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RESUMEN

Las fitobacterias presentes en maiz (Zea mays L.) generan dafios en el desarrollo de las plantas,
asi como pérdidas econémicas al contaminar las semillas y el suelo donde estas se siembren. En
Nicaragua se produce principalmente por los pequefios y medianos productores, parte de la
produccion se destina al comercio y otra en semilla, no obstante, la produccion se ve afectada
por problemas ocasionados por patogenos, afectando el rendimiento de la cosecha. En esta
investigacion se describe el efecto de bacterias fitopatdgenas durante la germinacion en semillas
de maiz en Nicaragua. Se utilizaron 50 muestras de semillas proporcionadas por el IPSA
provenientes de los departamentos de Managua, Chinandega, Matagalpa y Ledn. En el
aislamiento de las bacterias se utilizaron camaras himedas, medios de cultivos especificos y
diferenciales, pruebas fenotipicas para identificar las especies; ademas de aplicar los postulados
de Koch inoculando 20 plantas por bacteria y un testigo, para la confirmacion por sintomatologia
y posterior aislamiento e identificacion. Se realizd un ensayo de germinacion utilizando 120
semillas para cada bacteria y un testigo. Se obtuvieron 16 aislados que correspondian a
Burkholderia andropogonis y uno a Pseudomonas syringae que fueron identificados mediante
pruebas fenotipica y postulados de Koch . Se observaron en las plantas inoculadas por B.
andropogonis manchas en las hojas de colores rojizas castafias y se observé en las plantas
inoculadas por P. syringae manchas claras de forma elipticas con halos amarrillos en la punta
de las hojas bajeras sintomas caracteristicos de ambas fitobacterias identificadas. Mediante la
prueba de germinacién se comprobo que estas no inciden en la germinacion de las semillas, pero
si en el desarrollo y crecimiento de las plantulas afectando las hojas verdaderas y las raices.

Palabras clave: postulados, bioquimicas, patogenicidad, bacterias.
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ABSTRACT

Phytobacteria present in corn (Zea mays L.) cause damage to the development and growth of
plants, as well as economic losses by contaminating seeds and the soil where they are planted.
In Nicaragua it is produced mainly by small and medium producers, part of the production is
destined for trade and another part for seed, however, production is affected by problems caused
by pathogens, affecting crop yield. This research describes the effect of phytopathogenic
bacteria during germination in maize seeds in Nicaragua. Fifty seed samples provided by IPSA
from the departments of Managua, Chinandega, Matagalpa, and Leon were used. Wet chambers,
specific and differential culture media, phenotypic tests to identify the species were used to
isolate the bacteria; in addition to applying Koch's postulates, inoculating 20 plants per
bacterium and a control, for confirmation by symptomatology and subsequent isolation and
identification. A germination test was carried out using 120 seeds for each bacterium and a
control. Sixteen isolates corresponding to Burkholderia andropogonis and one to Pseudomonas
syringae were obtained and identified by phenotypic tests and Koch's postulates. They were
observed in the plants and were identified by phenotypic tests and Koch postulates for
confirmation. The plants inoculated by B. andropogonis showed reddish-brown spots on the
leaves and the plants inoculated by P. syringae showed clear elliptical spots with yellowish
halos on the tips of the lower leaves, characteristic symptoms of both phytobacteria identified.
The germination test showed that these did not affect seed germination, but did affect seedling
development and growth, affecting true leaves and roots.

Keywords: postulates, biochemistry, pathogenicity, bacteria.



I INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es un cereal que se ha usado desde tiempos inmemorables para el
consumo humano, sus primeros reportes de consumo se registran en las regiones de América 'y
Asia. Una gran parte de los pueblos del mundo en su dieta diaria consumen maiz como cereal,

esto hace indicar su gran importancia en la seguridad alimentaria (Urango, 2018).

El uso del maiz varia segun las regiones del planeta y mayoritariamente en la cultura
latinoamericana, ademas proporciona a nivel global lo que se estima que es entre 10 al 20 % de

las proteinas consumidas (Ocampo, 2013).

La produccion mundial de esta cereal ronda aproximadamente los 958.97 millones de toneladas,
en lo que son el maiz blanco y el amarillo a nivel global siendo Estados Unidos el méximo
productor, en la region centro americana los paises con niveles de produccion mas altos por

hectarea son El Salvador, Honduras y Nicaragua (Orus,2023).

En Nicaragua es uno de los principales cultivos sembrados en su mayoria por productores
pequefios especificamente concentrados en las regiones de la costa caribe. EI maiz es un cultivo

que puede estar en temperaturas que rondan los 24 a 38 °C (Cajina y Moreno 2013).

Debido a que en los ultimos afios el comercio del grano de maiz ha ido aumentando en el pais,
también ha aumentado la produccidn de semillas, esto trae como consecuencia la propagacion
de enfermedades provocadas por hongos y bacterias, estas Ultimas se propagan de manera mas
rapida lo que facilita su permanencia por largos periodos en el suelo y la semilla (Peralta et al.,
2021).

Las fitobacterias que afectan maiz principalmente son Dickeya zea que afecta los tallos
ocasionado pérdidas totales en los cultivos que se ven afectados, ademas se transmiten por
semillas, asi como Xanthomonas translucens que afecta las hojas, Clavibacter spp que se
trasmite por semillas y que representa un peligro el ingreso de este patdgeno al pais, asi como
Pseudomonas syringae, y Burkholderia andropogonis patogenos foliares que afectan
principalmente en el desarrollo vegetativo y estar en reservorios en el suelo ( Pérez et al., 2012;
Ocampo, 2013; Navarrete et al., 2014 ).



Para evitar que fitobacterias en semillas contaminen el suelo y afecten a los productores se debe
de cumplir con lo establecido en el RTCA 65.05.53:10 (2010) la cual indica que el material de
propagacion no debe de superar el 2% la presencia de microorganismo para la certificacion

fitosanitaria dada por la ONPF (organismo nacional de proteccion fitosanitaria) del pais.

A partir de lo antes mencionado se evalu6 el efecto de fitobacterias identificadas sobre la
germinacién de semillas de maiz en Nicaragua. Lo cual es fundamental para evitar su
propagacion en los centros de produccion, de tal manera que se pueda reducir las pérdidas
econdmicas para los productores de semillas. Tambien es importante conocer el efecto de las
bacterias en la capacidad germinativa, emergencia de plantula y el nivel incidencia sobre las

semillas.



Il OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de fitobacteria identificadas sobre la germinacion de semillas de maiz (Zea

mays L.) procedentes de areas productivas de Nicaragua en proceso de certificacion.

2.2 Objetivos especificos

Identificar mediante pruebas fenotipicas géneros y especies de fitobacteria aisladas a partir de

semillas de maiz.

Realizar pruebas de patogenicidad en plantas de maiz mediante los postulados de Koch, para

descripcion de sintomatologia foliares.

Valorar la germinacion de semillas de maiz mediante la inoculacion de fitobacterias

identificadas.



11l MARCO DE REFERENCIA
3.1 Origen del maiz como cultivo

El origen del maiz se estima que tiene aproximadamente entre 7000 a 10,000 afios, siendo
evidencia las primeras plantas sembradas por agricultores, la prueba mas antigua proviene de
México donde se encuentra mazorcas con una antigiiedad aproximada de al menos 5000 afios
en cuevas de primitivos. En la regidn asiatica se podria haber generado en regiones del Himalaya
entre el cruzamiento de algunas Coix spp y andropogdneas probablemente especies Sorghum
spp, esta hipotesis no ha sido apoyada debido a que se considera que se originé como alimento
en el nuevo mundo (Urango, 2018).

3.2 Produccion nacional de maiz

El maiz es producido por pequefios productores en distintas zonas del pais, en reportes del afio
2021 se menciona que la produccion fue de aproximadamente de 8.1 millones de quintales, esto
representa un incremento del 2% con respecto a afios anteriores (Aviles et al., 2021).

Las mayores zonas productoras en el pais son, la regién atlantica con produccion entre el 25 al
35% de lo cosechado, seguido de Jinotepe con alrededor del 10% que equivale al 50% total y el

resto se subdivide en los demé&s departamentos (Aviles et al., 2021).
3.3 Caracteristicas para la obtencion de semilla de calidad

Hay parametros a considerar al determinar la calidad de la semilla, como lo es la autenticidad
de la semilla que deben de ser la variedad y cultivo que se necesita , asi como la pureza lo cual
significa que no debe de haber presencia de material no deseado y cerciorarse que no contenga
material extrafio como piedras o restos de plantas (Chavez et al., 2010).

Con la finalidad de mantener la calidad de semilla para su comercio , ésta pasa un proceso de
certificacion fitosanitaria y etiquetado de venta, debe cumplir con pardmetros de pureza que
debe mantenerse como méaximo al 99% y germinacion que debe ser del 80 % como minimo ,

dichas caracteristicas estan regidas por RTCA para la exportacion (Rodriguez et al., 2008).



Un proceso que se realiza previo al comercio de semilla es el curado, este consiste en la
aplicacion de un producto antifangico e insecticida que previene el desarrollo de patégenos que
son comunes en el almacenamiento que pueden dafiar la capacidad germinativa y a su vez
previene la presencia de insectos que pueden dafiar el embridn , no obstante la aplicacion del
producto preventivo no basta, se debe de tener condiciones de almacenamiento optimas
cuidando la humedad y temperatura cualquier alteracion podria causar la proliferacion de plagas
y afectar la calidad (Magdaleno-Hernandez et al., 2020).

3.4 Variedades de maiz producidas en Nicaragua

Las variedades de maiz que se cultivan en Nicaragua son producidas por el INTA ( Instituto
Nicaragliense de Tecnologia Agropecuaria ), entre ellas tenemos el H INTA 991 es un hibrido
con alta productividad y resistente a enfermedades, H INTA oro doble, un hibrido de ciclo
intermedio y alta productividad con alta concentracion de aminodacidos, lisina y triptéfano, NB6
variedades sintética ciclo intermedio, NB9043 variedad sintética con un alto potencial de
rendimiento, NBS es una variedad sintética de ciclo precoz ( Ferrufino, 2013).

3.5 Enfermedades ocasionadas por bacterias

Este cultivo es afectado por una gran cantidad de patégenos y en estudios realizados
anteriormente menciona una amplia gama de hongos y bacterias estas Gltimas son de gran
relevancia en la que se mencionan segun Perotti et al.(2005) y otros estudios relacionados en

maiz.

Pseudomonas alboprecipitans, Acidovorax avenae subsp. avenae, Burkholderia andropogonis,
Clavibacter michiganensis shbsp. nebrakensis y Pseudomonas syringae pv. syringae (Navarrete
etal., 2014).

Pseudomonas alboprecipitans, causa la enfermedad conocida como podredumbre del tallo,

manifestando sintomas con manchado de color blanco que se oscurece (Navarrete et al., 2014).

La mancha bacteriana de la fruta causada Acidovorax avenae subsp. avenae, se caracteriza por
manchas rojizas en la parte central de la hoja, pudricion en los brotes apicales, suelen verse en

fases vegetativas jovenes hasta el desarrollo del cultivo (Hernandez y Trujillo 2001).



Burkholderia andropogonis, produce rayas largas, de color rojo en las hojas y también puede
afectar las flores causando dafios similares los cuales se extienden por toda la hoja ocasionando

la necrosis y muerte de la hoja (Navarrete et al., 2014).

Clavibacter michiganensis sbsp. nebrakensis, una de las principales caracteristicas a destacar
de esta bacteria es el hecho de ser Gram positiva, ademas de que el dafio se localiza en las hojas,
principalmente en las nervaduras, se tiene registro que afecta sorgo, teniendo como hospedero

secundario al maiz (Pérez et al., 2012).

La enfermedad causada por Pseudomonas syringae pv. syringae, se caracteriza por presentar
sintomas en la parte terminal de la hoja méas baja de la planta son de color verde, a medida que
el dafio avanza se observan manchas redondas y elipticas de color marrén a blanco (Pérez et al.,
2012).

3.5.1 Condiciones agroecoldgicas para el desarrollo de bacterias en semilla

Las fitobacterias que afecta los tallos y hojas de maiz, necesitan para su desarrollo humedades
mayores al 80 % y temperaturas que van desde los 25 a 30°C (Agrios, 1985).

Por lo general el crecimiento bacteriano requiere ciertas condiciones para su desarrollo. A nivel
general se puede decir que a altas humedades y temperaturas mayores a los 30 grados son
Optimas para su aparicion, asi como lo es un suelo con un pH de 7 a 7.5 para su sobrevivencia.
La prevalencia de las bacterias en semilla dependerd de las condiciones de almacenaje y

embalaje de los lotes (Agrios, 1985).
3.6 Bacterias transmisibles por semilla

Segin Navarrete et al. (2014) menciona en su investigacion que las principales bacterias
trasmitidas en semillas de maiz son: Xanthomonas translucens, Clavibacter spp, Pseudomonas

syringae, Dickeya zea y Burkholderia andropogonis.
3.6.1 Sintomas de Clavibacter spp en maiz

Rueda et al. (2009), Menciona que esta fitobacteria causa un tizén foliar, donde se pueden ver

manchas oscuras y humedecidas con rayas en toda la nervadura de la hoja, los sintomas se notan



a partir de la emergencia del estigma, pueden verse quemaduras en la hoja generalmente en la
punta, los exudados bacterianos generados suelen secarse y dar apariencia de brillo en la hoja,

estos dafios suelen confundirse con estrés por falta de agua.
3.6.2 Sintomas de Pseudomonas spp en maiz

Esta bacterias suele afectar tejidos foliares, asi como las flores , causando manchas que son
circulares y en tonalidades rojizas en las plantas , los cultivos hospederos son varios segun la

especie como: tomate, arroz y maiz (Sil Palacios, 2015).
3.6.3 Sintomas de Erwinia spp en maiz

Segln Ordax (2008) describe que la podredumbre bacteriana del maiz se caracteriza por la
decoloracidn de las hojas y nddulos de los tallos se desarrolla rapidamente extendiéndose por
las hojas, al momento del avance de la enfermedad se puede llegar a sentir olores desagradables
tipicos de las Erwinia spp, dentro del tallo se puede observar lo que es tejido con sintomas
blandos y viscosos, los factores que inciden en su presencia son alta temperatura con humedades

relativas elevadas.
3.6.4 Sintomas de Burkholderia spp en maiz

Es una enfermedad que afecta a las hojas, asi como a los frutos, causa lesiones en las hojas
nuevas que suelen ser de forma alargadas y delgadas de un color rojizo opaco que puede tornase
castafio, ademas si afecta en estadios jovenes o en plantula llega a detener el crecimiento

ocasionando su muerte (Pérez et al., 2012).
3.7 Métodos de identificacion de fitobacterias

Entre los métodos de identificacion bacteriana existen dos procedimientos que podemos
mencionar: genotipicos y fenotipicos. EI método comun mas utilizado, es el convencional por
las propiedades quimicas y morfoldgicas que presenta cada grupo de bacterias, haciendo mas
facil su identificacién. Es importante mencionar el uso de técnicas seroldgicas para la
identificacion de patégenos de dificil procesamiento por el método mencionado, de igual manera
la aplicacion de técnicas PCR, que son utilizadas para aquéllos, cuyo aislamiento y

manipulacion in vitro es casi imposible, siendo uno de los métodos de identificacion hasta el
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momento aceptado a nivel internacional para los grupos de fitopatdgenos considerados
fastidiosos. Sin embargo, es valido mencionar que cada metodologia utilizada implica un coste

diferente por los reactivos que se utilizan en cada uno (Espinal, 2005).
3.8 Pruebas de patogenicidad

Son todos aquellos procedimientos para comprobar la presencia de un patégeno en un hospedero
definido, a través de su sintomatologia. Algunas fitobacterias suelen tener sintomas
caracteristicos en cultivos de preferencias, es valido mencionar que esta prueba es til para la
confirmacion del diagndstico clinico ademas se utiliza en casos de patdgenos que no se tiene
mucha informacion de su comportamiento, especialmente en enfermedades no endémicas
presentes en el pais. Es un método confirmativo confiable para el diagndéstico, cabe sefialar que
conjuntamente se puede complementar con la prueba de hipersensibilidad en una especie no
hospedera (Cavallini, 1998).

3.9 Ensayos de germinacion

La realizacion de estos ensayos consiste en medir la capacidad que tiene una semilla de poder
emerger o su facultativo germinativo, los requerimientos para su ejecucion es el uso de sustrato
estéril, donde colocar la semilla a analizar, asi como hay normativas como los son las normas
ISTA (2019) que estipulan el uso de 400 semillas, en sustrato estéril y el periodo establecido
para la emergencia de la plantula varia segun la especie botéanica (Iglesias et al., 2005).

3.10 Estudios realizados de fitobacterias en semillas de maiz

Navarrete et al (2014), Ocampo 2013, Maya 2013 y Pérez et al (2012) mencionan que las
fitobacterias en maiz son principalmente Dickeya zea afectando los tallos, seguido de
Pseudomonas syringae afectando hojas y por ultimos de manera ocasional Burkholderia

andropogonis y Clavibacter sp las cuales son transmitida por semillas.

Ademas mencionan que mayoritariamente este cultivo es afectado por hongos no obstante las
bacterias han tomado auge al ser transmitida por semillas y al poder permanecer en el embrion,

esto dificulta su manejo, facilita su diseminacion y les permite sobrevivir de manera prologada.



IV MATERIALES Y METODOS
4.1 Ubicacion del estudio

El estudio se desarroll6 en el laboratorio de bacteriologia, ubicado en el Centro Nacional de
Diagnostico Fitosanitario y Calidad de Semilla, del Instituto Proteccion y Sanidad Agropecuaria
(IPSA). Km 12 % c. sur, comarca San José de la Cafiada 2 km al noroeste, Managua, en las
coordenadas geogréficas 12°04°49” N y 86°20°05” W. Otra parte del estudio se realiz6 en el
invernadero del departamento de Proteccion Agricola y Forestal (DPAF) de la Universidad
Nacional Agraria con coordenadas 12°08'45"N y 86°09'46"W.

4.2 Disefio metodoldgico

Es una investigacion del tipo cualitativa de corte transversal donde se identificé fitobacterias
que estan presente en semillas de maiz, esta etapa de la investigacion se realizé en el laboratorio
de bacteriologia del LNDFCS. Se utilizé un kg por muestra de semilla del cual se tomaron 100
semillas para montaje de cdmaras humedas ocupando 50 semillas por cada una (utilizando 100
platos Petri) y posteriormente se aislé a partir de exudados bacterianos usando medios de

cultivos diferenciales y especificos.

Las pruebas de patogenicidad y germinacion se realizaron en el invernadero del DPAF mediante
un disefio completamente aleatorizado (DCA). Con 20 plantas por especie de fitobacteria
identificada realizando suspensiones bacterianas, ademas se utiliz6 un testigo absoluto con el
mismo ndmero de repeticiones. Para un total de 60 plantas en el ensayo. Las pruebas de

germinacion consistieron en 120 semillas por bacteria identificada y un testigo absoluto.
4.3 Obtencion de muestra

Se utilizaron 50 muestras de semillas de maiz, las que fueron proporcionadas y codificadas por
el Laboratorio Nacional de Diagnoéstico Fitosanitario y Calidad de Semillas (LNDFCS) del
IPSA, provenientes de areas productivas que se encuentran en proceso de certificacion para
produccidn de semillas, distribuidas de la siguiente manera: 17 muestras provenian de Managua,
con codigos MGO001 al MGO017, seis muestras del departamento de Chinandega con
codificacion de CHO01 a CHO006, 23 muestras del departamento de Ledn con codificacion



LEOO1 a LE023 y cuatro del departamento de Matagalpa con codificacion MT001 a MT004, las
que ingresaron al laboratorio de bacteriologia (LNDFCS), durante los meses de mayo a julio del
2023.

La codificacion se le proporciond en base al origen del departamento como es el caso: MG para
las muestras de Managua, LE para muestras de ledn, CH para las muestras de Chinandegay MT
para las muestras de Matagalpa, el nimero que se les asigné de acuerdo al orden cronolégico

que ingresaban al LNDFCS para su analisis.
4.4 Disefo experimental

Para realizacion esta investigacion se trabajo con metodologia convencional, proporcionada por
el laboratorio de bacteriologia del IPSA, usando los medios descritos en las guias que se utilizan

para el diagndéstico en el LNDFCS (Anexo 1y 2).

En la realizacion de los ensayos de patogenicidad se ocuparon 20 plantas por patégeno
identificado y un testigo absoluto y para el ensayo de germinacién se utilizé una bandeja de 120

semillas de maiz igualmente por patdgeno identificado y un testigo

4.4.1 Aislamiento y purificacion de fitobacterias a partir de semilla

La metodologia de aislamiento fue descrita por Sosa-Moss et al. (1997) que consiste en el lavado
de la semilla con agua destilada, para eliminar el tratamiento quimico. Agregando hipoclorito
de sodio al 1% durante 30 segundos. Se enjuago la muestra con agua destilada estéril tres veces

consecutivas con intervalos de un minuto entre enjuague.

Para la siembra en camara humeda de platos Petri (con un diametro de 150 mm) de la siguiente
manera: Se depositod papel filtro en el plato Petri, posteriormente se adiciond agua destilada
estéril, hasta obtener una humedad homogénea. Sosa-Moss et al. (1997). Se colocaron, con
ayuda de una pinza estéril, 50 semillas por plato Petri, para un total de dos camaras hiumedas y
100 semillas por muestra. Se incubaron por un periodo de 48 horas a temperatura de laboratorio,
finalizado el tiempo, se procedi6 a la revisién, mediante el uso de un estereoscopio, para la

deteccidn de exudados bacterianos.
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En caso de encontrar exudados bacterianos se procedié al aislamiento y purificacion, de la

siguiente manera:

Con la ayuda de un ansa bacterioldgica, se tomd una porcién del exudado, para su
correspondiente inoculacion (rayado) en un medio de cultivo de crecimiento general, Nutriente
Agar (NA). Se incubaron los aislados bacterianos a 35°C por 48 horas. Finalizada la incubacion,
se realiz6 una prueba de Gram con hidroxido de potasio diluido con agua destilada al 3%, para
la determinacion de Gram (negativo o positivo). Posteriormente se procedio a transferir a medio
de cultivo NA, las muestras bacterianas Gram negativas para su purificacion. Se incubaron a
35°C por 48 horas.

4.4.2 Identificacion de géeneros de fitobacterias

Una vez obtenida las colonias bacterianas purificadas, se procedio a trasferir (inocular), a
medios de cultivo especificos, aplicando la metodologia utilizada por la Seccion de bacteriologia
del LNDFCS y por Schaad et al.(2001) que consistieron en: medio YDC (Yeast Dextrose
Carbonate) para forma y color de las colonias, oxidasa, crecimiento a 40°C, fluorescencia,

crecimiento aerdbico y anaerobico, medio XA (Anexo. 3).
4.4.3 Pruebas fenotipicas para identificacion de especies de fitobacterias

Se usaron las pruebas bioquimicas descritas por Schaad et al. (2001) que consisten en:
desdoblamiento de fuentes de Carbono, di-hidrdlisis de la Arginina, fluorescencia, licuefaccién
de la gelatina, crecimiento a 40°C, tolerancia al NaCl (3% y 5 %), crecimiento aerdbico y
anaerobico, oxidacion- fermentacién, oxidasa, reacciones bioquimicas en medio de cultivo
como: king KB, Xanthomonas agar XA, Xanthomonas especies SX, medio almidon NAAL ,

caldo purpura de bromecresol CPB (Anexos 4,5,6 y 7).

Para la inoculacién de las pruebas bioquimicas se utilizaron asas bacterioldgicas de 3 mm y una
ansada por prueba utiliza. En el caso de medios solidos se utiliz6 en método de rayado por

estrias.
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4.4.4Pruebas de patogenicidad

A los 10 DDE (dias después de la emergencia), se inocularon 250 pl de la suspension en el tallo
usando el método de puncion con una jeringa hipodérmica en cada una de las plantas. Se
realizaron observaciones cada 24 horas, hasta la aparicion de sintomas en las plantas (Torres-
Gonzélez et al., 2013).

En el ensayo de patogenicidad (postulado de Koch), se utilizaron 20 plantas sanas de maiz
sembradas en sustrato estéril para inocular cada fitobacteria aislada y el testigo absoluto, las que
fueron inoculas con suspensiones bacterianas para describir la sintomatologia (Suryani et al.,
2012; Miinch, 2003).

La suspension bacteriana se prepar6 usando la escala de McFarland en grado de turbidez 0.5 (de
uso comercial que viene lista para su uso). Esta se prepar6 en tubos de ensayo hasta un volumen
de 10 ml de agua destilada estéril, con ayuda de un asa de tres milimetros se fue agregando el
inoculo hasta obtener la turbidez deseada a una concentracion de 1x10® UFC. Se utilizaron
aislados purificados con menos de 48 horas de crecimiento, lo cual asegura su virulencia,
(Chellemi et al., 1994; McFarland 1907).

4.4.5 Ensayo de germinacion

Para la realizacion del ensayo de germinacién se utilizaron 120 semillas, que se lavaron con
hipoclorito de sodio al 1% durante un minuto y tres lavados de agua destilada estéril de 30
segundos cada uno, posteriormente se seco en papel toalla. Se prepard una suspension de 100
ml de agua destilada estéril con las bacterias identificadas a concentracion de 1x108 ml (escala
de turbidez McFarland 0.5). Se realiz bacterizacion (método de inoculacion de patdgenos en
semilla) con la suspensién por un tiempo de una hora (Beracochea, 2011; Patandjengi et al.,
2021; McFarland, 1907).

Posteriormente se decantd el indculo y se colocaron las semillas en cdmaras himedas para su
germinacion, éstas se mantuvieron durante una semana a temperatura ambiente. Se utiliz6 un
testigo absoluto el cual consistio en 120 semillas sin bacterizacion, unicamente se les aplico

agua destilada estéril (Beracochea, 2011; Patandjengi et al., 2021).
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Se utilizaron 120 semillas de acuerdo con los procedimientos del laboratorio de bacteriologia
de los LNDFCS debido a que los porcentajes de incidencia se miden con base a 100 semillas
(Rueda-puentes et al., 2009).

Posteriormente se realizo un célculo del porcentaje germinacion e incidencia de dafios en las
plantas este se hizo en base a las semillas utilizadas al ser 100 unidades, el total de plantulas
emergidas corresponderia al porcentaje total de germinacion al igual que la total y porcentajes

de dafios observados.
4.5 Analisis de datos

Se elabor6 una base de datos en el software Microsoft Excel para cada una de las variables

evaluadas.

Los variables géneros y especies de fitobacterias aisladas, patogenicidad y efecto sobre la
germinacion, se analizaron con estadistica descriptiva y se expresaron mediante figuras y

cuadros.
4.6 Variables evaluadas

Numero de géneros y especies de fitobacterias: se identificaron los géneros y especies de
bacterias mediante el uso de medios de cultivos generales, selectivos y diferenciales y se

complementd con pruebas fenotipicas.

Patogenicidad de fitobacterias aisladas: como parte del diagnéstico confirmativo se aplicaron
los postulados de Koch para la observacion de sintomas presentes en las plantas y de esta manera

determinar la coincidencia con lo descrito en la literatura.

Efecto de fitobacterias sobre la germinacion: se realiz6 de manera descriptiva se contabilizo

el porcentaje de germinacion y sintomas en plantulas.
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V  RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Nimero de géneros y especies de fitobacterias

De 50 muestras analizadas en el laboratorio de bacteriologia del LNDFCS, 23 presentaron
exudados bacterianos, que posteriormente fueron purificados en NA, para luego ser sometidas
a pruebas rapidas como: prueba de Gram, oxidasa y catalasa, comprobando que eran

fitobacterias.

Solamente 16 aislados bacterianos resultaron ser Gram negativas, oxidasas negativas y catalasas
positivas. No hubo reduccion de nitratos, ni produccién de indol, ademas se obtuvieron
resultados positivos en el medio O/F para reacciones aerobias facultativas (anexo 8), mostrando
que todos los aislados crecen en condiciones aerdbica segin Garcés de Granada (1996) y a partir
de este resultado, se descartd la presencia de Erwinia spp. La prueba de Lugol en medio nutritivo
enriquecido con almidon (NAAL), no mostré zona de inhibicién, indicando la utilizacion del
almidon, descartando la presencia de Xanthomonas spp todo esto descrito en la literatura de
Schaad et al. (2001).

Cuadro 1. Tabla de pruebas bioguimicas para la identificacion de especies de fitobacterias en
maiz

Pruebas bioquimicas

Cadigos ) s S - . ° Bacterias
Q ™ O = L2 = o . . g
(muestras) Origen S E g S & 3 5 Z 3 3 g Identificadas
MG004 Managua - + - + + + — — — #of® - Burkholderia
andropogonis
MGO012 Managua - + - + + + — — — #o* - Burkholderia
andropogonis
CHO004  Chinandega + - - — + + — — — #of® + Pseudomonas
syringae
LEO008 Ledn - 4+ — + + + — — — +o - Burkholderia
andropogonis
MG008 Managua - + - + + + — — — +of - Burkholderia

andropogonis
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MGO016 Managua - + - + + + — — — +o® - Burkholderia
andropogonis

LE005 Leon ~ + — + + + — — — o - Burkholderia
andropogonis
MGO011 Managua - + - + + + — — — #of® - Burkholderia
andropogonis
MG002 Managua - + - + + + — — — #of® - Burkholderia
andropogonis
MGO010 Managua - + - + + + — — — +o® - Burkholderia
andropogonis
LE003 Leon - 4+ — + + + — — — 4o - Burkholderia
andropogonis
LE009 Ledn -+ - + + + — — — +of® - Burkholderia
andropogonis
LE020 Ledn -+ - + + + — — — +of® - Burkholderia

andropogonis

LEOO7 Ledn - 4+ — + + + — — — +o - Burkholderia
andropogonis

LEO11 Ledn -+ — + 4+ + — — — #of - Burkholderia
andropogonis

LEO21 Ledn -+ - + + + — — — +of® - Burkholderia
andropogonis

+ Reacciones positivas; - reacciones negativas; +or” para reacciones positivas en medio O/F en crecimiento
aerdbico; Sac: sacarosa; Threa: threalosa; NaCL3%: crecimiento en cloruro de sodio al 3%; Lac: lactosa; Sorb:
sorbitol; Oxi: oxidasa; Arg: Arginina di hidrolizada; C40% crecimiento a 40 grados Celsius; O/Oxidacion,
fermentacidn; Flue: fluorescencia; Gel: licuefaccion de la gelatina.

Las colonias en el medio YDC presentaron colores blancos-opacos, caracteristicas similares a
las descrita por Araque et al. (2009) y se determind que todas las muestras a excepcion de la

CHO004 correspondian al género Burkholderia spp.

Se determind mediante pruebas bioguimicas que la bacteria identificada con el codigo CH004
presentd pigmentos fluorescentes no difusible caracteristicas similares a la obtenida por Sdnchez
et al. (2017), hidrdlisis de la gelatina positivo, desdoblamiento de las fuentes de carbono:

sacarosa Y sorbitol, di-hidrolisis de la arginina negativo, oxidasa negativa y de acuerdo con
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Schaad et al. (2001), y Garcia (2015), identifica de manera fenotipica esta fitobacteria que
corresponde a Pseudomonas syringae (Cuadro 1).

El género Burkholderia spp resultd con fluorescencia negativa, para las pruebas de
desdoblamiento de fuentes carbono sorbitol, lactosa, threalosa y licuefaccion de la gelatina
resultados similares a los obtenidos por Gonzales y Santamaria (2014) positiva, oxidasa negativa
y sin crecimiento a 40 °C (Cuadro 1). El resultado corresponde a la fitobacterias Burkholderia

andropogonis segun (Garcia y Rodicio 2007; Reyes et al., 2022)
5.2 Patogenicidad de fitobacterias aisladas
5.2.1 Sintomas ocasionados por Burkholderia andropogonis

Se encontraron sintomas iniciales en 15 plantas donde se observaron en forma de rayado sobre
las hojas bajeras (figura 1.A) durante los primeros cinco dias después de inoculado, a los nueve
dias se observo cambio de color hasta llegar a manchas rojizas que fueron mas notable al llegar
a los 13 dias ver (Figura 1, B). Ademas, en otras plantas inoculadas hubo pérdida de turgencia

en las hojas y disminucion en el crecimiento comparado con el testigo.

Figura 1. Sintomatologia presentada en plantas de maiz inoculadas con Burkholderia
andropogonis. A. Rayado en hojas bajeras, B. manchas rojizas en el centro de la hoja, C. rayado
longitudinal en las hojas.

Pérez et al. (2012) describe sintomas a lo largo de todas las hojas como coloraciones rojas
castafias, que pueden llegar a tener tonalidades amarillas en los bordes y que en estados
vegetativo jovenes de las plantas pueden llegar a detener el crecimiento lo cual coincide con los
sintomas encontrados en la prueba de patogenicidad de esta investigacion.
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Uno de los principales hospederos de Burkholderia andropogonis son las gramineas y entre
ellas el maiz, dafiando las hojas y crecimiento de las plantulas jovenes que puede presentarse en
la etapa vegetativa principalmente, no obstante, puede dafiarse la planta en cualquier momento
del ciclo vegetativo (Plazas et al., 2014; De Rossi et al., 2016).

5.2.2 Sintomas ocasionados por Pseudomonas syringae

En 12 plantas a los ocho dias posteriores al inicio del ensayo se comenzaron a manifestar los
primeros sintomas tipo clorosis en las hojas y en la zona de inoculacién, a los 10 dias se
observaron las primeras manchas blancas en las hojas (figura 2. D), a los 13 dias se observo
pérdida de turgencia acompafiada de manchas en las hojas con forma eliptica y un halo

amarillento con coloracion claras que eran grises a tonos blancos.

s

Figura 2. Sintomatologia presentada en plantas de maiz inoculadas con Pseudomonas syringae.
A. manchas de color blancas en la hoja, B. manchas marrones iniciales en las hojas basales de
la planta, C. sintoma avanzado con halo amarillento, D. manchas blancas observadas en partes
terminales de la hoja.

Sil Palacios (2015) menciona que las manchas ocasionadas por Pseudomonas syringae son
manchas de color blanco o marrén, con un halo amarillento alrededor de ellas con forma circular
o eliptica. De la misma manera en la prueba de patogenicidad realizada en este estudio se

encontro el sintoma reportado por la literatura consultada.
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Giménez (2017) menciona a Pseudomonas syringae como patégeno del maiz, ocasionando
sintomas en la parte foliar también, puede permanecer de manera inactiva en todo el ciclo del
cultivo actuando de manera saprofita y endofita lo que dificulta su deteccion, al ser oportunista
al haber las condiciones Optimas para su desarrollo se vuelve una bacteria epifita y al ser

transmitido por semillas es comun detectarlo en las primeras etapas fenoldgica.
5.3 Identificacion de los sintomas observados

Siguiendo los postulados de Koch, de las hojas con sintomas de los patdgenos mencionados se
procedio a aislar nuevamente en NA, para su purificacion y analisis bacteriolégico arrojando

que todas las bacterias encontradas eran Gram negativas, oxidasa negativa y catalasa positiva.

Las muestras obtenidas de plantas inoculadas con Pseudomonas syringae, tuvieron
fluorescencia, arginina di-hidrolisis negativa y desdoblamiento de fuentes de carbonos: sacarosa

y sorbitol, dando positivo para la fitobacterias mencionada.

Las muestras obtenidas de las plantas inoculadas con Burkholderia andropogonis, no
presentaron fluorescencia en el medio KB, y en el medio YDC presentaron color blanco opaco
y desdoblamiento de fuentes de carbono: sorbitol, lactosa, threalosa y licuefaccion de la gelatina,

resultando positivo para la fitobacterias mencionada.
5.4 Efecto de fitobacterias sobre la germinacion

Después de siete dias se observaron las semillas para cuantificar los porcentajes de germinacion
al realizar el conteo se determind que en el ensayo las fitobacterias no ejercieron efecto alguno,
no obstante, al revisar las plantulas a detalle se notaron sintomas en una gran cantidad de estas
que fueron para Pseudomonas syringae dafios en las raices acompafiado por necrosis y para
Burkholderia andropogonis manchas en las primeras hojas verdaderas con tonalidades rojizas-

castafas y necrosis.
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Cuadro 2. Resultados de los ensayos de germinacion en semillas de maiz inoculadas con
fitobacterias

Bacterias inoculadas SOEP PSG
Testigo (ADE) 0 82.5
Burkholderia andropogonis 51 88.3
Pseudomonas syringae 43 76.6

SOEP: Sintomas observados en plantulas; PSG: Porcentaje de semilla germinada.

Los porcentajes de germinacién obtenidos en el ensayo fueron: testigo con 82.5%, B.
andropogonis 88.3% y P. syringae 76.6% (cuadro 2), resultados del proceso de bacterizacion,
no hubo disminucién en el nivel germinativo, no obstante, el desarrollo de las plantas fue

afectadas por la presencia de dafos en las raices y hojas.

De acuerdo con los resultados de las pruebas de germinacién, se observé que el nivel
germinativo de la semilla no es afectado por las fitobacterias, sin embargo, existen dafios en

raices y hojas que afectan el desarrollo y crecimiento de las plantas.

En estudios realizados anteriormente se menciona que ambos patdgenos estan presentes en suelo
y semilla, afectando estados vegetativo jovenes de las plantas, pero se desconocia si eran capaces
de ejercer efecto en la germinacion al momento de realizar el ensayo se comprobo que no son

capaces de reducir la germinacion.

Maya (2013), menciona que las bacterias pueden llegar a la semilla desde que estan en campo
0 antes de la cosecha, estas pueden sobrevivir durante meses. Al sembrarse y en presencia de
las condiciones favorables humedad y temperatura optima, esta infectara la planta mas no

afectara el poder germinativo corroborando los resultados obtenidos en el ensayo.
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Figura 3. Semillas que pasaron por el proceso de bacterizacion posterior al ensayo de
germinacién. A, Semillas inoculadas por Pseudomonas syringae, B. semillas inoculadas por
Burkholderia andropogonis, C. semillas testigos inoculadas con agua destilada estéril.

Stefanova (2009) y Ocampo (2013) menciona que Pseudomonas syringae y Burkholderia
andropogonis se pueden trasmitir por escorrentias, salpicaduras y la mas comdn por semilla 'y
que pueden verse en cualquier momento de la etapa vegetativa pero no afecta su poder
germinativo, por lo tanto, los sintomas vistos en las plantulas fueron ocasionadas por las
fitobacterias al momento de ser expuesta a estas, suelen presentarte posteriores a la emergencia
y que no generan dafios en la germinacion, solo en el desarrollo y crecimientos de las plantas,
justamente como se observa en la (Figura 3).

Barret (2016) hace referencia a los microorganismos que afecta a la semilla son amplios y para
poder calcular el nivel de afectacion por complejos bacterianos se realiza a partir de plantulas
emergidas para observar sintomas justamente como realizo en el ensayo para contabilizar la
incidencia. Ademas, el manejo de patdégenos de semilla es complejo porque se hospedan en el
embrion, por lo tanto, aunque se trate la semilla con algun producto preventivo, las bacterias

apareceran en estadios vegetales iniciales o avanzados (Anexo 9).

20



VI CONCLUSIONES

Mediante pruebas bioquimicas fenotipicas se identificaron las especies de fitobacterias

Pseudomonas syringae y Burkholderia andropogonis a partir de semillas de maiz.

Los resultados de las pruebas de patogenicidad mediante postulados de Koch mostraron que los
sintomas presentes en las plantas tales como manchas rojizas castafias en las hojas son
ocasionados por Burkholderia andropogonis y manchas claras elipticas y con bordes amarillos

en las hojas bajas son caracteristicos de Pseudomonas syringae.

Las bacterias identificadas no inciden en la germinacién de las semillas de maiz, pero si en el

desarrollo vegetativo de las plantulas.
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VIl RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar més estudios de patdgenos en semillas enfocados en hongos y virus para
identificar cuales estdn presentes en el pais y evaluar su incidencia sobre la capacidad

germinativa de las semillas, tomando en cuenta las variedades mas producidas en el pais.

Para un diagndstico més preciso de las fitobacterias se recomienda la confirmacion por PCR,
técnica LAMP y ELISA.
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IX ANEXOS

Anexo 1. Medios de cultivos diferenciales y especificos para la identificacion de géneros y
especies de fitobacterias en el LNDFCS (Schaad et al., 2001).

Medios de Cultivo

Resultados

NA
NAAL

CNOs

TZC (I)

LOGAN

NSA

YDC

GYCA

PSDI
KING B
O/F
XA
SX

CPB

AG
ARF

AD

Medio de crecimiento general. Las colonias bacterianas generalmente son
de color blanco lechoso a amarillo claro.

Medio usado para comprobar la utilizacion del almidén. Se complementa
con una Solucion de yoduro de Lugol.

Medio liquido utilizado para corroborar el proceso de la reduccion de
nitratos a nitritos, utilizando el reactivo de Griess.

La coloracion rojiza que sean tenues se tomase como positivas para
Ralstonia solanaceraum y las de color rojo fuerte para Pectobacterium
caratovorum

Los colores que van de rosado a rojo purpura son positivos para
Pectobacterium caratovorum, de rosado a rojo purpura para
Pectobacterium caratovorum pv. atréptica y el color rojo oscuro para
Dickeya chrysanthemi

Las colonias blanco-lechosas son positivas para las patdgenas
Pseudomonas fuscovagine

Las bacterias fitopatdgenas crecen de colores que van desde amarillo claro
a opaco, siendo mas notable en el género Xanthomonas spp

Para la observacion de pigmentacion en Xanthomonas spp. Incubar a 35
C por 7 dias. el aparecimiento de una pigmentacion de color azul se
interpreta como positivo

Crecimiento de color rojizo es positivos para Pectobacterium carotovora
pv. carotovora

Para comprobacion fluorescencia, que es positivo para Pseudomonas
syringae y Pseudomonas fluorescens

Comprobacién del facultativo de la bacteria

Para comprobar la hidrolisis de la gelatina

El cambio del medio de verde musgo a amarillo limén es positivo para el
género Xanthomonas spp

Para caracterizacion de Xanthomonas axonopodis pv axonopodis y otras
especies

Las fitobacterias inoculadas pasadas las 48 horas deben virar el color del
medio de purpura a amarillo por el desdoblamiento de la fuente de
carbono, si se observa el cambio de color la prueba se considera positiva
para corroborar la capacidad de Xanthomonas spp y Pseudomonas spp de
realizar la hidrolisis de la gelatina y el almidon

Cambio en el color del medio se toma como una reaccion positiva

Para ver la arginina di hidrolizada el cambio de color del medio de rojo a
rosado se considera positivos para cepas del género Pseudomonas spp
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Anexo 2. Pruebas fenotipica rapidas para la identificacion de bacterias fitopatdgenas (Schaad

etal., 2001).
Prueba Resultados
Oxi El cambio de color a tonalidades azules en menos de 10 segundo se
xidasa : »
considera positiva
La formacion de burbuja a partir del Peroxido de Hidrogeno (H20>) al
Catalasa . . - . : "
3%, debido ala liberacion de oxigeno se considera positiva
Gram La formacion de un halo mucoide por el rompimiento de la pared celular,
utilizando Hidroxido de Potasio al 3%, se considera positivo
La deteccion de zonas de inhibicion (sin tincién) en un medio que
Lugol contiene almidon, utilizando una solucién de Yoduro de Lugol, se

Reduccién de
NO3 a NO>

Indol

Fluorescencia

considera positiva

La presencia de un cambio de color en un caldo de Nitratos conteniendo
colonias bacterianas, utilizando el reactivos de Griess (Solucién A 'y
Solucion B), se interpreta como reduccién de los nitratos a nitritos.

La formacion de un halo negro en la parte superficial del medio
reaccionado (reduccidn de nitratos), utilizando las gotas reactivas se
considera positivos

La determinacion de pigmentos fluorescentes en cultivos bacterianos
inoculados en medio King B se realiza con la ayuda de una lampara de
luz UV.

Anexo 3. pruebas fenotipicas para la identificacion de géneros de bacterias fitopatogenas
(Schaad et al., 2001).

@ c X g

X < = e

@ O v O o Q9

s ©« 5 E &8 8 £ © 9
Pruebas S § 2 € 5 6 88 o
£ 8 © © 2 £ £ 2= =2
S E S 3 2 £ € 23z ©
- ] Q n ] > (3] O — [§8]
w o << o xx oo X << O m
Gram positivas - - - - - - -+ 4+
Crecen anaerObicamente + O+ - - - - L4
Crecen aerébicamente + + 4+ + + + o+ 4+ o+ o+
Colonias amarillas o naranjas sobre YDCoNBY - + - - B
Colonias mucoides sobre YDC a30 C - - + - 4+ - + + + N
Pigmentos fluorescentes sobre KB L
Crecen a 40 grados Celsius -V o+ - -+ - - -+
Oxidasa - -+ -+ o+ -+ -V
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Anexo 4. Pruebas fenotipicas para la identificacion de especies de Pseudomonas spp (Schaad
etal., 2001).

n © ©
= > — = ]
.E ‘D o 1= :f_—f § § g S
o I = o =] 2} c o S
Pruebas = ® 3 £ £ S £ g -
£ S g S = 8 & 2 3
o o} o} o o o o o (oW
Fluorescente difusible + + + + + + + + -
Pigmento no difusible - - - - vV - - - -
Oxidasa + + + + - - - + +
Arginina di hidrolasa + - - - - - - + -
Crecimientoa 37 C - - - - - + - - +
Hidrolisis de gelatina ND ND ND - + -V ND +
Manitol + + + + + - V ND +
Geraniol - - - - - - - 'ND ND
Benzoato - - + + - - - - -
Celobiosa - - - - - + . ND )
Sorbitol + + - - + - + ND -
Threalosa + Vv - - - + - ND +

Anexo 5. Pruebas fenotipicas para la identificacion de especies de Xanthomonas spp (Schaad
etal., 2001).

— 52} n

Pruebas E 8 8§ g = &

& 8 £ z £ g 3

O &L T 8 & 5 & =

Crecimientos mucoides en YDC + 4+ + + + + o+
Crecimiento en 35 grados + - + + + + + +
Crecimiento en SX + - - - - - + -
Hidrolisis de almidén + 4+ - + o+ - + 4+
Digestion de proteinas + - - + O+ o+ o+ 4
Nucleacion loe - + - - - - - +
Arabinosa + - - - - - - -
Glicerol + - + - - - + -
Melibiosa \V - - - R . + }

30



Anexo 6. Pruebas fenotipicas para la identificacion de especies de Burkholderia spp (Schaad
etal., 2001).

2 3

8) =

s £

e 9 «© = @ ‘=

e s 8§ £ 5 5 £

m m &) = O =
Oxidasa - + + v ND ND
Crecimiento a pH 8 ND - + + VvV -
Crecimiento a 40 grados - + + o+ o+ o+
Crecimiento en NaCL al 3% ND - VvV - + -
Arginina di hidrolasa - + - - + V
Hidrolisis de gel + - VvV o+ +
Hidrolisis de almidon ND - - - - -

Anexo 7. Pruebas fenotipicas para la identificacion de especies de Erwinia spp (Schaad et al.,
2001).

i [¥] 2 8 <2] fh) % C_E

Pruebas s 5 $ 3 2 8 g 3 S

=) = = S o S 'S = 2 P

= B = I -~ = = © 5

E = 2 ¥ © 5 % 8§ 7T ¢

© (4] [ o o o O — wn +—

W ow oW oW oW oW oW oW ow oW

Pigmento rosa en YDC - - - ND + ND - + - -

Crecimientoa 39 C - - - + - - - - - -

Prueba de indol - - - + - - - - - -

Reduccidn de nitrato - - - ND + - - - - -

Licuacion de gelatina + - - - - - - - - -

Salicina - - + + + ND + - + -
Melibiosa - - + + ND ND ND ND ND ND
Inositol - - + ND ND ND ND - + ND
L-arabinosa \ - + + + + - + - ND
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Anexo 8. Medio O/F reaccionado en el sistema abierto , bacterias con crecimiento aerobico.

Anexo 9. Dafios en las primeras hojas en plantulas de maiz ocasionado por Burkholderia
andropogonis.
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