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RESUMEN 

 

 

Ralstonia solanacearum es el principal patógeno causante de la enfermedad marchitez 

bacteriana, la que se encuentra distribuida en más de 80 países, reportando pérdidas de 

hasta el 100% de producción de más de 250 especies vegetales. R. solanacearum se 

ha descrito como patógeno cuarentenario, considerado una amenaza para la agricultura 

mundial debido a la capacidad que tiene de producir infecciones latentes asintomáticas 

que favorecen su diseminación global, dificultando el control de la enfermedad. La 

supervivencia saprofita y la propagación eficiente de este patógeno han sido las 

principales causas para elaborar exitosas medidas de control para su erradicación. Es 

por esto que el desarrollo de herramientas de detección específicas y sensibles son 

necesarias para su identificación y caracterización. Actualmente, existen diferentes 

metodologías fenotípicas, bioquímicas y moleculares para la caracterización de R. 

solanacearum. Sin embargo, estas metodologías presentan grandes dificultades para su 

implementación ya que no son exclusivas para R. solanacearum. En el presente trabajo, 

se abordó la problemática de discriminar en forma selectiva cepas de R. solanacearum. 

Para esto, se utilizaron herramientas bioinformáticas basadas en la secuenciación del 

gen 16S ADN ribosomal, las que permitieron confirmar que la estrategia de aislamiento 

convencional no permite aislar en forma selectiva únicamente cepas de R. solacearum, 

sino que también otras especies que se encuentran en co-cultivo junto a este patógeno. 

Nuestros resultados demostraron que la metodología diseñada en esta tesis permite 

identificar cepas axénicas de R. solanacearum y bacterias saprofitas pertenecientes a 

los órdenes Enterobacterales y Pseudomonadales. En su conjunto, estos resultados 
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permitieron identificar una región genómica conservada única en R. solanacearum para 

diseñar partidores específicos para la especie, los cuales pueden ser útiles para la 

identificación molecular de este patógeno de gran importancia agrícola y comercial. 
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ABSTRACT 

 
 

Ralstonia solanacearum is the main pathogen causing bacterial wilt disease, which is 

distributed in more than 80 countries, reporting losses of up to 100% of production of 

more than 250 plant species. R. solanacearum has been described as a quarantine 

pathogen, considered a threat to world agriculture due to its ability to produce 

asymptomatic latent infections that favor its global spread, making disease control 

difficult. Saprophytic survival and efficient propagation of this pathogen have been the 

main causes for developing successful control measures for its eradication. This is 

because the development of specific and sensitive detection tools is necessary for their 

identification and characterization. Actually, there are different phenotypic, biochemical 

and molecular methodologies for the characterization of R. solanacearum. However, 

these methodologies present great difficulties for their implementation, because they are 

not exclusive to R. solanacearum. The revision requires the proper identification of R. 

solanacearum strains for diagnostic and epidemiological studies. To resolve this problem, 

we used bioinformatic tools based on the sequencing of the 16S ribosomal DNA gene, 

which confirmed that the conventional isolation strategy could not only isolate strains of 

R. solacearum, but also other species found in co -cultivation together with this pathogen. 

Our results showed that the methodology designed in this thesis allows to identify axenic 

strains of R. solanacearum and saprophytic bacterias belonging to the orders 

Enterobacterales and Pseudomonadales. Our results allowed us to identify a unique 

conserved genomic region in R. solanacearum to design species-specific primers, that 

could be useful for the molecular identification. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

 

1.1. Marchitez Bacteriana 

 

La marchitez bacteriana es considerada una de las enfermedades más 

destructiva del mundo que afecta cultivos alimentarios de alto valor nutricional y 

comercial, tales como papas, tomates, tabaco, jengibre y plátanos (Jiang et al., 2017; 

Yuliar et al., 2015), así como también, plantas ornamentales (Elphinstone, 1996a) y 

especies forestales (Eucalyptus spp.) (Álvarez Romero et al., 2021; Carstensen et al., 

2017; Santiago et al., 2015). Recientemente, se han documentado nuevas especies con 

síntomas de marchitez bacteriana, tales como arándanos en Florida, EE.UU (Bocsanczy 

et al., 2019), rosas ornamentales en los Países Bajos (Bergsma-Vlami et al., 2018),  y 

calabazas y moras en China (She et al., 2017a; Wang et al., 2008). 

 

La enfermedad, según su sintomatología en papa, plátano, tabaco y geranio, 

asume distintos nombres descriptivos como podredumbre parda, enfermedad del Moko, 

enfermedad de Graville y marchitez del sur, respectivamente (García et al., 2019; 

Peeters et al., 2013a). Generalmente, estos síntomas se caracterizan por un retraso del 

crecimiento de las plantas, marchitamiento en hojas y tallos, además de un evidente 

exudado bacteriano en tallos y tubérculos (Bajracharya & Sapkota, 2017; Blomme et al., 

2017). 
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De estos cultivos, la papa (Solanum tuberosum L.) es considerado el principal 

cultivo de hortalizas en términos de áreas de producción a nivel mundial y el tercer cultivo 

alimentario más importante del mundo (Bajracharya & Sapkota, 2017; Haverkort & Struik, 

2015a). Además de ser susceptible al patógeno de la podredumbre parda, este cultivo 

es infectado por otras especies bacterianas, tales como Pectobacterium y Dickeya (Van 

Gijsegem et al., 2021). 

 

La podredumbre parda en papa produce cada año pérdidas económicas de mil 

millones de dólares en todo el mundo (Mansfield et al., 2012), debido a que las pérdidas 

pueden llegar a alcanzar el 100% abarcando aproximadamente 1.7 millones de 

hectáreas en regiones tropicales, subtropicales y cálidas templadas en unos 80 países 

(Elazouni et al., 2019; Haverkort & Struik, 2015b). 

 

La enfermedad de la marchitez bacteriana es asignada principalmente al 

complejo de especies Ralstonia solanacearum (RSSC) que comprende tres diferentes 

especies: R. solanacearum, R. pseudosolanacearum y R. syzigii (Fegan & Prior, 2005); 

y en menor medida, a otros grupos de especies, incluyendo Erwinia (Pectobacteria), 

Xanthomonas (Blomme et al., 2017; Sanogo et al., 2011), Pantoea (Sarkar & Chaudhuri, 

2015), Clavibacter (Boyaci et al., 2021), Curtobacterium y algunas especies de 

Enterobacter (Sarkar & Chaudhuri, 2015; Zhu et al., 2010a). 
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Ralstonia solanacearum  

 

Ralstonia solanacearum afecta a más de 250 especies de plantas pertenecientes 

a 50 familias botánicas (Elphinstone, 1996a; Peeters et al., 2013b), y se caracteriza por 

tener una amplia distribución geográfica a nivel mundial (Hayward, 1991a) (Figura 1). 

Esta distribución ha permitido confirmar la extensa diversidad genética y fenotípica que 

existe dentro de la especie, a la cual se le ha denominado complejo de especies de 

Ralstonia solanacearum (RSSC) (Sharma et al., 2021). 

 

 

 

Figura 1. Distribución geográfica del complejo de especies de Ralstonia solanacearum. 
Figura obtenida desde la organización europea de protección vegetal del Mediterráneo - 
Base de datos global de la EPPO (https://gd.eppo.int/taxon/RALSSO/distribution). 
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Taxonómicamente, Ralstonia solanacearum (sinónimos: Bacillus solanacearum, 

Bacterium solanacearum, Phytomonas solanacearum, Xanthomonas solanacearum, 

Pseudomonas solanacearum, Burkholderia solanacearum) es una especie Gram 

negativa que pertenece al género Ralstonia, familia Burkholderiaceae, orden 

Burkholderiales, clase Gamaproteobacteria (Palleroni, 2015; Paudel et al., 2020). Esta 

es la última revisión taxonomica para el RSSC y se basa en las distancias evolutivas 

inferidas de las secuencias del genoma que se han utilizado para establecer la base de 

datos de taxonomía del genoma (GTDB, por sus siglas en inglés). Esta base de datos 

resolvió remover el filo Beta-proteobacteria a un subgrupo anidado dentro de la clase de 

Gamma-proteobacteria (Guo et al., 2013) (Figura 2).  

 

 

Figura 2. Principales revisiones taxonómicas para el complejo de especies de Ralstonia 
solanacearum (RSSC). La mitad inferior de la figura muestra la línea de tiempo cuando 
se introdujeron cambios en la taxonomía del complejo RSSC, y la mitad superior ilustra 
la taxonomía predominante utilizada para cada época. Para cada revisión taxonómica, 
en los recuadros rosados se indican los cambios en la clasificación, y los recuadros 
azules muestran niveles que no cambiaron. Los cuadros amarillos es la taxonomía 
revisada por Sharma y cols 2021 (Safni et al., 2014) (Imagen adaptada de Sharma y 
cols. 2021 y Creada en BioRender.com).   
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La extensa diversidad genética y fenotípica que existe dentro del complejo RSSC 

ha llevado a la subdivisión de este grupo en subgrupos, sobre todo para el control de la 

enfermedad y bioseguridad de las plantas (Sharma et al., 2021). La clasificacion inicial 

del complejo RSSC fue basada según su fenotipo y características bioquímicas, 

agrupando las especies en cinco razas de acuerdo al rango de hospedadores y en cinco 

biovares según los azúcares y los carbohidratos que pueden metabolizar (Paudel et al., 

2020). Posteriormente, gracias al uso de herramientas de biologia molecular, la 

clasificación de R. solanacearum fue catalogada en filotipos, los que son genéticamente 

distintos y se correlacionan con los orígenes geográficos de las cepas. Estos filotipos 

son: filotipo I (Asia), II (América), III (África) y IV (Indonesia) (Fegan & Prior, 2005; 

Poussier et al., 2002). Esta nueva clasificación basada en filotipos condujo a la 

descripción de tres especies dentro del complejo RSSC: (i) R. solanacearum que incluye 

todas las cepas del filotipo II, (ii) R. pseudosolanacearum con todo el filotipo I y cepas de 

filotipo III, y (iii) R. syzygi con todas las cepas de filotipo IV (Safni et al., 2014) . A  su vez, 

estas especies se sub-clasifican en sequevares, los cuales son una taxonomía adicional 

basada en las relaciones filogenéticas que son determinadas según las variaciones en la 

secuencia en el gen parcial de la endoglucanasa (egl) (Fegan & Prior, 2005). En este 

contexto, Izadiyan y Taghavi (2019) reportaron un total de 57 sequevares dentro de los 

cuatro filotipos antes mencionados. 

 

A nivel mundial, R. solanacearum se encuentra en segundo lugar en una lista que 

comprende a los diez principales patógenos de plantas (Mansfield et al., 2012a). Por lo 

tanto, R. solanacearum es considerado un patógeno cuarentenario (Unión Europea) 

(Janse, 2012) y se encuentra bajo la Ley de Protección contra el Bioterrorismo Agrícola 



 

 

 9 

(Champoiseau, 2009). En Chile, la epidemiología de R. solanacearum es monitoreada 

por el Servicio Agrícola Ganadero (SAG). El último reporte corresponde a abril 2021, 

donde se declararon predios bajo cuarentena en el área libre en la región de la Araucanía 

y Los Rios (SAG, 2021). El principal hospedero de R. solanacearum en Chile es la papa 

(CIAMPI-PANNO, 1984), aunque también se ha reportado en tomate (Vasconez et al., 

2020). En ambos casos, se ha identificado como cepa responsable el Filotipo IIB 

sequevar 1 o Raza 3 biovar 2.  La Raza 3 de R. solanacearum se distribuye en todo el 

mundo, y crece en zonas cálidas tropicales, con un crecimiento óptimo entre 

temperaturas 25°C a 30°C (Hayward, 1991). No obstante, la Raza 3 también tiene la 

capacidad de producir la enfermedad de marchitez bacteriana en climas fríos a diferencia 

de otras cepas y razas de R. solanacearum (Swanson et al., 2005).  

 

 

 

1.2. Ciclo biológico de Ralstonia solanacearum  

 

R. solanacearum tiene un ciclo de vida bifásico u oscilativo que contempla 

estados de virulencia y saprofitísmo entre el huesped y en el ambiente, respectivamente. 

R. solanacearum, en asociación con plantas, produce una interacción estrecha que 

puede conducir a la marchitez bacteriana (y la muerte) de plantas susceptibles. Cuando 

R. solanacearum  se encuentra en el ambiente en sistemas abiertos, tales como suelo, 

sedimentos y agua, la bacteria se encuentra generalmente a densidades celulares 

relativamente bajas y con cambios fenotípicos que le otorgan la capacidad de 

sobrevivencia en el ambiente (Denny, 2006a).  
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Para que R. solanacearum pueda tener éxito en la infección y provocar la 

enfermedad en su hospedero, debe ocurrir lo siguiente: existir un patógeno virulento, una 

planta huésped susceptible y un ambiente permisivo. Con todo lo anterior, se desarrolla 

el triángulo de la enfermedad (Scholthof, 2007) (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Triángulo de la enfermedad. El resultado de una interacción planta-patógeno 
está determinado por tres factores principales: patógeno, la planta huésped y el medio 
ambiente. Cuanto más permisivo sea el entorno, más durará el periodo de la infección. 
Cuanto mayor sea la virulencia frente un hospedero susceptible, mayor será la 
prevalencia del patógeno. (McNEW, 1960) (Figura adaptada de Scholthof 2007 basada 
en el triángulo original de McNew’s y creada en BioRender.com). 

 

R. solanacearum en el ambiente es capaz de sobrevivir en el agua, en residuos 

y en el suelo hasta que reconoce, mediante mecanismos de motilidad, quimiotaxis y 

aerotaxis, específicamente la rizosfera de las plantas hospedantes (Yao & Allen, 2006). 
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Luego, coloniza la raíz a través de la zona de elongación, heridas de la raíz o los puntos 

emergentes de la raíz secundaria para ingresar a través de los espacios apoplásticos 

corticales, que dan comienzo a la etapa de infección que permiten colonizar el cilindro 

vascular y los vasos del xilema (Digonnet et al., 2012). Este mecanismo es dependiente 

de la regulación enzimática, que permite hidrolizar los componentes de la pared celular 

(Genin & Denny, 2012; HIKICHI, 2016; Schell, 2000). Pocos días después de llegar a los 

vasos del xilema, R. solanacearum se multiplica rápidamente hasta aproximadamente 

109 UFC g-1 de tejido (Jacobs et al., 2012). Esta densidad bacteriana es regulada por el 

sistema Quorum Sensing (QS) (Milling et al., 2011), el cual determina el fenotipo de la 

comunidad bacteriana, mediante moléculas señal auto-inductoras que permite activar la 

producción de exopolisacárido (EPS) identificado como el responsable de obstruir el 

sistema vascular de la planta para el flujo de agua, provocando el marchitamiento y 

posterior la muerte de la planta (Denny, 2006b; Milling et al., 2009; Peyraud et al., 2016; 

Vasse, 1995) (Figura 4). Cuando esto sucede, R. solanacearum puede regresar al 

estado saprofito en el suelo (Graham & Lloyd, 1979a; Paudel et al., 2020). 

 



 

 

 12 

 

Figura 4. Ciclo de la enfermedad producida por Ralstonia solanacearum. R. 
solanacearum puede sobrevivir en suelo, agua y malezas durante largos períodos de 
tiempo. Una vez que encuentra en las raíces de una planta huésped, R. solanacearum 
ingresa a través de heridas o raíces secundarias, colonizando hasta que entra al sistema 
vascular de la planta, donde aumenta la densidad produciendo el exopolisacárido que 
provoca la obstrucción de los vasos del xilema y la obstrucción de la circulación de agua, 
provocando así los síntomas de marchitamiento y posterior muerte de la planta. Una vez 
que la planta muere, la bacteria regresa al ambiente como potencial agente infeccioso 
para otros hospederos (Imagen creada en www.biorender.com). 

 

En el suelo, el tiempo de sobrevivencia de este patógeno puede variar según el 

contenido de humedad, la temperatura y el tipo de suelo; por lo tanto, todos esos factores 

pueden jugar un papel crítico en la sobrevivencia de R. solanacearum (Patrice G. 

Champoiseau, 2009b). Además, se ha observado que R. solanacearum no sobrevive en 

el suelo a granel lejos del material vegetal, excepto por cortos períodos de tiempo 

(Bamford et al., 2017; Grey & Steck, 2001; Scherf et al., 2010), y que su sobrevivencia a 

largo plazo en el suelo podría estar asociada a la capacidad del organismo para infectar 
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las raíces de los huéspedes, o a la capacidad de colonizar la rizosfera de especies no 

huéspedes (Graham & Lloyd, 1979b). Sin embargo, tambiÉn se ha reportado que R. 

solanacearum posee una mayor sobrevivencia en capas de suelo más profundas, 

presuntamente debido a una menor fluctuación de la temperatura, así como a un menor 

grado de depredación por protozoos o de competencia/antagonismo por la microbiota 

del suelo (Graham & Lloyd, 1979b) 

Además de sobrevivir en el suelo durante períodos prolongados, R. 

solanacearum también puede sobrevivir en corrientes de agua, a través de las cuales 

puede propagarse e infectar otros lugares (J. C. Hong et al., 2008). Las características 

que presenta el agua como la temperatura, pH y salinidad influyen en la capacidad de la 

bacteria para sobrevivir en el medio acuático. Ante esto, se ha demostrado que la 

bacteria prolifera en ciertas malezas terrestres y cuerpos de aguas las que no muestran 

síntomas de marchitez, pero sí se ha logrado detectar R. solanacearum en tallo y raíces 

(J. Hong et al., 2005). 

En cualquiera de los casos, R. solanacearum es capaz de cambiar su 

metabolismo como mecanismo de sobrevivencia frente a inanición y en presencia de 

agentes antimicrobianos (Martins et al., 2018), a un estado inactivo reversible 

denominado dormancia, el que permite una inhibición transitoria del crecimiento a través 

de la inactivación de las principales funciones celulares (Lewis, 2007, 2008, 2010a; Mori 

et al., 2018a; Pu et al., 2017).  
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El estado de dormancia presenta dos fenotipos: i) viable pero no cultivable (VBNC 

por sus siglas en inglés) que se define por el fracaso de un organismo para ser cultivado 

en medios que normalmente favorece su crecimiento y ii) como estado de persistencia 

que se refiere a las subpoblaciones tolerantes a múltiples fármacos y distintas 

condiciones, incluyendo exposiciones extremas a cambios de temperatura, humedad y 

salinidad (Flemming et al., 2016; Wood et al., 2013). Las células persistentes y las VBNC 

comparten características moleculares, reguladas por diferentes vías metabólicas 

(Bamford et al., 2017). En R. solanacearum, se ha observado que el fenómeno de VBNC 

ocurre cuando es sometida a bajas temperaturas (4°C) y en presencia de metales 

pesados (Grey & Steck, 2001).  

Por ejemplo, células tolerantes a los antibióticos muestran este fenotipo 

aproximadamente entre 0.001–0.1% de las células en una población bacteriana, y este 

número puede aumentar hasta un 1% en fase estacionaria o en agregados celulares 

multiespecie llamados biopelículas (Lewis, 2008, 2010a). Esta es una importante 

estrategia de sobrevivencia bacteriana frente a la privación de nutrientes, cambios de 

pH, temperatura, radicales libres de oxígeno, desinfectantes y antibióticos (Jefferson, 

2004).  

Las estrategias de supervivencia de R. solanacearum han creado dificultades y 

limitaciones en los planes de manejo a través de medidas preventivas, medios de 

cultivos, así como métodos químicos, fisicos y biológicos (Yuliar et al., 2015). Las 

medidas preventivas, tales como la cuarentena, prácticas fitosanitarias, uso de semilla 

certificada libre de la enfermedad, desinfección de equipos y herramientas, uso 

controlado del riego por inundación, y evitar el riego por aspersión, han tenido éxito 
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solamente donde el patógeno no está presente, ya que de lo contrario no son aplicables 

en lugares infectados (Karim & Hossain, 2018). 

Dada esta caracteristica, la supervivencia a largo plazo de R. solanacearum 

depende del cultivo bacteriano, pero su deteccion dependerá de su estado VBNC, estado 

que influirá en la determinación de la presencia del patógeno, sobre todo en la evaluación 

del éxito de las diferentes estrategias de control, como lo indicaría la ausencia del 

patógeno en un medio de crecimiento apropiado (Kong et al., 2014). 

La determinación de células VBNC requiere el uso de ensayos de viabilidad 

independiente del crecimiento. Los ensayos de viabilidad comunes utilizados para 

enumerar células viables miden la actividad metabólica o la presencia de ARN, ATP o 

una membrana celular intacta (Ghezzi & Steck, 1999). Para caracterizar células en 

estado VBNC, se debe considerar la capacidad de recuperación del cultivo. Para ello, se 

han utilizado autoinductores microbianos y antioxidantes con el fin de eliminar el estrés 

de estos cultivos (Baffone et al., 2006; Li et al., 2014; Robben et al., 2018). En R. 

solanacearum ha sido exitosa la utilización de catalasa como mecanismo de reanimación 

del patógeno (Kong et al., 2014; Tondo et al., 2020). 

Como consecuencia de estas estrategias de sobrevivencia, es que existen 

dificultades en su aislamiento y determinación, lo que influye en el correcto diagnóstico 

de la enfermedad. 
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1.3. Diagnóstico de Ralstonia solanacearum 

 

 

Los síntomas de marchitamiento bacteriano/podredumbre parda causados por R. 

solanacearum pueden confundirse con otros síntomas de marchitamiento causados por 

Fusarium spp., Verticillium spp., Erwinia chrysanthemi y Clavibacter michiganensis 

subsp. Sepedonicus. Por lo tanto, el diagnóstico definitivo siempre debe obtenerse 

mediante pruebas de laboratorio en un cultivo puro (EPPO, 2004). 

En principio, la identificación y caracterización de especies bacterianas se realiza 

en gran medida en base a fenotipos bacterianos como morfología, crecimiento de 

colonias y características metabólicas que dependen del aislamiento y tipo cultivo 

(ClarridgeIII, 2004). Dentro de ellos, se ha utilizado la tinción Gram y la observación 

microscópica que permite una evaluación preliminar de las bacterias presuntamente 

presentes (Chakravorty et al., 2007; Rizal et al., 2020).  

Si bien estos métodos continúan utilizándose, las técnicas de base molecular han 

proporcionado conocimientos sobre la identificación y tipificación bacteriana. Es así que 

varios organismos internacionales como USDA (United States Department of Agriculture) 

y EPPO (European and Mediterranean Plant Protection Organization) han elaborado 

protocolos de diagnóstico de R. solanacearum (Anonymous, 2006; Floyd, 2008), así 

como también están disponibles en el Concilio de la Unión Europea Directivo 98-57-EC. 

Los métodos recomendados incluyen: bioensayos, cultivo en medios semi-selectivos, 

técnicas serológicas y moleculares. Cada método presenta sus ventajas y limitaciones 

en lo que refiere al límite de detección, especificidad, rapidez, aplicabilidad y costos.  
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Para R. solanacearum se usan protocolos de aislamiento clásico utilizando uno 

o varios medios semi-selectivos, como “medio selectivo de Sudáfrica” (SMSA-E, por sus 

siglas en Ingles, (Elphinstone, 1996b; Obrador-Sánchez et al., 2017) y  SM-1 (Granada 

y Sequeira 1983) que restringen el crecimiento de hongos, bacterias Gram positivas y 

ciertas bacterias Gram negativas saprofitas, excluyendo R. solanacearum dado que se 

encuentra presente el antibiótico polimixina B en la concentración más alta, el cual ha 

sido reportado que en la familia de R. solanacearum muestra resistencia (Elphinstone, 

1996b). Además, como una manera de evaluar sus características morfológicas, los 

cultivos se siembran en medio cloruro de trifenitetrazolio (TZC; por sus siglas en ingles) 

y las colonias fluidas bien aisladas se vuelven a sembrar en placas de ácido casamino-

peptona-glucosa (CPG; por sus siglas en inglés), debido a que algunas cepas son 

sensibles al pigmento de formazán producido para TZC (Obrador-Sánchez et al., 2017; 

Patrice G. Champoiseau, 2009b). 

Sin embargo, se ha reportado que esta metodología no resuelve el aislamiento 

de R. solanacearum axénico, obteniendo co-cultivos de otros microorganismos (Kalpage 

& Costa, 2015; Patrice G. Champoiseau, 2009a), dentro de los que se describe la 

presencia de bacterias endófitas de papa de los géneros Klebsiella, Enterobacter y 

Pseudomona (Obrador-Sánchez et al., 2017; Sarkar & Chaudhuri, 2015) cuyos fenotipos 

(velocidad de crecimiento, morfología macro y microscópica, y características 

metabólicas) son muy similares al de Ralstonia. Tal motivo sugiere complementarlos con 

herramientas moleculares para su identificación y clasificación (Franco-Duarte et al., 

2019). 
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En las últimas décadas, las herramientas utilizadas en biología molecular se han 

reformado para identificar bacterias patógenas de plantas, siendo la más utilizada el 

análisis de secuencia del gen del ADN ribosomal 16S (16S ADNr) para identificar 

especies bacterianas y realizar estudios taxonómicos (Chakravorty et al., 2007).  

 

 

1.4. Gen ADNr 16S   

Los genes de ADNr o denominados también operones ribosomales (rrn) de 

células procariotas incluyen específicamente las regiones 5S, 16S y 23S, regiones 

intergénicas y también pueden contener genes de ARNt del ribosoma (Church et al., 

2020) (Figura 5). Las regiones 5S, 16S y 23S están caracterizadas de acuerdo a sus 

longitudes en aproximadamente 3300, 1550 y 120 nucleótidos, respectivamente 

(Rosselló-Mora & Amann, 2001).  

Los genes que codifican los componentes del ribosoma han sido en su mayoría 

conservados evolutivamente (Fukuda et al., 2016), y han sido utilizados para la 

clasificación taxonómica de tres dominios de organismos presentes en el planeta Tierra 

(Eukarya, Bacteria y Archaea) (Church et al., 2020). De ellos, es el gen ADNr 16S se ha 

convertido en un estándar en la clasificación taxonómica, el cual se compone por ocho 

regiones altamente conservadas y nueve regiones variables (Figura 5). Las regiones 

variables tienen diferente poder discriminatorio en función de los grupos bacterianos, 

donde la región hipervariable 4 (V4) fue generalmente la más informativa (D’Amore et 

al., 2016).  
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Figura 5. Esquema del complejo ribosómico y el gen ADNr 16S. Los cuadros blancos y 
grises indican regiones conservadas y regiones hipervariables, respectivamente. Las 
flechas en negrita se muestran las posiciones aproximadas de los partidores universales 
en la secuencia del gen de ADNr 16S de la especie modelo Escherichia coli (Imagen 
adaptada de (Yarza et al., 2014) y generada en www.Biorender.com). 
 
 
 

Además, el gen ADNr 16S puede estar presente entre 1-15 copias por genoma 

bacteriano (Klappenbach et al., 2000; Mansfield et al., 2012), reportando por ejemplo que 

más del 80% de los genomas bacterianos secuenciados tienen más de un operón 

(Espejo & Plaza, 2018). 

El número de operones ribosomales permite predecir la tasa de crecimiento, y la 

eficiencia del crecimiento es dependientes de la disponibilidad de recursos (Roller et al., 

2016). Sumado a esto, algunas copias pueden diferir (Baker et al., 2003; Chakravorty et 

al., 2007; Church et al., 2020), con diferencias de nucleótidos entre las secuencias del 

gen ADNr 16S de <1% de divergencia (Acinas et al., 2004).  

 

http://www.biorender.com/


 

 

 20 

El origen de los distintos tipos de genes de ADNr en un organismo ha sido 

atribuido a la evolución divergente luego de la duplicación de estos genes o a la 

transferencia horizontal de genes similares desde otras cepas relacionadas (Acinas et 

al., 2004). Esta heterogeneidad intragénomica ha permitido la sub-tipificación entre 

especies  (Sun et al., 2013), pero a su vez puede llevar a una sobre-estimación de la 

abundancia y diversidad bacteriana utilizando enfoques independientes de los métodos 

de cultivo (Acinas et al., 2004). 

 

 

1.5. Bases de datos del gen ADNr 16S   

 

Cada una de estas secuencias  del gen ADNr 16S está disponible en las bases 

de datos públicas, pero se debe evaluar la cobertura de la secuencia y la confiabilidad 

de la anotación (Church et al., 2020). Dentro de ellas se encuentra GenBank (NCBI) 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) que contiene actualmente >29.000.000 de 

entradas para secuencias del gen ADNr 16S de diversas longitudes y calidades 

derivadas de una amplia gama de bacterias recuperadas de diversos ambientes (Church 

et al., 2020). Pero, esta base de datos no garantiza la selección de la secuencia correcta 

y el contenido de las anotaciones, sobre todo cuando las secuencias del ADNr 16S de 

las cepas bacterianas depositadas son usualmente obtenidas de un solo clon de un 

operón o del total del ADNr 16S. 
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A pesar de esta limitación, son cada vez más genomas procariontes parciales y 

completos disponibles que contienen secuencias ADNr 16S completas (Church et al., 

2020). Actualmente, existen tres bases de datos estándares para el gen ADNr 16S. Estas 

bases de datos son Greengenes (DeSantis et al., 2006) con 1.200.000 secuencias, 

SILVA (Quast et al., 2013) con 5.200.000 secuencias, y RDP (Cole et al., 2014) con 

3.200.000 secuencias (Balvočiūtė & Huson, 2017). De entre ellas, la base de datos 

SILVA se caracteriza por ser ampliamente utilizada para los estudios que utilizan el gen 

ADNr 16S (Balvočiūtė & Huson, 2017) y se ha sugerido en diversos análisis de 

comparación de bases de datos por proporcionar las tasas de error más bajas y la 

precisión por lectura más alta, independientemente del software utilizado en la 

clasificación (Lu & Salzberg, 2020).  Esto se debe a que las bases de datos de genes 

SILVA utiliza un enfoque de curación manual guiado por árboles filogenéticos para la 

taxonomía de Bacteria, aproximación que se  basaban en los esquemas taxonómicos de 

Bergey (Yilmaz et al., 2014).  

 

 

 

1.6. Secuenciación del gen ADNr 16S y su uso en la determinación filogenética 

y taxonómica de bacterias 

 

Dada la presencia del gen ADNr 16S en todas las bacterias, este gen se utiliza 

tanto para la determinación de aislamientos bacterianos puros como para la 

identificación de muestras complejas procedentes de una variedad de entornos (Winand 
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et al., 2019); por ejemplo, muestras de suelo y ambientes acuáticos obteniendo datos 

tanto de su composición bacteriana como también abundancia y riqueza (ClarridgeIII, 

2004). 

A pesar de su recurrente uso, la secuenciación del gen ADNr 16S para la 

identificación bacteriana se ve afectado por varios factores, como las regiones del gen 

consideradas y su eficiencia de amplificación, la tecnología de secuenciación, y los flujos 

de trabajo bioinformáticos empleados. Como resultado, la probabilidad de una 

identificación correcta de especies varía sustancialmente entre géneros y especies en 

función de la similitud de su secuencia (Beye et al., 2017). En 1994, se consideraba que 

dos cepas pertenecían a especies diferentes si compartían valores de similitud de 

secuencia del gen ADNr <97% y a un género distinto si este valor era <95% 

(Stackebrandt & Goebel, 1994). El valor de corte a nivel de especie fue reevaluado 

posteriormente al 98,7% y luego al 98,65% (Yarza et al., 2014).  

 

La correcta asignación taxonómica y relaciones filogenéticas de las bacterias se 

basa en los niveles de similitud entre las secuencias del gen ADNr 16S de longitud 

completa (~1540 pb). La amplificación de la longitud completa de este gen se logra 

utilizando los partidores, denominados 27F y 1492R, en la reacción de PCR y 

secuenciando mediante la secuenciación de tipo Sanger (Mardis, 2017). Sin embargo, 

este método es propenso a errores dentro de las primeras y últimas 15-45 nucleótidos 

(nt) de las secuencias, produciendo datos de baja calidad debido a la unión del partidor 

(Ebili et al., 2017). 
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Para poder extender la metodología Sanger a un método masivo, en paralelo, y 

a un costo reducido (Goodwin et al., 2016), surgió  la secuenciación de nueva generación 

(NGS, por sus siglas en ingles). El primer sistema NGS de segunda generación 

disponible fue la plataforma de secuenciación por pirosecuenciación 454 de Roche 

(Ronaghi, 2001). Luego emergieron sistemas que incluyen a Illumina (derivado del 

sistema conocido como Solexa) HiSeq/MiSeq/NextSeq/NovaSeq, ABI SOLiD y Life 

Technologies Ion Torrent (Persing et al., 2016).  

Las tecnologías NGS pueden demostrar una capacidad de rendimiento 

significativamente alta, pero son inferiores al método Sanger en términos de la longitud 

de lectura y precisión (Rizal et al., 2020). Actualmente, la secuenciación MiSeq (Illumina) 

es la plataforma más utilizada para la secuenciación de amplicón del gen ADNr 16S que 

es usado en análisis de comunidades microbianas (Winand et al., 2019). La PCR se lleva 

a cabo en las regiones variables únicas (V2, V3 y V4) o combinadas (V1V2, V3V4, V4 y 

V5V6) de las bacterias, y los partidores se centran en la región conservada del gen ADNr 

16S (Winand et al., 2019). Tanto la región a amplificar como los partidores utilizados 

pueden determinar la taxonomía de una muestra ambiental (Fouhy et al., 2015; Woo et 

al., 2008), pudiendo traer como consecuencias una cobertura taxonómica que puede ser 

limitada o una representación excesiva o insuficiente de los taxones en un entorno 

específico, debido a sesgos en la amplificación de los partidores que podrían conducir a 

resultados poco confiables (Haro et al., 2021). 
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Comúnmente se ha sugerido la amplificación de la región V3V4 para muestras 

ambientales (Winand et al., 2019), dado que estas regiones contienen la máxima 

heterogeneidad de nucleótidos y muestran el máximo poder discriminatorio (Klindworth 

et al., 2013). A pesar de ser la región más utilizada, nuevos estudios han sugerido la 

utilización a la región V1V3 (W. Zheng et al., 2015) y V4-V5 (Fadeev et al., 2021). Sin 

embargo, no son regiones probadas sistemáticamente en las comunidades microbianas. 

Una vez amplificada la región hipervariable, las secuencias amplificadas se 

agrupan computacionalmente y se identifican mediante el agrupamiento de unidades 

taxonómicas operativas (OTU por sus siglas en inglés) (Peterson et al., 2021). Este es 

un método que agrupa secuencias en función a su porcentaje de similitud. 

Recientemente, métodos como la identificación de variantes de secuencia de amplicón 

(ASV) (Callahan et al., 2016), o unidad taxonómica sub-operacional (sOTU) (Amir et al., 

2017) han sido propuestos para identificar secuencias únicas y eliminar lecturas de baja 

calidad y quimeras de secuencia (Peterson et al., 2021). Sin embargo, la aproximación 

a través de OTUs sigue siendo la más usada en la comunidad científica. 

Actualmente, la detección y clasificación de cepas pertenecientes al complejo 

RSSC se realiza en gran medida mediante la amplificación, secuenciación, y 

comparación del gen ADNr 16S con bases de datos públicas. Esta aproximación ha sido 

utilizada ampliamente para identificar especies bacterianas dentro del complejo y realizar 

estudios taxonómicos (Chakravorty et al., 2007; J. Zheng et al., 2021). Algunos 

resultados que han utilizado esta estrategia de determinación, han identificado 

aislamientos en co-cultivo, por ejemplo con especies pertenecientes al grupo 

Enterobacteriaceae disponibles en GenBank, donde menos del 5% de ellos podría ser 
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R. solanacearum (Sarkar & Chaudhuri, 2015). Adicional a esta investigación, se ha 

confirmado el aislamiento del patógeno con un porcentaje de similitud <99% (Hossain et 

al., 2021; She et al., 2017a) y entre 95-98% (Umadevi et al., 2021).  En estos estudios 

se consideró una similitud mínima generada por las variaciones presentes en las cepas 

como criterio suficiente para no clasificar a R. solanacearum como una especie diferente, 

sin considerar la heterogeneidad entre las copias múltiples del gen ADNr 16S que existen 

en los genomas de Ralstonia y que podrían afectar la taxonomía de los aislamientos.  

En este contexto, es que, si bien existe una metodología tradicional para el 

aislamiento y caracterización de R. solanacearum, aún existen grandes desafíos en su 

interpretación y sensibilidad, debido a que los medios utilizados para su aislamiento no 

son selectivos exclusivamente para R. solanacearum y se corrobora que el uso de genes 

constitutivos como el ADNr 16S, no es una herramienta sensible respecto a su actual 

análisis e interpretación, la que podría limitar los estudios sobre las distintas estrategias 

de control de la enfermedad que este patógeno produce. 
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2. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

 

¿Permiten los medios semi selectivo SMSA-E aislar principalmente cepas de Ralstonia 

solanacearum axénica? 

 

¿Los partidores universales (27F-1492R) que amplifican las regiones V1-V9 del gen 

ADNr 16S permiten discriminar en forma selectiva cepas de Ralstonia solanacearum? 

 

3. HIPÓTESIS 

 
 
 
La estrategia basada en medio semi selectivo (SMSA-E) no selecciona en forma 

específica a cepas de Ralstonia solanacearum. 

 

Los partidores universales si permiten determinar taxonómicamente en forma selectiva 

todas las copias del gen ADNr 16 de las cepas de Ralstonia solanacearum. 
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4. OBJETIVOS 

 
 
 

4.1. Objetivo general 

 

Desarrollar una propuesta metodológica para la caracterización molecular específica de 

Ralstonia solanacearum basada en el marcador molecular ADNr 16S. 

 

4.2. Objetivos específicos 

 
 
1.  Determinar la sensibilidad de la metodología basada en aislamiento selectivo y 

en la amplificacion de una copia del ADNr 16S para la identificacion de Ralstonia 

solanacearum axenica.  

 

2. Implementar una aproximación bioinformática para establecer nuevos 

marcadores moleculares específicos en base a todas las copias del gen ADNr 16S para 

la identificación de Ralstonia solanacearum. 
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5. MATERIALES 

 

 

5.1. Medios de cultivo  

 

Medio Semi-selectivo Sudáfrica modificado, SMSA (1 litro) (Elphinstone, 1996b): 

Caseína hidrolizada 1 g, Peptona 10 g, Glicerol 1 mL, Agar 17 g, Triphenyl tetrazolium 

chloride (TZC) 5 mL (se agrega luego del proceso de esterilización en autoclave). Luego 

se disolvió en 5 mL de etanol al 70% por 30 minutos cada uno de los componentes 

siguientes por aparte: Cristal violeta 5 mg, Polymyxin ß sulfato 100 mg, Bacitracina 25 

mg, Cloromicetina 5 mg, Penicilina 0,5 mg, Cicloheximida 100 mg. Estos se disolvieron 

antes de ser agregados al medio autoclado.  

 

CPG-TZC (1litro) (Granada y Sequeira 1983): Caseína hidrolizada 1 g, Peptona 10 g, 

Glucosa 5 g, Agar 17 g, Extracto de levadura 1 g, Triphenyl tetrazolium chloride (TZC) 5 

mL (se agrega luego del proceso de esterilización en autoclave).  
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5.2. Soluciones  

 
 

Tampón fosfato salino (PBS): Este tampón se utiliza para la resuspensión y dilución 

de los aislamientos. Contiene Na2HPO4.12H2O 2,7 g, NaH2PO4.2H2O 0,4 g, NaCL 8 g y 

agua destilada a 1 litro. Se autoclava a 121 °C por 15 minutos. 

 

Medio basal de Hayward (Timila & Manandhar, 2016): Se utiliza como medio basal 

para la determinación de oxidación de azúcares y alcoholes, el cual contiene: NH4H2PO4 

1 g, KCL 0,2 g, MgSo4.7H2O 0,2g, Peptona 1 g, azul de Bromotimol 10,2 mL, agua 

destilada 1 litro. 
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6. METODOLOGÍA 

 

Objetivo específico 1: Determinar la sensibilidad de la metodología basada en 

aislamiento selectivo y en la amplificacion de una copia del ADNr 16S para la 

identificacion de Ralstonia solanacearum axenica. 

 

 

6.1. Muestreo de tejidos vegetales  

 

En la comuna de Linares, Región del Maule Chile (35°37´50´´ S 71° 33´05´´ W), 

se realizó el muestreo en terreno agrícola destinado a plantaciones de papa que fue 

reportada con la pérdida total de su producción, y que mostraba evidentes síntomas de 

infección bacteriana. Se recolectaron 12 tubérculos de papa variedad “Red Lady” que 

presentaban síntomas de pudrición parda con el objetivo de aislar R. solanacearum. Las 

muestras se depositaron en bolsas tipo Ziploc y se etiquetaron con la información del 

tejido colectado, fecha y sitio de muestreo. Las muestras fueron colocadas en hieleras 

con geles refrigerantes y enviadas al laboratorio de Microbiología y Biopelículas del 

Centro de Biotecnología de la Universidad de Concepción, donde fueron procesadas.  
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6.2. Condiciones de crecimiento para el aislamiento de Ralstonia solanacearum 

 

 

Se desinfectó la superficie de los tubérculos sintomáticos sumergiéndolos en 

hipoclorito de sodio (0.5% de cloro activo) durante 1 minuto y luego con agua estéril. El 

aislamiento desde los tubérculos consideró dos tipos de muestras: “Muestra RS” se les 

realizó un corte transversal con un bisturí estéril. Después de presionar el tubérculo, se 

utilizó un asa estéril para muestrear exudados vasculares y se sembraron directamente 

en medio SMSA modificado (SMSA-E) que contiene Cristal violeta 5 mg, Polymyxin ß 

sulfato 100 mg, Bacitracina 25 mg, Cloromicetina 5 mg, Penicilina 0,5 mg, Cicloheximida 

100 mg (Elphinstone, 1996b; Wei et al., 2017) . Las “Muestras C” se obtuvieron desde 

tejido vascular necrosado (5 mm-10mm) que fueron resuspendidas en solución salina 

tamponada con fosfato (PBS) con Tween-20 (0.01%) por 48 horas en agitación. Desde 

este cultivo, se ajustó a una concentración de 104 UFC/mL y posteriormente se sembró 

homogéneamente sobre agar SMSA-E (Elphinstone, 1996b; Wei et al., 2017) por 48h a 

28ºC para el desarrollo de las colonias. Se seleccionaron las colonias con características 

propias de R. sonalacearum, y que presentaban consistencia mucoide y color cremoso 

para su posterior replicación en medio CPG y TZC. Se seleccionaron colonias con 

características descritas para la especie, y se conservaron en agua estéril y en 30% (v/v) 

de glicerol  (López, et al., 2008). Las suspensiones tuvieron una concentración de 107 a 

108 cel/mL y se almacenaron a -20ºC y a -80ºC. 
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6.3. Caracterización fenotípica y bioquímica (parcial) de los aislamientos de 

Ralstonia solanacearum 

 
 

Se seleccionaron colonias según características descritas para R. solanacearum, 

colonias blanca o color crema con centro rosado cuando está en medio tetrazolio. De 

manera alternativa, a las colonias positivas para R. solanacearum se le realizó la tinción 

Gram (Timila & Manandhar, 2016) siendo posteriormente observada en el microscopio 

óptico a 40 y 100X. 

Estas características fueron las consideradas para la obtención de cepas de R. 

solanacearum. Para la obtención del stock de trabajo, se propagaron todas las cepas a 

partir del stock original de cada una de ellas para obtener un cultivo puro, lo cual se 

realizó mediante el protocolo descrito por Champoiseau, 2009 publicado en USDA 2009. 

Brevemente, a partir del stock original se realizaron diluciones seriadas con medio CPG 

liquido hasta 10-6. La viabilidad de estos cultivos se determinó utilizando el kit de 

viabilidad LIVE/DEAD BacLight (Molecular Probes, Oregon, EE. UU.), siguiendo las 

instrucciones proporcionadas por el fabricante. La observación y posterior recuento 

bacteriano, se realizó mediante tinción de bacterias vivas utilizando un aumento de 100X 

en microscopio óptico. 

Además, las cepas fueron clasificadas según su capacidad de oxidar tres 

disacáridos (celobiosa, lactosa y maltosa) y dos alcoholes hexosa (manitol y sorbitol). Se 

agregaron estas soluciones esterilizadas (10% p/v) al medio basal Hayward" (Hayward, 

1964a, 1991b) antes de la inoculación de los aislamientos a una concentración de 105 

UFC/mL. Se observaron las reacciones después de 1, 3, y 7 días de incubación a 28°C; 
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para luego, evaluar el cambio de color de verde olivo a amarillo, evidenciando la 

producción de ácido a partir de los disacáridos y oxidación de los alcoholes de hexosa. 

 

 

6.4. Identificación molecular de aislamientos basados en secuenciación del gen 

ADNr 16S 

 
 
 

  Para lograr la identificación de los aislamientos a través de la secuenciación del 

gen ADNr 16S, se realizó la extracción de ADN genómico de las cepas seleccionadas 

utilizando el kit PowerSoil DNA Isolation (Mo Bio Laboratories, Inc.), según las 

instrucciones del fabricante. La calidad del ADN se evaluó mediante electroforesis en gel 

de agarosa al 1% utilizando una escala de ADN de 1 Kb. La cantidad de ADN genómico 

extraído se midió mediante Tecan’s Spark® multimode microplate. 

Se amplificó el gen ADNr 16S usando los partidores universales 27F y 1492R 

(Weisburg et al., 1991) que comprende las regiones V1 a V9 y una segunda PCR usando 

partidores 341F y 907R (Fukuda et al., 2016) que incluye a las regiones variables V3 a 

V6 para obtener la superposición de secuencias entre 27f y 1492r, y así completar la 

longitud completa del gen ADNr 16S, dando una mayor confiabilidad de la región. 

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 50 μL con el 

kit de ADN polimerasa GoTaq Flexi (Promega, EEUU), donde cada reacción de PCR 

contenía un 1 μL de ADN y 23 μL del mix de PCR, compuesto por 5 μL de tampón Go 

Taq (Madison Wisconsin, Promega, EE. UU.), 1,5 μL de MgCl2 (25 mM), 0,5 μL de dNTP 
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(10 mM), 1,25 μL de cada partidor (10 μM) y 0,125 μL de GoTaq.  Las reacciones de 

PCR se llevaron a cabo de la siguiente manera: Pre-denaturación a 94°C durante 2 min, 

seguido por 30 ciclos de denaturación a 94°C por 30 s, hibridación por 45 s a 58°C, y 

elongación a 72°C por 1,5 min; finalmente una post-elongación a 72°C por 5 min. Los 

productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 1,2 % (en tampón TAE 0,5 x). 

El producto de PCR se envió re-suspendido en agua (grado biología molecular), hacia el 

Servicio de Secuenciación del Departamento de Ecología, Pontificia Universidad 

Católica de Chile, para ser secuenciado en un Sanger ABI 3700 (Applied Biosystems ®).  

 

 

6.5. Análisis de secuencias del gen ADNr 16S 

 

Las secuencias obtenidas de los productos de PCR 27f-1492r y 341f-907r fueron 

ensamblados en una secuencia del gen 16S ADNr de longitud completa usando Unipro 

UGENE (Okonechnikov et al., 2012) con edición manual de la secuencia de consenso 

para resolver las discrepancias entre los cromatogramas. La búsqueda de homología se 

realizó comparando nuestras secuencias consensos con la base de datos pública (NCBI) 

usando el algoritmo BLASTN. Además, se realizaron múltiples alineaciones usando el 

programa Clustal W (Thompson et al., 1994) y un árbol filogenético con el programa 

MEGA v6.0 utilizando el método de reconstrucción filogenética del Vecino Más Cercano 

o Neighbor-Joining y un boostrap de 1000. 
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Objetivo específico 2: Implementar una aproximación bioinformática para establecer 

nuevos marcadores moleculares específicos en base a todas las copias del gen ADNr 

16S para la identificación de Ralstonia solanacearum. 

 

 

6.6. Análisis in-silico de las copias de secuencias completas del gen ADNr 16S 

en genomas bacterianos de interés 

 

Basados en los resultados que entregó el alineamiento de las secuencias en la 

base de datos NCBI (Objetivo específico 1), se identificaron diferentes especies/cepas 

de R. solanacearum que presentaban un alto porcentaje de similitud con los aislamientos 

de este estudio. Para obtener las secuencias del gen ADNr 16S de todos los genomas 

de especies identificadas, se procedió a descargar los genomas completos desde la 

base de datos de genomas de GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/). 

Además, se incluyeron doce genomas completos del complejo RSSC que también fueron 

descargados desde GenBank. Estos genomas fueron usados como referencia para los 

análisis de genómica comparativa. Estos genomas de referencia corresponden a cepas 

representantes del filotipo IIB: UY031, Po82 y IBSBF1503; filotipo IIA: K60; filotipo I: 

CQPS-1 y GMI1000; filotipo III: CMR15; y un filotipo IV: PSI07. Así como también se 

incluyeron representantes de R. pseudosolanacearum: RS476 y CRMRs218; y R. 

syzygii: R24 y LLRS-1. 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/
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Se incluyeron cepas de genomas de especies del orden de Pectobacteriaceae 

responsables de la pudrición blanda (SRP por sus siglas en inglés) en Chile: 

Pectobacterium atrosepticum (SCRI1043), Pectobacterium carotovorum (XP-13), 

Dickeya solani (FB0223) y Dickeya dadantii (M2-3) (van der Wolf et al., 2021); así como 

también dos ejemplares de especies responsables de marchitez bacteriana en los 

mismos hospederos que R. solanacearum tales como: Erwinia tracheiphila (MDcuke) en 

Cucurbitaceae (Shapiro et al., 2018; She et al., 2017b) y Pantoea stewartii (ZJ-FGZX1) 

en maíz (Rahma et al., 2014), hospedero que actúa como reservorio para R. 

solanacearum (Álvarez, Vasse, et al., 2008). 

La predicción de genes se realizó con el programa Prokka (Seemann, 2014), 

utilizado de forma local. Los genes ADNr 16S fueron identificados con el programa 

Barrnap v3 (http://www.vicbioinformatics.com/software.barrnap.shtml) y al mismo tiempo 

se comprobó la presencia de estos genes de manera manual. 

 

 

6.7. Estudio genómico comparativo y análisis filogenético 

 

Para examinar la similitud de las copias del gen ADNr 16S de todas las especies, 

en conjunto con las secuencias analizadas en este estudio, se alinearon de forma 

múltiple mediante el programa T-Coffee utilizando los parámetros por defecto 

(Notredame et al., 2000). La visualización de la comparación genómica se analizó a 

través del programa Unipro UGENE v1.25.0 (Okonechnikov et al., 2012a), el cual 

http://www.vicbioinformatics.com/software.barrnap.shtml
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permitió identificar regiones en común entre todas las muestras y zonas que permitían 

diferenciar R. solanacearum del resto de las secuencias que correspondían a otras 

especies de bacterias. 

Posteriormente, para agrupar los genes ADNr 16S en "copias únicas", utilizamos 

el programa SNP-sites (https://github.com/sanger-pathogens/snp-sites) para exportar 

una lista de variantes y clasificar las copias según cada variante.  

Para el análisis filogenético se utilizó el método de Máxima Verosimilitud (ML) de 

RaxML v8.2.12 (Stamatakis, 2014) con un valor de bootstrap de 1000. Para visualizar 

los árboles filogenéticos consenso generados por RAxML se utilizó el programa FigTree 

v1.4.2 (http://evomics.org/resources/software/molecular-evolution-software/figtree/).  

 
 
 
 
 

6.8. Diseño de partidores de la región hipervariable del gen ADNr 16S para 

identificar de manera especie-específica a Ralstonia solanacearum  

 

Con referencia a los estudios anteriores que definieron las regiones variables en 

Escherichia coli (Baker et al., 2003), se asignaron las regiones variables y conservadas 

en Ralstonia solanacearum. Para ello, se realizó un alineamiento múltiple de secuencias 

con el programa T-Coffee entre cepas de E. coli y R. solanacearum. Este alineamiento 

fue visualizado con el programa UGENE software v1.25.0 (Okonechnikov et al., 2012b), 

permitiendo observar la homología de secuencias entre especies y definir las regiones 

únicas, específicas y conservadas en R. solanacearum. 

http://evomics.org/resources/software/molecular-evolution-software/figtree/
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Las regiones conservadas se utilizaron para diseñar partidores, que se encontraban 

flanqueando la región variable de interés. Para su diseño se consideraron partidores 

entre 20-25 pb, una Tm entre 55 y 60ºC, y con una diferencia <2ºC para evitar la 

formación de heterodímeros. Para el diseño de partidores se utilizó el programa genscript 

(https://www.genscript.com/tools/dna-sequencing-primer-design). La ubicación de los 

partidores en la secuencia completa del 16S RNAr fue corroborada con el programa 

Primer Map (https://www.genscript.com/sms2/primer_map.html). Una vez obtenida la 

secuencia de los partidores y haber realizado el BLAST en contra de la base de datos 

NCBI a cada uno de los partidores para evaluar su especificidad, se encargó su síntesis 

a la empresa IDT (Integrative DNA Technologies). 

La validación de los partidores diseñados fue realizada a través de amplificación por 

PCR con el Kit GoTaq G2 flexi DNA polymerase de la compañía Promega, catálogo 

M7801, según recomendaciones del fabricante (MgCl2 2uM, oligos sentido y anti-sentido 

0.5uM, mix de oligonucleótidos 0.4mM). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo de 

la siguiente manera: Pre-denaturación a 95°C durante 2 min, seguido por 35 ciclos de 

denaturación a 95°C por 30 s, hibridación por 40 s a 55°C, y elongación a 73°C por 90 

s; finalmente una post-elongación a 73°C por 5 min. Los productos de PCR se 

visualizaron en geles de agarosa al 1,2 % (en tampón TAE 0,5 x).  

 

 

 

https://www.genscript.com/tools/dna-sequencing-primer-design
https://www.genscript.com/sms2/primer_map.html
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6.9. Análisis de las regiones hipervariables del gen ADNr 16S para el estudio de 

la comunidad bacteriana de Ralstonia solanacearum  

 
 
 
 

6.9.1. Colección de muestras, extracción de ADN y secuenciación de la región 

variable del gen ADNr 16S 

 

Un muestreo aleatorio de suelo agrícola que contenía los tubérculos con 

síntomas de pudrición parda y agua (2 litros) de vertiente que desembocaba en el mismo 

terreno, consideradas ambas como posible fuente de diseminación de R. solancearum, 

fue realizado. Las muestras de suelo fueron depositadas en bolsas tipo Ziploc, mientras 

que las muestras de agua fueron colocadas en envases de vidrio. Ambos tipos de 

muestras fueron preservadas en hielo para su posterior procesamiento en el Laboratorio 

de Biopelículas y Microbiología Ambiental del Centro de Biotecnología de la Universidad 

de Concepción. 

Las muestras de suelo se hicieron por duplicado, mediante un prelavado con PBS 

y posterior sonicado por 2 minutos. Por otro lado, las muestras de agua fueron filtradas 

a través de membranas de policarbonato con un tamaño de poro de 3 y 0,2 µm y un 

diámetro de 25 mm. 

El ADN genómico de las muestras de suelo y agua se extrajeron a partir de 1 g 

de muestra de suelo y 2 membranas de policarbonato que contenían 2 litros de agua. 

Para la extracción de ambas muestras se utilizó el kit de extracción DNeasy PowerSoil 
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(Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente, el ADN fue 

almacenado en buffer TE (Tris-HCl 10 mM y EDTA 1 mM pH 8,0) y conservado a -80 °C. 

La extracción se visualizó a través de una electroforesis en gel de agarosa 1,2% (p/v) en 

buffer TAE 1X (Tris-HCl 40mM, ácido acético 20mM, EDTA 1 mM) y un voltaje constante 

de 110V durante 30 min. Además, se cuantificó y evaluó su pureza mediante equipo 

Tecan’s Spark® multimode microplate. 

Los servicios de secuenciación fueron solicitados a Macrogen (Korea) 

(http://www.macrogen.com/), con el fin de obtener ± 50 millones de lecturas por cada 

muestra y réplica. La amplificación se realizó en la región del gen ADNr 16S V3-V4, 

utilizando los partidores Bakt_341F y Bakt_805R. La secuenciación se realizó mediante 

la plataforma MiSeq (Illumina), obteniendo secuencias de tipo paired-end de una longitud 

de 301 pb. 

 

 

6.9.2. Evaluación de las bases de datos del gen ADNr 16S 

 
 

Se descargaron las tres últimas versiones disponibles de la base de datos SILVA, 

las que corresponden a las versiones 128, 132, y 138 (Quast et al., 2013) con el objetivo 

de evaluar los cambios evolutivos de R. solanacearum y especies de interés encontradas 

en el aislamiento bacteriano de este estudio. Estas bases de datos fueron analizadas 

mediante el programa Sankey (sankeymatic.com). 
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6.9.3. Análisis bioinformático para determinar la asignación taxonómica de las 

secuencias del gen ADNr 16S y análisis de diversidad  

 

 

El proceso de asignación taxonómica para las secuencias del gen ADNr 16S se 

realizó utilizando el programa Qiime2, v2-2020.2 (Bolyen et al., 2019). Las secuencias 

crudas obtenidas en la secuenciación Illumina MiSeq fueron demultiplexadas utilizando 

Qiime2. La identificación de la calidad de las secuencias fue realizada utilizando el 

programa FastQC, que es parte del programa Qiime2, y los resultados fueron 

visualizados mediante Qiime2-viewer. Para el proceso de eliminación de secuencias de 

baja calidad, se consideró un Phread estimado de 30. Este proceso junto con la 

obtención de variantes de secuencias de amplicón (ASV; por sus siglas en inglés), se 

realizó utilizando el programa DADA2 (Callahan et al., 2016). Consideramos trabajar con 

ASVs, ya que los OTUs en los resultados hacen referencia a secuencias 100% idénticas 

(zOTU; zero-radius OTU). Finalmente, la clasificación taxonómica se realizó usando 

como referencia la base de datos del gen ADNr 16S de SILVA v132 (arb-silva.de).  

 

Para el análisis de alfa-diversidad, los índices calculados (n° observado de ASVs, 

cobertura, índice Chao1 e índice de Shannon) se obtuvieron utilizando la herramienta 

“Alpha-diversity” en Qiime2. A partir de las tablas de cuentas y la taxonomía asociada 

obtenida mediante Qiime2, se hicieron gráficos de abundancia a nivel de los taxones de 

interés y esto se realizó mediante el paquete de R ggplot2.  
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7. RESULTADOS 

 
 

Objetivo específico 1: Determinar la sensibilidad de la metodología basada en 

aislamiento selectivo y en la amplificacion de una copia del ADNr 16S para la 

identificacion de Ralstonia solanacearum axenica. 

 
 
 

7.1. Características fenotípicas y bioquímicas de los aislamientos bacterianos 

 

Se realizaron 36 aislamientos desde los 12 tubérculos de papa que presentaban 

síntomas de marchitez bacteriana, cada uno sembrado en los tres medios de cultivo 

(SMSA-E, CPG y TZC). De estos sembrados, se seleccionaron 40 colonias, cuyas 

características correspondían a colonias viscosas, blancas, irregulares y fluidas con una 

coloración rosa-roja en el centro (Figura 6). El número máximo de colonias se obtuvo 

después de 48 horas de incubación, sin aumento después de 72 horas.  

A las 40 colonias se les realizó tinción Gram. De ellas, sólo 14 aislamientos fueron 

identificados como bacterias Gram negativas puras. Estos aislamientos almacenados 

tanto en agua como glicerol, se comprobó que sólo las células almacenadas en agua a 

-20ºC fueron cultivables. 

A los 14 aislamientos se les realizó la determinación del metabolismo 

oxidativo/fermentativo de 5 de 6 carbohidratos propuestos para la identificación de 

biovares, el cual se realizó de acuerdo a señalado por Hugh y Leifson (1953). La reacción 

de oxidación fue indicada por el cambio de color. Los resultados revelaron el cambio de 



 

 

 43 

color azul a amarillo indicando la oxidación de azúcares por bacterias. Las pruebas 

bioquímicas mostraron resultados diferentes para todas las cepas sugiriendo que las 

cepas aisladas podrían corresponder a cultivo bacteriano perteneciente al menos a tres 

grupos diferentes, y que podrían corresponder al perfil del biovar 2, 3 y 4 (Figura 6).  

 

 

Figura 6. Resultados de la caracterización fenotípica y bioquímica de los aislamientos 
bacterianos desde tubérculos de papa. Para la caracterización fenotípica (1) se 
seleccionaron tubérculos con sintomatología de infección bacteriana. (1.1) Se observa 
la sección transversal de un tubérculo infectado con R. solanacearum que muestra una 
decoloración parcial de color marrón grisáceo de tejidos vasculares, y un típico exudado 
cremoso blanco o supuración a lo largo del anillo vascular. (1.2) Para la morfología de 
colonia típica de R. solanacearum en agar de cloruro de tetrazolio (TZC y SMSA-e) tras 
incubación 72 h a 28ºC: colonias de forma irregular, fluidas y enteramente blancas o con 
un centro rosa (Kelman, 1954) y en agar CPG que muestra pequeñas colonias redondas 
de color crema. La selección final fue en base a los resultados de la tinción Gram. Para 
la caracterización bioquímica (2) se observó el cambio de coloración de verde a amarillo 
para considerar una reacción positiva.  
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7.2. Análisis molecular de los aislamientos bacterianos 

 

 Los productos de PCR del gen ADNr 16S de los 14 aislamientos seleccionados 

fueron secuenciados y sus cromatogramas fueron analizados para asignar 

correctamente las bases nitrogenadas y reconstruir la secuencia consenso de cada 

muestra (Figura 7A) (Ver Anexo 1: Secuencias completas). De estas secuencias, 13 de 

14 fueron identificadas con un 95% de similitud a las siguientes especies: Serratia 

grimesii, Klebsiella Aerogenes, Serratia marcescens, Klebsiella oxytoca, Kluyvera 

intermedia, Pseudomonas thivervalensis, Enterobacter mori, Enterobacter ludwigii y 

Lelliottia amnigena; y sólo un aislamiento fue identificado con un 100% de similitud a R. 

solanacearum: RS7. Los aislamientos que utilizaron la metodología de aislamiento 

tradicional desde un corte necrosado (Muestras C) presentaron una alta similitud (>99%) 

con Serratia grimessi y las muestras provenientes desde aislamiento de siembra directa 

desde mucosidad bacteriana (Muestras RS) tuvieron una mayor similitud con Kluyvera 

intermedia (>99%) (Figura 7B). Desde este aislamiento realizado directo desde 

mucosidad fue posible determinar la presencia de R. solanacearum de manera axénica. 
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Figura 7. Análisis molecular del gen ADNr 16S de los aislamientos bacterianos. (A) 
Reconstrucción de una secuencia robusta y más extensa mediante el análisis de los 
cromatogramas y alineamiento múltiple de las amplificaciones realizadas con dos pares 
de partidores universales. (B) Alineamiento de secuencias con la base de datos de 
nucleótidos no redundantes en NCBI con la función megablast en línea y blastn 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 
 
 
 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Figura 8. Árbol filogenético basado en el método de reconstrucción filogenética del 
Vecino Más Cercano que muestra la posición de las muestras bacterianas C y RS 
comparadas con secuencias parciales de cepas de Enterobacterias, Ralstonia, y 
Pseudomonas. 
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Objetivo específico 2: Implementar una aproximación bioinformática para establecer 

nuevos marcadores moleculares específicos en base a todas las copias del gen ADNr 

16S para la identificación de Ralstonia solanacearum. 

 

 

7.3. Genómica comparativa de secuencias completas del gen ADNr 16S y 

determinación filogenética de los aislamientos bacterianos 

 
 
 

Se descargaron 12 genomas de especies de interés encontradas en el punto 

12.6, los cuales contienen desde 2 a 8 copias del gen ADNr 16S, junto con 12 genomas 

de especies del complejo RSSC con 3 copias del gen ADNr 16S, 4 genomas de 

patógenos de papa con 7 copias del gen ADNr 16S, y 2 genomas de especies 

identificadas como responsables de enfermedad marchitez bacteriana en otros 

hospederos que contienen 6 y 7 copias del gen ADNr 16S (Tabla 1). 

El gen ADNr 16S de las especies del complejo RSSC presentó variabilidad a nivel 

intra-especies entre los filotipos, y las cepas de cada filotipo también presentaron 

variabilidad. Las cepas de los filotipos II, III y IV presentaron copias idénticas del gen 

ADNr 16S. Sin embargo, el filotipo I presentó substituciones entre sus 3 copias (Figura 

9). 
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Tabla 1. Información taxonómica y origen de las especies/cepas utilizadas en los análisis 

de identidad bacteriana. 
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Figura 9. Variabilidad nucleotídica a nivel intra-especies del complejo RSSC. 
 

 

 

Para el caso de las especies Enterobacterias y Pseudomonas, todas las copias 

del gen ADNr 16S mostraron variabilidad intra-genómica entre sus copias con 4 hasta 

27 substituciones en sus secuencias. Enterobacter mori presentó la mayor variabilidad 

entre las copias del gen ADNr 16S con alto número de substituciones a lo largo de la 

secuencia, y el menor número de substituciones lo presentó Pseudomona con 2 

substituciones entre sus 5 copias. Se observó que Kluyvera intermedia que posee 8 

copias idénticas. 

 

 

Phylotype Cepa 159 161 203 263 331 354 452 453 454 468 643 663 685 731 1170 1172 1173 1175 1416 1420 1443 1448 1464

Rsolanacearum_UY031_copy1 C A C C G G T T C A A A G T G A G T T G C G C

Rsolanacearum_UY031_copy2 C A C C G G T T C A A A G T G A G T T G C G C

Rsolanacearum_UY031_copy3 C A C C G G T T C A A A G T G A G T T G C G C

Rsolanacearum_Po82_copy1 C A C C G G T T C G A A G T G A G T T G C G C

Rsolanacearum_Po82_copy2 C A C C G G T T C G A A G T G A G T T G C G C

Rsolanacearum_Po82_copy3 C A C C G G T T C G A A G T G A G T T G C G C

Rsolanacearum_IBSBF1503a_copy1 C A C C G G T T C G A A G T G A G T T G C G C

Rsolanacearum_IBSBF1503a_copy2 C A C C G G T T C G A A G T G A G T T G C G C

Rsolanacearum_IBSBF1503a_copy3 C A C C G G T T C G A A G T G A G T T G C G C

Rsolanacearum_K60_copy1 C G C T G G T T C A G A G T G A G T T G T G C

Rsolanacearum_K60_copy2 C G C T G G T T C A G A G T G A G T T G T G C

Rsolanacearum_K60_copy3 C G C T G G T T C A G A G T G A G T T G T G C

Rsolanacearum_GMI1000_copy1 C A C C G G A C T T G A G T G A G T C A C A T

Rsolanacearum_GMI1000_copy2 C A C C G G A C T T G A G T G A G T C A C A T

Rsolanacearum_GMI1000_copy3 C A C C G G A C T T G A G T G A G T C A C A T

Rsolanacearum_CQPS-1_copy1 C A C C G G A C T T G A G T G A G T C A C A T

Rsolanacearum_CQPS-1_copy2 C A C C G G A C T T G A G T G A G T C A C A T

Rsolanacearum_CQPS-1_copy3 C A C C G G A C T T G A G T G A G T C A C A T

Rsolanacearum_CMR15_copy1 T A T C G G T C T A G G G C G A G T T G T G C

Rsolanacearum_CMR15_copy2 T A T C T G T C T A G G A C G A G T T G T G C

Rsolanacearum_CMR15_copy3 T A T C G T T C T A G G G C C T T T T G T G C

Rsolanacearum_PSI07_copy1 C G C C G G T T C A G G G C G A G G C A C A T

Rsolanacearum_PSI07_copy2 C G C C G G T T C A G G G C G A G T C A C A T

Rsolanacearum_PSI07_copy3 C G C C G G T T C A G G G C G A G T C A C A T

Rpseudosolanacearum_RS476_copy1 C A C C G G A C T T G A G T G A G T C A C A T

Rpseudosolanacearum_RS476_copy2 C A C C G G A C T T G A G T G A G T C A C A T

Rpseudosolanacearum_RS476_copy3 C A C C G G A C T T G A G T G A G T C A C A T

Rpseudosolanacearum_CRMRs218_copy1 C A C T G G T T C A A A G T G A G T T G T G C

Rpseudosolanacearum_CRMRs218_copy2 C A C T G G T T C A A A G T G A G T T G T G C

Rpseudosolanacearum_CRMRs218_copy3 C A C T G G T T C A A A G T G A G T T G T G C

Rsyzygii_RS24_copy1 C A C C G G A C T T G A G T G A G T C A C A T

Rsyzygii_RS24_copy2 C A C C G G A C T T G A G T G A G T C A C A T

Rsyzygii_RS24_copy3 C A C C G G A C T T G A G T G A G T C A C A T

Rsyzygii_LLRS-1_copy1 C G C C G G T T C A G G G C G A G T C A C A T

Rsyzygii_LLRS-1_copy2 C G C C G G T T C A G G G C G A G T C A C A T

Rsyzygii_LLRS-1_copy3 C G C C G G T T C A G G G C G A G T C A C A T

IIB

IIA

I

R. pseudosolanacearum

R. syzygii
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El alineamiento múltiple de las copias del gen ADNr 16S de las especies que 

mostraron una alta similitud en conjunto con las 14 muestras problemas aisladas de este 

estudio permitió visualizar la variabilidad a nivel inter-especies e intra-especies dentro 

del gen ADNr 16S, y así, determinar la identidad de los aislamientos lo cual se observó 

en las agrupaciones generadas en el árbol filogenético (Figura 10). Es así que, de las 14 

muestras aisladas en este estudio, la muestra RS7 tuvo un 100% identidad con Ralstonia 

solanacearum UY031, aislada desde tubérculo de papa cuyo origen geográfico es de 

Uruguay, clasificación confirmada como filotipo IIB, secuevar 1.  

 

Los datos representados en el árbol filogenético (Figura 10) sugieren que las 

muestras de este estudio se encontraban en 5 grupos distintos: (i) C6-C7 - Pseudomona 

thievervalensis, (ii) RS7 - R. solanacearum, (iii) C1-C2-C3-C4-C5 - Serratia liquefaciens 

y (iv) RS1 Serratia marscecens. A pesar de que el árbol filogenético nos indica la 

identidad de los aislamientos, observamos el alineamiento detalladamente, base a base, 

donde pudimos comprobar los aislamientos que tenían 100% similitud con el gen ADNr 

16S de las especies estudiadas, cuyos resultados indican que C1-C5 corresponde a 

Serratia liquefaciens, C6-C7 a Pseudomona thievervalensis, RS1 a Serratia marscecens, 

RS2 a Lelliotia amnigena, RS3-RS6: co-cultivo de cepas y RS7 a Ralstonia 

solanacearum (Tabla 2). 
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Figura 10. Árbol filogenético basado en el método de reconstrucción filogenética Máxima 
Verosimilitud de las copias del gen ADNr 16S de las especies: Enterobacteria, 
Pseudomona, R. solanacearum, junto con los productos de PCR reconstruidos de los 
aislamientos realizados en esta tesis. Los valores de bootstrap obtenidos con 1000 
repeticiones se indican como porcentajes en todas las ramas. La barra de escala 
representa una distancia evolutiva de 0,03. Los números de acceso de GenBank de las 
diferentes especies se proporcionan en la Tabla 1. 
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Tabla 2. Porcentaje de similitud basada en la comparación de secuencias parciales del 

gen ADNr 16S obtenida en los aislamientos y las copias del gen ADNr 16S en diferentes 

especies de bacterias. 

  
 

Aislamie
nto 

Alineamiento secuencia parcial 
(Megablast) 

Alineamiento secuencia 
completa 

Especie Similitud 
(%) 

Especie Similit
ud 
(%) 

C1 Serratia grimesii 99.74 Serratia_liquefaciens 100 

C2 Serratia grimesii 99.89 Serratia_liquefaciens 100 

C3 Serratia grimesii 100 Serratia_liquefaciens 100 

C4 Serratia grimesii 100 Serratia_liquefaciens 100 

C5 Serratia grimesii 99.72 Serratia_liquefaciens 100 

C6 Pseudomonas_thiver
valensis 

98.27 Pseudomonas_thiverv
alensis 

100 

C7 Pseudomonas_thiver
valensis 

99.35 Pseudomonas_thiverv
alensis 

100 

RS1 Serratia marcescens 99.2 Serratia_marscecens 100 

RS2 Kluyvera intermedia  99.33 Lelliottia_amnigena 100 

RS3 Kluyvera intermedia  99.33 co-cultivos - 

RS4 Kluyvera intermedia  96.28 co-cultivos - 

RS5 Klebsiella aerogenes 98.34 co-cultivos - 

RS6 Enterobacter ludwigii 95.79 co-cultivos - 

RS7 Ralstonia 
solanacearum 

100 Ralstonia 
solanacearum 

100 

 

 

 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252955
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252955
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252955
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Además, se analizaron los aislamientos del co-cultivo (RS3-RS6) como se 

mencionó anteriormente, encontrando que RS3-RS4-RS5 presentan bases nitrogenadas 

indeterminadas diferentes a L. amnigena en las 60 primeras bases de la secuencia 

parcial, que corresponde a la posición previa a las 420 de L. amnigena; sin embargo, 

posterior a eso, la secuencia es idéntica a L. amnigena. Por el contrario, en la muestra 

RS6 se pueden observar bases nitrogenadas que pertenecen a las especies 

Enterobacterias, Pseudomona e inclusive se observan bases nitrogenadas exclusivas 

de R. solanacearum a lo largo de toda la secuencia (Anexo 2). Dada la incertidumbre de 

su identidad, se realizó un alineamiento con secuencias del gen ADNr 16S de patógenos 

reportados en papa y con sintomatología similar a la provocada por R. solanacearum: 

Pectobacterium atrosepticum, Dickeya solani, Dickeya dadanti, Pectobacterium 

carotovorum Erwinia tracheiphila y Pantoea stewartii; sin embargo, el resultado no 

permitió asignar una identidad a la muestra (Anexo 3). 

 

Este análisis de secuencias completas que incluían todas las variantes o copias 

del operón ribosomal 16S evidenció un cambio en la determinación filogenética de los 

aislamientos con respecto a los resultados que consideran secuencias parciales del gen 

ADNr 16S (Tabla 2), metodología comúnmente utilizada para determinación de 

especies. Para determinar que nuestras corresponden a especies, utilizamos un nivel de 

similitud del 100%, confirmado la identidad de 10 de los 14 aislamientos. 
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Respecto a la similitud entre R. solanacearum y el resto de las especies, se pudo 

observar regiones que presentan substituciones que permiten diferenciarlas del resto de 

las especies (Figura 11). Por ejemplo, se identificaron 4 regiones hipervariables de R. 

solanacearum que presentan un alto porcentaje de similitud, evidenciando que en la 

posición 1023-1024 de R. solanacearum presenta bases exclusivas para la especie, las 

que se encuentran ausentes en el resto de las especies analizadas en este estudio. 

 

 

 
 

Figura 11. Identificación de regiones variables entre R. solanacearum, Enterobacterias y 
Pseudomona (copias únicas). Las posiciones en color rojo son las que le permiten a R. 
solanacearum ser consideradas como hipervariables respecto al resto de las bacterias 
consideradas en este estudio. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
Reference Position R. solanacearum 434 435 436 437 438 833 834 835 836 837 838 839 840 841 842 843 844 845 846 847 848 849 1018 1019 1020 1021 1022 1023 1024 1025 1026 1027 1127 - - - - - - - 1128 1129 1130 1131

Rsolanacearum_UY031_copy1 T G T C C A T T C A T T T C C T T A G T A A G T G C T C G A A A C - - - - - - - G A A A

RS7 T G T C C A T T C A T T T C C T T A G T A A - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Reference Position P.thivervalensis 430 431 432 433 434 830 831 832 833 834 835 836 837 838 839 840 841 842 843 844 845 846 1015 1016 1017 1018 - - - 1019 1020 1021 1121 1122 1123 1124 1125 1126 1127 1128 1129 1130 1131 1132

Pseudomonas_thivervalensis_BS3779_copy1 A A G T T C C T T G A G C T C T T A G T G G T G C C - - - T T C G C A C G T A A T G G T

C6 A A G T T C C T T G A G C T C T T A G T G G T G C C - - - T T C - - - - - - - - - - - -

C7 A A G T T C C T T G A G C T C T T A G T G G T G C C - - - T T C G C A C G T A A T G G T

Reference Position S. grimesii 437 438 439 440 441 837 838 839 840 841 842 843 844 845 846 847 848 849 850 851 852 853 1022 1023 1024 1025 - - - 1026 1027 1028 1128 1129 1130 1131 1132 1133 1134 1135 1136 1137 1138 1139

Serratia_grimesii_BXF1_Copy1 C A G C G C C T T G A G G C G T G G C T T C T G C C - - - T T C G C A C G T A A T G G T

Serratia_grimesii_BXF1_Copy2 C A G C G C C T T G A G G C G T G G C T T C T G C C - - - T T C G C G C G T A A T G G C

C1 C A G C G C C T T G A G G C G T G G C T T C T G C C - - - T T C G C G C G T A A T G G C

C2 C A G C G C C T T G A G G C G T G G C T T C T G C C - - - T T C - - - - - - - - - - - -

C3 C A G C G C C T T G A G G C G T G G C T T C T G C C - - - T T C C C - - - - - - - - - -

C4 C A G C G C C T T G A G G C G T G G C T T C T G C C - - - T T C - - - - - - - - - - - -

C5 C A G C G C C T T G A G G C G T G G C T T C T G C C - - - T T C C - - - - - - - - - - -

Reference Position S. marscecens 437 438 439 440 441 837 838 839 840 841 842 843 844 845 846 847 848 849 850 851 852 853 1022 1023 1024 1025 - - - 1026 1027 1028 1128 1129 1130 - 1131 1132 1133 1134 1135 1136 1137 1138

Serratia_marscecens_JW-CZ2_copy1 C A G C G C C T T G A G G C G T G G C T T C T G C C - - - T T C G C G - G T T C G G C C

RS1 C A G C G C C T T G A G G C G T G G C T T C T G C C - - - T T C G C G - G T T C G G C C

Reference Position L.amnigena 437 438 439 440 441 837 838 839 840 841 842 843 844 845 846 847 848 849 850 851 852 853 1022 1023 1024 1025 - - - 1026 1027 1028 1128 1129 1130 - 1131 1132 1133 1134 1135 1136 1137 1138

Lelliottia_amnigena_FDAARGOS395_copy4 C A G C G C C T T G A G G A G T G G C T T C T G C C - - - T T C G C G - G T T C G G C C

RS3 C A G C G C C T T G A G G A G T G G C T T C T G C C - - - T T C G C G - G T T C G G C C

RS4 C A G C G C C T T G A G G A G T G G C T T C T G C C - - - T T C G C G - G T T C G G C C

RS5 C A G C G C C T T G A G G A G T G G C T T C T G C C - - - T T C G C G - G T T C G G C C

RS2 - - - - - C C T T G A G G A G T G G C T T C T G C C - - - T T C G C G - G T T C G G C C

RS6 C A G C G C C T T G A G G C G T G G C T T C T G C C - - - T T C G C G - G T C C G G C C

Lelliottia_amnigena_FDAARGOS395_copy2 C A G C G C C T T G A G G A G T G G C T T C T G C C - - - T T C G C G - G T T C G G C C

Kluyvera_intermedia_N2-1_copy1 C A G C G C C T T G A G G A G T G G C T T C T G C C - - - T T C G C G - G T T C G G C C

Enterobacter_cloacae_CZ-1_copy1 C A G C G C C T T G A G G A G T G G C T T C T G C C - - - T T C G C G - G T T C G G C C

Klebsiella_aerogenes_G3_AM_copy1 C A G C G C C T T G A G G C G T G G C T T C T G C C - - - T T C G C G - G T C C G G C C

Enterobacter_mori_CX01_copy1 C A G C G C C T T G A G G C G T G G C T T C T G C C - - - T T C G C G - G T T C G G C C

Enterobacter_ludwigii_UW5_copy1 C A G C G C C T T G A G G C G T G G C T T C T G C C - - - T T C G C G - G T C C G G C C

Klebsiella_oxytoca_P620_copy1 C A G C G C C T T G A G G A G T G G C T T C T G C C - - - T T C G C G - G T C C G G C C
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7.4. Diseño de partidores basado en las regiones variables en R. solanacearum 

 
 

El alineamiento múltiple de cepas de R. solanacearum con E. coli permitió 

identificar las regiones variables en R. solanacearum cepa UY031, cepa identificada con 

100% de similitud con la muestra RS7 en el presente estudio. La secuencia de 1532 

bases se utilizó para determinar las regiones hipervariables identificadas como de 

interés. Estas regiones se encontraron dentro de las regiones variables V3, V5, V6 y V7 

(Tabla 1). Una región se consideró como hipervariable, siempre y cuando tuviera >4 

bases consecutivas que sean exclusivas y de interés para discriminar R. solanacearum.  

 

Tabla 1. Regiones hipervariables encontradas para discriminar Ralstonia solanacearum. 

 

REGIÓN POSICIÓN PB SECUENCIA DE INTERÉS 

V1 70-94 26 - 

V2 132- 220 89 - 

V3 434-490 57 434-438 

V4 583-645 62 - 

V5 823-850 28 833-849 

V6 993-1032 40 1022-1024 

V7 1114-1146 33 1127-1131 

V8 1234-1285 52 - 

V9 1425-1455 31 - 
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Dentro de las regiones hipervariables, se identificó una región de interés para 

realizar el diseño de partidores. Esta región es la V3-V7 que corresponde desde la 

posición 434 hasta la posición 1131. El diseño de partidores se realizó 100 nucleótidos 

rio arriba y 100 nucleótidos rio debajo de la región variable mencionada, considerando 

una secuencia un total de 1219 nucleótidos (Figura 12).   

 
 
 

 
 

 
Figura 12. Secuencia del gen ADNr 16S de R. solanacearum cepa UY031. Subrayado 
están marcadas las regiones variables. La base de inicio y fin de cada región variable 
está en color rojo. En celeste se marcan las bases nitrogenadas de interés dentro de las 
regiones variables que mostraron diferencia con el resto de las especies analizadas en 
este estudio. En rosado se muestra la ubicación de los partidores diseñados. 
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Dada la extensión del tamaño de la región en la cual se diseñaron los partidores 

y considerando el límite de confiabilidad de la secuenciación tipo Sanger (<800 pb), se 

consideró diseñar partidores que amplifique la región interna de la secuencia con el 

objetivo de lograr secuenciar de manera robusta y sensible la región de interés (Tabla 

4). 

 

Tabla 4. Diseño de partidores para el gen ADNr 16s de R. solanacearum y sus 

características.  

 

 

 
 
Por lo tanto, se amplificaron las siguientes regiones para obtener los tamaños de 
amplicones indicados a continuación: 
 

 F2-E – F6-I (R1-I):   417 pb 
                                                 F6-I – R3-E         :    824 pb 

  F2-E – R3-E        :  1219 pb 
 
 
 
 

Posteriormente, se verificó la amplificación obtenida con los partidores diseñados 

en geles de agarosa 1,2% con las condiciones y programa de PCR (Ver sección 6.8). La 

amplificación se hizo desde ADN genómico de R. solanacearum y además se realizó 

Nombre Dirección Secuencia %GC TmºCLongitud Posición

F2-E 5-TAGCTGGTCTGAGAGGACGA-3 55 56,9 20 281-300

5-CGTGTAGCAGTGAAATGCGTAG-3

3-GCACATCGTCACTTTACGCATC-5

R1-I Rv-Cm 5-CTACGCATTTCACTGCTACACG-3 697-676

5-GGTGAAGTCGTAACAAGGTAGC-3

3- CCACTTCAGCATTGTTCCATCG-5

Rv-Cm 5-GCTACCTTGTTACGACTTCACC-3

R3-E 50 55,4 22 1478-1499

F6-I 50 56,1 22 676-697



 

 

 58 

una PCR directa desde colonia. Para ambos casos, las amplificaciones correspondían 

al tamaño de bases esperado según los partidores diseñados (Figura 13). 

 

 

 

 
Figura 13. Gel de agarosa al 1.2% mostrando los productos de PCR obtenidos utilizando 
3 combinaciones con 3 partidores que amplifican la región variable en R. solanacearum. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 59 

7.5. Análisis de la región variable para análisis de R. solanacearum en muestras 

complejas de comunidades bacterianas 

 
 

Para el análisis metagenómico, se analizaron las bases de datos SILVA en sus 

versiones 128, 132, y 138. Esto se puede observar en la Figura 15(A) que muestra el 

alto número de taxones nuevos (115.673) en la version138; es decir, 25.775 anotaciones 

sufrieron cambios en su asignación taxonómica desde la transición de las versiones 132 

a la 138. La base de datos 132 presentó un menor número de taxones nuevos (Figura 

14A). Sin embargo, la familia Burkholderiaceae presenta 11.308 taxas a diferencia de la 

base de datos 138 con 5.534 taxas. Esta información determinó el uso de la base de 

datos 132 para los estudios metagenómicos tanto de las muestras de agua como de 

suelo analizadas en este estudio. 

 

En el caso de Ralstonia y Enterobacterias, se observó una transición dentro del 

orden Gamma-Proteobacteria y Beta-Proteobacteria, así como también a nivel de familia 

y género para Enterobacteriaceae y Burkholdeiaceae como se señala en las Figuras 

14B-D. 
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Figura 14. Análisis de las diferentes bases de datos del gen ADNr 16S (SILVA). A. 
Diagrama de Venn de anotaciones de los taxones en las tres bases de datos SILVA. B. 
Cambios evolutivos del gen ADNr 16S para algunas especies de las familias 
Burkholderia y Enterobacterias según base de datos Silva 128V, C. Cambios evolutivos 
del gen ADNr 16S para algunas especies de las familias Burkholderia y Enterobacterias 
según base de datos Silva 132V y D. Cambios evolutivos del gen ADNr 16S para algunas 
especies de las familias Burkholderia y Enterobacterias según base de datos Silva 138V. 
 
 

 

 

A B 

C D 
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Para la secuenciación de las muestras ambientales (agua y suelo) se utilizó la 

plataforma Illumina MiSeq, y nos enfocamos en la amplificación de la región V3-V4 con 

partidores universales. Los resultados revelaron el predominio de Burkholderiaceae 

considerablemente mayor en la muestra de agua (Muestra C) que en las de suelo 

(Muestra A y B). Sin embargo, no se detectó el género Ralstonia. Así también se puede 

observar que los filos Pseudomonadales y Enterobacteriaceae se encuentran en una 

abundancia relativa de 1,6 % y 0,06%, respectivamente (Figura 15). En el Anexo 4 se 

muestran la abundancia absoluta e índices de riqueza y diversidad de cada muestra 

analizada en este estudio. 

 

 

A 
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Figura 15. Gráfico de barra mostrando la abundancia relativa de los ASVs de las 
principales familias (A) y géneros (B) que se encontraron en los análisis metagenómicos 
de las muestras ambientales de este estudio. Sample A y Sample B corresponden a 
muestras de suelo y Sample C a una muestra de agua.  
 
 

 

Debido a que los análisis metagenómicos no detectaron la especie R. 

solanacearum en las muestras ambientales de suelo y agua, se analizó la región variable 

V3-V4 del gen ADNr 16S que se utilizó para generar las librerías de secuenciación, 

específicamente para determinar la variabilidad de esa región en el alineamiento múltiple 

de secuencias, considerando sólo copias únicas. La región analizada indicó una baja 

variabilidad entre las cepas utilizadas en este estudio (Figura 16). 

 

B 
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Figura 16. Regiones variables V3-V4 del gen ADNr 16S que presentan diferencias en 
sus bases nitrogenadas entre R. solanacearum y otras especies utilizadas en este 
estudio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reference Position R. solanacearum 435 436 437 438 439 441 443 447 448 449 450 451 452 453 454 455 456 457 463 464 465 466 467 468 469 470 471 472 473 479 483 484 485 486 584 585 586 587 588 592 593 594 604 610 614 618 625 632 633 634 635 640 641 642 643

Rsolanacearum_UY031_copy1 G T C C G A A A T C G C T T C G G T C C T G G A G T G G A G C G G A T G T G C A C C T G T C T G G T G C A C A
Pseudomonas_thivervalensis_BS3779_copy1 A G T T G G G G G G C A T T A A C C C G T T G G T G T C T T C G A C T C G T T T T G G G C C C C A A A T C G A

Pseudomonas_thivervalensis_BS3779_copy2 A G T T G G G G G G C A T T A A C C C G T T G G T G C C T T C G A C T C G T T T T G G G C C C C A A A T C G A

Serratia_grimesii_BXF1_Copy1 A G C G A G G G G G T A G T G T G T G C A C A T T G C A T T T C G C T T G T T T C A T C T G C T G A A G C A A

Serratia_liquefaciens_S1_copy4 A G C G A G G G G G T T C A G T G T G C A C T G T G C A T T T C G C T T G T T T C A T C T G C T G A A G C A A

Serratia_marscecens_JW-CZ2_copy1 A G C G A G G G G T G G T G A G C T C G T T C A T C A A T T T C G C T T G T T T C A T G C C C T G A A G C A A

Serratia_marscecens_JW-CZ2_copy7 A G C G A G G G G T G G T G A A C T C G T T C A T C A A T T T C G C T T G T T T C A T G C C C T G A A G C A A

Serratia_marscecens_N4-5_copy1 A G C G A G G G G T G G T G A G C T C G C T C A T C A A T T T C G C T T G T T T C A T G C C C T G A A G C A A

Serratia_marscecens_N4-5_copy3 A G C G A G G G G T G G T G A T C T C G T T C A T C A A T T T C G C T T G T T T C A T G C C C T G A A G C A A

Lelliottia_amnigena_FDAARGOS395_copy1 A G C G A G G G G C A T T G T G G T A C C A C A G T G A T T T C G C C T G T C T C G T G C C C C G A A G C A G

Lelliottia_amnigena_FDAARGOS395_copy5 A G C G A G G G G C A T T G T G G T A C C G C A G T G A T T T C G C C T G T C T C G T G C C C C G A A G C A G

Kluyvera_intermedia_N2-1_copy1 A G C G A G G G G C A T T G T G G T A C C G C A G T G A T T T C G C C T G T C T C G T G C C C C G A A G C A G

Enterobacter_cloacae_CZ-1_copy1 A G C G G G G G G T G T T G A G G T A C C T C A G C A A T T C C G C C T G T C T C G T G C C C C G A A G C A G

Klebsiella_aerogenes_G3_AM_copy1 A G C G A G G G G C G T T A A G G T A C C T T G G C G A T T T C G C C T G T C T C G T G C C C C G A A G C A G

Klebsiella_aerogenes_G3_AM_copy2 A G C G A G G G G C A T T A A G G T A C C T T A G T G A T T T C G C C T G T C T C G T G C C C C G A A G C A G

Enterobacter_mori_CX01_copy5 A G C G G G G G G T G C T G A G G T A C C T C A G C A A T T C C G C C T G T C T C G T G C C C C G A A G C A G

Enterobacter_mori_CX01_copy6 A G C G G G G G G T G T T G A G G T A C C T C A G C A A T T C C G C C T G T C T C G T G C C C C G A A G C A G

Enterobacter_mori_CX01_copy8 A G C G G G G G G C G A T A A G G T A C C T T G T C G A T T C C G C C T G T C T C G T G C C C C G A A G C A G

Enterobacter_ludwigii_UW5_copy1 A G C G G G G G G T G T T G T G G T A C C G C A G C A A T T C C G C C T G T C T C G T G C C C C G A A G C A G

Klebsiella_oxytoca_P620_copy1 A G C G G G G G G T G T T G T G G T A C C G C A G C A A T T C C G C C T G T C T C G T G C C C C G A A G C A G

V3 V4
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8. DISCUSIÓN  

 
 

Objetivo específico 1: Determinar la sensibilidad de la metodología basada en 

aislamiento selectivo y en la amplificacion de una copia del ADNr 16S para la 

identificacion de Ralstonia solanacearum axenica. 

 
 

 

Ralstonia solanacearum es un complejo de especies heterogéneas, que ha 

transitado por varios intentos para encontrar un sistema de clasificación adecuado, 

establecida hoy en día como un complejo de especies de Ralstonia solanacearum 

(RSSC), recientemente separado en tres genoespecies (R. solanacearum, R. 

pseudosolanacearum y R. syzygii) (Sharma et al., 2021).  

 

Actualmente, la detección de R. solanacearum se basa principalmente en 

métodos de cultivo, pero esta bacteria puede perder su capacidad de ser cultivada en 

medios sólidos (estado VBNC) (Scherf et al., 2010; Van Overbeek et al., 2004). En 

nuestro estudio, las células de R. solanacearum almacenadas en agua a -20ºC se 

encontraron en un estado cultivable durante al menos 6 meses, mientras que las que se 

mantuvieron a -80°C y almacenadas en glicerol se volvieron no cultivables en 1 mes. El 

estado VBNC se ha demostrado en R. solanacearum a bajas temperaturas (Caruso et 

al., 2005; Van Elsas et al., 2000; Van Overbeek et al., 2004), y la sobrevivencia 

prolongada en agua ha sido demostrada en agua estéril durante 112 días, pudiendo 

mantener la capacidad de cultivo (Stevens et al., 2018). La capacidad de sobrevivir se 

basa en el transito a un estado metabólico inactivo reversible de dormancia (Lewis, 
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2010b; Mori et al., 2018b). Esta caracteristica explica el bajo éxito de los distintos 

mecanismos de control para erradicar el patógeno (Yuliar et al., 2015). Por lo tanto, este 

estado influye directamente en el aislamiento y detección del patógeno. 

La metodología de cultivo respecto a los medios de aislamiento se basa en la 

formación de colonias que permitan aislarla de manera selectiva, considerando que, 

menos del 1% de la microbiota puede aislarse fácilmente, mientras que el 99% restante 

de los microbios son viables pero no cultivables (VBNC) (X. Liu et al., 2016).  En 

nuestras muestras se puso de manifiesto una discrepancia entre los métodos de cultivo 

comúnmente utilizados y que contienen antibioticos de la familia de polimixina y 

fungicidas en mayor concentración, y en menor concentraión ß-lactamicos y fenicoles 

(Imazaki & Nakaho, 2009). La polimixina es parte de la lista de antibióticos para las 

bacterias Gram negativas multirresistentes, como las Enterobacterias (Chew et al., 

2017). Sin embargo, El Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) actualmente 

no tiene puntos de corte de polimixina B para Enterobacteriaceae, pero ha publicado 

valores de corte epidemiológicos de otro antibiótico de la familia de polimixinas colistina 

para Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Raoultella ornithinolytica, Enterobacter 

aerogenes y Enterobacter cloacae (Chew et al., 2017).  

La polimixina B es bactericida contra un gran número de bacilos Gram-negativos; 

pese a que algunas especies de Pseudomona, Proteus,  Serratia y Burkholderia pueden 

ser resistentes (Olaitan et al., 2014). Algunas de estas bacterias que muestran 

resistencia a polimixina, presentan características fenotípicas de sus colonias similares 

a Ralstonia en los medios de aislamiento TZC (Kumar et al., 2017; Sarkar & Chaudhuri, 

2015). En nuestro estudio, las características fenotípicas de los aislamientos fueron 
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consistentes con los resultados de Kumar et al. (2017),  quienes mostraron colonias 

virulentas después de 36-48 horas de color blanco o crema, de forma irregular, altamente 

fluidas y opacas, quienes comprobaron que sus aislamientos pertenecían a 

Enterobacterias y Ralstonia. 

 

Por otro lado, las pruebas bioquímicas mostraron resultados diferentes para 

todas los aislamientos, semejante a lo reportado en estudios de identificación de cepas 

de R. solanacearum realizados por Hayward (Hayward, 1964b, 1991b), sugiriendo que 

las cepas aisladas podrían corresponder a tres cepas distintas, y de acuerdo a la 

caracterización de biovares podrías pertenecer a los perfiles de biovar 2, 3 y 4, los que 

han sido reportados como responsables de la pudrición parda en papa (Ahmed et al., 

2013; Elphinstone et al., 1996; Kheirandish & Harighi, 2015).  

 

A pesar de este resultado, no necesariamente las cepas pertenecientes al 

complejo RSSC poseen este comportamiento, sino que son métodos habituales para la 

identificación de Serratiae y otras Enterobacteriaceae (Brisse et al., 2006) que permiten, 

por ejemplo, identificar 18 biotipos del género Serratia (Grimont & Grimont, 2006). Como 

esta caracterización es ampliamente utilizada, y se ha considerado que la cepa 

responsable de la infección de papa corresponde a Raza 3 biovar 2, se ha visto también 

que la papa ha sido infectada por las cepas de amplio rango de huéspedes de R. 

solanacearum en la raza 1 (Buddenhagen et al., 1962; Hayward, 1964b), asi como 

también biovar 3 y 4 en aislamientos desde papa en China (He, 1983). Por lo tanto, no 

existiría una relación directa entre raza y biovar, sugiriendo que la continuidad de su uso 

podría ser un problema en la clasificación de las cepas de R. solanacearum. 
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Continuando con la metodología tradicional para detección de R. solanacearum, 

la secuenciación de los 14 aislamientos no mostró aislamientos axénicos de R. 

solanacearum, sino que sólo RS7 fue identificada como colonia pura y el resto de los 

aislamientos correspondía a una mezcla de bacterias con una alta similitud >98% con 

Enterobacterias y Pseudomona. Estos resultados fueron similares a los encontrados en 

el aislamiento de Ralstonia solanacearum desde solanáceas que reportaron 

sintomatología de marchitez bacteriana, amplificando el gen ADNr 16S y comparado con 

la base de datos NCBI, donde fue reportado entre un 97%-99% de identidad con el grupo 

Enterobacteriaceaes (Sarkar & Chaudhuri, 2015). En otro estudio, el aislamiento y 

determinación de R. solanacearum en caléndula (Tagetes erecta L) cuyas características 

morfológicas y microscópicas indicaban ser dicho patógeno, la secuenciación parcial del 

gen ADNr 16S (secuencia de 1273 pb), demostró claramente que el patógeno pertenece 

al género Enterobacter, específicamente E. cloacae  y no Ralstonia (Jeevan et al., 2021). 

Respecto al ciclo de vida de E. cloacae, al igual que R. solanacearum, prospera en un 

ambiente comparativamente pobre en nutrientes y alto flujo en el xilema de sus 

hospederos, alterando el flujo del agua que conlleva a la decoloración vascular, el 

bloqueo y la mortalidad de las plantas (Tsuda et al., 2001). Es así como se ha asociado 

E. cloacae en marchitez de tomate (Sarkar & Chaudhuri, 2015), jengibre (J. Liu et al., 

2020) y pimiento picante (García-González et al., 2018) en India, Malasia y México, 

respectivamente. 

Otro caso es el reporte de la enfermedad de marchitez bacteriana en mora 

(Mulberry), por Enterobacter spp denominada como Enterobacter mori y  Enterobacter 

asburiae (Tsuda et al., 2001), hospedero que se ha relacionado con R. solanacearum 

como responsable de la marchitez (Wang et al., 2008). Esta imprecisión de la 
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determinación es más confusa aún cuando el comportamiento y síntomas que provocan 

las bacterias en los hospederos son muy similares a R. solanacearum, como se observó 

en el caso de E. cloacae. 

Estos estudios nos permitieron discutir sí el análisis de homología y similitud de 

las cepas en los estudios han logrado su correcta identificación, y de lo contrario, podrían 

estar realizando un diagnóstico errado de la enfermedad producida por R. solanacearum. 

Por lo tanto, consideramos que las caracterizaciones morfológicas, bioquímica y de 

secuenciación del gen ADNr 16S por sí solos no pueden afirmar que el organismo causal 

de la enfermedad de la marchitez bacteriana sea R. solanacearum. Esta información es 

relevante al momento su caracterización molecular, dado que tradicionalmente el análisis 

de la secuencia del gen ADNr 16S no toma en consideración múltiples copias del gen 

(Pei et al., 2010; Větrovský & Baldrian, 2013) y se utiliza el consenso o una sola 

secuencia representativa, ignorando las diferencias entre las copias que existen entre el 

gen ADNr 16S, provocando así análisis y conclusiones erróneas. Como alternativa y 

complemento, además del uso del gen ADNr 16S, se ha sugerido la secuenciación de 

otros genes variables y de copia única como rpoB (Tayeb et al., 2008),  gapA, gyrB, dnaA 

y genes del mega-plásmido: hrpBy y egl (Paudel et al., 2020) para la caracterización 

taxonómica del complejo RSSC.  
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Objetivo específico 2: Implementar una aproximación bioinformática para establecer 

nuevos marcadores moleculares específicos en base a todas las copias del gen ADNr 

16S para la identificación de Ralstonia solanacearum. 

 

Nuestra propuesta metodológica basada en el uso del análisis del gen ADNr 16S 

completo y todas sus copias tanto del complejo RSSC, en conjunto con todas las 

especies que han mostrado una alta similitud con los aislamientos de esta tesis, permitió 

aumentar la precisión del análisis como método de referencia para la identificación 

bacteriana, sobre todo considerando que el filo (Proteobacteria) al cual pertenece 

Ralstonia y  Enterobacterias, pueden tener hasta 15 copias de operones del ADNr 16S 

(Pei et al., 2010). A diferencia de los resultados analizados con secuencias parciales y 

copia única que determinó tres cepas con una identidad del 100%, la estrategia 

propuesta en este estudio permitió identificar la identidad de 10 cepas/aislamientos 

(100% similitud) la cual sólo R. solanacearum fue consistente en ambos análisis. Las 

cepas encontradas pertenecían a Enterobacterias (Serratia liquefaciens, Serratia 

marscecens y Lleliotia amnigena) y Pseudomonas (Pseudomonas_thivervalensis).  

A diferencia de estudios similares (Sarkar & Chaudhuri, 2015), además de 

Enterobacterias, se logró aislar Pseudomona thivervalensis la cual es una bacteria 

saprofita que se ha encontrado en los aislamientos de bacterias en papa en Brasil 

(Nascimento et al., 2019). Especies del género Pseudomona se han descrito como una 

rizobacteria antagónica del suelo rizosférico, especialmente en la zona del suelo 

rizosférico de tomate, ají, berenjena y otros cultivos de solanáceas (Tan et al., 2013). Por 

otra parte, ya se ha demostrado la capacidad antagónica de Enterobacterias 
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(Enterobacter hormaechei cepa SRU4.4 y Serratia marcescens cepa SGT5.3), como 

antagonistas potenciales de R. solanacearum (Mamphogoro et al., 2021). Por lo tanto, 

la presencia de estas bacterias, reducirían la capacidad de encontrar R. solanacearum 

en aislamientos de muestras ambientales. 

Por otro lado, 4 de las 14 cepas fueron aislamientos en co-cultivo (RS3-RS6), las 

que pertenecían al aislamiento realizado directamente desde la mucosidad, misma 

estrategia utilizada en el aislamiento axénico de R. solanacearum, pero de un tubérculo 

diferente. Una de las razones que podría explicar la escasa sensibilidad y contaminación 

de los resultados, se basa en los límites de detección de la PCR que dependen del tipo 

de protocolo y la naturaleza de la muestra utilizada. Se ha descrito que a partir de 

extractos de papa, el límite de detección de la técnica PCR oscila entre 101-102 UFC/ml 

(Ahmed et al., 2013). Además, la cantidad de ADN utilizado en la reacción de PCR es 

un factor importante, sobre todo cuando el número de copias de R. solanacearum en 

menor que las saprófitas encontradas en el estudio. Otra limitación de esta técnica radica 

en la especificidad de los partidores, sólo menos del 40% de las secuencias del gen 

ADNr 16S de tipo bacteriano coinciden completamente con los partidores 27F y 1492R 

(Fukuda et al., 2016). 

Por lo tanto, el uso de estos partidores podría determinar que R. solanacearum 

no es el principal patógeno causante de marchitez, sino que también podrían están 

involucrados miembros de Enterobacteriaceae y otros saprofitos. 
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Con respecto a la variabilidad dentro del complejo RSSC, se logró identificar 

variaciones intra-especies, pero que fueron consistentes con las diferencias que las 

permiten agrupar en filotipos distintos. Es importante señalar que la región V3-V4 

(posición 343-645) es una región conservada dentro del complejo RSSC. Para esta 

región ya se han propuesto el uso de partidores específicos OlI1 y Y2 que son 

comúnmente utilizados, pero no son lo suficientemente específico, ya que híbrida con R. 

syzygii, Xanthomonas arboricola pv. celebensis y se ha obtenido señal en cromatograma 

con bacterias saprófitas presentes en los tubérculos de papa (Seal et al., 1999). El grupo 

de Seal y colaboradores (1999) han incluido este set de partidores dentro de una PCR 

multiplex para amplificar las siguientes posiciones del gen ADNr 16S: 74–97, 455–475, 

y 1454–1474 (Seal et al., 1999). No obstante, según nuestros resultados, frente a la 

posible contaminación con otras bacterias saprófitas, estas regiones conservadas 

enterobacterias y pseudomona sesgaría los resultados. 

A pesar de esto, la secuenciación del gen ADNr 16S sigue siendo la estrategia 

más utilizada para estudios de filogenia y taxonomía, y nuestro trabajo propone su uso 

con partidores específicos dirigidos a amplificar la región V3-V7 (712 pb) con énfasis en 

la región V5-V7 (323 pb), región que presentó substituciones únicas en R. solanacearum. 

La utilización de los partidores específicos diseñados en esta tesis permitiría diferenciar 

la presencia de un aislamiento puro de R. solanacearum, o la presencia de 

contaminantes saprófitos.  
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El uso de estos partidores específicos, no solo se propone para la determinación 

filogenética de R. solanacearum como cepa pura, sino que también se propone para 

amplificar dichas regiones y verificar la presencia del patógeno en la comunidad que la 

compone tanto en el ambiente como en el hospedero.  

En el presente estudio, exploramos las muestras de suelo del predio de Linares 

y el agua de regadío que se utilizaba en la plantación de papa. La infección por marchitez 

en el predio resultó en una pérdida de rendimiento del 100% para el agricultor.  

Para realizar la identificación taxonómica de las comunidades bacterianas con el 

objetivo de encontrar R. solanacearum en el ambiente, se utilizó la base de SILVA 

versión132, posterior a revisar la información de las tres últimas versiones de esta base 

de datos.  

La base de datos Silva versión128, así como también las que le preceden, se 

basan en los esquemas taxonómicos de Bergey (Quast et al., 2013). Si bien es el marco 

taxonómico ampliamente aceptado para bacteria y archaea, estos esquemas no se 

actualizan con la suficiente regularidad que permitan incluir la descripción de nuevos 

taxones (Glöckner et al., 2017). En cambio, las dos últimas bases de datos Silva, que 

corresponden a la versión132 y versión138, poseen información actualizada en base al 

trabajo cooperativo y alineado con la base de datos de taxonomía del genoma (GTDB; 

por sus siglas en inglés) (DataBase Silva 2022; https://www.arb-

silva.de/documentation/silva-taxonomy/). A su vez, la base de datos GTDB proporciona 

una taxonomía basada en los genomas procariontes procedente de la base de datos 

NCBI (Parks et al., 2022). Esta actualización implicó una transición respecto al equipo 

https://gtdb.ecogenomic.org/
https://www.arb-silva.de/documentation/silva-taxonomy/
https://www.arb-silva.de/documentation/silva-taxonomy/
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de curadores taxonómicos (Parks et al., 2022) que provocaron cambios en la 

nomenclatura, especialmente en los rangos más altos (por ejemplo, a nivel de filo y de 

clase) (Sanford et al., 2021). Esto permitió que, la última versión138 superara 

considerablemente el número de taxones nuevos respecto a la versión132. Sin embargo, 

estos nuevos taxones corresponden a secuencias de organismos no cultivados, o de 

organismos que pueden mantenerse en el laboratorio, pero para los cuales no se dispone 

de cultivos axénicos (Parks et al., 2022; Sanford et al., 2021), lo que deriva a la creación 

de nuevos nombres de género antes de ser documentados en literatura (Waite et al., 

2020.). 

 Por lo tanto, la metodología del análisis metagenómico fueron hechos utilizando 

la base de datos silva versión 132, cuyos resultados indicaron que los taxones 

dominantes presentes en el suelo y agua, fueron concordantes con la dominancia del 

microbioma de huésped con síntomas de marchitez bacteriana, las cuales han sido 

caracterizadas para bacterias pertenecientes a los filos Proteobacteria, Bacteroidetes, 

Cyanobacteria y Actinobacteria en la rizosfera de la planta de tomate (Wen et al., 2020) 

y plantaciones de tabaco (X. Liu et al., 2016). 

En nuestro estudio, tanto en suelo como en agua, no se logró determinar la 

presencia del género Ralstonia, pero si la familia Burkholderareace, y en una mayor 

abundancia, en agua (Figura 15). La mayor abundancia encontrada en el agua que en 

el suelo, se puede deber a que, a pesar que en suelo existe una mayor abundancia 

relativa y diversidad taxonómica, las condiciones adversas al que está expuesto el suelo 

logran ejercer efectos en los componentes taxonómicos y funcionales de las 

comunidades del microbioma (Deng et al., 2021). 
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En base a los resultados que pusieron en evidencia la alta similitud de la región 

V3-V4 entre bacterias saprófitas y R. solanacearum, su uso en estudios de 

metagenómica no podría igualar la precisión taxonómica lograda al secuenciar el gen 

ADNr 16S completo.  Sin embargo, la secuenciación metagenómica convencional se 

lleva a cabo mediante la secuenciación de secuencias cortas, por medio de 

secuenciadores de segunda generación, por ejemplo, MiSeq de Illumina, que permiten 

la secuenciación de amplicones de hasta 300 pb con alta precisión (Caporaso et al., 

2012). Esta longitud permite considerar de una a tres regiones variables adyacentes del 

gen ADNr 16S utilizando partidores "universales" para las regiones conservadas 

(Abellan-Schneyder et al., 2021). A pesar de ellos, la elección de las regiones variables 

y la longitud de la secuencia del gen ADNr 16S influirán en el perfil microbiano de manera 

diferente según el rango taxonómico y el grupo filogenético (Klemetsen et al., 2019).  

 

Por el contrario, la secuenciación del gen ADNr 16S en su longitud completa es 

posible mediante el uso de secuenciadores de tercera generación, por ejemplo, Oxford 

Nanopore Technologies (ONT) (Branton et al., 2008) y Pacific Biosciences (PB) (Eid et 

al., 2009). La mayor ventaja es la larga longitud de las lecturas (hasta 10.000 pb) y 

secuenciación a nivel de una sola molécula en poco tiempo. Estas largas lecturas 

permiten una mejor identificación de taxones bacterianos, como se muestra en varios 

estudios recientes (Johnson et al., 2019; Kai et al., 2019; Peterson et al., 2021; Van 

Goethem et al., 2021; Wang et al., 2008). El secuenciador MinION de ONT tiene una 

menor precisión de lectura, pero puede generar longitudes de lectura mucho más largas 

que las del Illumina MiSeq (Abellan-Schneyder et al., 2021). Nygaard et al.(2020)  
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analizaron los microbiomas del polvo de construcción usando ONT MinION e Illumina 

MiSeq, y demostraron que, a nivel de género y especie, los datos provenientes del 

secuenciador ONT MinION permitió una mayor resolución taxonómica que los datos 

generados en un Illumina MiSeq (Nygaard et al., 2020). 

Estas alternativas de metodologías de secuenciación permitirían resolver las 

desventajas que implica la elección de regiones de secuencia parcial.  

Nuestros resultados demostraron que, amplificando la región más utilizada para 

estudios de metagenómica, ésta no permite representar con exactitud la abundancia 

absoluta de las diferentes especies. Las secuencias parciales pueden afectar 

significativamente los resultados debido a las divergencias que existen en las diferentes 

regiones del gen 16S rRNA (Yang et al., 2016). Además, la amplificación depende de la 

elección de los partidores, que pueden tener un efecto significativo en la proporción de 

las abundancias. Por esa razón se sugiere diseñar y evaluar partidores alternativos para 

preguntas de investigación específicas (Hallmaier-Wacker et al., 2019).  Recientes 

estudios in silico mostraron que las regiones V4-V6 son las más confiables para el 

estudio filogenético de nuevos filos (Yang et al., 2016) y las regiones V4, V5-V6 y V6-V7 

son las regiones más adecuadas para fines metagenómicos, porque proporciona 

estimaciones comparables a las obtenidas con la secuencia completa del gen 16S rRNA 

(Youssef et al., 2009). Por lo tanto, nuestros resultados confirman lo sugerido en estos 

estudios. 
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9. CONCLUSIONES  

 

En este trabajo se expuso la importancia de Ralstonia solanacearum como un 

patógeno cuarentenario a nivel mundial que debe ser controlado; y para ello, el correcto 

diagnóstico de la enfermedad debe ser reevaluado desde su aislamiento. Dentro de este 

contexto, se presentó una estrategia metodológica de alta sensibilidad para su 

determinación, que exige identificar la especie con un 100% de identidad con sus 

referencias. Esto condujo a la selección de regiones hipervariables del gen 16S DNAr de 

R. solanacearum que permiten diferenciar a la especie con saprofitos contaminantes. 

Sin embargo, esta región no coincide exactamente con la región hipervariable utilizada 

de manera universal para discriminar taxones a nivel de población (región V3-V4); sino 

todo lo contrario, mostró ser relativamente conservada en R. solanacearum y saprofitos 

incluidos en este estudio.  

Los resultados sugieren que la región V3 a V7 presenta mayor idoneidad para 

discriminar entre Ralstonia solanacearum y otras especies de la misma orden, como 

Enterobacterias y Psudomonas, que no logran ser aisladas mediante la estrategia de 

cultivo semi-selectivo convencional. Adicionalmente, se determinó que la región V5-V7 

como la región hipervariable de R. solanaearum. La amplificación de sólo esta región 

podría ser utilizada en análisis metagenómicos, herramienta útil para la detección del 

patógeno en el ambiente. 
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Esta diferenciación y determinación rápida del agente cuarentenario en una sola 

reacción, con partidores específicos dirigidos a amplificar las regiones hipervariables, no 

solo es rentable para el diagnóstico, sino una herramienta de detección rápida que pueda 

ser ampliamente útil para identificar y rastrear cepas RSSC en estudios epidemiológicos, 

así como también en suelo y agua, evitando la amplificación cruzada entre los grupos a 

los cuales se les ha asociado la enfermedad de la marchitez bacteriana.  

Esta herramienta permitirá facilitar la detección temprana de la enfermedad para 

programas de cuarentena vegetal, certificación de variedades vegetales y para la 

aplicación de prácticas de intervención oportuna.  

Por lo tanto, como conclusión principal, se obtuvo que las hipótesis de este 

proyecto no fueron rechazadas. Los medios selectivos aislaron bacterias saprofitas de 

suelo, incluida R. solanacearum; y en particular, a través del estudio del gen completo 

del 16S ribosomal y sus copias, es posible determinar la composición axénica de cada 

uno de los aislamientos, considerando que la identificación correcta de especies en 

función de la similitud de su secuencia debe ser de un 100% para los estudios del gen 

16S ADNr. 

Además, la metodología diseñada especialmente para este trabajo tiene el 

potencial de ser una herramienta de identificación de otros patógenos, especialmente 

para realizar un correcto diagnóstico de la enfermedad. 
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11. ANEXOS 

 
 
Anexo 1. Secuencias genómicas de los aislamientos bacterianos: Fusión de productos 
de PCR 27f-1492r y 341f-907r en una secuencia del gen ADNr 16S de longitud completa. 
 

 
>C1_Tuberculo 
GGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGC
GAGGAGGAAGGGTTCAGTGTTAATAGCACTGTTCATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGCGCTTAACGTGGGA
ACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGG
TGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTA
AACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAA
AACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAG
AGAATTCGCTAGAGATAGCTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGCGTAATGGCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTG 
>C2_Tuberculo 
TAACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACC
TAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAA
TATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGGTT
CAGTGTTAATAGCACTGTGCATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCG
TTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGCGCTTAACGTGGGAACTGCATTTGAAACT
GGCAAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCC
CCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTG
GAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTCGCTAGAGA
TAGCTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCTTATCCTTTGTTGCCG 
>C3_Tuberculo 
TGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCTT
CGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGAC
GATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACA
ATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGGTTCAGTGTTAA
TAGCACTGTTCATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA
ATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGCGCTTAACGTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTA
GAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACA
AAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTG
CCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTCGCTAGAGATAGCTTAG
TGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAACGCAACCCTTAT
CCTTTGTTGCCACCG 
>C4_Tuberculo 
TGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGGTTCAGTGTTAATAGCACTGTTCATTGACGTTACTCG
CAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCA
GGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGCGCTTAACGTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAAT
TCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAG
CGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGC
TAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG
TTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTCGCTAGAGATAGCTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGT
GCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTT 
>C5_Tuberculo 
TCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGGTTCAGTGTTAATAGCACTGTTCATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGA
AATCCCCGCGCTTAACGTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTG
GGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAA
CCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTCGCTAGAGATAGCTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCACCTCG
TGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCGC 
>C6_Tuberculo 
GAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCATTAACCTAATACGTTGGTGTCTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACC
GGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAG
TTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGTCGAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGGTGGAATTTCCTGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTT
GACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAA
CGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTC
GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGT 
>C7_Tuberculo 
CTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCATTAACCTAATACGTTGGTGTCTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTC
TGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTG
AAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGTCGAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCG
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TAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGG
GGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC
CTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTATTTACCAGCACGTAATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTG
ACAACCCGAGAAAGGTGGG 
>RS1 
AGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGA
GGAGGAAGGTGGTGAGCTTAATACGTTCATCAATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGG
AGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAAC
TGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTG
GCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAA
CGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAA
CTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAG
AACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATG
ACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCT
CATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATAC
GTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTT
TGATT 
>RS2 
ATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCG
TAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTA
GAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACG
CTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTTCCCTTGAGGA
GTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC
GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGG
AACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGC
CAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAG
GGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCACAAAGTATGTCGTAGTCCGGATCGGAGT
CTGCAACTCGACTCCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTC
ACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCG 
>RS3 
GGCCTTTCTCCCTTAAGATTGCCCCCAGGGGGGATTAGTTTGTAGTGGGGTAATGGCTCACCTGGCGCGCCCTTCCCTAGGTTGTTTGGAGAG
GATGCCCCACCACCCGGGAATTGAGACCCGGTCCAGATTTCTTACGGGAGGCAGCAGTGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAG
CCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCACAGTGATTGACGTTAC
TCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCAC
GCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTA
GAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCG
AAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTTCCCTTGAGGAGTGGCTTCCG
GAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAACTCAAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT
GTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGAC
AGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGG
CCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGT
GCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCACAAAGTATGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGAC
TCCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAG
TGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAG 
>RS4 
AAAACAAAGGGGGGGCCTTTGGGCCTTTCTCCCTTAAGATTGCCCCCAGGGGGGATTAGTTTGTAGTGGGGTAATGGCTCACCTGGCGCGCCC
TTCCCTAGGTTGTTTGGAGAGGATGCCCCACCACCCGGGAATTGAGACCCGGTCCAGATTTCTTACGGGAGGCAGCAGTGGGAATATTGCACA
ATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAA
TAACCACAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA
ATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCT
AGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGAC
AAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGT
TCCCTTGAGGAGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCTTTGG
TGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAT
CCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCT
TACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCACAAAGTATGTCGTAGTCCG
GATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA
CCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACTGACTTTTGATCCTGAGGG 
>RS5 
CCAAACCAAAGGGGGGGCCCTTGGGCCTTCTCCCATCAGATGCCCCAAAGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCCCCTAGGCGACGAT
CCCTAGCTGTTTGAGGAGGATGCCCAGCCACCCTGGAACTGAGACCCGGTCCAGATTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGAATATTGCACAATGG
GCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAAC
CACAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTA
CTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGA
GTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAA
GACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTTCC
CTTGAGGAGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCTTTGGTG
CCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCC
TTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTA
CGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCACAAAGTATGTCGTAGTCCGGA
TCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACC
GCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCG 
>RS6 
CCCCCAAACCAAAGGGGGCGCCCTTTGGCCCTTCTCCCTTAACATGCCCCAGAGGGGTTAGTTTGGGGGGGGGGGAACCGCTCCCCTGGGGG
CCCATCCTTAGTTGTTTGGGGGGGAGCCCCCCCCCCCGGGAATTGAGCCCCGTTCCAATTTCTTGGGGAGGcAGCAGTgGGGAATATTGCACAA
TGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCTGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATA
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ACCGCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAAT
TACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAG
AGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAA
AGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGC
CCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAgTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTG
CCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCC
TTTGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTA
CGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGA
TTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACC
GCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTACCACTTGGATCAAAGG 
>RS7 
TGCAGTCGAACGGCAGCGGGGGTAGCTTGCTACCTGCCGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGCCCTGTAGTGGGGGAT
AACTAGTCGAAAGACTAGCTAATACCGCATACGACCTGAGGGTGAAAGTGGGGGACCGCAAGGCCTCATGCTATAGGAGCGGCCGATGTCTGA
TTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTT
GTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAATCGCTTCGGTTAATACCTGGAGTGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGGACCGGCTAACTACGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGTAGGGTCCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTGTGCAAGACCGATGTGAAATCCCC
GGGCTTAACCTGGGAATTGCATTGGTGACTGCACAGCTAGAGTGTGTCAGAGGGAGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGAT
GTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCTCCTGGGATAACACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTTGGGGATTCATTTCCTTAGTAACGTAG 
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Anexo 2. Determinación de las substituciones en las copias del gen ADNr 16S. 
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Anexo 3. Árbol filogenético basada en la reconstrucción filogenética de Máxima 
Verosimilitud mostrando las relaciones de aislamientos identificados en co-cultivo con 
cepas responsables de marchitez bacteriana en otras especies y patógenos de papa. 
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Anexo 4. Información de la abundancia taxónomica e índices de riqueza y diversidad de 
las muestras de suelo y agua obtenidas con los análisis metagenómicos. 
 

 

Item Lecturas Nº taxones 
Taxón con 

asignación de 
nombre  

% de 
taxones 

dominantes 

ASVs 103710 2082 2082 2,98 

Filo 103710 33 32 29,6 

Clase 103710 90 71 15,7 

Orden 103710 213 114 9,3 

Familia 103710 340 277 6,6 

Genero 103710 586 448 5,2 

Especie 103710 708 285 3,1 

 
Muestra Riqueza Shannon Inv_Simp 

Suelo_A 1127 6,14 154,98 

Suelo_B 1044 5,96 124,60 

Agua 544 5,00 67,16 
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