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RESUMEN 

La papa (Solanum tuberosum L.) es el cuarto cultivo sembrado en más de cien países y el tercer 

cultivo alimenticio más importante del mundo en términos de consumo humano, después del 

arroz y del trigo, es un alimento básico para países desarrollados como Europa y Estados Unidos.  

Este cultivo es afectado por diversos problemas fitosanitarios, entre los que sobresale Ralstonia 

solanacearum. El objetivo de este estudio fue identificar mediante prueba fenotípica los 

mecanismos de resistencia de la bacteria Ralstonia solanacearum, aislada del cultivo de papa 

(S. tuberosum L.). La colecta de muestras se realizó en fincas de la reserva natural Miraflor y 

Tisey del departamento de Estelí. El aislamiento de la bacteria a partir de tejido vegetal se realizó 

con la prueba de flujo bacteriano, mientras que las muestras de suelo fueron sometidas al método 

de dilución en serie. La identificación de biovares se realizó con pruebas individuales de 

carbohidratos y la caracterización de razas fue mediante la prueba de infiltración de Ralstonia 

solanacearum en hojas de tabaco. Se identificaron 19 aislados con características de Ralstonia 

solanacearum que manifestaron reacciones positivas a las pruebas de Oxidasa, Catalasa y KOH 

3%, además se caracterizaron por su crecimiento acuoso, colonias grandes, blancas y centro de 

color rosado en el medio cultivo TZC al 1%, con la prueba individual de azúcares se 

identificaron 14 aislados de R. solanacearum, como biovar 1, y los cinco restantes como biovar 

3. Las reacciones en hojas de tabaco después de la infiltración de la bacteria mostraron que los 

19 aislados de R. solanacearum pertenecen a la raza 1. Se identificaron 12 aislados de R. 

solanacearum con mecanismo de resistencia AmpC hiperproducido y siete aislados catalogados 

como salvajes. 

Palabras clave: Infiltración, carbohidratos, antibiograma, AmpC, hipersensibilidad 
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ABSTRACT 

Potato (Solanum tuberosum L.) is the fourth crop grown in more than a hundred countries and 

the third most important food crop in the world in terms of human consumption, after rice and 

wheat, it is a staple food for developed countries such as Europe U.S. The objective of this study 

was to identify by phenotypic test the resistance mechanisms of the bacterium Ralstonia 

solanacearum, isolated from the potato crop (Solanum tuberosum L.). The collection of samples 

was carried out on farms in the Miraflor and Tisey natural reserve in the department of Estelí. 

The isolation of the bacteria from plant tissue was carried out from the bacterial flux test, while 

the soil samples were subjected to the serial dilution method. The identification of biovares was 

carried out with individual tests of carbohydrates and the characterization of races was by means 

of the infiltration test of Ralstonia solanacearum in tobacco leaves. 19 isolates with 

characteristics of Ralstonia solanacearum were identified and showed positive reactions to the 

oxidase, catalase and 3% KOH tests, and were characterized by their aqueous growth, large, 

white colonies and a pink center in the 1% TZC culture medium. With the individual sugar test, 

14 isolates of Ralstonia solanacearum, biovar 1 and five were identified as biovar 3. Reactions 

in tobacco leaves after infiltration of the bacteria showed that the 19 isolates of Ralstonia 

solanacearum belong to Race 1. Identified a total of 12 Ralstonia solanacearum isolates with 

hyperproduced AmpC resistance mechanism and 7 isolates cataloged as wild. 

Keywords: Infiltration, carbohydrates, antibiogram, AmpC, hypersensitivity
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I. INTRODUCCIÓN 

La papa (Solanum tuberosum L.) forma parte de la familia de las solanáceas, es el cuarto cultivo 

más importante del mundo, después del arroz, maíz y el trigo, debido a sus propiedades 

alimenticias y su rápido crecimiento. Sus tubérculos son parte de la dieta alimenticia de millones 

de personas en todo el mundo, su almidón es utilizado en la industria para la elaboración de 

papel, textiles, pegamento, bebidas alcohólicas y varios alimentos (Lim, 2016). 

A pesar de la importancia que tiene el cultivo de papa, este se ve afectado por diversos factores 

que reducen el rendimiento y calidad de los tubérculos, y elevan los costos de producción. La 

papa es susceptible a más de 100 enfermedades causadas por diversos organismos como hongos, 

bacterias, micoplasmas y virus, y problemas de variaciones extremas de temperatura, 

deficiencias nutricionales, sequia, inundaciones, salinidad entre otros (Esquivel, 2017). 

En Nicaragua, los factores que limitan la producción de papa son; la escasez de semilla, los altos 

costos de producción, pero sobre todo la baja calidad de los tubérculos. Durante el desarrollo 

del cultivo, las plagas producen diferentes tipos de daños y pueden ocasionar importantes 

pérdidas económicas (Molina, Mairena y Aguilar, 2004;  INTA, 2020). Las enfermedades que 

más se presentan en el cultivo de papa son el tizón temprano (Alternaria solani), tizón tardío 

(Phythophtora infestans), punta morada (Candidatus Liberibacter solanacearum) y marchitez 

bacteriana (Ralstonia solanacearum) (Ríos, 2007). 

La marchitez bacteriana causada por R. solanacearum es una de las enfermedades bacterianas 

más importantes en el cultivo de papa. Su distribución está registrada desde el sur de Estados 

Unidos hasta Argentina (Ríos, 2007). Fue descrita por primera vez en los Estados Unidos en el 

año 1896 en cultivos de papa, tomate y berenjena; según Naranjo y Martínez (2013), la especie 

heterogénea R. solanacearum se debe tratar como un complejo de especies. Tradicionalmente 

las cepas de este complejo fueron clasificadas en cinco razas, de acuerdo con su gama de 

hospederos y en seis biovares, relacionados con sus propiedades bioquímicas. 

Las bacterias han desarrollado mecanismos para resistir la acción de los antibióticos. El primero 

es por poseer de un sistema de expulsión activa del antimicrobiano. El segundo se realiza 

mediante la disminución de la permeabilidad de la pared bacteriana, con la pérdida o 

modificación de los canales de entrada (porinas). La producción de enzimas inactivantes de los 



   

2 

antibióticos constituye el tercer mecanismo; de esta forma son inhibidos los aminoglucósidos, 

el caso más típico es el de las betalactamasas, para el grupo de los betalactámicos (Duarte-Raya 

y Granados-Ramírez, 2012). 

En Nicaragua los estudios de mecanismos de resistencia en Enterobacteriáceas están orientados 

hacia la parte clínica, por tanto, no existen estudios de mecanismos de resistencia en bacterias 

fitopatógenas. El objetivo de esta investigación es aportar información sobre las razas, biovares 

y el fenómeno de mecanismos de resistencia de R. solanacearum en el cultivo de papa (Solanum 

tuberosum L.), que sirva de base para diseñar estrategias de manejo de la marchitez bacteriana 

y disminuir la resistencia de la bacteria a los antibióticos. 
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II. OBJETIVOS  

2.1 Objetivo General 

Generar  información sobre las razas, biovares y el fenómeno de mecanismos de resistencia de 

Ralstonia solanacearum en el cultivo de papa (Solanum tuberosum L.), que sirva de base para 

diseñar estrategias de manejo de la marchitez bacteriana y limiten el desarrollo de resistencia de 

la bacteria.   

2.2 Objetivos Específicos 

Identificar Ralstonia solanacearum y caracterizar biovares a partir de muestras de tejido vegetal 

y suelo del cultivo de papa. 

Caracterizar las razas de Ralstonia solanacearum mediante prueba de hipersensibilidad en 

plantas de tabaco (Nicotiana tabacum L.). 

Determinar los mecanismos de resistencia natural y adquirida de Ralstonia solanacearum 

mediante la técnica de difusión en agar (Kirby-Bauer). 
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III. MARCO DE REFERENCIA 

3.1 Generalidades de la papa 

El cultivo de papa (Solanum tuberosum L.), es una especie que pertenece a la familia de las 

solanáceas, planta suculenta, herbácea, anual en su parte aérea y perenne por sus tubérculos 

subterráneos formados al final de los estolones que nacen de los tallos principales. Presentan 

hojas compuestas e imparipinadas, de forma lanceolada. Presenta tres tipos de tallos, uno aéreo 

circular, del que disponen las hojas, y dos tipos de tallos subterráneos; los rizomas y los 

tubérculos. La raíz es de tipo fibroso, ramificado y extendido superficialmente y puede llegar a 

alcanzar una profundidad aproxima de 80 centímetros, (Leveratto, 2015; Ríos, 2007). 

Es un cultivo originario de Sudamérica, entre Perú y Bolivia, cerca del lago Titicaca, y se ha 

distribuido a gran parte del mundo, conquistando inclusos los lugares más remotos, donde ha 

sido introducida para su explotación, (Leveratto, 2015; Ríos, 2017). “Esta especie se cultiva y 

se encuentra primordialmente en zonas con climas templados, aunque también son tolerantes 

hacia climas más calientes pero fresco, el intervalo altitudinal de esta especie va desde los 1,300 

a 3300 msnm, aunque pueden adaptarse a menor y mayor altitud dependiendo de la variedad 

cultivada” (Lim, 2016, p. 5). 

3.1.1 Importancia económica y social 

El cultivo de papa (Solanum tuberosum L.), es parte de la dieta alimenticia en diversas partes 

del mundo, debido a su aporte nutricional. Respecto al aporte nutricional Torrez (2009), refiere: 

Es un alimento muy nutritivo que desempeña funciones energéticas debido a su alto 

contenido en almidón, así como funciones reguladoras del organismo por su elevado 

contenido en vitaminas hidrosolubles, minerales y fibra. Además, tiene un contenido no 

despreciable de proteínas, presentando un valor biológico relativamente alto dentro de 

los alimentos de origen vegetal (p. 37). 

Por sus diversas utilidades industriales, ¨es el cuarto cultivo más importante a nivel mundial y 

el alimento básico de los países desarrollados como Europa y USA, sin embargo, en los países 

en desarrollo se presentan limitantes para la obtención del producto¨ (Román y Hurtado, 2002, 

p.8). 
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En Nicaragua la producción de la papa para el consumo fresco es deficiente, debido a la escasez 

de semilla de calidad, altos costos de producción, manejo agronómico y acceso a fuentes de 

financiamiento. Por otra parte esta la sanidad del cultivo debido ha que la papa es susceptible a 

diversas plagas, causantes de enfermedades que puden ocacionar grandes perdidas, tanto 

economicas, como de la calidad de los recursos como el agua y el suelo (Torrez, 2009, p. 37). 

En cuanto a las infeciones producidas por hongos, oomicetes, virus y bacterias, Borba (2008), 

resalta que: 

Entre las afecciones por hongos se encuentra la enfermedad conocida como tizón 

temprano, ocasionado por Alternaria solani y el tizón tardío que es causado por el 

Oomycete Phytophthora infestans. La bacteria que causa mayor daño a los cultivos de 

papa se llama Ralstonia solanacearum, además de provocar la pérdida del tubérculo y la 

planta, se fija en el suelo, por lo que esa tierra debe ser abandonada para este cultivo. 

Las virosis presentan una dificultad importante porque comprometen el rendimiento del 

cultivo,  esto se intenta combatir con la compra de semillas libres de virus, pero no 

significa una solución, ya que si el cultivo se vuelve a contaminar, se pierde esa 

producción y genera una dependencia a la importación de semilla (p. 5). 

En Nicaragua se cultiva entre 800 y 1,200 ha de papa y se obtiene una producción que abastece 

de 35 a 40% de la demanda nacional. La FAO reporta un consumo de papa equivalente a 8 kg 

per cápita anuales, en Nicaragua (Ríos,2007). Torrez (2009) mencionan que “desde el punto de 

vista comercial existe desconocimiento del potencial y aprovechamiento del mercado de las 

solanáceas, del valor nutritivo, del valor económico y de la importancia en la alimentación 

humana” (p. 37) 

3.1.2 Requerimientos edáficos y climáticos para la producción de la papa 

Según Roman y Hurtado (2002) el cultivo de papa es más apto cultivarse en zonas altas, 

la altitud ideal para el desarrollo y producción del cultivo de la papa para consumo se 

encuentra entre los 1,500 a 2500 msnm, pero puede cultivarse en alturas menores. En 

cuanto al tipo de suelo, se adapta mejor a suelos francos, franco-arenosos, franco-limosos 

y franco-arcillosos, de textura liviana, con buen drenaje y con una profundidad efectiva. 

mayor de los 0.50 m, que permitan el libre crecimiento de los estolones y tubérculos y 



   

6 

faciliten la cosecha. Las temperatura que perminten el desarrollo de tuberculos esta entre 

18°C a 25°C, y necesita una variacion de temperatura entre el dia y la noche como 

mínimo de 10 °C de lo contrario se ve afectado el ciclo vegetativo, la calidad y el 

rendimiento en cosecha. (p. 14) 

La luminosidad que reciben las plantas varía de 12 a 16 horas al día (según la especie cultivada), 

es importante para la fotosíntesis y fotoperiodos requeridos por la planta. Los recursos del agua 

en el suelo, es lo que influye en el crecimiento, fotosíntesis y absorción de nutrientes, un rango 

óptimo de humedad del suelo es de 60-80% principalmente en etapa de formación de tubérculos. 

(Molina et al., 2004)  

3.1.3 Zonas de producción de papa en Nicaragua 

Según Menocal, (2006), “en Nicaragua se siembra en zonas con alturas entre 900 a 1,500 msnm, 

ubicadas en los departamentos de Matagalpa, Jinotega, Madrid y Estelí”(p.15). 

3.2 Descripción de Ralstonia solanacearum 

En las solanáceas la enfermedad causada por R. solanacearum es conocida como marchitez 

bacteriana y está declarada oficialmente como plaga no cuarentenaria en Nicaragua. por el 

Instituto de protección y sanidad agropecuaria (IPSA, 2019). Es una devastadora enfermedad 

que afecta varios cultivos hortícolas y en solanáceas es de importancia a nivel mundial y 

nacional. La capacidad de supervivencia del patógeno y la ocurrencia de infecciones latentes 

hace que el diagnóstico tenga una importante función en la prevención de la enfermedad. 

(Naranjo y Martínez , 2013). 

La bacteria R. solanacearum, es un bacilo Gram negativo, con dimensiones de 0.5-0.7 µm x 

1.5-2.5 µm, móvil, con uno o cuatro flagelos polares cuando están presentes, sin embargo, la 

motilidad y posible presencia de flagelos de las cepas varía con el tipo de colonia y edad del 

cultivo (Bolaños, 2013). 

3.3 Importancia de R. solanacearum  

El cultivo de papa es afectado por diversos organismos que se comportan como plaga, y pueden 

causar importantes pérdidas, además son causantes de enfermedades muy agresivas. “La 

marchitez bacteriana causada por R. solanacearum es una de las enfermedades de mayor 
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importancia mundial junto al tizón tardío causada por Phytophthora infestans” (Fernández, 

1985). 

Actualmente R. solanacearum está ampliamente distribuida en zonas tropicales y subtropicales, 

esto representa una limitante para la producción, no solo de papa, sino también de maní, tabaco, 

banano, tomate y otros cultivos. Se estima que esta enfermedad ha provocado daños en al menos 

3 millones de fincas familiares en 80 países alrededor del mundo y se estima que las pérdidas 

económicas exceden los US $950 millones anuales (Esquivel, 2017). 

3.4 Distribución geográfica de R. solanacearum 

La marchitez bacteriana se ha diseminado en la mayoría de los países productores de papa. Esta 

enfermedad se encuentra afectando en todo el centro y sur de áfrica. La infección latente de los 

tubérculos ha provocado la disminución de las exportaciones de papa hacia Europa, y en el sur 

de Asia, la marchitez bacteriana afecta a los cultivos ubicados a altitudes moderadas en 

Himalaya, Pakistán, Nepal y Bután. (Ríos, 2007). 

En América Latina, se ha reportado la existencia de la marchitez bacteriana en todos los países 

productores de papa con excepción de Ecuador. Su presencia en Australia y en el sudeste de los 

Estados Unidos ha estimulado las investigaciones sobre la enfermedad en estos países. Se 

reportan presencia de R. solanacearum en Suecia y a grandes altitudes en Costa Rica, Colombia 

y Perú, de tal manera que existen posibilidades potencialmente para la supervivencia de la 

bacteria e infección de cultivos de papa a temperaturas relativamente bajas. (Ríos, 2007). 

3.5 Síntomas de R. solanacearum 

Los síntomas inducidos por R. solanacearum aparecen según Champoiseau, Jones y Allen 

(2009), en las primeras etapas de la enfermedad, los primeros síntomas visibles aparecen 

generalmente en el follaje de las plantas. Estos síntomas consisten en marchitamiento de las 

hojas más jóvenes en las partes terminales de las ramas durante la parte más caliente del día. En 

esta etapa, sólo una o la mitad de una hojuela se puede marchitar, y las plantas parecerán 

recuperarse por la noche, cuando la temperatura está más fresca. A medida que la enfermedad 

se desarrolle bajo condiciones favorables, la planta entera se puede marchitar rápidamente y 
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desecarse, aunque las hojas secas se mantengan verdes, conduciendo a marchitamiento general, 

amarillamiento del follaje, y finalmente a la muerte de la planta (p.1-2). 

 En cuanto a los síntomas internos Naranjo y Martínez (2013) manifiestan: 

Se basan en el cambio de color de los haces vasculares a color pardo o amarillo, en etapas 

tempranas de la enfermedad. En estadios avanzados, la degradación de las vesículas 

obstruidas del xilema, combinada con la extensiva invasión y la destrucción de los 

tejidos circundantes (floema, córtex y epidermis) producen el colapso y muerte de la 

planta (p.162). 

Otro síntoma muy común que está asociado con la marchitez bacteriana en campo es el 

enanismo, este síntoma normalmente aparece en cualquier etapa del crecimiento de la planta. 

3.6 Mecanismos de resistencia bacteriana 

La resistencia bacteriana es un problema continuo y en aumento. Se hace aun mayor cuando un 

microorganismo presenta más de un mecanismo de resistencia y cuando tiene la facultad de 

transmitirlo, no solo a su descendencia, sino también a otras bacterias de su misma o diferente 

especie (Moreno González y Beltrán, 2009). Uno de los mecanismos más utilizados por las 

bacterias es disminuir la presencia de los antibióticos en su interior modificando su 

permeabilidad, esto altera su mecanismo de transporte activo en la membrana celular y genera 

el mecanismo de eliminación activa del antibiótico (Echevarría, 1998). 

Las bacterias, por su capacidad de adaptación, pueden desarrollar mecanismos de resistencia 

frente a los antibióticos. Existe una resistencia natural o intrínseca en las bacterias si carecen de 

sitios diana para el antibiótico (como la falta de pared en el caso de Mycoplasma en relación con 

los betalactámicos). La resistencia adquirida es la realmente importante desde un punto de vista 

clínico debido a la modificación de la carga genética de la bacteria y puede aparecer por 

mutación cromosómica o por mecanismos de transferencia genética. Pero la resistencia 

transmisible es la más importante porque es mediada por plásmidos, transposones o integrones, 

que pueden pasar de una bacteria a otra (Pérez-Cano y Robles-Contreras, 2013). 
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3.7 Mecanismos del fenómeno de resistencia antimicrobiana 

Las Enzimas Hidrolíticas: Las bacterias sintetizan enzimas que hidrolizan al antimicrobiano, 

destruyendo su acción antibacteriana, sin tener posibilidad de actuar sobre los microorganismos. 

Las Beta-lactamasas son enzimas que hidrolizan la unión peptídica endocíclicas del anillo beta-

lactámico, es el mecanismo más frecuente de resistencia antibiótica. Existen continuas 

mutaciones que producen expresión de beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE), 

manifestándose como resistencia a cefalosporinas de tercera generación (ceftriaxona). Para 

combatir esta resistencia se utiliza un inhibidor enzimático que tiene mayor afinidad a la enzima 

e impide la destrucción de antimicrobiano y de esta manera permite su acción (Moreno et al., 

2009). 

La modificación del sitio activo: Es un aminoácido que genera un blanco diferente y así 

disminuye la afinidad de unión por el antimicrobiano. La Modificacion de PBP (proteinas de 

union a la penicilina), es un complejo enzimático que permite la sintesis del peptidoglicano, un 

compuesto de la pared celular en bacterias, principalmente en Gram positivas. La Modificacion 

ribosomal es debido a que  los genes erm A y erm B  modifican el sitio  activo del ribosoma, 

mediante metilacion (Moreno et al., 2009). 

EL PBP (proteínas de unión a la penicilinas): Es el complejo enzimático que permite la síntesis 

del peptidoglicano, un compuesto de la pared celular en bacterias, principalmente en las Gram 

positivas, si se produce mutación del sitio de unión al antimicrobiano como los beta-lactámicos, 

estos no pueden actuar y se generan resistencia a ellos (Moreno et al., 2009). 

Modificación ribosomal: Son los genes erm A y erm B producen modificación del sitio activo 

del ribosoma, mediante metilación. Este mecanismo es importante en la resistencia a macrólidos 

en S. pneumoniae y S. pyogenes (Moreno et al., 2009). 

Disminución de la permeabilidad de la pared celular al ingreso del antimicrobiano: Son los 

Cambios en el diámetro y/o número de porinas pueden bloquear el ingreso del antimicrobiano 

a la bacteria. Existe disminución de la expresión de porinas (downregulation) lo que disminuye 

la susceptibilidad a betalactámicos y fluorquinolonas en Pseudomonas (Moreno et al., 2009). 
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Las Bombas de eflujo: Transportan al antimicrobiano hacia el exterior de la célula sin 

modificaciones, pero sin acción antimicrobiana. Los genes involucrados son MefA 

(Streptococcus pneumoniae), NorA (Staphylococcus aureus) y Mex (Pseudomonas 

aeruginosa). Estos genes explican la resistencia a macrólidos en estos patógenos y a 

fluoroquinolonas. Para combatir este tipo de resistencia se encuentran en estudio la asociación 

de inhibidor de bombas de flujo junto con el antimicrobiano (Moreno et al., 2009). 

3.8 Antibióticos   

Ampicilina más ácido clavulánico (AMP): Es un antibiótico semisintético, aunque es más activo 

que las penicilinas naturales no son estable frente a las beta-lactamasa producidas por bacterias 

Gram-positivas o Gram-negativas, con acción bactericida que actúa a nivel de la pared celular 

de las bacterias. Actúan inhibiendo la última etapa de la síntesis de la pared celular bacteriana 

uniéndose a unas proteínas especificas llamadas PBP (proteínas de unión a la penicilina) 

localizadas en la pared celular. Al impedir que la pared celular se construya correctamente, la 

ampicilina ocasiona en último término la lisis de la bacteria y su muerte. (Centro colaborador 

de la administración Nacional de Medicamentos, alimentos y Tecnologías Medica, 2004). 

Cefoxitina (FOX): Es un antibiótico de amplio espectro de la familia de las cefamicinas, deriva 

de la cefamicinas C, una sustancia producida por Streptomyces lactamdurans. Es un agente 

bactericida que actúa inhibiendo la síntesis de la pared celular bacteriana. La Cefoxitina tiene 

actividad en presencia de algunas beta-lactamasas, tanto penicilinasas como cefalosporinasas 

producidas por bacterias Gram negativas y Gram positivas. La resistencia a la Cefoxitina es 

mediada principalmente a través de la hidrólisis por beta-lactamasas, la alteración de las 

proteínas de unión a penicilina (PBP), y la disminución de la permeabilidad de la pared celular. 

(Centro colaborador de la administración Nacional de Medicamentos, alimentos y Tecnologías 

Medica, 2014). 

Ceftazidima (CAZ): Es una cefalosporina de tercera generación muy activa tiene un espectro 

amplio contra las bacterias Gram negativas aerobias en comparación con las Cefalosporinas de 

primera o segunda generación, es menos activa contra organismos Gram positivos que las 

cefalosporinas de primera generación. La Ceftazidima es un antibiótico beta-lactámico como las 

penicilinas, inhibe la tercera y la última etapa de las síntesis de la pared celular bacteriana por 
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su afinidad por las PBPs específicas que se encuentran dentro de la pared celular bacteriana. 

(Centro colaborador de la administración Nacional de Medicamentos, alimentos y Tecnologías 

Medica, 2014). 

Amoxicilina (AMC): Es una Penicilina semi-sintética similar a la ampicilina, tiene un espectro 

de actividad antibacteriana superior al de la penicilina, sin embargo, no es estable frente a las 

beta-lactamasas. Los antibióticos beta-lactámicos como la amoxicilina son bactericidas. Actúan 

inhibiendo la última etapa de la síntesis de la pared celular bacteriana uniéndose a unas proteínas 

específicas llamadas PBPs (Penicillin-Binding Proteins) localizadas en la pared celular, al 

impedir que la pared celular se construya correctamente, produce la lisis de la bacteria y su 

muerte. (Centro colaborador de la administración Nacional de Medicamentos, alimentos y 

Tecnologías Medica, 2015). 

Cefepima (FEP): Es una cefalosporina de tercera generación con la farmacocinética y el espectro 

de actividad similar a la Ceftazidima. Tiene un comportamiento comparable a la Ceftazidima 

frente a las Pseudomonas aeruginosa puede ser más activo que la Ceftazidima frente a los 

Enterobacter sp, debido a la estabilidad mejorada frente a beta-lactamasas. La cefepima inhibe 

la tercera y última etapa de la síntesis de la pared celular bacteriana al unirse a las proteínas de 

unión específicas para la penicilina (PBP) que se encuentran dentro de la pared celular 

bacteriana. La actividad intrínseca de la cefepima, así como la de otras cefalosporinas y 

penicilinas, contra un organismo particular depende de su capacidad para obtener acceso a las 

PBPs, es la que conduce en última instancia a la lisis celular. (Centro colaborador de la 

administración Nacional de Medicamentos, alimentos y Tecnologías Medica, 2012). 

Imepenem (IMP): Es derivado de la tienamicina, considerado como un antibiótico beta-

lactámico y es el primer miembro de la familia de los antibióticos carbapenem, se metaboliza 

rápidamente y causa efectos tóxicos en el túbulo proximal. Posee características que lo 

convierten en un antibiótico muy efectivo, tales como, penetración más eficiente a través de la 

pared celular bacteriana, resistencia a las enzimas bacterianas y afinidad por todas las proteínas 

de unión a las penicilinas (PBPs) bacterianas. Inhibe la tercera y última etapa de la síntesis de 

la pared celular bacteriana mediante la unión a determinadas proteínas de unión de las 

penicilinas (PBPs) que se encuentran dentro de la pared celular bacteriana. Las proteínas de 

unión a las penicilinas son responsables de varios pasos en la síntesis de la pared celular (Centro 
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colaborador de la administración Nacional de Medicamentos, alimentos y Tecnologías Medica, 

2012). 

Meropenem (MEM): Es un antibiótico Semi-sintético de la familia de los carbapenems, inhibe 

la formación de pared celular, facilitando la lisis de bacteria siendo su efecto bactericida. La 

interferencia del meropenem con la síntesis de la pared celular tiene lugar en la fases tercera y 

última de la misma, al unirse de forma preferencial a proteínas bacterianas, denominadas 

proteínas de unión específicas de las penicilinas (PBPs). El meropenem es una sustancia 

anfótera que atraviesa fácilmente la membrana externa de la célula. (Centro colaborador de la 

administración Nacional de Medicamentos, alimentos y Tecnologías Medica, 2014). 

Ácido Etilendiamino Tetra Acético (EDTA): Es considerado el agente quelante más usado en 

química analítica. Se denominan quelantes a las sustancias que tienen la propiedad de fijar los 

iones metálicos de un determinado complejo molecular. Estas sustancias captan los iones 

metálicos del complejo molecular al cual se encuentran entrelazados, fijándolos por unión 

coordinada que se denomina quelación. El EDTA y los iones de calcio forman un complejo 

estable y la reacción entre ambos continúan hasta alcanzar un equilibrio. El EDTA como agente 

quelante atrapa los iones metálicos de calcio en forma de quelatos (García, 2001). 

3.9 Detección fenotípica de mecanismos de resistencia con antibiogramas 

Existen métodos para detección de mecanismos de resistencias bacterianas, tales como, 

microdiluciones en caldos, prueba de difusión de discos de Kirby Bauer, prueba de 

aproximación de doble disco, prueba de asociación con ácido clavulánico y el método E-test 

(Vespero, Perugini y Saridakis, 2007) 

3.9.1  Antibiograma para bacterias 

Las pruebas de los antibiogramas determinan la susceptibilidad de un organismo a tratamientos 

antimicrobianos, esta prueba se puede realizar en bacterias y hongos.  En algunos 

microorganismos los resultados obtenidos permiten predecir los resultados que se puedan 

obtener con otros fármacos similares. Las pruebas también sirven para determinar el efecto de 

la combinación de distintos antimicrobianos (Hazen, 2018). 
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El antibiograma disco-placa consiste en depositar, en la superficie de agar de una placa Petri 

previamente inoculada en los microorganismos, discos de papel secante impregnados con los 

diferentes antibióticos. Cuando el disco impregnado de antibiótico se pone en contacto con la 

superficie húmeda del agar, el antibiótico se difunde radialmente a través del espesor del agar a 

partir del disco formándose un gradiente de concentración. La concentración de antibiótico de 

la interface entre bacterias en crecimiento y bacterias inhibidas se conoce como concentración 

crítica y se aproxima a la concentración mínima inhibitoria (CMI). Para cuantificarla, basta con 

haber contrastado previamente el sistema disco-placa con un gran número de cepas de CMI 

conocida que han estado previamente determinadas por otros métodos de determinación de la 

sensibilidad al antimicrobiano (García, Cantón, García, Gómez, Martínez, Rodríguez y Villa, 

2012). 

3.9.2 Betalactamasas de espectro extendido (BLEE)  

Las betalactamasas son enzimas de espectro extendido (BLEE) que tienen capacidad de 

hidrolizar y causar resistencia o sensibilidad disminuida a penicilinas, oximinocefalosporinas 

(cefotaxima, ceftriaxona, cefepima) y monobactámicos (aztreonam), pero no cefemininas 

(cefoxotina) ni carbapenémicos (imipemen, meropenem y ertapenem), siendo inhibidas por el 

ácido clavulánico. Otras técnicas basadas en el mismo principio son la utilización de discos 

combinados de cefalosporinas por ácido clavulánico y su variante en las técnicas de 

microdilución que permite conocer las concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) de las 

cefalosporinas solas y en presencia de inhibidor. La técnica de difusión en gradiente (Etest) con 

tiras combinadas de cefalosporinas con y sin inhibidores es también una prueba útil para la 

detección de BLEE (Calvo, Cantón, Fernández, Mirelis y Navarro 2011). 

3.9.3 Betalactamasas tipo AmpC 

Las betalactamasas de la clase molecular C de Ambler (grupo uno de la clasificación de Bush-

Jacoby-Medeiros) hidrolizan cefalosporinas de primera y segunda generación, incluidas las 

cefamicinas y en menor medida las de tercera generación, son muy poco eficaz hidrolizando las 

cefalosporinas de cuarta generación y los carbapenémicos. La presencia de AmpC plasmídica 

debe sospecharse cuando estos aislados presenten un patrón de resistencias a betalactámicos 

(fenotipo AmpC) diferente al de sus respectivos fenotipos salvaje o de resistencia natural siendo 
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los marcadores de mayor utilidad la sensibilidad intermedia o resistencia a amoxicilina-ácido 

clavulánico y algunas de las cefalosporinas de tercera generación (Calvo et al., 2011). 

3.9.4 Carbapenemasas  

Las bacterias Gram negativas resistentes a los carbapenémicos en los últimos años ha producido 

alarma y preocupación por la dispersión de bacilos con producción de betalactamasas capaces 

de hidrolizar este grupo de antimicrobianos y que se han asociado a elementos genéticos 

trasferibles. Desde el punto de vista fenotípico, las enzimas Carbapenemasas (KPC) hidrolizan 

de forma eficiente penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos. Para la detección fenotípica de 

las carbapenemasas se debe tener en cuenta el perfil hidrolítico que confiere cada una de sus 

clases y de manera específica cada una de las enzimas incluidas en estas clases, la posible 

inhibición por los diferentes inhibidores de betalactamasas, la epidemiologia local y la identidad 

de los microorganismos en el que se pretende detectar o inferir la producción de estas enzimas 

(Calvo et al., 2011).  

3.10 Prueba de hipersensibilidad 

La prueba o test de hipersensibilidad en no huésped consiste en la inoculación del mesófilo 

de una hoja de una planta con el objetivo de conocer si la bacteria inoculada es o no una 

bacteria fitopatógena. Cuando la planta reconoce como patógeno a la bacteria infiltrada en 

su mesófilo se produce una reacción de hipersensibilidad y la zona infiltrada se necrosa 

rápidamente (en 24 a 48 horas). Esta prueba permite agilizar el proceso de diagnóstico de 

las enfermedades bacterianas, se logra descartar de forma rápida aquellas bacterias 

contaminantes o saprofitas y saber cuál de los aislados es la bacteria fitopatógena (Harrigan 

y Cance, 1996, p. 2). 

  



   

15 

IV. MATERIALES Y METODOS 

4.1 Ubicación del estudio 

El estudio de identificación de raza, biovares y detección de mecanismos de resistencia a 

antibióticos que presenta la bacteria R. solanacearum se realizó en el laboratorio de 

microbiología e invernadero de la Universidad Nacional Agraria (UNA), ubicado en el km 12½ 

carretera norte municipio de Managua. 

El tipo de investigación fue no experimental, descriptivo de corte transversal. El estudio fue 

realizado en el período de septiembre 2020 a febrero 2021. La investigación se realizó en dos 

etapas, en la primera se colectó muestras de tejido vegetal y suelo, para aislar e identificar R 

solanacearum; en la segunda etapa se realizaron las pruebas de laboratorio para la identificación 

de biovares, caracterización de razas y de mecanismos de resistencia de R solanacearum. 

4.2  Colecta de muestras 

Para la obtención de las muestras se seleccionaron fincas productoras de papa localizadas en las 

reservas naturales Miraflor y Tisey del departamento de Estelí. Los criterios para la selección 

de las fincas fueron: productoras de papa, fácil acceso al cultivo, plantaciones con edades entre 

30-45 días y la observación de síntomas de marchitez bacteriana.  

Cuadro 1. Colecta de muestras en fincas productoras de papa en las reservas naturales Miraflor 

y Tisey, Estelí 

Finca 

 

Localidad Variedad Nombre de 

la finca 

Edad de la 

planta 

Área de 

siembra 

No de 

muestras  

1 Miraflor Hactri Zacatón 1 mes 2 mz 11 

2 Miraflor Evora El Cebollal 40 días ½ mz 11 

1 Tisey Hactri y 

Granola 

Modesto 

Moncada 

1 mes 1 mz 10 

2 Tisey Picasso La Tejera 1 mes 1½ mz 9 

3 Tisey Picasso La Tejera 40 días ½ mz 7 

Las muestras de tejido vegetal y suelo fueron colectadas en el departamento de Estelí en fincas 

productoras de papa de las reservas naturales Miraflor y Tisey. Se colectaron un total de 48 
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muestras, tanto de tejido vegetal como de suelo; se tomaron como muestras de tejido las plantas 

de papa. (Solanum tuberosum L.), que presentaban los síntomas, característicos de R. 

solanacearum y las muestras de suelo de la rizosfera de dichas plantas (Anexo 1). Las muestras 

se introdujeron en bolsas plásticas, se rotularon y se almacenaron en un termo para evitar daños 

y conservarlas en condiciones más adecuadas y de esa manera fueron trasladas al laboratorio de 

microbiología. En la reserva natural Miraflor se colectaron un total de 22 muestras en dos fincas 

y en la reserva natural Tisey se colectaron un total de 26 muestras en tres fincas. 

Las muestras de tejido vegetal y de suelo se sometieron a métodos de aislamiento bacteriano: 

las muestras de tejido a la prueba de flujo bacteriano y las muestras de suelo al método de 

dilución en serie. 

4.3 Aislamiento de R. solanacearum a partir de muestras de tejido y suelo 

Para el aislamiento de R. solanacearum, las muestras que resultaron positivas en la prueba de 

flujo bacteriano se rayaron en el medio de cultivo cloruro de tetrazolium al 1%, y en este mismo 

medio fueron sembradas muestra sometidas a dilución en serie. 

4.3.1 Test de flujo bacteriano 

Las muestras de tejido colectadas con síntomas de la enfermedad fueron sometido a la prueba 

de flujo bacteriano la cual consiste realizar cortes del tallo de la planta, posteriormente se 

desinfectaron en hipoclorito de sodio al 1% y luego se lavaron con agua destilada estéril (ADE). 

A continuación, se sumergieron los trozos de tallo en ADE contenida en un tubo de ensayo y se 

procedió a observar la presencia o no de un hilo blanco (Anexo 2) que se denomina flujo 

bacteriano (Perea et al., 2011). 

 El flujo bacteriano fue rayado en el medio agar cloruro de tetrazolium (TZC) con un asa 

bacteriología, las placas petri fueron incubadas a 30°C un periodo de 48 horas. Posterior a la 

incubación se observaron las características macroscópicas del crecimiento de la bacteria 

(tamaño, forma, superficie, bordes, color y producción de pigmento de cada una de las cepas o 

colonias bacterianas detectadas). Según Kelman (1954); Champoiseau et al., (2009) las 

características principales de las colonias de Ralstonia solanacearum en el medio TZC son 
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irregularmente redonda, acuosa, blanca y con el centro de color rosado, las colonias avirulentas 

son de color rojo oscuro.  

4.3.2 Método de dilución en serie 

Se homogenizó y se pesaron 10 g de las muestras de suelo y se adicionaron en un Erlenmeyer 

(de 150 ml) que contenía 90 ml de agua destilada estéril, para obtener  una concentración inicial 

de 1/10 ó 10-1, posteriormente se homogenizó la solución y se dejó reposar por unos segundos 

para que se diera la sedimentación de las partículas más grandes, luego se transfirió un ml de 

esta solución a un tubo de ensayo que contenía nueve ml de agua destilada estéril, para lograr 

obtener una concentración de 10/100 ó 10-2, consecutivamente se realizó este mismo 

procedimiento hasta llegar a las concentraciones 10-3, 10-4 y 10-5, que fueron las utilizadas para 

inocular el medio de cultivo agar cloruro de tetrazolium (TZC 1%), depositando la cantidad de 

100 ml en cada plato Petri. 

4.4 Identificación de biovares, razas y mecanismos de resistencia 

La identificación de biovares consistió en realizar prueba individual de carbohidratos y observar 

reacciones de oxidación -fermentación, mientras que las razas fueron caracterizadas en plantas 

individuales de tabaco, anotando el periodo de reacción en las hojas y el mecanismo de 

resistencia de la bacteria fue determinado mediante la prueba de Kirby -Bauer.  

4.4.1 Identificación de biovares 

Los biovares de Ralstonia solanacearum fueron diferenciados mediante la prueba individual de 

carbohidratos (Cuadro1), basada en la formación de ácido a partir de tres disacáridos (Lactosa, 

Maltosa y Celobiosa), y la oxidación de tres hexosas alcohólicas (Dulcitol, Manitol y Sorbitol). 

Los tubos fueron examinados a los 3, 7,14 y 28 días después de la inoculación. El cambio de 

coloración en el medio de purpura a amarillo indicaron resultados positivos (Schaad, Jones y 

Chun 2001; French, Gutarra y Aley 1995). 
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Cuadro 2. Diferenciación de biovares de Ralstonia solanacearum 

Prueba de  

Carbohidratos 

Biovares 

1 2 3 4 5 

Lactosa - + + - + 

Maltosa - + + - + 

Celobiosa - + + - + 

Sorbitol - - + + - 

Dulcitol - - + + - 

Trealosa + - + + + 

Manitol  - - + + - 

 Reacción positiva: (+); Reacción negativa: (-) Fuente: French et al. (1995) 

4.4.2 Caracterización de razas  

Se preparó una suspensión bacteriana a partir de cultivos puros con 24-48 horas de incubación, 

en agua destilada estéril hasta obtener una concentración de 1 x 108 UFC, (0.5 escala 

Mackfarland), posteriormente se hicieron orificios sobre el haz de la hoja en zonas intervenales 

con una aguja hipodérmica N° 29, luego se inoculó con una jeringa sin aguja, la suspensión 

bacteriana, apoyando la jeringa sobre la superficie de la hoja y presionando por debajo con los 

dedos. Los resultados se monitorearon un periodo de 12 a 96 horas.  

Los criterios que se utilizaron para la caracterización de las razas fueron los descritos por Lozano 

y Sequeira (1970), que consiste en la observación de síntomas tales como, clorosis, 

marchitamiento y reacción de hipersensibilidad (Cuadro 2, Anexo 3). 
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Cuadro 3. Reacción en hojas de tabaco después de la infiltración con aislados de Ralstonia 

solanacearum aisladas del cultivo de papa (Solanum tuberosum L.) 

Raza  Criterios de caracterización 

1 Causa clorosis a los dos días después de la inoculación y 

marchitamiento típico después de 7-8 días 

2 Provoca reacción hipersensitiva 12-24 horas después de la inoculación 

3 Causa solamente clorosis 2-8 días después de la inoculación. 

Fuente: Lozano y Sequeira (1970) 

4.4.3 Identificación fenotípica de mecanismos de resistencia bacteriana 

La identificación de mecanismo de resistencia se realizó mediante prueba de difusión de discos 

de Kirby Bauer que consiste en la medición y observación visual del tamaño y forma de los 

halos de inhibición producida por la sinergia entre los discos de antibióticos (Anexo 4).  

Los antibióticos utilizados en este estudio fueron Cefoxitina (FOX), Cefepima (FEP), 

Ceftazidima (CAZ) Amoxicilina más ácido clavulánico (AMC), Ampicilina (AMP), 

Meropenem (MER), Imepenem (IMP) e inductor EDTA (Centro Nacional de Diagnóstico y 

Referencia (2004). La posición u ordenamiento de los discos es con el propósito de establecer 

sinergia entre ellos y evaluar la expresión fenotípica frente a los betalactámicos (Figura 1).  

La observación de aislados de Ralstonia solanacearum resistentes a Cefoxitina (ausencia de 

halo o halo menor a 14 mm indica la presencia de AmpC, en el caso de resistencia CAZ y FEP 

con observación de achatamiento en la zona de sinergia con AMC indican la presencia de 

Betalactamasas de espectro extendido (BLEE). La utilización en este estudio de Meropenem e 

Imepinem fue para descartar la posibilidad de aislados con presencia de Carbapenemasas 

(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2014). 
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4.5 Variables evaluadas 

Por tratarse de un estudio descriptivo, las variables hacen referencia a las pruebas realizadas: 

Biovares identificados: Los biovares de Ralstonia solanacearum fueron diferenciados mediante 

la prueba individual de carbohidratos, basada en la formación de ácido a partir de tres 

disacáridos y la oxidación de tres hexosas alcohólicas (Schaad et al., 2001). 

Reacción de hipersensibilidad: Posterior a la infiltración de la bacteria en el haz de las hojas en 

platas de tabaco presentaron los síntomas, tales como necrosis, marchitez y halos cloróticos, en 

un periodo de tiempo de 12-120 horas según los descrito por Lozano y Sequeira (1970). 

Mecanismos de resistencia natural y adquirida: La identificación de mecanismo de resistencia 

se realizó mediante la medición con una regla milimétrica de los halos de inhibición y la forma 

producida por la sinergia de los discos de antibióticos (Clinical and Laboratory Standards 

Institute, (2014). 

4.6 Análisis de datos 

Los datos fueron organizados en una hoja de cálculo Excel 2013, para calcular la frecuencia de 

aislados con mecanismos de resistencia, por la naturaleza de los datos no se realizó ningún 

análisis estadístico paramétrico.  

Figura 1. Representación esquemática del orden de los antibióticos utilizados para la 

identificación fenotípica de mecanismos de resistencia de Ralstonia solanacearum. 
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V. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

5.1  Identificación de Biovares 

A partir de las muestras de tejido vegetal y de suelo se obtuvo un total de 19 aislados de R 

solanacearum, de estos 11 aislados se obtuvieron de muestras provenientes de la reserva natural 

Miraflor y 8 aislados de muestras de la reserva natural Tisey. Los 19 aislados identificados como 

R. solanacearum, manifestaron reacciones positivas a las pruebas de oxidasa, catalasa y KOH 

3%, además se caracterizaron por su crecimiento acuoso, colonias grandes, blancas y centro de 

color rosado en el medio cultivo TZC al 1 % de Kelman (Figura 2). 

 

F1M8 M F2M2 M 

Figura 2. Aislados de Ralstonia solanacearum en medio de cultivo TZC 1%. Colonias                      

bacterianas aisladas de la reserva natural Miraflor (Ay B) y colonias bacterianas aisladas de la 

reserva natural Tisey (C y D). 

F3 M7 T I 

A B 

C D 

F2 M5 T 

Fuente: Fornos y Rivera, 2020 



   

22 

Los resultados de las pruebas bioquímicas de fermentación- oxidación de carbohidratos, 

permitieron identificar 14 aislados de R. solanacearum pertenecientes al biovar 1 y 5 aislados 

identificados como biovar 3, en muestras de suelo y tejido vegetal del cultivo de papa, 

procedentes de las reservas naturales Miraflor y Tisey. Los aislados identificados como biovar 

1 mostraron resultados negativos en cada uno de los carbohidratos utilizados en este estudio, 

mientras que el biovar 3 mostró resultados positivos en cada prueba. En este estudio el biovar 1 

fue el más frecuente en relación con el biovar 3 (Cuadro 3, Anexo 5). 

Cuadro 4. Biovares de R. solanacearum identificados en muestras procedentes del cultivo de 

papa (Solanum tuberosum L.) 

Finca: (F), Muestra (M), Reacción negativa: (-), Reacción positiva: (+) 

 

Código de 

aislados 

Disacáridos  Hexosas alcohólicas   

Biovar 
Maltosa Lactosa Celobiosa Dulcitol Sorbitol Manitol 

F3 M7 T I - - - - - - 1 

F2 M4 M + + + + + + 3 

F2 M6 T - - - - - - 1 

F1 M7 T II - - - - - - 1 

F2 M10 M - - - - - - 1 

F2 M7 M III - - - - - - 1 

M10 M + - + + + + 3 

F2 M7 M II - - - - - - 1 

F2 M9 M - - - - - - 1 

F2 M7 M I - - - - - - 1 

F2 M2 M + + + + + + 3 

F2 M2 T - - - - - - 1 

F2 M7 T II - - - - - - 1 

F2 M1 M + + + + + + 3 

F2 M8 M + + + + + + 3 

F1 M8 M - - - - - - 1 

F2 M5 T - - - - - - 1 

F1M4TII - - - - - - 1 

F2M1T - - - - - - 1 



   

23 

5.2 Caracterización de razas de Ralstonia solanacearum 

En este estudio se utilizaron plantas de tabaco variedad habano criollo (Nicotiana tabacum), 

para caracterizar los 19 aislados identificados como R. solanacearum. Los aislados se 

sometieron a la prueba hipersensibilidad en planta no huésped, pasada las 48 horas después de 

la infiltración se observó clorosis en la zona infiltrada, ocho días después se observó 

marchitamiento de las plantas. Estas características indican que los aislados pertenecen a la raza 

1, a diferencia de la raza 3 que se caracteriza únicamente por presentar clorosis a lo ocho días 

después de la infiltración (Figura 3, Cuadro 4). 

 

 

Figura 3. Caracterización de aislados de Ralstonia solanacearum procedentes de muestras de 

suelo y tejido vegetal del cultivo de papa. Clorosis a partir de  48 horas posteriores a la infiltración 

(A y B), y marchitamiento a partir de los siete y ocho días posteriores a la infiltración (C y D). 

A B 

C D 

Fuente: Fornos y Rivera, (2020) 
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Cuadro 5. Caracterización de razas de Ralstonia solanacearum, según síntomas observados en 

plantas de tabaco en diferentes períodos después de la infiltración 

F: Finca, M: Muestra, C:Clorosis; A:amarillamiento intenso; RH: Reacción hipersensitiva, No reacción visible (-) 

Según estudio de caracterización de razas y biovares de Ralstonia solanacearum realizado por 

Díaz (2005) en Nicaragua, se determinó que 20 aislados pertenecían a la raza 1 biovar 3 y siete 

pertenecían a la raza 2 biovar 3 prevaleciendo en los sitios muestreados el biovar 3. 

Los resultados de este estudio tienen similitud con los resultados obtenidos por Ríos (2007), 

determinando mediante pruebas de fermentación- oxidación de carbohidratos e inoculación de 

plantas de tabaco la presencia de raza 1, biovar 1 y biovar 3 en el cultivo de papa en zonas de 

Estelí. 

Estudio realizado por Rodríguez (2007), basado en la caracterización bioquímica de aislados de 

R. solanacearum en Solanáceas, determinó que el biovar 3, raza 1 es el agente causal de la 

marchitez bacteriana en el cultivo de tomate (Solanum lycopersicom) y chiltoma (Capsicum 

 

Código de 

aislado 

Horas después de la infiltración  

Raza 12 24 36 48 72 96 120 144 

F2 M7 T II - - - C C C C C 1 

F2 M2 M - - - C C C C C 1 

F2 M2 T - - - C C C C C 1 

F2 M7 M III - - - C C C C C 1 

M10 - - - C C C C C 1 

F2 M7 M I - - - C C C C C 1 

F2 M10 - - - C C C C C 1 

F2 M6 T - - - C C C C C 1 

F2 M9 M   - C C C C C 1 

F3 M7 T I - - - C C C C C 1 

F2 M4 M - - - C C C C C 1 

F1 M8 M - - - C C C C C 1 

F2 M8 M - - - C C C C C 1 

F2 M1 M - - - C C C C C 1 

F2 M5 T - - - C C C C C 1 

F1 M4 T II - - - C C C C C 1 

F1 M7 T II - - - C C C C C 1 

F2 M7 M II - - - C C C C C 1 

F2 M1 T - - - C C C C C 1 
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annuum). Por otro lado, Gómez et al., (2005), identificaron y caracterizaron 72 cepas de R. 

solanacearum (64 de tejido y ocho de suelo) aisladas a partir de tejido de plátano afectado, 

determinando mediante la prueba de fermentación-oxidación de carbohidratos y mediante 

inoculación en plantas de plátano en condiciones de invernadero, la presencia de la raza 2 biovar 

1.  

Obregón (2009), en un estudio de caracterización de la variabilidad poblacional de Ralstonia 

solanacearum en  36 aislados de la bacteria, de los cultivos Tomate (Solanum lycopersicom), 

Pimentones (Capsicum annuum) y Berenjena (Solanum melongena), mediante las pruebas de 

fermentación- oxidación de carbohidratos  e inoculación de plantas de tabaco, determinó que 

los aislados de berenjena correspondieron al biovar 2, en el caso de tomate pertenecieron al 

biovar 1 y en el pimentón predominó el biovar 2 y biovar 3. 

Estudio realizado por Chavarro y Ángel (2006), en 200 muestras recolectadas del cultivo de 

papa (Solanum tuberosum L.) y plátano (Musa paradisiaca), mediante la técnica NCM-ELISA, 

determinaron 36 aislamientos de R. solanacearum. Las razas y biovares se determinaron 

mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y secuenciación obteniendo como 

resultado agrupaciones correspondientes a la raza 3, biovar 2, en aislados de papa (Solanum 

tuberosum L.) y agrupaciones de raza 2, biovar 1 en aislamiento de plátano (Musa paradisiaca). 

5.3 Determinación fenotípica de mecanismo de resistencia 

Los resultados de antibiogramas  realizados  por el método de Kirby-Bauer en  19 muestras 

identificadas como R. solanacearum, mostraron que 12 aislados expresaron el fenotipo AmpC 

hiperproducido (derreprimido), de estos, ocho fueron aislados de fincas productoras de papa de 

la reserva natural Miraflor y cuatro de la reserva natural Tisey, mientras tanto,  siete  aislados 

fueron susceptibles a los antibióticos utilizados para determinar mecanismos de resistencia, 

indicando que no hay presencia de mecanismo de resistencia, además fueron  catalogados como 

aislados salvajes  (Figura 4, Anexo 6). Los aislados con fenotipo AmpC mostraron resistencia a 

Cefoxitina (FOX) no observándose halos de inhibición, mientras que los fenotipos salvajes 

mostraron halos de inhibición mayores a 18 mm. En relación con betalactamasas de espectro 

extendido (BLEE) no se observaron halos de inhibición con achatamientos en la zona de sinergia 
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entre ampicilina + ácido clavulánico con los discos de Cefepime (FEP) y Ceftazidima (CAZ), 

por tanto, se descartó la presencia de BLEE. 

En las muestras procedentes de la reserva natural Miraflor se identificaron ocho fenotipos AmpC 

hiperproducido y tres fenotipos salvajes, a diferencia de la reserva natural Tisey, en cuyas 

muestras se identificaron cuatro fenotipos con AmpC y cuatro fenotipos salvajes (Cuadro 6).  

Los resultados de esta investigación indican la presencia de un fenotipo salvaje y un fenotipo 

con el mecanismo de resistencia AmpC, además se presume que dicho mecanismo de resistencia 

identificado en los aislados de R. solanacearum es adquirido y posiblemente esté relacionado 

con una mutación en el DNA del plásmido debido a que  no hay reporte del gen AmpC en la 

secuencia genómica del  cromosoma ni en el plásmido de la bacteria. (Salanoubat et al., 2002; 

Schoch et al., 2020)  

El estudio de mecanismos de resistencia en bacterias con antibióticos normalmente se utiliza en 

el área de medicina clínica, para determinar mecanismos de resistencias naturales y adquiridas 

que presentan especies de bacterianas que afectan a humanos, sin embargo, en el área agrícola 

F2 M9 M F2 M2 M  

Figura 4. Aislados de Ralstonia solanacearum con fenotipos AmpC hiperproducido (A, B, 

C y D) y fenotipos salvajes (E y F) aislados de las zonas de muestreo.  

F2 M1 M 

F1 M7 I T 

F1 M7 I T 

A 

F2 M4 M 

B C 

E D F 

Fuente: Fornos y Rivera, (2020) 
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hay poca información de investigaciones de este tipo, particularmente en patógenos que afectan 

a los cultivos. 

Cuadro 6. Mecanismos de resistencias identificados en aislados de Ralstonia solanacearum 

procedentes del cultivo de papa 

       Finca: (F), Muestra: (M), Reacción negativa: (-), Reacción positiva: (+) 

Crespo (2002), mediante la prueba de sensibilidad de antibióticos determino tres fenotipos 

AmpC, cuatro fenotipos BLEE y uno Beta-lactamasas clase A, en relación con Escherichia coli 

determinó dos AmpC hiperproducido y cuatro fenotipos BLEE. En este mismo estudio la prueba 

de sensibilidad a antibióticos en aislados con fenotipos salvajes de Enterobacter, Citrobacter 

freundii, Serratia, Providencia, Proteus, Salmonella y Shigella, mostraron una mayor 

concentración de AmpC en diferentes niveles y poca concentración de fenotipos BLEE. 

En el área de la agricultura existen pocos estudios relacionados a mecanismos de resistencia de 

bacterias fitopatógenas sin embargo, Ccorahua y Ramírez (2019) en un estudio clínico de  

Códigos de 

aislados 

Localidad  Tejido 

vegetal  

Suelo  AmpC 

Hiperproducido  

BLEE Fenotipo 

sensible  

F2 M2 M  Miraflor   + + - - 

F2 M7 M III Miraflor   + + - - 

M10 Miraflor  +  + - - 

F2 M10 Miraflor   + + - - 

F2 M4 M Miraflor  +  - - + 

F1 M8 M  Miraflor   + + - - 

F2 M1 M Miraflor  +  - - + 

F2 M8 M  Miraflor  +  - - + 

F2 M7 M II Miraflor   + + - - 

F2 M9 M  Miraflor   + + - - 

F2 M7 T II Tisey   + - - + 

F2 M2 T Tisey  + - - + 

F2 M7 M I Miraflor  + + - - 

F2 M6 T  Tisey   + - - + 

F3 M7 T I Tisey   + - - + 

F2 M5 T  Tisey   + - - + 

F1 M4 T II Tisey   + - - + 

F1 M7 T II Tisey   + - - + 

F2 M1 T Tisey   + - - + 
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prevalencia de BLEE y AmpC de las especies de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae en  

muestras de orina confirmó mediante el método de Sit Vitek que el 47% de las cepas de E. coli 

presentaban el fenotipo BLEE y 3.9% resultaron positivas para AmpC, en cambio las cepas de 

Klebsiella pneumoniae pertenecían al fenotipo BLEE y ninguna cepa presento fenotipo AmpC. 

Schmidtke y Hanson (2006) mencionan que se han encontrado en plásmidos genes ampC de 

diferentes orígenes genéticos, incluidos C. freundii y M. morganii. El movimiento de estos 

genes en plásmidos aumentó la prevalencia de este mecanismo de resistencia mediante la 

diseminación del gen en organismos gramnegativos que naturalmente no portan genes que 

codifiquen AmpC, como Salmonella spp. y Klebsiella pneumoniae, además confirma que el gen 

AmpD es un mecanismo involucrado en la sobreproducción de AmpC que conduce a un fenotipo 

dereprimido y una enzima importante en la vía de reciclaje de la pared célula. 

Tans-Kersten y Allen (2000), demuestra la presencia del gen AmpD en la bacteria Ralstonia 

solanacearum, que codifica para la enzima AmpD que consiste en una amidasa citoplasmática 

(N-acetilmuramil-L-alanina amidasa), además propone la posibilidad   que AmpD realice otras 

funciones desconocidas en la célula bacteriana, tales como factor de virulencia para el 

marchitamiento bacteriano o bien podría funcionar como autolisina durante patogénesis de la 

marchitez bacteriana.  
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VI. CONCLUSIONES  

Se obtuvieron 19 aislados bacterianos que fueron identificados como Ralstonia solanacearum, 

de estos cuatro se obtuvieron de tejido vegetal y 15 de muestras de suelo, así mismo 14 aislados 

pertenecen al biovar 1 y cinco al biovar 3. 

Los 19 aislados de Ralstonia solanacearum pertenecen a la raza 1 por presentar clorosis 48 

horas después de la inoculación y marchitamiento a los siete y ocho días después de la 

inoculación. 

A partir de las muestras estudiadas se identificó 12 aislados de Ralstonia solanacearum con 

mecanismo de resistencia AmpC hiperproducido y siete aislados catalogados como salvajes. 
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VII. RECOMENDACIONES 

Ampliar zonas de muestreo y cultivos huésped en busca de mecanismo de resistencia en aislados 

Ralstonia solanacearum. 

Evaluar resistencia de Ralstonia solanacearum in vitro e in situ a antimicrobianos de uso 

agrícola. 

Realizar estudios moleculares para confirmar la presencia del gen AmpC en aislados de 

Ralstonia solanacearum. 

Evaluar virulencia y patogenicidad de los aislados con fenotipos AmpC hiperproducido y 

fenotipos salvajes de Ralstonia solanacearum.  
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IX. ANEXOS 

Anexo 1. Colecta de muestras con síntomas de marchitamiento bacterano en fincas productoras 

de papa   

 

 

Anexo 2. Test de flujo bacteriano positivo en muestras de tallos del cultivo de papa 
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Anexo 3. Inoculación de aislados de Ralstonia solanacearum en espacios  intervenales de hojas 

de tabaco 

 

 

Anexo 4: Criterios  interpretativos de halos de inhibición  

Sensible: S, Intermedio: I, Resistente: R 

 

 

 

Antibioticos Siglas Concentración 

µg   

S I R 

Ampicilina  AMP 10 ≥ 17 mm 14-16 mm ≤ 13 mm 

Cefepima  FEP 30 ≥ 25 mm 20-22 mm ≤ 18 mm 

Imepinem  IMP 10 ≥ 23 mm 20-22 mm ≤ 19 mm 

Cefoxitina  FOX 30 ≥ 18 mm 15-17 mm ≤ 14 mm 

Ceftazidima  CAZ 30 ≥ 25 mm 18-20 mm ≤ 17 mm 

Meropenem  MEM 10 ≥ 23 mm 20-22 mm ≤ 19 mm 

Amoxicilina más ácido 

clavulánico.  

AMC 20/10 ≥ 18 mm 14-17 mm ≤ 13 mm 
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Anexo 5. Pruebas bioquímicas positivas para Ralstonia solanacearum biovar 3 

 

Anexo 6: Resultados de lecturas de  halos de inhibición producidos en los antibiogramas 

Finca: (F), Muestra: (M) 

Código de 

aislados 

Medidas de halos de inhibición (mm)  

AMC FOX AMP CAZ IMP MEP FEP EDTA 

M10 6 6 6 22 56 41 30 6 

F2M1T 8 24 6 30 30 32 36 16 

F2M4M 6 22 6 26 30 30 30 12 

F2M8M 8 24 6 26 30 38 32 12 

F3M7 T I 6 6 6 19 26 25     22 6 

F1M7 T II 6 6 6 30 30 38 30 6 

F1M4 T II 60 40 30 30 30 38 30 6 

F2M7 M III 6 6 6 24 30 30 24 6 

F2M7 T II 6 6 6 22 24 30 26 6 

F2M1 M 28 24 30 30 30 30 30 6 

F2M2 T 6 6 6 22 29 28 26 6 

F2M7 M II 6 6 6 18 25 30 23 20 

F2M2 M 6 6 6 18 20 30 20 12 

F2M7 M I 6 6 6 20 24 30 22 12 

F2M5 T 28 14 26 8 48 36 12 20 

F2M10 M 6 6 6 20 22 26 20 18 

F1M8 M 6 6 6 20 25 30 30 20 

F2M9 M 6 6 6 20 26 30 20 10 

F2M7 M III 6 6 6 20 30 30 26 20 

Dulcitol Manitol Celobiosa Lactosa Maltosa 
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