos, debido a la produccién de enzimas celuliticas y pectoliticas, mismas que
contribuyen a la degradacion de las paredes celulares. La penetracion también puede
realizarse a través de las fisuras que se forman durante la emisiéon de las raices
secundarias, o a través de las heridas que se producen cuando la raiz se va desarrollando
(Lodewyckx y col., 2002; Germaine y col., 2004). De acuerdo con Schaad y col. (2001),

algunas Pseudomonas fitopatdgenas pueden causar una variedad de reacciones en el
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hospedero como clorosis, decoloracion y erupcion del tejido, pudricion, necrosis, 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.

Las Pseudomonas se caracterizan por una gran diversidad metabolica y son capaces de
utilizar una amplia gama de fuentes de carbono. Por consiguiente, son importantes como
organismos de bioremediacion, donde desempefian un papel importante en la
descomposicion, la biodegradacion, y los ciclos del carbono y del nitrogeno (Carrasco,

2007).

La taxonomia del género ha sido controversial por afios, debido que varias bacterias que
inicialmente estaban incluidas en el género de Pseudomonas han sido reclasificadas en
otros géneros o especies de una clase distinta de Proteobacteria a lo largo de los afios, a
medida que las técnicas de caracterizacion y clasificacion de microorganismos han

mejorado (Peix y col., 2009).
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Cuadro 2. Caracteristicas bioquimicas y fisicas de distintas especies de Pseudomonas

(Forbes y col., 2009).

Organismos Crecimiento | Reduccién Licuefaccion | Arginina Lisina
a 42°C de Nitrato de la gelatina | dehidrolasa | descarboxilasa

~ P. aeruginosa | + + \Y o i
P. fluorescens | - - + + i
P. mendocina | + + E 3 2
P. monteilii - - = T8 i
» P. putida : : e . -
P. stutzeri \% i = : %
P. veronii - + \Y £ %

V, resultado variable.

3.8.3 Genero Burkholderia spp.

El género Burkholderia fue creado por Yabuuchi y col. (1992) para adaptar el antiguo
grupo ARNr Il Pseudomonas, excluyendo Pseudomonas pickettii 'y Pseudomonas
solanacearum, que se transfirieron al género Ralstonia (Yabuuchi y col. 1995).
Tradicionalmente, las especies de Burkholderia se conocen como patogenos de plantas y
son bacterias del suelo con dos excepciones importantes, B. mallei'y B. pseudomallei, que

son patdgenos primarios para humanos y animales (Coenye y Vandamme, 2003).
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Como se sefialé anteriormente, varias especies del género Bukholderia pueden inducir
enfermedades en las plantas. Por ejemplo, B. cepacia puede causar la podredumbre de la
cebolla (Burkholder, 1950), pero se conoce que es capaz de infectar otras plantas. Otra
especie fitopatdgena, Burkholderia caryophylli, induce la marchitez bacteriana en varias
especies de plantas. Burkholderia gladioli induce la pudricién blanda bacteriana en
cebollas, el pardeamiento de la cubierta foliar y la pudricion del grano en el arroz, y
enfermedades en las hojas y el cormo en especies de gladiolo e iris, también puede
infectar otras plantas, de la cual el patovar B. gladioli pv. gladioli, aislado en la rizosfera
de papa, estd listado como especie cuarentenaria para la exportacion e importacion de
material vegetal hacia Venezuela, lo que sugiere que los patovares de B. gladioli tienen
diferentes rangos de hospederos. Otras dos especies de Burkholderia fitopatogenas
conocidas son Burkholderia glumae y Burkholderia androponis. Burkholderia glumae
produce pudricién de plantulas y sintomas de marchitez en tomate, ajonjoli (Sesamum
indicum L.), perilla (Perilla frutescens), berenjena y aji picante, asi como en otras 20

especies de plantas (Compant y col., 2008; Fonseca, 2014).

Segun Schaad y col. (2001), los sintomas de enfermedades en plantas producidos por
Burkholderia incluyen pudricion, marchitamiento, y necrosis severa dependiendo de la
planta hospedera. Muchas especies pueden encontrarse asociadas con pudriciones de
plantas. Son bacilos de cero punto cinco a uno por uno punto cinco a cuatro pm,
gramnegativos, catalasa positivos y capaces de acumular poli-B-hidroxiburato (PHB). La
mayoria son aerobios estrictos y no producen pigmentos fluorescentes. Los miembros de
este grupo muestran un alto grado de diversidad de actividades catabdlicas y propiedades

biologicas. Es de importancia resaltar que la identificacion de las especies del género
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Burkholderia es una tarea laboriosa y compleja que demanda laboratorios con personal
entrenado. Para una correcta identificacion es necesario emplear medios de cultivo
diferenciales, sistemas automatizados y ensayos bioquimicos complementarios. Con
frecuencia debe recurrirse a métodos moleculares, de alto costo pero de mayor
sensibilidad y especificidad, como la PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa),
electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), tipificacion de secuencias de ADN,
ribotipificacién o una combinacién de estas técnicas, debido a que los sistemas de
identificacion comerciales no son capaces de diferenciar entre las distintas especies
dentro del complejo y a menudo fallan en separar estos patogenos de otras especies o
géneros relacionados; por lo tanto, es dificil la identificacion de esta especie mediante

técnicas convencionales (Fonseca, 2014).

Las caracteristicas fisiologicas mds relevantes de esta especie se encuentran en el cuadro

. §
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Cuadro 3. Pruebas bioquimicas para la diferenciacion de Burkholderia gladioli

(Henry y col., 2001).

Prueba Porcentaje
Oxidacién de :

Glucosa 100
Maltosa 0
Lactosa 0
Xylosa 96
Sacarosa 0
Lisina descarboxilasa 0
Crecimiento a 42°C 4
PNPG o ONPPG 100
Oxidasa 0
Reduccion de nitratos 33
Licuefaccion de gelatina 70
Hidrolisis de esculina 11
Crecimiento en MacConkey 96
Pigmento marrén 33
Pigmento amarillo 44
Alfa hemolisis 22
Beta hemolisis 27)
BCSA 18
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3.8.4 Genero Erwinia

Los sintomas de pierna negra y pudricion blanda pueden ser causados por las bacterias
Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum (Sindbnimo. Erwinia carotovora subsp.
atroseptica), Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Sinénimo.: Erwinia
carotovora subsp. carotovora) y Dickeya chrysanthemi (Sinénimo. Erwinia carotovora
subsp. chrysanthemi). Mientras que P. carotovorum subsp. atrosepticum es un patogeno
exclusivo de papa, los dos restantes pueden afectar a un amplio rango de plantas
huéspedes (Cambra y Palacio-Bielsa, 2005). Las bacterias pertenecientes al género
Dickeya 'y Pectobacterium son patégenas de cultivos muy importantes. Estas especies han
sido incluidas entre las 10 bacterias patogenas de plantas mas importantes, basandose en
su impacto econémico y cientifico. Actualmente el género Dickeya esta conformado por
siete especies genomicas, incluyendo Dickeya chrysanthemi y D. solani; esta ultima

también patogena de papa (Potrykus y col., 2016).

Dickeya sp. Se reportd por primera vez en plantas de papa en los Paises Bajos en la
década de 1970 y desde entonces se ha detectado en muchos otros paises europeos. Sin
embargo, desde 2004-2005 un nuevo patdgeno, con el nombre propuesto D. solani, se ha
extendido por toda Europa a través del comercio de tubérculos-semillas y estd causando
pérdidas econdmicas cada vez mayores. Aunque los sintomas de la enfermedad a menudo
son indistinguibles de los que produce Pectobacterium spp. (Figura 5); Dickeya spp.
puede iniciar la enfermedad a partir de niveles de inoculacién mas bajos, pues tienen una
mayor capacidad de diseminacion a través del tejido vascular de la planta, son

considerablemente mds agresivas y tienen temperaturas Optimas maés altas para el
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desarrollo de la enfermedad. Sin embargo, también parecen ser menos resistentes que

Pectobacterium spp., en el suelo y otros ambientes fuera de la planta (Toth y col., 2011).
3.8.4.1 Patogénesis de la pudricién blanda del tubérculo causada por Erwinia.

Las bacterias se localizan intercelularmente, en lenticelas y en heridas, usualmente mas
alld de la capa de felodermis, y posiblemente, en menor medida, en el sistema vascular
(xilema). Para la multiplicacion de las Erwinias en el tejido del tubérculo, el principal
factor ambiental que determina la descomposicion es la presencia de agua en los
tubérculos, lo que desencadena una cascada de eventos. Una pelicula de agua sobre los
tubérculos conduce rapidamente, segun la temperatura, a la anaerobiosis dentro de los
tubérculos. El oxigeno dentro de los tubérculos, una vez agotado por la respiracion del

tejido, no se renueva por difusion desde el aire debido a la pelicula de agua.

La anaerobiosis afecta los sistemas de resistencia del huésped dependientes del oxigeno
(fitoalexinas, fenolicos, radicales libres, entre otros). También inhibe la lignificacion y
suberizacion de la pared celular, que ofrecen protecciéon contra la degradacion por

enzimas pectoliticas (Pérombelon, 2002).
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Figura 6. Pectobacterium spp., provoca una pudricién blanda en los tubérculos de
papa. (CENTA, El Salvador).

3.8.4.2 Patogénesis de la pierna negra

A diferencia de la pudricion blanda de los tubérculos, las enfermedades del tallo
generalmente se desarrollan bajo condiciones aerdbicas. La pierna negra se desarrolla
cuando un gran nimero de bacterias invade los tallos después de la multiplicacion en los
tubérculos madre podridos. La enfermedad no se desarrolla en plantas cultivadas sin
tubérculos o en plantas cultivadas a partir de semillas libres del patogeno Erwinia, aunque
el suelo se encuentre muy contaminado. El factor mas importante para el desarrollo de la
pierna negra es el nivel de agua del suelo (lluvia / riego), pues si se prolonga, induce el
desarrollo de las condiciones anaerdbicas en los tubérculos de la madre, favoreciendo la

multiplicacion bacteriana y el inicio de la descomposicion.

Los primeros estudios histopatolégicos de pierna negra realizados por Artschwager

(1920), muestran una lignificacion extensa de los tejidos vasculares y el desarrollo de
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esclerétidos en la corteza del tallo y la médula y la formacién de cristales proteicos en las
células foliares como resultado de la infeccion. Sin embargo, estos cambios tienden a
aumentar la resistencia de las plantas a la infeccion, ya que la lignificacion es un
mecanismo de resistencia efectivo al restringir la degradacion de la pared celular por las
enzimas pectoliticas. Ademas, se desarrolla mas rapido y mas extensamente en cultivares
resistentes que en cultivares susceptibles. Los sintomas de pierna negra generalmente se
desarrollan en brotes jovenes antes de la lignificacion o mas arriba en tallos més viejos

por encima de la base de madera (Figura 6), (Pérombelon, 2002).

Figura 7. Tallo de planta de papa infectado por Pectobacterium spp. (pierna negra).
(Flores, K. 2022).
Las bacterias de los géneros Pectobacterium y Dickeya corresponden a bacilos
gramnegativos flagelados, anaerobias facultativas, catalasa positiva, oxidasa negativa,
fermentadoras de glucosa, reductoras de nitrato y utilizan L-arabinosa, D-glucosa,
Lactosa, no producen urea y son indol negativas. Los miembros del género Dickeya son

positivos a la produccién de indol, fosfatasa y sensibles a eritromicina y trehalosa
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negativas, a diferencia de Pectobacterium como indica la tabla 5; siendo estas pruebas
importantes para la diferenciacion de estos dos géneros (Czajkowski y col., 2015; Dada o

lu 'y Kotan, 2017).

Cuadro 4. Caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas usadas para discriminar las
Enterobacteriaceae mas comunes de pudricion blanda (Pérombelon y van der Wolf,

2002; Baghaee-Ravari y col., 2011).

Prueba Pba Pcc Pwa Pcb Dickeya
spp.

Crecimiento en agar | - + +/- + i

nutritivo a 37°C

Sensibilidad al- - : Z o

eritromicina

Indol - - - - +
Fosfatasa - - - - +
Produccion de é4cido por | + + - + +
lactosa

Produccion de é&cido por | + + + + -
trehalosa

<4



)

Pba:  Pectobacterium atrosepticum, Pcc: Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum, Pwa: Pectobacterium wasabiae , Pcb: Pectobacterium carotovorum subsp.

Brasiliense.

3.9 Pruebas para la identificacion de bacterias patogenas

Dentro de los distintos tipos bacterianos existen particularidades que dan lugar a
respuestas diferentes en los patrones de comportamiento metabélico, fisiolégico y
morfol6gico de los miembros de cada grupo. Tales diferencias nos permiten agrupar a los

microorganismos en familias, géneros y especies.

Para realizar el diagndstico de bacterias patégenas es importante la observacion de la
sintomatologia en campo y la informacién general del cultivo, ya que es una clave para
reconocer de manera preliminar el agente etioldgico de la enfermedad. Posteriormente se
realizan pruebas bioquimicas que ayudan a diferenciar de un género predominante a otro

(Schaad y col., 2001).

3.9.1 Pruebas morfolégicas
Son todas aquellas caracteristicas estudiadas a través de la observacion visual bajo lupas
estereoscopicas y microscopio Optico de colonias formadas sobre medios nutritivos de

rutina, enriquecidos o diferenciales (Sanchez, 2011).

Rivera (2014), describe que, para la lectura, interpretacion e identificacion de los cultivos
de crecimiento bacteriano en medios sélidos, primero se debe seguir un estudio

cualitativo que comprenda los siguientes parametros:

* Tamafio: puntiforme, pequefio, mediano, grande, extendidas en velo, invadiendo
toda la superficie del medio.
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= Forma: circular, alargada, irregular, filamentosa, rizoide, fusiforme.
= Bordes: enteros, dentados, lobulados, rizoides.

= Superficie: lisa, rugosa.

= Levantamiento: plana, convexa, acuminada, umbilical.

= Consistencia: mucoide, friable, seca, viscosa

= Transparencia: transparente, traslucida, opaca

= Color: blanco, amarillo, gris, verde, rojo, etc.

La identificacién morfoldgica de las bacterias se logra examinando un frotis bacteriano en
una ldmina sometida a un proceso de tincion diferencial. Estos criterios morfolégicos
encabezan las primeras etapas del proceso de identificacion bacteriana. Entre los tipos de
tinciones més utilizados, se encuentra la tincién Gram, las bacterias, tefiidas se clasifican

como Gram positivas o Gram negativas.

La diferencia esencial entre esos dos tipos de células estd en su resistencia a la
decoloracion; la cual se debe probablemente al hecho de que en el caso de bacterias Gram
negativas, la mezcla de alcohol/acetona es un solvente lipidico y disuelve la membrana
exterior de la pared de la célula (y también puede dafiar la membrana citoplasmica a la
que se une peptidoglicano). La delgada capa de peptidoglicano es incapaz de retener el
complejo cristal violeta-yodo y la célula se decolora. Las células Gram positivas, a causa
de sus paredes celulares mas espesas (tienen mas peptidoglicano y menos lipido), no son
permeables al disolvente, provocando que el complejo cristal violeta-yodo quede atrapado
dentro de la pared celular. Después de la decoloracion, las células Gram positivas son
todavia azules, pero las Gram negativas son incoloras. Para poner de manifiesto las

células Gram negativas se utiliza una coloracién de contraste, habitualmente es un
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colorante de color rojo, como la safranina o la fucsina basica. Después de la coloracién de
contraste las células Gram negativas son rojas, mientras que las Gram positivas

permanecen violetas (Notario, 2009).

Las pruebas bioquimicas permiten determinar las caracteristicas metabolicas de las
bacterias. Algunas de estas pruebas evaltan la presencia de una enzima preformada y su
lectura varia entre segundos y pocas horas. Otras pruebas requieren para su lectura el
crecimiento del microorganismo con una incubacion previa de 18 a 48 horas; este tipo de
pruebas detectan componentes metabélicos o determinan la sensibilidad de un
microorganismo a una sustancia dada tras su cultivo en medios de identificacion que
contienen el sustrato a metabolizar. Los productos terminales de la accion enzimética son
detectados a través de indicadores de pH o por la aparicion de pigmentos que hacen virar

el color del medio.

Hay distintos tipos de medios de cultivo y en cada uno de estos una serie de componentes

basicos como sustrato, indicadores de pH, nutrientes e inhibidores.

3.9.2 Principales pruebas bioquimicas para la identificaciéon bacteriana
Las principales pruebas bioquimicas que se emplean para la identificacion de bacterias se

resumen en el cuadro 5.
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Cuadro 5. Pruebas bioquimicas para la identificacion de bacterias (MacFaddin,

2003).
Prueba Fundamento
KOH Identificacion de bacterias gramnegativas.
Catalasa Comprobar la presencia de la enzima catalasa.

Crecimiento a

Crecimiento en placas con agar nutritivo a 41°C. El agar nutritivo es un

37°C medio rico que contiene todos los requerimientos nutricionales para el
crecimiento de cualquier bacteria

Citrato Determinar si un organismo es capaz de utilizar citrato como unica
fuente de carbono para el metabolismo, provocando alcalinidad.

Motilidad Determinar si un organismo es mévil o inmévil.
Las bacterias tienen motilidad por medio de sus flagelos, que se
encuentran principalmente entre los bacilos; sin embargo, algunas
formas de cocos son méviles

Oxidasa Determinar la presencia de las enzimas oxidasa.

MacConkey Fermentacion de la lactosa.

Indol Determinar la capacidad de un microorganismo para separar indol a

partir de triptofano.

36




3.9.3 Medios de cultivo

Para permitir el crecimiento de microorganismos en el laboratorio, es necesario aportarles
un medio con nutrientes y condiciones fisicoquimicas adecuadas para su desarrollo. El
medio de cultivo es aquel que contiene agua y una serie de nutrientes, necesarios para su
metabolismo. Normalmente se utilizan placas de Petri con agar mas nutrientes especificos
(segun el microorganismo que se desea aislar), aunque también existen medios de cultivo

en tubo.

En la figura aparece un medio de cultivo sélido en placa de Petri y, en el fondo, medios
de cultivo en tubo. Sobre la placa de agar se puede apreciar crecimiento microbiano
(areas de color rosa intenso). En la placa, las zonas de crecimiento aisladas son masas de

células que han crecido a partir de una célula original y se denominan colonias.

No todos los microorganismos son cultivables en el laboratorio, pero si una enorme

cantidad de ellos.

Podria hablarse de cultivos bacteriologicos porque en la mayoria de los casos lo que se
cultiva en el laboratorio son bacterias, pero también lo pueden hacer otro tipo de
microorganismos, como es el caso de los hongos. Debido a esto, es mejor hablar de
cultivo de microorganismos. La gran diversidad metabdlica que tiene este conjunto de

organismos explica la amplia gama de medios de cultivo que existen en el mercado.

3.9.4 Componentes del medio de cultivo

De una forma muy general, se puede decir que los medios de cultivo se componen de:
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» Una fuente de carbono. Normalmente son aziicares sencillos como, por ejemplo,
glucosa, lactosa, etc., pero existen también algunos organismos que usan CO: (en
este caso serian aut6trofos, al igual que las plantas).

» Una fuente de nitrégeno. Se suelen usar proteinas parcialmente hidrolizadas,
peptonas.

» Otros componentes, como Na+, K+, vitaminas, etc.

» Amortiguadores de pH (soluciones tampon o buffer). Son sustancias que ayudan a
mantener el pH del medio de cultivo dentro de un rango adecuado para el
crecimiento de los microorganismos. Por ejemplo, suelen usarse como tampones

los fosfatos disodicos (Na2HPO4) 0 monosédicos (NaH2POs).

Existen preparados comerciales (infusiones o extractos) obtenidos a partir de tejidos
animales como cerebro, corazén o higado. Y a veces se usan también fluidos corporales
como la sangre animal. Todos estos productos contienen los componentes basicos

necesarios para el crecimiento de microorganismos.

Es importante tener en cuenta que hay ciertos tipos de microorganismos con

requerimientos especiales para su desarrollo, que se afiadiran al medio en caso necesario.

Un componente importante que permite elaborar medios de cultivo sélidos es el agar, un
polisacérido procedente de algas marinas que tiene la particularidad de fundirse en torno a
100 °C y gelificar alrededor de 40 ° C. Si se tiene en cuenta que los microorganismos
cultivados en clinica crecen en torno a 37 ° C, es necesario que el agente gelificante se

mantenga solido a esa temperatura. Otra ventaja que ha hecho del agar el gelificante mas
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adecuado en el cultivo de microorganismos es el escaso niimero de organismos que tienen

capacidad para degradarlo.
3.9.5 Tipos de medios de cultivo
Segtin la proporcién de agar, existen tres tipos:

> Liquidos (caldos). No contiene ningin agente gelificante, por lo que los
microorganismos crecen por todo el medio. El crecimiento en este tipo de medios
es mas rapido puesto que la movilidad permite acceder de una forma mas ficil a
los nutrientes.

» Sélidos. Tienen una proporcién de agar de, aproximadamente, el un porciento. El
crecimiento se desarrolla en la superficie del medio. Estos medios pueden
depositarse en placas de Petri o en tubos de ensayo.

» Semis6lidos. Son aquellos que contienen una proporcion de agar inferior al 0,5%.

Se utilizan para pruebas bioquimicas y de movilidad.
En microbiologia diagndstica existen cuatro tipos, segun su utilidad:

> Nutritivos. Permiten el crecimiento de la mayoria de los microorganismos, por ser
muy generales. Como ejemplo de este tipo de medios estén el agua de peptona y el
caldo de tripticasa-soja.

» De enriquecimiento. Contienen componentes adicionales (ademas de los basicos)
para permitir el desarrollo de microorganismos exigentes, que no crecerian en un
medio general.

> Selectivos. Presentan algn componente que impide el desarrollo de
microorganismos no deseados. Esto hace que el microorganismo que se desea
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cultivar lo haga con mayor facilidad. Por ejemplo, el agar MacConkey contiene
cristal violeta, que inhibe el crecimiento de bacterias grampositivas y hongos,
facilitando el desarrollo de bacterias gramnegativas.

> Diferenciales. Contienen sustancias que ponen de manifiesto alguna caracteristica
de la especie o grupo de microorganismos. Por ejemplo, el agar MacConkey
contiene lactosa y rojo neutro (como indicador); las bacterias fermentadoras de
lactosa (lactosapositivas) aparecen de color rosa intenso, mientras que las no

fermentadoras de lactosa son incoloras.

Por lo tanto, el agar MacConkey es un medio selectivo y diferencial a la vez. El formato

— en el que se presentan los medios de cultivo puede ser:

» Sélido en placas. Son medios con agar envasados en placas de Petri.
» Solido en tubo. En este caso suele ser agar inclinado (se deja enfriar en esta
posicién para que la superficie del medio sea mayor).
- » Liquido en tubo como, por ejemplo, agua de peptona.

» Semisélido en tubo como, por ejemplo, caldo de tioglicolato.

3.9.6 Preparaciéon de medios de cultivo

Los medios de cultivo pueden adquirirse comercialmente listos para su uso o se pueden
preparar en el laboratorio a partir de material deshidratado (el cual contiene los

> componentes necesarios para elaborar cada uno de los tipos de medios existentes).

Para su elaboracion hay que seguir las instrucciones dadas por el fabricante, que se

especifican en el prospecto del envase. Normalmente consiste en disolver el medio
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deshidratado en agua destilada, proceso que se conoce como reconstitucion. La cantidad

de agua serd la que indica el fabricante.

En el caso de medios que contienen agar como agente gelificante, hay que disolver
agitando y calentando a la vez, debido a que el agar funde en torno a 100 °C. Para ello se

puede utilizar un termoagitador magnético (que evita una ebullicion prolongada).

Una vez reconstituido el medio de cultivo, hay que esterilizarlo para asegurarse de que no
crecera ninglin microorganismo contaminante, ya que el objetivo del cultivo es
determinar el crecimiento de los microorganismos presentes en muestras clinicas para su

posterior identificacion.

La esterilizacién se realiza en un autoclave a 121 °C durante 15-20 min. Los medios de
cultivo en tubo se fraccionan antes de esterilizar y se introducen en el autoclave tapados

con algodén graso y papel de aluminio.

Sin embargo, los medios sélidos en placa se suelen esterilizar en recipientes grandes
(botellas o matraces) con tapon de plastico o algodén graso. Posteriormente se
recomienda esperar a que la temperatura baje a unos 45-50 °C para fraccionarlo en placas,
siempre cerca del mechero para evitar contaminacion ambiental. El fraccionamiento
consiste en depositar una pequefia cantidad en la placa, hasta que alcance unos 4 mm de

altura. Dejar enfriar a temperatura ambiente hasta que solidifique por completo.

Una vez sélido, se invierte (de tal forma que la superficie de apoyo sea la tapa de la placa)
y se almacena refrigerado a 4 °C. Los medios de cultivo que incluyen en su composicion
sustancias termolébiles, es decir, que se alterarian tras someterse a un tratamiento con
calor, necesitan un procedimiento alternativo para su esterilizacion. Generalmente se
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realiza filtracion con membranas de un didmetro de poro de cero coma dos a cero coma
cuarenta y cinco pm. Los virus no se eliminan, pero si las bacterias y hongos que
pudieran contaminar el medio. Serian ejemplos de sustancias termolabiles el suero y

determinados antibioticos.

Figura 8. Modelo de autoclave. (Flores, K. 2022).

3.9.7 Cultivo Puro

Los cultivos puros son aquellos que contienen un solo tipo de microorganismo. El modo
de obtener estos cultivos consiste en obtener colonias aisladas, que provienen de una sola

célula (son clones).

El problema de separar una especie microbiana de las otras, de tal manera que pueda
crecer en cultivo puro, fue solucionado en el laboratorio del famoso microbi6logo aleman
Roberto Koch (1843-1910). Koch, tal como lo hicieron otros bidlogos, descubrié que

deberia emplearse un medio s6lido en lugar del liquido si se deseaban obtener cultivos
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microbianos puros. Como ocurre frecuentemente en la ciencia, los descubrimientos de

Koch y su grupo estaban basados en las observaciones de algtin otro investigador.

En 1872, Johann Samuel Schroeter not6 que las bacterias crecian sobre la superficie de
materiales diversos, incluyendo la superficie de una papa cortada. Aqui las bacterias
daban lugar a la formaciéon de una masa relativamente grande a la que después se le
denominé colonia. Cuando estas colonias individuales fueron examinadas al microscopio,
se encontr6 que cada una de ellas estaba formada por cantidades enormes de bacterias;
pero el asunto mas importante era que todos los organismos de una misma colonia

pertenecian a la misma especie.

Aparentemente, las células individuales habian caido del aire, tocando la superficie de la
papa en un cierto lugar, multiplicindose ahi hasta producir millones de individuos, con lo
que las colonias se hacian visibles a simple vista. Todas las bacterias de una sola colonia
habrian derivado de una sola célula, y, por lo tanto, cada colonia constituia un cultivo

puro.

3.9.7.1 Caracteristicas de los cultivos puros
» Las colonias deben ser iguales en forma, tamafio y color.
» Que no existan formas inhibidas.

Al microscopio deben tener un aspecto comtin.

Tiene que tener iguales propiedades tintoriales

Deben ser bioquimica y fisiologicamente iguales.

v V V VY

Una regla importante es no agarrar de la primera colonia.
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3.9.8 Agar EMB (con Eosina y Azul de Metileno).

El medio de cultivo combina las férmulas de Holt-Harris y Teague con la de Levine, para
obtener un mejor rendimiento en el aislamiento selectivo de Enterobacterias y otras

especies de bacilos Gram negativos.

Es nutritivo por la presencia de peptona que favorece el desarrollo microbiano. La
diferenciacion entre organismos capaces de utilizar la lactosa y/o sacarosa, y aquellos que
son incapaces de hacerlo, esta dada por los indicadores eosina y azul de metileno; éstos
ejercen un efecto inhibitorio sobre una amplia variedad de bacterias Gram positivas. El
agar es el agente solidificante. Muchas cepas de Escherichia coli y Citrobacter spp.
Presentan un caracteristico brillo metalico. Las cepas que utilizan la lactosa poseen centro

oscuro con periferia azulada o rosada, mientras que las que no lo hacen son incoloras.

También, pueden crecer especies de Candida y se observan como colonias rosadas y
puntiformes; la siembra en profundidad permite el desarrollo de clamidosporas en C.
albicans. Enterococcus spp. crece en este medio como colonias puntiformes y
transparentes, mientras que Acinetobacter spp., y otras bacterias oxidativas se observan
como colonias de color azul lavanda; esto puede ocurrir, aunque las cepas no sean
capaces de acidificar a partir de lactosa al 0.5 % y ello se debe a la incorporacion de azul
de metileno a sus membranas. En este medio se obtiene, ademas un buen desarrollo de

especies de Salmonella 'y Shigella (Levine, 1985).
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Figura 9. Preparacion de Agar EMB. (Flores, K. 2022).

3.9.9 Agar Sangre

El agar sangre es un medio de cultivo sélido enriquecido, diferencial pero no selectivo. Es
utilizado para la recuperacion y crecimiento de una gran variedad de microorganismos
provenientes de muestras clinicas o para subcultivos. Base de Agar Sangre se utiliza para
el aislamiento, cultivo y deteccién de las reacciones hemoliticas de microorganismos

fastidiosos. Es adecuado para el aislamiento y cultivo de una amplia variedad de
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microorganismos con dificiles caracteristicas de crecimiento. Al afiadir la sangre, se

puede emplear para determinar reacciones hemoliticas.

La infusién de corazén y la peptona de carne son fuentes ricas de nitrégeno, vitaminas,
minerales y aminodcidos esenciales para el crecimiento. El cloruro de sodio proporciona
electrolitos esenciales para el transporte y el balance osmético. El agar bacteriologico es
el agente solidificante. La adicion de sangre proporciona factores de crecimiento extra
para microorganismo fastidiosos y es la base para determinar las reacciones hemoliticas.
Los patrones hemoliticos pueden variar con el tipo de sangre o la base de medio utilizado.
Por ejemplo, la sangre desfibrinada de oveja da mejores resultados para estreptococos del

grupo A.

Figura 10. Preparacion de agar sangre (Flores, K. 2022).
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3.9.10 Agar MacConkey

Este medio se utiliza para el aislamiento de bacilos Gram negativos de facil desarrollo,
aerobios y anaerobios facultativos a partir de muestras clinicas, aguas y alimentos.
Todas las especies de la familia Enterobacteriaceae desarrollan en el mismo. Su
férmula cumple con los requerimientos de la Armonizacion de Farmacopeas Europea,

Japonesa y de los Estados Unidos de Norteamérica (EP, JP y USP respectivamente).

En el medio de cultivo, las peptonas, aportan los nutrientes necesarios para el desarrollo
bacteriano, la lactosa es el hidrato de carbono fermentable, y la mezcla de sales biliares
y el cristal violeta son los agentes selectivos que inhiben el desarrollo de gran parte de la

flora Gram positiva. El agar es el agente solidificante.

Por fermentacién de la lactosa, disminuye el pH alrededor de la colonia. Esto produce
un viraje del color del indicador de pH (rojo neutro), la absorcion en las colonias, y la
precipitacién de las sales biliares. Los microorganismos no fermentadores de lactosa

producen colonias incoloras (MacFaddin, 1985).
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Figura 11. Preparacion de agar MacConkey. (Flores, K. 2022).

IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Colecta de material vegetal con sintomatologia de marchitez bacteriana.

Para el presente trabajo se procedi6 a la colecta de tubérculos, tallos y hojas de la papa
con sintomatologia de pudricion blanda, posteriormente se almaceno utilizando bolsas
ziploc, y se traslado al laboratorio de Microbiologia a una temperatura de 28 °C-30 °C.
Luego, se lavé con abundante agua corriente durante unos cinco minutos para eliminar el

resto del suelo presente en ellos y se secd con papel absorbente. A los tubérculos se les
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elimino la capa més externa de piel y se colocd en hipoclorito de sodio (NaClO) a un

porciento por cinco minutos y se lavo con agua destilada estéril.

Los tallos se cortaron longitudinalmente y se desinfecto superficialmente con alcohol al

70 % por cinco minutos, posteriormente se flameo en un mechero.

Finalmente se tomé una coleccién de material vegetal con sintomatologia de marchitez
bacteriana, estds son muestras de hojas de papa con sintomas de pudricién blanda en el

distrito de Volcén y Boquete.

4.2 Obtencion de aislamiento bacteriano
Se obtuvieron 12 muestras con sintomatologia de pudricion blanda, procedentes de
Volcan. Estas fueron colocadas en un tubo de ensayo con cultivo puro, a 37 ° C en la

incubadora por 24 horas, para esperar el crecimiento de las bacterias.

4.3 Métodos
Para la identificacion preliminar de las especies bacterianas causantes de la pudricion en
tubérculos de papa, se aplicé un esquema de pruebas bioquimicas y de tinciéon descrita

para bacterias patégenas de plantas, de acuerdo con las recomendaciones de Schaad y

colaboradores (2001).
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Figura 12. Cultivo puro de las 12 muestras. De derecha a izquierda: 1. Muestra de
papa, 2. Muestra de papa, 3. Muestra de papa, 4. Muestra de papa, 5. Muestra de papa,
6. Muestra de papa, 7. Muestra de papa, 8. Muestra de hoja, 9. Muestra de hoja , 10.
Muestra de papa, 11. Muestra de hoja, 12. Muestra de raiz. . (Flores, K.2022).

Las colonias se visualizaron bajo el microscopio y se les realizo una tincion de Gram,

para observar con mas detalle la integridad de las mismas.

4.3.1 Tincion Gram

La tincion Gram consiste en esparcir una muestra de cultivo bacteriano procedente de
agar nutritivo LB de 24 a 48 horas de crecimiento, sobre un portaobjetos limpio y estéril,
siendo cubierto con una solucion de cristal violeta durante un minuto; posteriormente se
lavo el portaobjetos con agua destilada, se secd y se cubrié con solucién lugol, por un
minuto. Una vez transcurrido este tiempo, se lavo con abundante agua y se adiciond
solucion decolorante alcohol — acetona por un minuto, a continuacion, se lavo el
decolorante, y se aplic una soluciéon de safranina y se dejé por un minuto, después de
este tiempo se lavé con abundante agua y se observé en un microscopio éptico, donde las
células Gram positivas quedaron tefiidas de violeta azul oscuro y las Gram negativas de

color rojo. El procedimiento para realizar la tincion Gram, se detalla en el anexo uno.
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4.3.2 Actividad de la enzima catalasa

En un portaobjetos limpio y estéril se colocd una gota de solucién de perdxido de
hidrogeno al 5 %, posteriormente con un palillo de madera estéril, previamente
impregnado con una muestra de crecimiento bacteriano de resiembra de 24 horas, se

mezcl6 con la solucion sobre el portaobjetos. La prueba se considerd positiva, si al cabo

de 20 segundos, se forman burbujas de gas.

Figura 13. Prueba de Catalasa. En los portaobjetos se observan burbujas en grandes y

pequeiias cantidades, esto demuestra que son catalasa positiva. (Flores, K.2022).

4.3.3 Produccion de Indol

Se prepar6 el medio semisélido produccién de indol, el cual fue vaciado en tubos de
vidrio, estos se esterilizaron a 121 °C por 15 minutos en el autoclave. Posteriormente se
inocularon cepas bacterianas provenientes de agar nutritivo LB de 24 horas de
crecimiento, por puncién en los tubos de ensayo que contienen el medio y los tubos se
incubaron a 28 °C durante 48 horas. Después de transcurrido este tiempo se le adiciond
0,3 mL de reactivo de Kovac. La prueba se consider6 positiva si se forma un anillo rojo

en la superficie del medio liquido.
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. 4.3.4 Prueba de Citrato
Se prepar6 el medio y se sirvieron tres mL por tubo, los cuales se esterilizaron y se
dejaron solidificar en forma de cufia. A partir de un cultivo puro de 24 horas, se sembro
en el medio usando un asa bacterioldgica. Se incubaron durante 24 — 48 horas. La prueba
se considera positiva si se observa crecimiento y color azul en el pico (alcalinidad). El
resultado se considera negativo si el medio permanece de color verde debido a que no

existe desarrollo bacteriano y no hay cambio de color.

Figura 14. Prueba de citrato. Las bacterias capaces de usar el citrato provocaran el

cambio de color del medio de verde a azul intenso, por viraje del indicador de pH,

azul de bromotimol, a la vez que se observa crecimiento en la superficie. En la prueba

» 1,2y 8 no se observé crecimiento. En las demas pruebas 3,4,5,6,7,9,10,11 y 12 se
obtuvo un resultado positivo (Flores, K.2022).

Esta prueba fue empleada para determinar si un organismo es capaz de utilizar citrato

como Unica fuente de carbono y compuestos amoniacales como tnica fuente de nitrégeno
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en su metabolismo, provocando asi una alcalinizacion del medio. Con esta prueba se
prueba se pueden descartar los géneros como: Escherichia, Shigella, Salmonella typhi y

Salmonella paratyphi son incapaces de crecer con esos nutrientes.

4.3.5 Prueba de Rojo de Metilo (RM).

Se prepar6 el medio y se sirvieron 3 mL por tubo, a partir de un cultivo puro, se sembré
en el medio liquido por siembra, se incubo durante 24 horas. Se agregd unas gotas del
reactivo RM. La prueba se considera positiva, si produce un color rojo en la superficie del

medio liquido. Y negativo si presenta el color amarillo o naranja.

4.3.6 Prueba de Voges Proskauer (VP)

Se prepar6 el medio y se sirvieron 3 mL por tubo, a partir de un cultivo puro, se sembré
en el medio liquido, se incubo durante 24 horas. Luego, se agregé reactivo UP1 y up2.
La prueba se considera positiva, color rojo o rosado en la superficie del medio. Y
reaccion negativa, color amarillo en la superficie del medio (el mismo color del reactivo)

puede formarse un color cobrizo, pero aun asi la reaccion es negativa.

4.3.7 Prueba de SIM

Se prepar6 el medio semisolido y se sirvieron 3 mL por tubo. Posteriormente, a partir de
un cultivo puro, se inoculo el cultivo puro a una profundidad de % del tubo. Luego, se
procedié a incubar a 37 °C durante 18-24 horas para leer los resultados. El
oscurecimiento indica la produccion de HaS. La motilidad esta indicada por una turbidez
difusa lejos de la linea de inoculacion. El crecimiento solo a lo largo de la linea de
inoculacién indica no motilidad. La presencia de indol se prueba mediante la adicién de

reactivo de Kovac (Cat. 5205) que da una coloracion rojo parpura al reactivo
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4.3.8 Prueba de Lisina
A partir de un cultivo puro del microorganismo se inoculo mediante el uso de aguja, se
pico en el fondo y se extendid sobre la superficie del mismo. Luego se incubo a 37 °C

durante 24 horas.

Interpretacion de los resultados:

» Decarboxilacion de la lisina: Resultado Positivo: superficie alcalina / profundidad
alcalina (pico violeta / fondo violeta). Resultado negativo: superficie alcalina
/profundidad 4cida (pico violeta / fondo amarillo).

» Desaminacion de la lisina: Resultado positivo: superficie rojiza / profundidad
acida. Esto sucede con cepas del género Proteus, Providencia y algunas de
Morganella spp.

» Produccion de SH»: Resultado positivo: ennegrecimiento del medio de cultivo
(especialmente en el limite entre la superficie y profundidad). Resultado negativo:

el medio de cultivo permanece sin cambio de color.

4.3.9 TSI
A partir de un cultivo puro del microorganismo en estudio, con aguja de inoculacién, se
inoculo el medio de cultivo, picando el fondo y extendiendo sobre la superficie del

mismo. Luego se incubo a 37 °C durante 24 horas.

Interpretacion de los resultados:

» Superficie alcalina/profundidad 4cida (pico rojo/fondo  amarillo): el

microorganismo solamente fermenta la glucosa.
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Superficie  4cida/Profundidad 4cida (pico amarillo/fondo  amarillo): el
microorganismo fermenta glucosa, lactosa y/o sacarosa.

Superficie alcalina/Profundidad alcalina (pico rojo/fondo rojo): el microorganismo
es no fermentador de azlcares.

La presencia de burbujas o la ruptura del medio de cultivo indican que el
microorganismo produce gas.

El ennegrecimiento del medio indica que el microorganismo produce 4cido

sulfhidrico.
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Figura 15. Prueba de TSI. A) Pico alcalino/fondo alcalino (pico rojo/fondo rojo): el
microorganismo es no fermentador de azucares. B) Anaranjado/anaranjado (control,
sin inocular). C) Pico alcalino /fondo dacido (pico rojo/fondo amarillo): el
microorganismo solamente fermenta la glucosa. D) Pico écido/fondo acido (pico
amarillo/fondo amarillo): el microorganismo fermenta glucosa, lactosa y/o sacarosa.
E) El ennegrecimiento del medio indica que el microorganismo produce acido
sulfhidrico (H2S). D) La presencia de burbujas, o ruptura del medio de cultivo, indica
que el microorganismo produce gas. Los resultados se muestran en el cuadro 8.

(Flores, K.2022).

4.3.10 Prueba de Urea
La urea es hidrolizada por la enzima ureasa, formando di6éxido de carbono y amoniaco.
Este ultimo proporciona reaccion alcalina al medio, que puede comprobarse por el viraje

del amarillo al rojo purpura del indicador de pH rojo fenol contenido en el medio.
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4.4 Agar Sangre

Se suspendi6 40 g del polvo en un litro de agua purificada. Se dejé reposar cinco minutos,

luego procedi a revolver perfectamente hasta obtener una suspensién homogénea. Calenté
= con agitacion frecuente y hervi un minuto para disolucién total. Esterilizar a 121 °C

durante 20 minutos.

Posteriormente se agregd sangre estéril 5-10 % al medio esterilizado, fundido y enfriado a

45-50 °C. Se Homogenizo y distribuyo en placas de Petri estériles.

4

| T
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Figura 16. Vertido del agar sangre. (Flores, K.2022)

4.5 Agar Eosina y Azul de Metileno (EMB).
Para este medio de cultivo, se rehidrato 36 g del medio en un litro de agua destilada.
Luego, después de 10 -15 minutos. Se calenté agitando frecuentemente hasta el punto de

ebullicion durante 1 minuto para disolverlo por completo. Se esterilizo en autoclave a 121

57



°C durante 15 minutos. Posteriormente se enfrié aproximadamente a 45 °C. Por altimo, se

distribuy6 en cajas de Petri estériles y se conservo a temperatura ambiente.

Figura 17. Preparacion de agar EMB. El agar se vierte en los platos Petric, se deja

reposar por 15 minutos, y se cultivan las muestras. (Flores, K.2022).

4.6 Agar MacConkey

Se disolvié 50 g de medio en un litro de agua destilada, se dejo reposar de 10 a 15
minutos. Luego, se procedi6 a calentar lentamente hasta ebullicion, agitando para su
completa disolucién. Posteriormente se llevé al autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Se Vierten en cajas de Petri estériles. Por Gltimo, se conservaron en refrigeracion.
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Figura 18. Vertido del agar MacConkey. (Flores, K.2022).

4.7 MicroScan

Es un sistema total para el laboratorio de Microbiologia el cual permite realizar las
pruebas para identificacion y susceptibilidad de microorganismos de interés clinico de
una manera rapida, sencilla, confiable y estandarizada para integrarla a su rutina diaria de

trabajo.

Se realizaron pruebas de MicroScan para la identificacion de bacterias. Utilizaron cuatro
pruebas de MicroScan para la identificacion de cuatro bacterias. En el dilutor inocule la

bacteria, agite y posteriormente, suspendi la bacteria

Preparacion del inoculo: se toma una colonia aislada, se destapa el dilutor del inoculo, y
se introduce el inoculador dentro del dilutor. Posteriormente, se mezcla suavemente por
inversion cinco veces y deje reposar por un minuto. Luego se sirve en el panel. Se agrega

dos gotas de aceite mineral estéril a la prueba de Urea, Glucosa, Lisina y Arginina.
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Luego, se incuba a 37 °C por 24 horas. Se agrega los reactivos de Kovacs VP, Nity TDA.

Por ultimo, se leen los resultados.

Figura 19. Prueba de MicroScan para la identificacion bioquimica de las bacterias.
(Flores, K.2022).

. V. RESULTADOS Y DISCUSION

En cuanto a los resultados obtenidos se puede mencionar que del total de las muestras
revisadas de Solanum tuberosum (Ocho tubérculos de papa, tres hojas y una raiz), se
aislaron 12 muestras, pero solo se logrd identificar nueve muestras, entre los cuales
destacaron bacterias del género Klebsiella y Enterobacter. Siendo representadas por la

especie Klebsiella pneumoniae , Enterobacter aerogenes y Enterobacter cloacoe.

En este estudio, la utilizacion de medios de cultivos como Agar sangre, agar MacConkey
y agar EMB, asi como las pruebas morfolégicas y bioquimicas permitieron diferenciar
aquellos géneros bacterianos que estdn asociados a esta enfermedad en la papa. Las
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bacterias patdgenas que se identificaron en los tubérculos de papa (Solanum tuberosum
L.) colectadas en tierras altas, son del género Klebsiella y Enterobacter. Las pudriciones
blandas y la pierna negra son ocasionadas por bacterias que pertenecen a la familia de
Enterobacteriaceae. Estas se clasifican entre los diez patégenos de mayor importancia en

la agricultura, limitan el rendimiento y la calidad de los tubérculos.

Danyluk et al. (2013), sefialaron que la microbiota dominante sobre hortalizas recién
cosechadas estd constituida por bacterias Enterobacter, Bacillus spp., Pantoea spp.,
Cyanobacterium, Erwinia spp., Pectobacterium y Pseudomonas, provenientes del
contacto con el suelo, agua y aire. En las areas dafiadas por necrosis o pudricion en
algunos de los tubérculos colectados en este trabajo, se identificaron bacterias, se observo
una delimitaciéon marcada que detuvo el avance de la pudricion, lo que puede sugerir que
las bacterias antagonistas identificadas Enterobacter aerogenes y Enterobacter cloacae
impidieron el crecimiento necrotrofico de algin agente patogénico que estuviera
colonizando el tubérculo. El-Ghaouth et al. (1998) mencionaron que estos organismos no
causan algun dafio al estar en contacto con el tejido vegetal. Cabe sefialar que se han
reportado a distintas especies de Enterobacter spp., como agentes de biocontrol debido a
que pueden suprimir enfermedades como la pudricion seca en tubérculos de papa,
ocasionada por Fusarium spp., al producir diferentes metabolitos antifingicos (Schisler,
1994); ademas, puede reducir la severidad de la enfermedad hasta un 25% (Chelkowski,

1989; Schisler et al., 1995; Schisler et al., 2000).

Se puede aislar con frecuencia de la superficie de las raices de varias plantas. K.
pneumoniae, K. oxytoca, K. planticolason capaces de fijar Ny y se clasifican como

fijadores de N.. Se informaron aislamientos de Klebsiella fijadora de N2 en hojas de
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arroz, rizosfera, suelo de pastizales, camote. Klebsiella pneumoniae, es un sistema
modelo en N> fijacion, pero otras cepas de esta misma especie son patdgenos temidos.
Las cepas de K. pneumoniae que promueven el crecimiento de las plantas son capaces de
colonizar la rizosfera y el interior de plantulas de leguminosas como la alfalfa (Medicago
sativa) y Medicago truncatula , pero colonizan Arabidopsis thaliana , trigo (Triticum

aestivum ) y arroz ( Oryza sativa ) en gran nimeros mas altos. (SH Gillespie, 1994).

Un factor importante para la movilidad de las bacterias es la presencia o ausencia de
flagelos. En ese sentido, las bacterias de los géneros Klebsiella pneumoniae no motil,

estd rodeada de fimbrias (Korhonen et al., 1986).

La capacidad de las bacterias para afectar el crecimiento de las plantas no sdlo depende
de su abundancia, sino de su capacidad para proliferar a través de la raiz (Loper et al.,
1985). En general, las bacterias inoculadas en la semilla colonizan s6lo el primer tercio

del sistema radical (Hatzinger y Alexander, 1994).

En la muestra seis, se identifico la bacteria Enterobacter cloacae, Es una bacteria Gram
negativa con forma de baston, anaerébica facultativa y porta flagelos peritricos . Es
oxidasa negativa y catalasa positiva. Se les puede encontrar en el suelo, agua y como
parte de la microbiota de animales, insectos y tracto gastrointestinal humano. Sin

embargo, juegan un papel importante como patdgenos en plantas e insectos.

En cuanto a Enterobacter aerogenmes son bacilos gramnegativos pertenecientes a la
familia Enterobacteriaceae, ampliamente distribuidos en la naturaleza. Al igual que la E.
cloacae se les puede encontrar en el suelo, agua y como parte de la microbiota de

animales, insectos y tracto gastrointestinal humano (Sanders, C.).
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En Panamd y paises vecinos (Trujillo, 1996) este género ha venido adquiriendo
importancia en los ultimos afios, sobre todo el grupo causante de pudriciones blandas.
Integrantes del género Enterobacter han sido sefialados en cultivos y plantas

ornamentales, entre ellos, la papa (Solanum tuberosum L.; Faria y col., 1993).

Segun el tipo de suelo, la enfermedad se ve favorecida por una amplia variedad, desde
arenosos a arcillosos pesados, en un amplio rango de pH. En el campo, la enfermedad se
localiza por focos, asociados a menudo con mal drenaje (Madigan, M, 2003). A su vez,
el monocultivo y los restos de plantas de papa y tubérculos infectados que no son
cosechados, junto a malas précticas culturales y sanitarias, traen como consecuencia un

aumento del in6culo en el suelo y un incremento en la incidencia de la enfermedad.

Klebsiella pneumoniae es un patégeno del suelo que infecta las raices de papas a través
de heridas y puntos de emergencia de raices laterales. La propagacién entre las plantas se
produce por contacto entre raices infectadas y raices sanas cercanas. La infeccion también

puede partir desde tubérculos infectados usados como semilla.

Aunque segun investigaciones se encontré que K. preumoniae residia en las capas
intercorticales del tallo y en la raiz del maiz, la nitrogenasa reductasa solo se encontr6 en
las raices cuando las bacterias recibieron una fuente de C exdgena, como lo demuestra la
inmunolocalizacion con un anticuerpo contra nitrogenasa reductasa purificada, pero no se
han encontrado en la papa (Solanum tuberosum L.). Teniendo en cuenta la diversidad de
géneros que pueden estar relacionados con la expresion de esta sintomatologia (Toth, I.

2003).
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Se destacan las bacterias de la familia Enterobacteriaceae dentro de las principales
causantes de la pudricion blanda en tubérculos de papa, asi como en la pudriciéon o
marchitez de los tallos en plantas de papa en crecimiento, enfermedad conocida como
pierna negra y la marchitez bacteriana en hojas (Garcia, 2000). Estas bacterias causan

problemas en la produccién de papa en todo el mundo.
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Cuadro 6. Resultado de las pruebas bioquimicas realizadas a las muestras de papa

(Solanum tuberosum,).

Muestra | TSI MO |IND |H: | CIT | VP | RM | UREA | LYS | OXI | CAT SIM
1 S
35,79, A/A - = 2 - Bie e, + & 3 % HsS -
HaS-
11 M-
COxt+
15
4,10,12. | A/A - - = + + - = o - g H,S-
H2S' M+
E@gk I
6 A/A + - = + + |- = z i 8 oS-
HoS- M+
COxE (i

En la muestra tres, cinco, siete, nueve y once, se identifico la bacteria Klebsiella
pneumoniae. En la muestra cuatro, diez y doce, se identificé la bacteria Enterobacter

aerogenes y en la muestra seis se identifico la bacteria Enterobacter cloacae

Las muestras uno, dos y ocho, en los medios de cultivos no se obtuvo crecimiento Estas

muestras fueron cultivadas nuevamente en otros agares y no obtuvo crecimiento.
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Figura 20. Bacterias patogenas encontradas en la papa (Solanum tuberosum). (Flores,

K.2022).

Bacterias patégenas encontradasen la
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Las areas de los campos de papa que reciben exceso de agua; por ejemplo, las zonas
ot bajas, las areas en hondonadas centrales, o incluso las areas que estdn expuestas a exceso
de lluvia, pueden crear condiciones anaerobicas en el suelo. De hecho, con toda
probabilidad la causa mas frecuente de la Pudricion blanda de las semillas y de la Pierna

negra son los suelos que se anegan en el momento incorrecto.

El control de estos patogenos por lo general se ha realizado utilizando plaguicidas y otros
quimicos, los cuales han tenido efectos negativos sobre el ambiente y la calidad de vida
de las poblaciones humanas (Serrano y Galindo, 2007). La aplicacion sistematica de

productos quimicos en la agricultura implica actualmente dificultades como el



resurgimiento de plagas, el desarrollo de resistencia genética de microorganismos, la

contaminacion del ambiente y dafios a la salud humana

El manejo cuidadoso de la ventilacion y la temperatura son los tnicos métodos efectivos
de control de la Pudricion blanda bajo condiciones de almacenamiento. Los altos
volumenes de aire secaran los tubérculos infectados y las temperaturas inferiores a 10 °C
son desfavorables para el desarrollo de la Pudriciéon blanda. En el campo, las unicas
técnicas de manejo efectivas incluyen el control adecuado de otros patdgenos, evitar el

exceso de riego y tomar las medidas necesarias para reducir el dafio mecéanico al minimo

Otro factor importante es el exceso de agua ya que permite que las bacterias se muevan
facilmente a través de los tejidos de la planta, ademas de llevar a una disminucioén en la
disponibilidad de oxigeno, lo que crea un ambiente anaerdbico dentro de la planta,
limitando sus defensas dependientes de oxigeno (Toth y col., 2003), esto se consigue con
las cdmaras humedas, que resultan idoneas para reproducir los sintomas causados por los

aislados.

Los autores también indican que los sintomas son destructivos a temperaturas iguales o
por encima de 28 °C y que las plantas pueden permanecer asintomaticas o con sintomas

leves a temperaturas inferiores a 20 °C.

Las bacterias patogenas en el momento de contacto con la planta ponen en marcha un
abanico de propiedades que contribuyen al éxito de la invasiéon final. Estos factores
influyen en la virulencia (capacidad de incrementar la severidad de la enfermedad de la
planta), que no se debe confundir con la patogenicidad (capacidad de producir la

enfermedad). Asi, los factores de virulencia son importantes para que las bacterias
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invadan y colonicen répidamente el tejido, alcanzando unos altos niveles de poblacion

antes de que la respuesta de la planta limite el crecimiento bacteriano.

En la literatura especializada, las temperaturas optimas reportadas para Enterobacterias
su desarrollo es de 28 a 35 °C y tanto la temperatura como la humedad son dos factores
criticos para el inicio y el desarrollo de la pudricion blanda (Pérombelon, 2002). Dada la
importancia de la temperatura demostrada también en ambos experimentos, podria
esperarse que, cuando esté por debajo de la temperatura ambiente (26°C), no predominara
la infeccion del patégeno en el cultivo, que es lo observado en campo por los agricultores,
teniendo en cuenta que Tierras Altas, es uno de los distritos de Panaméa que registra

temperaturas mas bajas.
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CONCLUSIONES

Se logr6 aislar cepas bacterianas, obteniéndose 12 muestras de aislados bacterianos de
papa con sintomatologia de pudricion blanda colectadas en Tierras Altas, provincia de
Chiriqui. Las pruebas bioquimicas en tubérculos de papa permitieron identificar 2

bacterias patogenas.

La identificacion de la bacteria Klebsiella pneumoniae en los cultivos de papa, nos pone
en alerta ya que es una bacteria patogena frecuente del tracto urinario, lo que conlleva a
alertar a los trabajadores para un mejor manejo de las tierras utilizadas para el cultivo, y

asi tener una mejor cosecha.

Se ha comprobado que los sistemas de identificacion para Enterobacterias por
MicroScan, son utiles para la identificacion, ya que varias cepas no pudieron ser

identificadas por pruebas manuales.

El manejo cuidadoso de la ventilacion, manipulaciéon y la temperatura son los Gnicos

métodos efectivos de control de la Pudricion blanda bajo condiciones de almacenamiento.

El estudio confirmo que existen diferentes géneros bacterianos asociados a los sintomas

de pudricién blanda en el area de Tierras Altas.
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VIIL.

RECOMENDACIONES

Eliminar la mayor parte de rastrojos del cultivo anterior y malezas, rotar los cultivos,
utilizar semillas sanas, evitar riegos pesados y anegamiento del campo, desinfectar las

herramientas con lejia al 3%, seleccionar tubérculos y un almacenamiento adecuado.

Llevar a cabo inspecciones periddicas a los cultivos y evitar el manejo de productos

hiimedos con tierra pegada para la revision de los mismos.

Aplicar fuentes de calcio que trasloquen eficientemente en los tejidos de la papa, para que
lleguen a los frutos y presenten una mayor resistencia a las bacterias patogenas que

provocan la Pudricion blanda.

Ampliar el estudio, colectar un mayor numero de muestras en estas localidades y hacer
uso de herramientas moleculares que permitan la identificacion especifica de las especies

bacterianas que producen la enfermedad en estas areas.

Hacer un llamado de atencion a productores y técnicos vinculados al cultivo en la region,
para extremar las medidas de manejo que permitan disminuir la incidencia de estas

bacterias en un producto alimenticio de amplia demanda en el pais.
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IX. ANEXOS

Anexo 1.

Figura 21. Tubérculos de papa con hipoclorito de sodio (NaClO) al 1 %. (Flores,

K.2022).

Anexo 2.

Cuadro 11. Soluciones para realizar la tincion de gram.

Compuesto Porcentaje Solucion
Cristal violeta 1% A
Lugol (yodo) 1%y 2% B
o Safranina 2% €
Alcohol 70% Decolorante




acetona 30% Decolorante

Se preparan frotis bacterianos colocando sobre un portaobjetos una muestra de bacterias

bien extendidas.

Procedimientos para realizar la Tincion de Gram:

Teifiir con la soluciéon A durante 1 minuto, después lavar con abundante agua destilada el

exceso de colorante.

Cubrir con la solucion B durante 1 minuto, después lavar el exceso con abundante agua

destilada.

Decolorar con la solucion decolorante (se puede emplear etanol 95%), hasta que la

preparacién deje de perder color.

Lavar con abundante agua para eliminar el resto del disolvente.

Tefiir con la soluciéon C durante 1 minuto, después lavar con agua destilada para eliminar

el resto de colorante.

Secar la preparacion

Agregar aceite de inmersion para visualizar al microscopio Optico con el objetivo de

100X

Recomendacion: Hacer paralelamente a la muestra problema, muestras patroén con una
bacteria Gram + y una Gram -, para hacer las comparaciones y el control del

procedimiento.
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Figura 22. Tincién de Gram (Flores, K.2022).

Anexo 3.

Figura 23. Finca donde se tomaron las muestras en Tierras Altas (Flores, K.2022).
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- El productor del cultivo reitero en varias oportunidades que los sintomas de marchitez

solo se observan en las partes mas bajas de la parcela.

Figura 24. Colecta de papas (Solanum tuberosum), en Tierras Altas (Flores, K.2022).
Anexo 4.

Pruebas bioquimicas
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Figura 25. Prueba de Lisina. Las muestras dieron un resultado positivo para la lisina,

excepto la 6, la cual dio un resultado negativo. (Flores, K.2022)

Figura 26. Prueba de SIM. Los resultados se muestran en el cuadro 9 (Flores, K.2022).

Figura 27. Prueba de Urea. En las muestras se obtuvo un resultado positivo (Flores,

. K.2022).

Anexo 5.

Preparacion de los medios empleados para la identificacion de los aislados

9 92



Cuadro 12. Componentes para la preparacion del Agar MacConkey.

Componente Cantidad (gramos/ litros)
Digerido pancredtico de gelatina | 17.0 gr
Sales biliares 1.5gr
Digerido péptico de tejido animal | 1.5 gr
Cloruro de sodio 5.0 gr
Digerido pancreatico de caseina 1.5 gr

o Cristal violeta 0.001 gr
Lactosa 10.0 gr
Agar bacteriolégico 13.5 gr

. Rojo neutro 0.03 gr
pH 7.1+/- 0.2
H2O estéril He

Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 15 libras de presion y 120°C. El caldo

nutritivo LB se prepara de la misma manera, pero sin afiadirle los 6 gr de Agar.



Anexo 6.

Cuadro 13. Componentes para la preparacion del Agar sangre.

Componentes Cantidad (Gramos/litros)
Peptona S o/l

Tripteina 12 g/L

Extracto de levadura 3¢/l

Extracto de sangre 3 g/L

Almidon soluble 1 g/L

Cloruro sédico 5¢g/L

Agar 15g/L

Una vez preparado el medio de cultivo, se enfria y se le afiade la sangre, se deja reposar y

se vierte en los platos Petric.
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Figura 28. Extraccion de sangre para la preparacion del agar sangre (Flores, K.2022).

Anexo 7.

Tincion de Gram

Figura 29. Resultados de la tincion de gram, muestra 3 gram negativa (Flores, K.2022).
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Figura 30. Resultados de la tincion de gram, muestra 4 gram negativa (Flores, K.2022).

Figura 31. Resultados de la tincion de gram, muestra 5 gram negativa (Flores, K.2022).
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Figura 32. Resultado de la tincién de gram, muestra 6 gram negativa (Flores, K.2022).

Figura 33. Resultados de la tincion de gram, muestra 7 gram positiva (Flores, K.2022).
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Figura 34. Resultados de la tincion de gram, muestra 9 gram negativa (Flores, K.2022).

Figura 35. Resultados de la tincion de gram. Muestra 10, gram negativa (Flores, K.2022).
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Figura 37. Resultados de la tincién de gram. Muestra 12, gram negativa (Flores, K.2022).
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Figura 38. Resultados de la prueba bioquimica RM-VP. Todas las pruebas dieron

positivo a VP, negativo a RM (Flores, K.2022).

Figura 39. Medio de cultivo Agar sangre, muestra 1: Klebsiella pneumoniae, muestra 2:

Enterobacter aerogenes y la muestra 3: Enterobacter cloacae (Flores, K.2022).
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Figura 40. Resultados de las pruebas de MicroScan (Flores, K.2022).

Figura 41. Resultados de la muestra 5. La bacteria que se identifico es Klebsiella

pneumoniae (Flores, K.2022).
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Figura 42. Resultados de la muestra 7. La bacteria que se identifico es Klebsiella

prneumoniae (Flores, K.2022).

Figura 43. Resultados de la muestra 10, la bacteria que se identifico es Enterobacter

aerogenes (Flores, K.2022).
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Figura 44. Resultados de la muestra 11. La bacteria que se identifico es Klebsiella

pneumoniae (Flores, K.2022).

Anexo 8.

Cuadro 14. Componentes para la preparacion de Agar EMB.

Componentes Cantidad (gramos/litros)
Digerido pancreético de gelatina 100 g

Lactosa 5.0g/L

Sacarosa 5.0g/L

Fosfato dipotasico 2.0 g/L

Agar 13.5¢g/L

Eosina Y 0.4 g/L

Azul de metileno 0.065 g/L

Formula por litro de agua destilada.
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Anexo 9.

Obtencién de cultivos puros por el método de rayado: uso de agares enriquecidos,

selectivos y diferenciales

Los microorganismos son observados con el microscopio, pero sus actividades solamente
se pueden estudiar a través de un cultivo puro. Un cultivo puro es un cultivo de un solo
tipo de microorganismos. Cuando se cultiva un microorganismo, se multiplica y aumenta
el nimero de células. Este proceso se llama crecimiento. Para obtener un cultivo puro, se
debe obtener el crecimiento de la bacteria en el laboratorio. El estudio en el laboratorio
requiere que proporcionemos al microorganismo los nutrientes apropiados y las
condiciones ambientales adecuadas para que se pueda desarrollar. También es
indispensable que se evite la entrada de otros microorganismos en el cultivo puro. Esos
microorganismos no deseados, llamados contaminantes, son ubicuos y las técnicas
microbioldgicas se orientan a evitar los contaminantes. Una vez que se ha aislado un
cultivo puro, se puede proceder a estudiar las caracteristicas culturales de las bacterias y

determinar sus capacidades.

Cuando hay que estudiar microorganismos que causan enfermedades (patogenos) se
deben tomar precauciones especiales para evitar la infeccion de las personas cercanas al
area de trabajo. El término técnica aséptica se refiere a la manipulacion de cualquier

cultivo microbiano de tal forma que no haya contaminacion.

Los microorganismos se cultivan en agua, a la que se han afiadido los nutrientes
apropiados. La solucién acuosa que contiene los nutrientes necesarios se denomina medio

de cultivo liquido o caldo. Los medios de cultivo contienen fuentes de energia para los
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microorganismos como glucosa, lactosa, xilosa, etc.; fuentes de carbono como el extracto
de carne, y de nitrégeno como la peptona y el extracto de levadura. Ademas, debe
contener vitaminas, aminoacidos, acidos grasos, etc. Al medio de cultivo se le puede
afladir agar, que es un agente solidificante compuesto de carbohidratos complejos
obtenidos de ciertas algas marinas. De esta forma se obtienen medios de cultivo sélidos o
agares. Para obtener cultivos puros se utilizan la técnica de siembra por estrias o rayado y
la técnica de vaciado; ambas técnicas involucran la disminucion de la concentracion de

los microorganismos, para seleccionar la especie de interés.

Tipos de medios de cultivo

Aungque la mayoria de las bacterias se desarrollan bien en caldo nutritivo o agar nutritivo,
otros no crecen bien, y otros més, simplemente, no crecen. Ademds, se necesitan muchos
medios de cultivo elaborados para propositos especiales que facilitan la identificacion,
aislamiento y cuantificacién de ciertos tipos de bacterias. Actualmente se cuenta con
numerosos medios de cultivo a los cuales, de acuerdo con su funcién o aplicacion, se les

puede clasificar de la manera siguiente:

Medios Enriquecidos:

La adicién de componentes como sangre, suero o extractos de tejidos de animales y
plantas al caldo nutritivo o agar, les proporciona sustancias nutritivas complementarias
para que el medio pueda soportar el crecimiento de bacterias exigentes. Ejemplos de

medios enriquecidos: Agar Sangre de Carnero y Agar Chocolate.

Medios Selectivos:
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La adicion al agar nutritivo de ciertas sustancias quimicas especificas no permitira el
desarrollo de ciertos grupos de bacterias, sin inhibir al mismo tiempo el crecimiento de
otros grupos. Por ejemplo, el cristal violeta en concentraciones especificas no permite el
crecimiento de bacterias Gram positivo sin afectar el crecimiento de bacterias Gram

negativo. Ejemplo de medios selectivos: Agar MacConkey, Agar Shigella-Salmonella.
Medios diferenciales:

La adicién de ciertos reactivos o sustancias quimicas, conlleva como resultado
determinado‘ tipo de crecimiento bacteriano o de cambios, lo cual permite diferenciar
distintos tipos de bacterias. Por ejemplo, si se siembra una mezcla de bacterias en un agar
sangre de carnero, algunas bacterias pueden hemolizar (destruir) los gldbulos rojos,
mientras que otras no lo hacen. Cuando aparece una zona clara alrededor de la colonia de
la bacteria es indicativo que ocurre la hemolisis. Asi es posible distinguir entre bacterias
hemoliticas y no hemoliticas. El medio agar sangre de carnero sirve simultdneamente

como medio de enriquecimiento y diferencial.
Procedimiento para la técnica de siembra por estrias o rayado:
Preparar la mesa de trabajo, desinfectando la superficie con alcohol.

Etiquetar o rotular el fondo de la caja de Petri de los diferentes agares con: nombre, fecha

y bacteria sembrada.

Rayar o estriar la caja, cerca del mechero, tomando una asada del cultivo mixto y

siguiendo cualquiera de los esquemas que se proporcionan en el diagrama adjunto.
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Incubar las cajas en posicion invertida a 37°C por 24-48 horas. En esta posicion la

humedad de la tapadera de la caja no cae en el medio de cultivo.

Siguiendo los pasos anteriores, cada estudiante debe sembrar o rayar los siguientes

agares: nutritivo, sangre de carnero, XLD y MacConkey.

107



X.

10.

GLOSARIO

Agalla: Hinchamiento o crecimiento excesivo que aparece en la planta por accion
de la infeccion de un patdgeno.

Agente causal: Todo aquel organismo capaz de causar dafio a las plantas y
productos vegetales.

Aislar: Separar un elemento o un cuerpo de una combinacion o del medio en que
se halla, generalmente para identificarlo o analizarlo.

Amarillamiento: Pérdida del color verde normal de las plantas.

Anaerobio: Dicho de un ser vivo: Que puede vivir sin oxigeno.

Anegamiento: Accion de regar en exceso.

Bacteria: Microorganismo unicelular sin ntcleo diferenciado, algunas de cuyas
especies descomponen la materia organica, mientras que otras producen
enfermedades.

Béaculovirus: Tipo de virus que atacan a los insectos.

Biomasa microbial: masa de origen vegetal.

Calidad del suelo: se entiende como la capacidad del suelo para funcionar, dentro
de un uso de la tierra y ecosistemas delimitados, para mantener una productividad
bioldgica, calidad ambiental y promover la salud de plantas, animales y seres
humanos. Esta comprende componentes fisicos, quimicos y bioldgicos del suelo y
sus interacciones (Doran & Parkin, 1994). En general, un suelo de buena calidad
provee bienes y beneficios a través de los servicios que proporcionan los
ecosistemas los ecosistemas y que el hombre puede recibir por su bienestar (Daily
et al., 1997). Estos servicios son muy dependientes de la presencia de fauna y de

los procesos biologicos (Lavelle et al., 2006). Un suelo saludable, es aquel que
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

suple satisfactoriamente los requerimientos de nutrimentos y condiciones fisico-
ambientales para que las plantas produzcan sanamente sin mucha ayuda de
agroquimicos. Mientras que un suelo enfermo o degradado es aquel cuya
capacidad de producir fue reducida drasticamente por malas practicas y requiere
de muchos insumos externos para producir lo esperado.

Cancro: Lesion necrotica y profunda que se produce en el tallo o ramas de la
planta.

Clima: es un factor externo relacionado a la contribucion de energia radiante
(temperatura) y a la energia en movimiento (agua, viento etc.). El clima es
considerado un promedio de los eventos del tiempo.

Clorosis: Amarillamiento de los tejidos normalmente verdes, debido a la
destruccion de la clorofila o a la dificultad para sintetizarla.

Contacto: Fungicida que protege solo la parte en la que es aplicada. No se
distribuye en la planta.

Costras: Pequeiias superficies endurecidas que se forman sobre los tubérculos por
accion de algunos hongos.

Cultivo: Método de obtencion de microorganismos, células o tejidos mediante
siembras controladas en medios adecuados.

Estolén: Tallo lateral que crece horizontalmente por debajo del suelo y forma los
tubérculos.

Extraccion: Procedimiento para el que se usa una aguja para extraer sangre de

una vena; habitualmente, para hacer pruebas de laboratorio.
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19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

3.

Feromonas: Sustancias quimicas producidas por un insecto con el fin de provocar
un comportamiento determinado en otro individuo de la misma especie que
generalmente es la atraccion sexual.

Fungicida: Compuesto quimico destinado a eliminar hongos.

Herbicida: Compuesto quimico destinado a eliminar malezas.

Hidrolisis: Desdoblamiento de una molécula por la accion del agua.

Hospedante alterno: Es una planta que puede ser infectada por un patégeno para
sobrevivir pero que no es necesariamente vital para completar su ciclo de vida,
Infeccion: Establecimiento de un patégeno dentro de una planta hospedante.
Infestacion: Contaminacién de una planta, suelo, herramientas, etc. Con bacterias,
hongos, insectos, etc.

Inocular: Introducir en un organismo una sustancia que contiene los gérmenes de
una enfermedad.

Insecticida: Compuesto quimico destinado a eliminar insectos.

Lactosa: Azicar que contiene la leche, formado por glucosa y galactosa.

Mancha foliar: Lesion limitada a las hojas.

Manejo de la plaga: Conjunto de actividades destinadas a disminuir o erradicar
una plaga.

Monocultivo: Sistema de cultivo en el que la tierra es usada para sembrar una
sola especie vegetal.

Mosaico: Sintoma que se caracteriza por zonas entremezcladas de coloracion
verde normal de las hojas con color amarillo o verde claro.

Moteado: Areas irregulares de color verde claro y oscuro.
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34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

Necrosis: Es la muerte de tejido corporal. Ocurre cuando muy poca sangre fluye
al tejido. Esto puede suceder por lesion, radiacion o sustancias quimicas. La
necrosis no se puede revertir.

Necrosis: Muerte de células o tejidos vegetales causados por un patégeno.
Nematicida: Compuesto quimico destinado a eliminar nematodos.

Organismos: el factor bi6tico externo lo constituyen la flora, la fauna y la especie
humana, los que constituyen una biofuncién en el suelo.

Pat6geno: Organismo capaz de causar enfermedad en las plantas.

Plaga: Toda especie, raza o biotipo vegetal o animal o agente patégeno dafiino
para las plantas o productos vegetales.

Plaguicida: Compuesto quimico destinado a eliminar o reducir una plaga.

Plantas repelentes: Plantas que producen sustancias quimicas que ahuyentan a
otros organismos.

Plantas: Ser vivo autétrofo y fotosintético, cuyas células poseen pared compuesta
principalmente de celulosa y carecen de capacidad locomotora.

Procedimiento: Método de ejecutar algunas cosas.

Pudricién: Reblandecimiento, decoloracién y con frecuencia desintegracion de
los tejidos de una planta como resultado de una infeccion producida por bacterias
u hongos.

Pustulas: Lesion a manera de vesiculas.

Raiz: Organo de las plantas que crece en direccion inversa a la del tallo, carece de
hojas e, introducido en tierra o en otros cuerpos, absorbe de estos o de aquella las
materias necesarias para el crecimiento y desarrollo del vegetal y le sirve de

sostén.
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47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

35.

56.

57.

58.

Resistencia: Capacidad de un organismo para superar, totalmente o hasta cierto
grado, el efecto de un patégeno u otro factor perjudicial.

Sacarosa: azucar.

Seleccion negativa: Eliminacion de plantas enfermas.

Seleccion positiva: Seleccion de las mejores plantas.

Signo: Patoégeno o sus partes o productos que se observan sobre una planta
hospedante.

Sintoma: Reacciones o alteraciones internas y externas que sufre una planta como
resultado de su enfermedad.

Sintomatologia: Conjunto de los sintomas de una enfermedad.

Sistémico: Que se difunde internamente por toda la planta.

Suelo: es un cuerpo tetradimencional que almacena energia (espacio,
profundidad, ancho y tiempo); tiene un limite superior (atmosfera), lateral con
otros cuerpos, inferior con la roca, el cual es desarrollado en el tiempo. Segiin Lal
et al., (1997), el suelo se localiza entre las interfaces atmosfera, hidrosfera, y
biosfera. Se basa en tres formas de energia: gravitacional, interna en la roca y la
energia solar.

Superficie: Limite o término de un cuerpo, que lo separa y distingue de lo que no
es €l.

Susceptibilidad: Incapacidad de una planta para resistir el efecto de un patégeno
o factor prejudicial.

Tejido: Cada uno de los diversos agregados de células de la misma naturaleza,
diferenciadas de un modo determinado, ordenadas regularmente y que

desempefian en conjunto una determinada funcion.
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59.

60.

61.

Textura de suelo: es la propiedad fisica del suelo derivada de la composicion
granulométrica, constituida por arena, limo y arcilla, cuyos diametros estan
contempladas en la escala de la Sociedad Internacional de Ciencias de Suelo.
Tierra: es una porcion de la corteza terrestre que involucra el suelo, el subsuelo,
los organismos y la atmosfera cercana, asi como los procesos naturales e
inducidos y los resultados de las actividades humanas pasadas y presentes que
tienen un efecto en el comportamiento de la misma (FAO, 1985).

Tubérculo: Parte de un tallo subterraneo, o de una raiz, que engruesa
considerablemente, en cuyas células se acumula una gran cantidad de sustancias

de reserva, como en la patata y el boniato.
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