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Nota aclaratoria
El presente trabajo de investigacion constituye un estudio de laboratorio inicial y requerira
futuros estudios de validacion en campo, por tanto, no puede considerarse una alternativa
de control para la plaga Ralstonia solanacearum raza 2, cuyo Unico método de control
aprobado, al momento en el pais, es el que se especifica en la resolucion 0072 “Plan de

accion para el control de Ralstonia solanacearum raza 2”.
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Resumen

La agricultura organica en Ecuador esta en auge debido a la creciente demanda
internacional, especialmente con productos de exportacion como el banano. Sin embargo,
este cultivo enfrenta la amenaza de la enfermedad del Moko, causada por la bacteria
Ralstonia solanacearum Filotipo Il. En Ecuador, la agricultura organica guiada por la
resolucion 0099 de AGROCALIDAD prohibe el uso de fertilizantes y pesticidas sintéticos, en
cambio permite el uso de ciertos compuestos basados en cobre, azufre y acidos organicos.
Se seleccionaron 5 productos que cumplen con estas condiciones: Kopercup® (oxicloruro
de cobre), Caldo bordelés® (linoleato de cobre), Azufrol® (azufre), Phyton® (sulfato de
cobre pentahidratado) y Acido pirolefioso (pirolisis de biomasa vegetal) y se llevaron a cabo
ensayos de susceptibilidad antimicrobiana contra R. solanacearum. Primero, se aislo la
bacteria utilizando los medios TZC, SMSA y Agar nutritivo y se identific6 mediante pruebas
bioguimicas, serolégicas y moleculares. Los métodos de susceptibilidad antimicrobiana
incluyeron Difusion por disco, microdilucién y macrodilucion en caldo. La difusion en disco
reveld zonas de inhibicion en Kopercup y Phyton. Luego, se determinaron las
concentraciones de producto que producen inhibicibn mediante microdilucién colorimétrica.
Los resultados mostraron que Kopercup tenia una CMI de 1,5 mg/mL, Caldo bordelés de 3
mg/mL, Azufrol no mostré CMI en las dosis probadas, Phyton de 5 mg/mL y Acido
pirolefioso de 19 mg/mL. El ensayo de macrodilucion en caldo permitié establecer
concentraciones minimas bactericidas (CMB). Kopercup, Caldo bordelés y Phyton
resultaron ser bactericidas desde sus respectivas CMIs, el acido pirolefioso solo mostré
efectividad bactericida a una concentracion 4 veces su CMI. En resumen, los ensayos in
vitro indican que cuatro de los cinco productos probados son eficaces como inhibidores y
bactericidas contra R. solanacearum. Esto ofrece posibles alternativas organicas para
combatir esta enfermedad y promover la sostenibilidad en la agricultura ecuatoriana.

Palabras clave: Concentracién Minima Inhibitoria, Concentracion Minima Bactericida,

Identificacion bacteriana, Susceptibilidad antimicrobiana.
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Abstract

Organic agriculture in Ecuador is booming due to growing international demand, especially
for export products such as bananas. However, this crop faces the threat of Moko disease,
caused by the bacterium Ralstonia solanacearum Phylum Il. In Ecuador, organic agriculture
guided by AGROCALIDAD Resolution 0099 prohibits the use of synthetic fertilizers and
pesticides, but allows the use of certain compounds based on copper, sulfur and organic
acids. Five products were selected that meet these conditions: Kopercup® (copper
oxychloride), Bordeaux® broth (copper linoleate), Azufrol® (sulfur), Phyton® (copper sulfate
pentahydrate) and Pyrolean acid (pyrolysis of plant biomass) and antimicrobial susceptibility
tests were carried out against R. solanacearum. First, the bacteria were isolated using TZC,
SMSA and Nutrient Agar media and identified by biochemical, serological and molecular
tests. Antimicrobial susceptibility methods included Disc diffusion, microdilution and broth
macrodilution. Disk diffusion revealed zones of inhibition in Kopercup and Phyton. Then,
inhibition-producing product concentrations were determined by colorimetric microdilution.
The results showed that Kopercup had an MIC of 1.5 mg/mL, Bordeaux broth 3 mg/mL,
Azufrole did not show MIC at the doses tested, Phyton of 5 mg/mL and Pyroleanic acid of 19
mg/mL. The broth macrodilution assay allowed establishing minimum bactericidal
concentrations (MIC). Kopercup, Bordeaux Broth and Phyton were found to be bactericidal
from their respective MICs, Pyrolean acid only showed bactericidal effectiveness at a
concentration 4 times its MIC. In summary, the in vitro tests indicate that four of the five
products tested are effective as inhibitors and bactericides against R. solanacearum. This
offers possible organic alternatives to combat this disease and promote sustainability in
Ecuadorian agriculture.

Key words: Minimum Inhibitory Concentration, Minimum Bactericidal Concentration,

Bacterial identification, Antimicrobial susceptibility.
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Capitulo I: Introduccion
Formulacion del problema

El complejo de especies R. solanacearum tiene un rango de mas de 200 especies
vegetales pertenecientes a 53 familias botanicas diferentes. Esta bacteria esta muy
extendida en zonas tropicales, subtropicales y templadas célidas de todo el mundo, pero
especialmente los cultivos tropicales y subtropicales son susceptibles. A nivel mundial, los
cultivos mas importantes son: tomate, tabaco, berenjena, patata, platano, banano y
heliconia, entre otras. Muchas arvenses son huéspedes alternativos del patdgeno tales
como: Solanum cinereum (en Australia), Solanum nigrum y en casos raros, Galinsoga
parviflora, G. ciliata, Polygonum capitata, Portulaca oleracea y Urtica dioica, han sido
reportadas como malezas hospedantes silvestres primarios para la raza 3, Solanum nigrum
y S. dulcamarason (Osdaghi, 2020).

Este microorganismo se transmite generalmente por el suelo, su diseminacién en la
planta es a través de las raices y se mueve a través del xilema, una vez dentro del tejido
aumenta la densidad del patégeno, efecto promovido por la expresion de genes de
virulencia y produccion de exopolisacaridos (determinantes de la patogenicidad) causando
la enfermedad letal conocida como marchitez bacteriana; por lo general, las secciones
transversales del tallo presentan un exudado bacteriano viscoso, también se puede
evidenciar colonizacion bacteriana en el fruto de banano y tubérculo de papa. La bacteria
sobrevive en el medio ambiente, principalmente en plantas reservorio, suelo y agua
(Osdaghi, 2020; Alvares et al. 2010).

La deteccion e identificacion de R. solanacearum se entrelazan conceptual y
metodoldgicamente a la patogénesis y epidemiologia, por lo que es necesario detectar
primero su presencia antes de aislar e identificar rigurosamente una cepa, cabe mencionar
gue las muestras de suelo y agua tipicamente tienen poblaciones bajas de la bacteria y no
todas las células pueden crecer in vitro. Los cultivos puros de R. solanacearum no son
dificiles de identificar, existen medios de cultivos semiselectivos y pruebas fisioldgicas que

pueden descartar rapidamente organismos relacionados (Blomme et al., 2017).
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La prevencion de propagacion de la enfermedad se ha logrado, en algunos casos,
mediante la aplicacion de estrictas practicas de saneamiento profilactico. En regiones o
campos donde R. solanacearum no esta presente, la primera linea de defensa es evitar el
uso de tejido propagativo contaminado, el control de las aguas superficiales, prohibiendo el
uso de cursos de agua contaminados para el riego, exigiendo que los afectados de las
granjas desinfectan la maquinaria y las instalaciones de almacenamiento, permiten la
sanidad en los cultivos. Donde R. solanacearum es endémica, el mejor control cultural es la
rotacion de cultivos, una ventaja adicional es la reduccion de la presencia de nematodos
gue ataquen a cultivos susceptibles (Osdaghi, 2020). Otros controles culturales tales como:
el uso de enmiendas del suelo (compost, bagazo, polvo de cascarilla de arroz), fertilizantes
inorganicos u otro material como el polvo de concha de ostra, pueden modificar las
comunidades microbianas nativas del suelo para suprimir el tamafio o la actividad de la
poblacion de R. solanacearum. La desinfestacion del suelo, la eliminacion de plantas
enfermas y cercanas, asi como la eliminacion de la flor masculina y el embolsado de
racimos de frutas permiten el control. Los productos quimicos comerciales y antibi6ticos
generalmente son ineficaces para controlar la enfermedad, una excepcién puede ser la
fumigacién con cloropicrina sola 0 combinada con otros fumigantes o con solarizacion
permiten el control (Scala et al., 2018).

Los ensayos de patrones de sensibilidad y resistencia de los microorganismos
cambian constantemente ya que muchos microorganismos han desarrollado resistencia
incluso a los antibiéticos mas nuevos. Dado que los patrones de susceptibilidad son
impredecibles, es necesario probar los patdégenos aislados frente a los agentes
antimicrobianos apropiados. Los ensayos que determinan la concentracion mas baja del
biocida que inhibira el crecimiento del organismo se conoce como concentracion inhibitoria
minima (CMI) aplicados a los antibiogramas permiten establecer dosis adecuadas para el

control de los microorganismos. (Schwalbe et al., 2007).
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Justificacién del problema

La letalidad y persistencia de R. solanaceraum (bacteria cosmopolita) presente en
una amplia gama de huéspedes (250 especies) de importancia econémica (papa, banano,
platano, tabaco, tomate, etc.) distribuidos en extensas zonas geogréficas a nivel local,
regional y mundial, provoca grandes pérdidas econdémicas en los paises afectados. La
severidad de la enfermedad promueve y exige la implementacién de medidas de control y
erradicacion que permitan mantener la seguridad y proteccién de la soberania alimentaria;
la aplicacion de estas medidas presentan multiples desafios tales como: la supervivencia de
la bacteria en multiples nichos ecolégicos, la capacidad de presentar fuentes de in6culo en
géneros arvenses, la incidencia y persistencia de la bacteria en residuos vegetales y en
diferentes materiales, la carga genética que le permite promover resistencia, la aparicion de
diferentes razas y cepas del patdégeno con virulencia variable en diferentes condiciones
ambientales, la minima accién de control que se obtiene mediante el uso de pesticidas, la
importancia en la reduccién de pesticidas residuales, el incremento de cultivos organicos
gue fomenten alternativas de control amigables con el ambiente, etc.

El Ecuador al ser considerado como el mayor productor y exportador de banano (con
un area cosechada de 164085 ha y un total de 6684916.17 Tn de produccion en el 2021),
debe promover y ejecutar planes, programas e investigaciones que permitan encontrar
medidas sanitarias de control que permitan el manejo adecuado de la marchitez bacteriana.

En el pais, cuando se observa un cultivo con sintomas de la enfermedad del Moko,
provocada por R. solanacearum, se activan los protocolos y se aplica la resolucion técnica
0072 de AGROCALIDAD, “PLAN DE ACCION PARA EL CONTROL DE Ralstonia
solanacearum Raza 2”, este protocolo especifica una serie de pasos y productos a utilizar
para controlar la enfermedad, sin embargo, este procedimiento se aplicara en cualquier tipo
de cultivo, incluso si este es considerado como “organico”. Es importante encontrar
productos que estén permitidos dentro de la agricultura organica y que sean tan o igual de

buenos que los productos usados normalmente, para lograr esto es necesario empezar
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desde ensayos in vitro donde se pueda observar a detalle la interaccién del microorganismo

frente a los antimicrobianos a probar.

Objetivo General
Evaluar cinco productos comerciales para el control de Ralstonia solanacearum in vitro,
como alternativa de uso en la produccion organica.
Objetivos especificos
e Aislar la bacteria Ralstonia solanacearum por el método de siembra por estria a
partir de musaceas sintomaticas para obtener cultivos axénicos.
¢ |dentificar la bacteria Ralstonia solanacearum por morfologia, indicadores
bioguimicos, inmunol6gicos y moleculares para asegurar su pureza.
e Evaluar in vitro la eficacia de los cinco productos para el control de Ralstonia
solanacearum mediante pruebas de susceptibilidad antimicrobiana.
Hipotesis
Al menos uno de los productos comerciales es efectivo para el control de R.

solanacearum.



22

Capitulo Il: Marco Tedrico

Bacteria Ralstonia solanacearum

Ralstonia solanacearum (Smith 1896) Yabuuchi et al., 1996 emend. Safni et al.,
2014 (EPPO, 2022). Es una bacteria en forma de baston Gram negativa, su longitud varia
entre 0.5-1.5 um, es un organismo aerdbico con un penacho de flagelos polares, puede ser
movil o no. Es oxidasa y catalasa positiva, arginina dihidrolasa negativa y acumula
polihidroxibutirato intracelular, algunas cepas reducen el nitrato a gas y el nitrato a nitrito, no
crece por debajo de los 4 °C ni por encima de los 40 °C (Safni et al., 2014).
Nomenclaturay Taxonomia

La bacteria Ralstonia solanacearum ha pasado por varios cambios en su nombre
desde su aislamiento en 1914 por Erwin Smith quien la nombré como Pseudomonas
solanacearum, en la actualidad gracias a las técnicas moleculares se la ha desvinculado de
géneros como Pseudomonas, Burkholderia y Bacillus, pasando a pertenecer al género
Ralstonia denominado asi por Yabuuchiy colaboradores en 1995 (Osdaghi, 2020).

Recientemente, ha sido reclasificada por Safni et al., (2014) en tres genoespecies
distintas: R. solanacearum (filotipo 1), Ralstonia pseudosolanacearum (filotipos 1 y Ill) y
Ralstonia syzygii (filotipo IV) (EPPO, 2022). En la Tabla 1 se describe el estado actual
taxondmico de este microorganismo.
Tabla 1

Taxonomia de Ralstonia solanacearum

Clasificacién Nombre

Dominio Bacteria

Filo Proteobacteria
Clase B- Proteobacteria
Orden Burkholderiales
Familia Ralstoniaceas
Género Ralstonia
Especie R. solanacearum

Nota. Modificado de Ralstonia solanacearum Species Complex: A Quick Diagnostic Guide,

por Garcia et al., (2019).
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Ralstonia solanacearum era clasificada en cuatro Razas y estas dependian de la
temperatura y de la zona en la que la bacteria se encontraba, estas a su vez estaban sub
clasificadas en biovares. En la actualidad una organizacién més refinada tiene bases
moleculares, los datos obtenidos a partir del analisis filogenético de las secuencias de la
region espaciadora intergénica (ITS) del ARNr 16S-23S y las secuencias parciales del gen
de la endoglucanasa (egl) y las hibridaciones ADN-ADN demuestran que el complejo de
especies de R. solanacearum comprende tres genoespecies (Safni et al., 2014).

Los genotipos mas importantes a nivel de patogenicidad son el Filotipo 1B sequevar
I, agente causante de la podredumbre parda de la papa, Filotipo Il con los genotipos [I1A-24,
IIB-3, IIB-4 y algunas cepas de 11A-41, [IA-53 y IIB-25 han sido descritas como las causantes
de la enfermedad del Moko en Musa spp. y Heliconia (EPPO, 2022).

Distribucion geogréfica

R. solanacearum est&4 muy extendida en zonas tropicales, subtropicales y templadas célidas
de todo el mundo, su ocurrencia también ha sido reportada desde zonas templadas.

Figura 1

Distribucion geografica de la presencia o ausencia de R. solanacearum en cada pais.

Nota. La figura presenta mediante colores la distribucion generalizada de R. solanacearum
en los diferentes continentes. Tomado de Ralstonia solanacearum (bacterial wilt of potato)
por E. Osdaghi, 2023, CABI Copyright 2023.

En América los paises que presentan reportes de presencia generalizada de R.
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solanacearum son: Brasil, Chile, Colombia, Bolivia Ecuador, Paraguay, Peru, Uruguay y
Venezuela. En Ecuador la afectacién en musaceas ha sido diagnosticada en las siguientes
provincias; Bolivar, Carchi, Cotopaxi, EI Oro, Esmeraldas, Guayas, Manabi, Napo, Orellana,
Los Rios, Pastaza, Santo Domingo de los Tséachilas y Sucumbios (AGROCALIDAD, 2023).
Hospederos

El complejo de especies de R. solanacearum es un grupo diverso de fitopatégenos
gue infecta un rango amplio de hospederos (méas de 250 especies) y causan pérdidas
devastadoras en todo el mundo (Safni et al., 2014) principalmente dicotiledoneas, miembros
herbaceos de la familia Solanaceae, también afecta a algunas monocotiledéneas, malas
hierbas, cultivos, arbustos y arboles. A nivel mundial, los cultivos mas importantes son:
tomate, tabaco, berenjena, papas, banano, platano y heliconia (Garcia et al., 2019).
Marchitez bacteriana

A finales del siglo XIX se describié un padecimiento de marchitez en algunas plantas
como tabaco, papa, platano y el mani en Estados Unidos, esta era conocida como
“enfermedad del limo” Smith habia demostrado en 1896 que el microorganismo responsable
era la bacteria denominada por él como Bacillus solanacearum (ahora Ralstonia
solanacearum). Fue descubierta en zonas sub tropicales pero en afios posteriores se fueron
encontrando nuevas cepas en diferentes regiones del mundo (Scala et al., 2018).

R. solanacearum tiene una amplia gama de hospederos y los sintomas pueden
variar dependiendo de la especie infectada, sin embargo, existen caracteristicas generales
gue comparten el complejo huésped-microorganismo, estas son: marchitamiento y
amarillamiento de las hojas jovenes, exudado bacteriano de color blanco en tallo, rizoma o
tubérculo recién cortado debido a la alta densidad celular que genera en la planta. En
general, las temperaturas mas calidas por encima de los 28 °C promueven un desarrollo
mas rapido de los sintomas que las temperaturas mas frias (Osdaghi, 2020).

En el caso de las Muséaceas un sintoma claro es la podredumbre seca marrén en los

frutos, en las plantas jovenes y de crecimiento rapido, las hojas mas jovenes se vuelven de
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color verde pélido o amarillo y se marchitan, el pseudotallo presenta una decoloracion
vascular marrén (EPPO, 2022).

Uno de los modos de transmision de la bacteria entre paises es por material
vegetativo contaminado o con infecciones latentes. El Filotipo Il, que causa la enfermedad
Moko del banano, es transmitida por insectos y tiene potencial para propagarse
rapidamente. Otra forma es mediante vectores mecanicos como herramientas de poda o de
uso general (Osdaghi, 2020).

La enfermedad se presenta en cualquier estado fisioldgico de la planta, se puede
desarrollar descendentemente por causa de dafios mecéanicos con utensilios infectados o
por ataque de insectos a los racimos o se puede producir de forma ascendente cuando R.
solanacearum penetra el sistema radical por heridas (Nufiez, 2021).

El marchitamiento de la planta comienza cuando la densidad bacteriana aumenta en
toda la planta ocasionando un taponamiento de los haces vasculares y provocando que no
llegue suficiente agua a las hojas, esto sucede debido al polisacarido extracelular de R.
solanacearum gue posee una alta masa molecular, ademas existen factores contribuyentes
como las altas densidades de microorganismos, las tilides y gomas producidas por las
plantas y los subproductos de la degradacion del patégeno de la pared celular de las
plantas (Blomme et al., 2017).

Biologia y Ecologia

La mayoria de las bacterias fitopatégenas estan estrechamente asociadas con sus
hospederos vivos y temporalmente en restos de plantas hospedantes infectadas.

Sobreviven por periodos relativamente breves en el suelo u otros ambientes donde
compiten con poblaciones saprofitas activas. R. solanacearum es una de las pocas
bacterias patégenas de plantas para las que existe evidencia de supervivencia en el suelo
(los niveles elevados de enfermedad se expresaron en suelos arcillosos con alta capacidad
de retencion de agua). Se ha demostrado que muchas malezas son huéspedes alternativos
gue mantienen una fuente continua de inéculo para el patégeno entre cultivos (Osdaghi,

2020).
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R. solanacearum normalmente ingresa a través de las raices, se mueve
sistémicamente a través del xilema y causa sintomas de marchitez que a menudo son
letales, las infecciones latentes son muy importantes en la diseminacion de patégenos; en el
cultivo de banano el sitio principal de infeccion es el racimo floral debido a que los vectores
son insectos. Cuando el ingreso es a través de heridas o estomas, permite que la bacteria
se mueven a traves de los haces vasculares, un proceso que se acelera a temperaturas
mas altas; la velocidad de movimiento también depende de la parte de la planta
colonizada; a esto le sigue la colonizacién del xilema, donde las bacterias se adhieren por
atraccion polar a las paredes de los vasos, posteriormente se localizan en sitios
preferenciales del mesdfilo, se considera que el bloqueo de los vasos por bacterias es la
causa principal del marchitamiento (Garcia et al., 2019).

La enfermedad es més grave a temperaturas de 24 a 35 °C y rara vez se encuentra
cuando la temperatura media en invierno desciende por debajo de los 10 °C. La alta
humedad del suelo y los periodos de clima hiimedo o estaciones lluviosas estan asociados
con una alta incidencia de enfermedades. La humedad del suelo también afecta la
reproduccion y supervivencia del patdgeno; los niveles de humedad del suelo de -0,5a -1,0
bar favorecen la expresion de la enfermedad, mientras que los niveles de -5 a -15 bar son
desfavorables (Safni et al., 2014).

Las condiciones climaticas, como las bajas temperaturas, que son desfavorables
para la expresion de la enfermedad pueden ocultar una infeccién extensa. La bacteria tolera
climas tales como; tropical, tropical himedo y seco de sabana, seco (arido y semiarido),
clima de estepa, clima templado célido o con verano seco, clima templado y monzonico
tropical (Osdaghi, 2020).

Cultivo y aislamiento

La bacteria R. solanacearum puede ser aislada a partir de material vegetal
sintomético utilizando medios nutritivos generales no selectivos como el agar nutritivo (AN),
agar glucosa Peptona levadura (YPGA), agar peptona sacarosa (SPA) o el agar de Kelman

con tetrazolio (TZC). A pesar de que antes de la siembra de las muestras vegetales estas
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se deben desinfectar con agentes quimicos como el hipoclorito de sodio, muchas veces en
la planta se dan infecciones secundarias o tienen poblaciones altas de saprofitos, suele
recomendarse que este procedimiento se realice en medios semiselectivos, para esto se
puede utilizar el medio modificado mMSMSA o el medio Sequeira (EPPO, 2022).

Para realizar la siembra de las muestras vegetales se debe preparar suspensiones
bacterianas con diluciones adecuadas y llevarlas a placas de los medios anteriormente
mencionados por extension o estriado. Las placas deben incubarse durante 2-6 dias a 28°C
(Garcia et al., 2019).

Métodos de identificacion bacteriana

Los métodos de identificacion bacteriana en semillas y tejidos permiten diagnosticar
enfermedades fitopatégenas de manera oportuna, rapida y precisa, esto ayuda a tomar
decisiones adecuadas para el control de las enfermedades en los cultivos agricolas
(Khakimov et al., 2022).

La deteccion de bacterias patégenas involucran la revision de campo y las plantas
en bUsqueda de signos y sintomas asi como el diagnéstico en el laboratorio en donde se
aislan a los microorganismos y se someten a diferentes pruebas como: fisioldgicas,
bioguimicas y de patogenicidad (Belete y Boyraz, 2019).

R. solanacearum puede ser detectada utilizando métodos basados en cultivos, como
medios semiselectivos, métodos serolégicos como pruebas de tiras reactivas y ensayos de
inmunoabsorcion ligados a enzimas, pruebas bioquimicas como BIOLOG, analisis de acidos
grasos, proteinas, y pruebas basadas en acidos nucleicos (Osdaghi, 2020) Para realizar la
identificacion deben utilizarse al menos dos pruebas basadas en principios bioquimicos
diferentes o dirigidas a dos partes diferentes del genoma para las pruebas moleculares
(EPPO, 2022).

Algunas de las pruebas que se realizarén en este trabajo son: observacion visual,
microscopia, observacion morfolégica de colonias, pruebas bioquimicas, diagnéstico
inmunoldgico por ELISA e identificacion genética molecular, métodos que seran descritos a

continuacion.
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Observacion visual

Se trata de la comparacion de una planta enferma con una sana, se observan
caracteristicas como el color, forma, densidad de las hojas en la planta, cambios en el
sistema radicular, manchas o necrosis en tallos u hojas, aparicion de esporangio, etc. Sacar
conclusiones solo con la observacion visual no es suficiente para el diagnostico, para
aumentar la fiabilidad de los resultados es importante realizar otros tipos de estudio
(Khakimov et al., 2022).

Microscopia

Tras la observacion visual de signos y sintomas se deben llevar las muestras a un
laboratorio para su observacion microscopica, para una observacion primaria se utiliza un
estereomicroscopio binocular con el que se observara de manera general hifas,
microesclerosis, conidioforos y conidios de hongos, mediante esta técnica no se observan
bacterias por ser de menor tamafio (Khakimov et al., 2022).

Observacién Morfolégica

Si por el método de microscopia no se encuentran hongos en la superficie de la
muestra, se procedera a macerar el tejido para sembrarlo en cajas petri con medio
diferencial o selectivo para la observacion de colonias.

Algunas de las caracteristicas a tener en cuenta son el tamafio, la morfologia y la
pigmentacion de la colonia. Dentro de las caracteristicas morfolégicas se encuentran: forma,
tamanio, textura, elevacion, tipos de bordes, consistencia, etc. (Goszczynska et al., 2000).

En los medios de nutrientes generales, aislados virulentos de R. solanacearum
desarrollan colonias de color blanco crema nacarado, planas, irregulares y fluidas, a
menudo con verticilos caracteristicos en el centro. Las formas avirulentas de R.
solanacearum forman colonias butiricas pequefias, redondas, no fluidas, que son
completamente de color blanco crema. En los medios de tetrazolio y SMSA de Kelman, las
espirales son de color rojo sangre. Las formas avirulentas de R. solanacearum forman
colonias butiricas pequefias, redondas, no fluidas, que son enteramente de color rojo oscuro

(Garcia et al., 2019).
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Pruebas Bioquimicas

Con el descubrimiento de que son los microorganismos los causantes de
ciertas enfermedades surgio la necesidad de identificarlos, una de las maneras mas
antiguas encontradas son las pruebas bioquimicas, su fundamento se basa en que las
bacterias producen grandes volimenes de enzimas dependiendo del sustrato en el que se
encuentran, el tipo de enzimas que produce una bacteria puede ser utilizado para clasificar
sus especies pues, todos los microorganismos poseen perfiles enzimaticos distintos
(Altheide, 2019).

Algunas de estas pruebas son técnicas rapidas que tienen una duracién de
segundos a minutos, evallan la existencia de una enzima preformada estas son catalasa y
oxidasa, otras pruebas que tienen una duracién menor a seis horas como Ureasa e Indol y
la mayoria de pruebas que requieren de incubacion de 18 horas en adelante y detectan
productos del metabolismo o la sensibilidad de un microorganismo a cierto sustrato como la
prueba 6xido fermentativa o reduccién de nitratos (Bou et al., 2011).

Pruebas Seroldgicas

También llamados métodos de inmunodiagnéstico, incluyen la inmunofluorescencia,
inmunotransferencia, microscopia electronica especial seroldgica, el ensayo
inmunoenzimatico (ELISA), entre otros. Estos métodos eran utilizados principalmente para
la deteccién de virus, sin embargo en los ultimos afios se han utilizado también para el
diagnéstico de otros fitopatdgenos como oomicetos, bacterias y fitoplasmas (Khakimov et
al., 2022).

Uno de los métodos més sensibles y especificos de los antes mencionados es
ELISA, este permite un diagndstico fiable, es una prueba que combina la especificidad de
los anticuerpos y el cambio de color para identificar un objetivo. Los anticuerpos pueden
reconocer antigenos especificos asociados a un determinado patégeno vegetal; los
anticuerpos policlonales, utilizados con éxito para detectar el patégeno, no siempre son
suficientemente especificos, mientras que los anticuerpos monoclonales son mas

especificos, pero aun més caros (Scala et al., 2018).
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Pruebas Moleculares

Las técnicas basadas en acidos nucleicos (ADN) son mas sensibles, especificas y
confiables para la deteccién, identificacion y cuantificacién de fitopatdogenos. Una de estas
técnicas es el ensayo de PCR (Polymerase Chain Reaction) y sus variantes, estas tienen la
capacidad de detectar microorganismos causantes de la enfermedad desde cultivos puros
en placa o desde la planta huésped (Belete y Boyraz, 2019). Esta técnica fue utilizada por
primera vez en plantas por Rasmussen y Wolf en 1991 para identificar la bacteria
Pseudomonas syringae, y desde entonces ha sido ampliamente utilizada por su
superioridad sobre los métodos tradicionales de diagnéstico de enfermedades de las
plantas (Khakimov et al., 2022).

Para la identificacion de bacterias por secuencia de nucle6tidos se utiliza
principalmente el Gen 16s rRNA, también la subunidad "B" de la ADN girasa (gyrB), la ARN
polimerasa (rpoB, rpoD, etc.), una combinaciéon de genes dependientes de proteinas de
choque térmico (cpn60, hsp70, etc.) y otros marcadores (Scala et al., 2018).

La identificacion de fitopatdégenos por secuencias nucleotidicas implica una serie de
pasos: muestreo, aislamiento del cultivo puro, aislamiento del ADN del genoma, la seleccién
del marcador molecular para la PCR y la formacién del cebador, la realizacién de la
reaccion en cadena de la polimerasa, aislamiento de los fragmentos de ADN por
electroforesis y la purificacion del ADN, la determinacién de las secuencias nucleotidicas
(Tewari et al., 2019). Una vez determinada la secuencia de nucleétidos, las secuencias de
ADN se editan y rectifican. Este trabajo se realiza en programas especiales como
Sequencing Analysis (Applied Biosystems), BioEdit (Ibis Biosciences, EE.UU.), UGENE
(UniPro, Rusia) y ClustalX. Después se debe realizar una comparacion de las secuencias
nucleotidicas de las muestras estudiadas con las secuencias nucleotidicas interpretadas a
partir de bases de datos genéticas como BlastN del recurso internacional NCBI. Ademas,
existen muchas bases de datos internacionales sobre biologia molecular, genética y
biomedicina, como EMBL (The European Molecular Biology Laboratory), ENA (European

Nucleotide Archive), DDBJ (DNA Data Bank of Japan), FungiDB (Fungal and Oomycetes



31

Genomics Resources), MycoBank (Centraalbureau voor Schimmelcultures fungal
biodiversity center), etc. (Khakimov et al., 2022).
Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

La sensibilidad in vitro de las bacterias a los agentes antimicrobianos se puede
ensayar por varios métodos disponibles en el laboratorio mediante las pruebas de
sensibilidad. El objetivo es evaluar la interaccion de un microorganismo con uno o varios
antibacterianos. De manera general, las pruebas de sensibilidad para bacterias aerobias
son clasificadas en métodos de difusién y métodos de dilucion (macro y microdilucién)
(Larrosa et al., 2022).

Las regulaciones de estas pruebas estan dadas por varias normas entre ellas CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute), EUCAST (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing), AOAC (Association of Official Agricultural Chemists),
entre otros.

Difusion en disco

La difusién en disco también llamada antibiograma disco-placa, consiste en
depositar sobre una placa de agar previamente inoculada con el microorganismo de interés
discos de papel secante impregnados con los antimicrobianos a estudiar. Cuando el disco
contacta con la superficie del agar este absorbe agua y el antibiético difunde al agar de
forma radial, de esta manera se forma un gradiente de concentracion que pasado el tiempo
de incubacién (18-24h) se observa en forma de un halo denominado zona de inhibicién. Los
diametros obtenidos de los halos de inhibicidn se interpretan utilizando criterios publicados
por el CLSI en el apartado M-02 (Bayot y Bragg, 2022).

Este es un método cualitativo, nos dara como resultado que la bacteria es
Susceptible (S), Intermedia (l) o Resistente (R) al antibacteriano, en lugar de que nos dé
una Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) (Larrosa et al., 2022).

Métodos de dilucion
Estos métodos se consideran para la determinacion cuantitativa de la concentracion

minima inhibitoria (CMI) de los antimicrobianos sobre los microorganismos, ademas de la
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actividad bactericida o bacteriostatica (Larrosa et al., 2022). La CMI de un agente
antimicrobiano es la concentracion minima en la que este agente inhibe el crecimiento y
multiplicacién del microorganismo de interés (Reller et al., 2009).

Pueden realizarse mediante macrodilucidon o microdilucion, las normas que se
pueden revisar para realizar este procedimiento son la M-02 y M-07 del CLSI.

Macrodilucion. Uno de los primeros métodos en ser aplicados para determinar la
susceptibilidad a los antimicrobianos es la prueba de diluciéon en tubo o macrodilucién. Este
método consiste en preparar soluciones de antimicrobianos en doble concentracion en
medio de cultivo liquido a la que se les afiade una concentracion bacteriana de
aproximadamente 1x105 UFC/mL, se deja en incubacion a condiciones éptimas y se
examina el crecimiento mediante la turbidez (Reller et al., 2009). Este método también
permite cuantificar el crecimiento bacteriano mediante la siembra en placa por tiempos de
las diluciones realizadas, formando asi una curva de muerte por tiempo, util para determinar
el efecto bactericida o bacteriostatico, el ensayo muestra un efecto de prueba dependiente
de la concentracion o del tiempo de los agentes antimicrobianos sobre cepas de
microorganismos (Adusei et al., 2019).

Microdilucién. La técnica de microdilucién es ampliamente utilizada para el ahorro
de medios de cultivo, reactivos y compuestos a ensayar, este procedimiento que miniaturiza
las reacciones se han convertido en un método que ahorra espacio y reactivos, se realiza
en una bandeja que contiene 96 pocillos con capacidad de 0.1 mL, se pueden probar hasta
12 antimicrobianos con 8 diluciones (Reller et al., 2009). Mediante este método se puede
realizar la determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), esta se define como
la cantidad de antibacteriano que inhibe el crecimiento visible (fase inhibidora) del
microorganismo (Pankey y Sabath, 2004).

Este es un método cuantitativo, se puede utilizar espectrofotometria o colorantes para lograr
determinar una CMI. Cuando se utiliza colorantes se denomina como CMI colorimétrica,
para esta técnica se pueden utilizar diversos colorantes, especialmente usadas las sales de

Tetrazolio como el bromuro de 3-[4, 5-dimetiltiazol-2-il] 2,5-difeniltetrazolio bromuro (MTT),
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2,3-bis[2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil]-2H-tetrazolio carboxanilida sal interna (XTT), 2-[4-
yodofenil-]3-[4-dinitrofenil]-5-feniltetrazolio cloruro (INT) y otros compuestos, el mas
conocido la resazurina (Azul Alamar). El cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) es una sal
de tetrazolio ampliamente utilizada en la determinacion de MIC y es un compuesto incoloro
cuando se solubiliza con agua, cuando esta en presencia de bacterias metabolicamente
activas se reduce a formazan de color rojo que es directamente proporcional a la cantidad
de células viables, es un colorante menos toxico que algunas de las sales mencionadas
como el MTT o INT y no sufre alteraciones en el color al reducirse como el XTT y la
rezasurina (Veiga et al., 2019).

Produccion orgéanica

El abastecimiento de productos que estén acorde con la preservacion del medio
ambiente y el consumo de alimentos sanos se ha incrementado en el mundo y se han
desarrollado mercados que lo garanticen, hoy en dia se puede encontrar productos
organicos con certificaciones tales como: ISO-14001, Organico, Eco-OK, NutraClean
Systems, HACCP, Rainforest Alliance, GLOBALGAP, SKAL, Fairtrade FLO, Naturama,
Bonita Europe y otros, que garantizan al consumidor que el sistema de produccion utilizado
siguio las normas establecidas por cada una de esas agencias. En la Ultima década han
aparecido en el mercado diferentes entes certificadores organicos, en las normativas
nacionales (Direccion de Organicos) e internacionales (Ecocert, Nature Land, BCS, Soil
Association, USDA, Codex) ((MPCEIP], 2017).

Para que la produccién pueda ser llamada “organica” debe cumplir con métodos de
produccién y procesamiento especificos, las normas existen que regulan la agricultura
organica prohibe el uso de la mayoria de plaguicidas y fertilizantes sintéticos, los
organismos genéticamente modificados, lodos cloacales y la irradiacion.

En el Ecuador la produccion organica se regula mediante la Resolucién Técnica
0099 Instructivo de la Normativa General para Promover y Regular la Produccién Orgéanica-

ecoldgica y Bioldgica en el Ecuador, norma que se encuentra vigente desde el afio 2013.
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Productos quimicos permitidos en la produccién organica

Los plaguicidas agricolas son compuestos utilizados para matar o inhibir el
crecimiento de agentes patdgenos o los efectos que estos ejercen sobre los cultivos, estos
compuestos pueden tener un origen fisico, quimico o bioldgico (Tamm et al., 2022).

Los productos quimicos utilizados en la agricultura pueden ser sistémicos o de
contacto. Los compuestos sistémicos son aquellos que entran y son transportados al xilema
y floema de la planta, permitiendo la proteccion del cultivo cuando la infeccién de
microorganismos ya ha empezado. Por otro lado, los productos de contacto protegen a la
planta de posibles infecciones, estos duran menos que los sistémicos pues se lavan y
dependen de las condiciones climéaticas.

Compuestos de cobre. El uso de compuestos de cobre se conoce desde hace
mas de un siglo para el control de oomicetos, hongos y bacterias, se utilizaban para
proteger cultivos de uvas contra el mildii velloso causado por Peronospora sparsa, este fue
un descubrimiento accidental de un compuesto quimico (sulfato de cobre) en contra de
microorganismos patégenos. Aunque desde entonces se han utilizado en la agricultura
muchas sustancias con actividad antimicrobiana, el cobre no ha dejado de ser utilizado pues
juega un papel importante en el manejo integrado de plagas, el manejo de enfermedades en
la agricultura organica depende casi exclusivamente de su uso (Tamm et al., 2022).

Los compuestos de cobre mas utilizados como antimicrobianos son: éxidos, sulfatos
y oxicloruros. Los éxidos e hidréxidos tienen una solubilidad y un potencial de ionizacion
alto, por ende, se liberan de forma rapida, al paso del tiempo su uso puede provocar
fitotoxicidad a cambios de temperatura. Los sulfatos como el caldo bordelés tienen una
solubilidad baja y un potencial ionizante medio, también se liberan de forma rapida pero su
efecto es més corto, sus dosis suelen ser mas altas. Por ultimo los oxicloruros tienen una
solubilidad baja y un potencial ionizante alto, lo que implica que su liberacion sera lenta y

por ende de mayor duracién (La Torre et al., 2018).
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Compuestos de azufre. Los compuestos de azufre son utilizados en la agricultura
ecoldgica, este compuesto puede ser utilizado del azufre de los fertilizantes o azufre en
bruto obtenido de fuentes naturales. En el cultivo ecoldgico de frutas y hortalizas, el azufre
elemental es un agente principal y esencial de la proteccion fitosanitaria para mantener la

calidad interna y externa de las plantaciones (Paulsen, 2005).

Acidos orgéanicos. Los acidos organicos son parte de los compuestos utilizados en la
agricultura organica, estan constituidos por metabolitos microbianos provenientes de
preparados biolégicos, ejemplos de estos son los acidos carboxilicos, acido citrico, acido
pirolefioso, &cido succinico, a-cetoglutarico, palmitoleico y otros que en los ultimos afios han
revelado propiedades bactericidas, fungicidas y nematocidas (Morgunov et al., 2017).

El &cido pirolefioso es un compuesto orgénico utilizado en la agricultura como
enraizador de plantas, fertilizante foliar, insecticida, bactericida y mejorador de la calidad del
suelo. También conocido como "alquitran liquido" o "acido pirélico”, se obtiene a través de la
destilacion de biomasa, esta compuesto por un 80% a 90% de agua (Rheay Yanela, 2022),
y el resto lo conforman compuestos organicos como hidrocarburos alifaticos, aromaticos y
nafténicos y otros compuestos oxigenados como alcoholes, aldehidos, cetonas, furanos,

acidos, fenoles y éteres (Grewal et al., 2018).
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Capitulo lll: Metodologia
Instituciones participantes

Este proyecto de investigacion se desarrollé desde el 01 de junio del 2023 hasta
el 18 de agosto del mismo afio, por medio del convenio existente entre la Agencia de
Regulacion y Control Fito y Zoosanitario, AGROCALIDAD vy la Universidad de las Fuerzas
Armadas, con los fondos del Programa de Vigilancia Fitosanitaria de AGROCALIDAD.
Productos a utilizar

Desde el departamento de organicos de la Agencia se recibieron 5 productos para
probarlos en contra de la bacteria R. solanacearum. Estos productos se describen a
continuacion.

Caldo Bordelés®

El caldo bordelés es un producto ampliamente utilizado en la agricultura como fungicida y
bactericida. Se trata de una mezcla de sulfato de cobre tribasico e hidroxido de calcio. El
compuesto a utilizar es un polvo mojable que posee mixtura de Caldo Bordelés en
concentracion de 810 g/Kg, un equivalente a 200 g/Kg de cobre, ofrece proteccion a
variedad de cultivos contra hongos y bacterias, su efecto es de contacto, su textura fina
permite la accion fungicida desde las primeras aplicaciones y tiene efecto a largo plazo
(Edifarm, 2016).

Algunas de los microorganismos que pueden ser tratados con este compuesto son
Mycena citricolor, Capnodium citri, Phytophthora infestans, Pseudomonas solanacearum,
Colletotrichum gloeosporioides, entre otros.

Kopercup®

Es un fungicida y bactericida de amplio espectro, es un producto de accion por
contacto con la planta, se utiliza para el control de varias enfermedades fungicas y
bacterianas en cultivos. Algunos de los microorganismos a los que ataca son: Phytophthora,
Xanthomonas, Pseudomonas, entre otros. Esta compuesto por oxicloruro de cobre

(Cu2CI(OH)3) al 87%, que equivale a 500 g/kg de cobre.
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Phyton®

Es un producto de accion sistémica, que posee doble accién, preventiva y curativa.
Se utiliza para el control de varias enfermedades foliares y radiculares de flores y frutos
provocadas por hongos y bacterias. Es un concentrado soluble compuesto de 240 g/L de
sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4.5H20) y un pool de &cidos organicos, su férmula
permite la absorcion y transporte sistémico a través de la planta, su mecanismo de accion
es sobre la pared celular interfiriendo con los mecanismos reproductivos de los microbios
(Ecuaquimica, 2018).
Azufrol®

En su hoja técnica se describe como un acaricida y fungicida que tiene como base
80% de azufre (800 g/kg). Es fabricado y distribuido por la empresa QUIMETAL
INDUSTRIAL S.A. El modo de accién de este producto es por contacto y esta
especialmente indicado para el tratamiento de oidios y arafiitas. La textura de este
compuesto le permite tener una uniforme y dptima adherencia en la superficie de la planta
(QUIMETAL, 2012).
Acido pirolefioso

Este producto actla principalmente en forma de contacto, se aplica directamente
sobre las plantas o en el suelo para combatir los patégenos. Al entrar en contacto con los
hongos y bacterias, inhibe su crecimiento y propagacion, contribuyendo asi a la proteccién
de los cultivos. El acido pirolefioso que se utilizara en este proyecto se obtuvo de la
Universidad de Quevedo en donde lo utilizaron para el control de Prodiplosis longifila G. en
tomate (Estrella Hablich, 2019).
Aislamiento de la bacteria

Para aislar el agente causal de la marchitez bacteriana, se utilizaron muestras
vegetales con sintomas provenientes de todo el pais a los laboratorios de Fitopatologia de
AGROCALIDAD Matriz. Se empezé por una desinfeccion de la superficie de las muestras
utilizando una solucion de hipoclorito de sodio al 2% por cinco minutos y tres enjuagues con

agua estéril, una vez desinfectadas se trituraron en agua peptona. Finalmente se tomo
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muestra de este Ultimo tubo y se rayd con un asa estéril la superficie de una placa con
medio diferencial Kelman con TZC (1 g de Acido casaminico, 10 g de peptona, 5 g de
glucosa, 5 mL de cloruro de tetrazolio).

Las placas se incubaron a 28°C por 24 horas, después de ese tiempo se
seleccionaron las colonias con caracteristicas tipicas de Ralstonia solanacearum y se
sembraron por estriado en medio semiselectivo SMSA. Una vez se obtuvo un cultivo puro
las colonias se pasaron a agar nutritivo para conservarlas y realizar las siguientes pruebas.
Identificacion de la bacteria

La identificacion de R. solanacearum fue llevada a cabo mediante pruebas
bioquimicas, pruebas serol6gicas mediante ELISA y pruebas moleculares por PCR.
Pruebas bioguimicas

Se realiz6 una bateria de pruebas en tubo, segun Cruz et al., (2023), las pruebas
necesarias para la identificacion de R. solanacearum son: Coloracién de Gram (Violeta de
genciana, lugol, alcohol cetona y zafranina), Prueba de oxidasa, prueba de catalasa
(peroxido al 30%), Prueba de KOH 3%, Prueba de oxidacion de la glucosa (Medio BBL
Basal OF), Prueba de licuefaccion de gelatina (5 g de Peptona, 3 g de extracto nutritivo, 120
g de gelatina, 1 L de agua). Prueba de almidon (Medio Muller Hinton y lugol), Prueba de
Arginina dihidrolasa (1 g de peptona, 5 g de NaCl, 0.30 g de K2HPO4, 0.01 g de rojo fenol,
10 g de arginina, 3 g de agar, 1000 mL de agua), Reduccion de nitratos (5 g de peptona, 3 g
de extracto de carne, 1 g de nitrato de potasio), Prueba Simmons Citrato (Medio basal
Citrato).

Pruebas Seroldgicas

Se utilizé el Kit “Ralstonia solanacearum Reagent Set” de Agdia. Para realizar las
pruebas ELISA se prepararon los reactivos necesarios descritos en el Apéndice 1. Se
utilizaran 8 pocillos para colocar tres muestras de aislado bacteriano por duplicado y para el
control positivo y negativo. Como primer paso se prepar6 el anticuerpo de captura (CAB)
para 8 pocillos en un microtubo, se colocé 792 uL de carbonate coating buffer con 8 uL de

anticuerpo de captura, se coloc6 100 uL en cada micropocillo y se dej6 en incubacion a 4°C
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toda la noche en una camara humeda. Al siguiente dia se preparé la suspension con el
antigeno, se puso una colonia con un asa estéril con 1 mL de buffer de extraccion GEB
(General Extract Buffer) para cada muestra, se sacé la placa de refrigeracion y se realizd 7
lavados con buffer PBST, se eliminé el exceso de agua y se coloc6 100 L de la suspension
bacteriana anteriormente mencionada, el control negativo y el control positivo. Se incubé en
la cAmara humeda a temperatura ambiente por 1 hora. Se repitio el proceso de lavado con
buffer PBST, se elimino el exceso de agua y se colocé 100 uL del conjugado enziméatico
peroxidasa que viene en el Kit, se dejé incubar por 1 hora a temperatura ambiente en la caja
hameda. Se prepar6 sustrato TMB que viene en el Set y después de repetir por 8 veces el
proceso de lavado de placa y secar el exceso de agua se coloc6 100 uL de sustrato en
cada pocillo. Finalmente, la lectura e interpretacion de resultados se realiz6 después de 15
min de incubacion del sustrato, se evaluo la reaccion de forma visual y fotométricamente
leyendo los valores de la densidad 6ptica (OD) a 650 nm en el espectrofotometro. Se
determiné el umbral positivo/negativo mediante el punto de corte; este valor se calculd
multiplicando la media de la densidad 6ptica (OD) de los valores de los controles negativos
multiplicado por 2. Los valores menores al valor calculado se consideraron negativos y los
valores superiores al valor calculado se determinaron como positivo (Crowther, 2009). Para

determinar el punto de corte se utilizé la siguiente férmula:

OD(CN1) + OD(CN2)
Punto de corte = x2

2

Las etapas para el diagnéstico de R. solanacearum mediante la prueba de inmunoensayo

DAS-ELISA se describen a continuacion en la Tabla 2.
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Tabla 2

Etapas de diagnéstico de R. solanacearum mediante la prueba de inmunoensayo DAS-

ELISA

Volumen por Incubacién Lavados
Etapa

pocillo (mL) Tiempo (h) T (°C) (# veces)
Anticuerpo de

0.1 Toda la noche 2-8 3
recubrimiento (CAB)
Aplicacién de muestra

0.1 1 25 8
y controles
Reaccion enzimatica 0.1 1 25 8
Reaccién sustrato 0.1 0.15 25 --

Pruebas moleculares

Para realizar la identificacion de la bacteria por pruebas moleculares es necesario
obtener el ADN de los aislados, realizar la amplificacién con cebadores especificos (PCR) y
la observacion por electroforesis, los pasos detallados de este proceso estan en el Apéndice
2. Para obtener ADN es necesario partir de aislados puros del microorganismo, para eso
se coloco con un palillo estéril una colonia de bacteria en caldo nutritivo, se dejo crecer en
agitacion por 12 horas, al dia siguiente se traspasé 1 mL de caldo a microtubos y se centrifugé
por 5 minutos a 1000 RPM para obtener un precipitado bacteriano.

La extraccion de ADN se realizé a ocho aislados bacterianos con el Kit Quick-Start
Protocol, DNeasy® Plant Mini Kit. De acuerdo a sus directrices, se verificé la calidad y cantidad
de las muestras de ADN midiendo sus proporciones A260/A280 con un NanoDrop. La
amplificacion del ADN obtenido se realiz6 en PCR convencional con los cebadores

especificos correspondientes a R. solanacearum (Tabla 3).



41

Tabla 3

Primers utilizados en la amplificacion de fragmentos especificos de R. solanacearum

Primer Secuencia Referencia

5'GTC GCC GTC AAC
759
TCACTTTCC 3
(Prior y Fegan, 2005)
5'GTC GCC GTC AGC
760
AAT GCG GAATCG 3'

Se preparé una Mastermix, para 11 reacciones. Mientras tanto se precalento el
termociclador de gradiente e inicio el programa del ciclo del programa de amplificacion. Los
ciclos se detallan en la Tabla 4.

Tabla 4

Ciclos para la reaccion en cadena de la polimerasa

Pasos Temperatura (°C) Tiempo Numero de ciclos

Desnaturalizacion

94°C 2 min 1 ciclo
inicial
Desnaturalizacion 94°C 30s
T° de anneling 59°C 30s 30 ciclos
Extension 72°C 17s
Extension final 72°C 5 min 1 ciclo
4°C Infinito 1 ciclo

Después del proceso de amplificacién, se llevo a cabo un proceso de electroforesis
del resultado de la PCR con el fin de detectar la presencia de amplificaciones. Para este
propésito, se empled un marcador de peso molecular de ADN que posee una longitud de
1000 pares de bases. La electroforesis se ejecutd aplicando una corriente de 100V durante

un lapso de 30 a 45 minutos, o hasta que se percibié que las bandas se habian desplazado
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aproximadamente dos tercios a través del gel. Las secuencias amplificadas de los
productos del PCR se hicieron visibles al iluminarlos con luz ultravioleta en el
transiluminador (Sambrook & Russell, 2001).

Pruebas de Susceptibilidad antimicrobiana.

Difusion por disco en agar

Este procedimiento se llevo a cabo siguiendo la normativa M02 del CLSI, (2018)
para pruebas de difusién por disco. El objetivo de este ensayo es observar si existe inhibicién
de alguno de los productos frente R. solanacearum, se probara una sola dosis del 10% (100
mg/mL). Se utilizaron tres aislados bacterianos y cinco productos comerciales (Kopecup,
Caldo bordelés, Azufrol, Phyton y Acido pirolefioso), se realizaron tres réplicas de cada
ensayo.

Preparacion del in6culo. El dia anterior al ensayo se estrié por agotamiento cada
uno de los aislados bacterianos de interés en agar nutritivo. El dia del ensayo se prepararon
las suspensiones bacterianas de cada muestra ajustada a una escala de 0.5 McFarland
(aproximadamente 1.5x108 UFC/mL), para esto se tomd entre dos y tres colonias de cultivo
puro con un hisopo y se colocaron en tubos de agua salina 0.9%.

Preparacion de las soluciones antimicrobianas. Se prepararon las soluciones
antibacterianas con cada uno de los productos al 10% para obtener soluciones de 100 mg/mL;
para los compuestos sélidos se mezclé 10 g de polvo en 100 mL de agua Tipo |, mientras que
para los compuestos liquidos se colocé 10 mL de producto con 90 mL de agua Tipo I. Las
soluciones fueron preparadas el mismo dia del ensayo.

Ensayo de difusién en disco. Para realizar los antibiogramas se tomé un hisopo
estéril y se remojo en la solucién bacteriana, se escurrié en las paredes del tubo y en una
caja de agar nutritivo de 9 mm se estrié en forma de césped girando la caja 3 veces a 60°
aproximadamente, para terminar, se paso el hisopo por el borde de la caja, se procur6
utilizar esta suspension en los proximos 15 minutos, se realizé el mismo procedimiento con
los demas aislados.

Se tomaron discos de papel filtro con un didmetro de 6 mm y se empaparon con 10 pL
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de antimicrobiano, en cada placa se colocaron 7 discos con los 5 productos con la dosis
indicada, ademas del control positivo un antibiético con base de oxitetraciclina a una
concentracion de 4 ug/mL y el control negativo agua estéril.

En total se obtuvieron 9 placas con antibiogramas, fueron llevadas a incubacion a una
temperatura de 28°C por 24 h. Después de este tiempo se llevé a cabo la observacion y
medicion de los halos de inhibicion.

Microdilucién en caldo

Este método se utilizd para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria
(CMI) de cada producto utilizado, se sigui6 el procedimiento indicado en el manual MO7 de la
CLSI, (2018). Se utilizaron 5 productos comerciales (Kopecup, Caldo bordelés, Azufrol,
Phyton y Acido pirolefioso), un control positivo (Antibiotico de oxitetraciclina a 4 ppm). Se
trabajo con 3 aislados bacterianos y 3 réplicas del ensayo.

Preparacion de soluciones antimicrobianas. Para este ensayo se empez6 por
realizar la dosis a probar de los antimicrobianos, se hizo una solucién inicial al 10% (para
obtener soluciones de 100 mg/mL) de cada producto en caldo nutritivo, considerando que al
realizar las diluciones esta quedara reducida a la mitad.

Preparacion del in6culo. Se preparé el indculo partiendo de una solucion McFarland
de 0.5, para esto se tomé6 de 2 a 3 colonias de bacterias con un hisopo estéril y se puso en
un tubo con caldo nutritivo, después se colocé 0.1 mL de esta en 10 mL de caldo nutritivo
(dilucién 1:100) para obtener una concentracion aproximada de 1x10® UFC/mL por tubo. Para
controlar que el nimero de UFC es correcto se realizd un control de calidad colocando 0.01
mL de la ultima dilucién en 10 mL de caldo nutritivo y se sembré 0.1 mL en una caja de agar
nutritivo, con esto se espera que crezcan al menos 50 colonias.

Ensayo de microdilucion. En una placa de 96 micropocillos se colocd 90 pL de caldo
nutritivo desde la columna 1 ala 12 y de la fila A la G. En la columna 1 se colocé 90 pL de
cada una de las soluciones antimicrobianas (Figura 2), en la primera columna se obtuvo asi
una concentracion inicial de 50 mg/mL, se realizé diluciones en serie 1:1; se tom6 90 uL de

la Columna 1 con la pipeta multicanal y se paso a la siguiente columna y asi sucesivamente



44

hasta la columna 10 descartando 90 uL de esta ultima. La fila F y G se llenaron con 90 L del
antibiético y con caldo nutritivo respectivamente, de la misma manera se descarté 90 L. Los
pocillos de la columna 11 del control negativo (CN) contenian 90 uL de medio de cultivo. Los
pocillos de la columna 12 del Blanco (BL) contenian 90 pL de medio mas 90 pL de
antimicrobiano, se descart6 90 pL. Finalmente se colocé 10 pL de suspension bacteriana en
cada pocillo de la columna 1 ala 11, en la columna 12 se coloco 10 pL de solucion salina en
lugar de inéculo, las microplacas se cubrieron con laminas adhesivas para microplacas y se
colocaron en incubacién a 28°C por 22 h en una camara humeda.

Después de las 22 horas de incubacion, en la camara de flujo y con la ayuda de una
pipeta multicanal se coloc6 20 uL de solucion de cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) al
0.125% en todos los pocillos, se volvio a colocar el film y se colocaron en la cAmara humeda,
se dejaron incubando por dos horas més a 28°C. Se leyeron los resultados y se considero
gue la CMI era el pocillo de la fila que no tuviera coloracion rojiza o turbia y este fue dado con
la dilucién correspondiente. Para el andlisis estadistico y determinacién de una CMI se utiliz6
una estadistica con andlisis Probit con el 95% de confianza.

Figura 2

Esquema de diluciones en microplacas para ensayo de inhibicién bacteriana.
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Nota. Elaborado con Biorender.
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Macrodilucion en caldo

Para este método es necesario conocer la CMI de antemano ya que nos ayudara a
realizar una curva de letalidad bacteriana, para esto se seguird la metodologia del manual
M26-A (CLSI, M26-A: Methods for Determining Bactericidal Activity of Antimicrobial
Agents; Approved Guideline, 1999). Para este ensayo se utilizaran los productos que
tuvieron una CMI en el ensayo de microdilucién, se haran tres repeticiones.

Preparacion del inoculo. Se preparé el indculo partiendo de una solucion McFarland
de 0.5, para esto se tomo de 2 a 3 colonias de bacterias con un hisopo estéril y se puso en
un tubo con caldo nutritivo, después se colocé 0.1 mL de esta en 10 mL de caldo nutritivo
(dilucién 1:100) para obtener una concentracion aproximada de 1x10% UFC/mL por tubo

Preparacion de soluciones antimicrobianas. Una vez determinada la CMI de cada
producto se utilizé concentraciones de 1x(CMI), 2x(CMI) y 4x(CMI) de los productos. Se puso
en tubos de ensayo 4 mL de la dosis mayor de cada producto al doble de concentracién y se
realizé tres diluciones pasando 2 mL de medio de un tubo a otro, asi obteniendo las tres dosis
requeridas.

Ensayo de macrodilucién. Se colocd 2 mL de caldo nutritivo con in6culo en un tubo
de ensayo que contenia 2 mL producto a las diferentes concentraciones y se sembr6 en
placas de agar nutritivo una alicuota de 10 pL de acuerdo a cada uno de los tiempos de
incubacién indicados (Figura 3). Los tiempos se eligieron a lo largo de 24 horas: tiempo inicial
(t=0), 0.5, 1, 2, 4, 8 y 24 horas. Las placas fueron puestas en incubacion a 28°C y pasadas
las 24 h se realiz6 el recuento de colonias por placa teniendo en cuenta el factor de dilucién.
Los recuentos se representaron de forma grafica colocando en el eje de las ordenadas las
UFC/mL en escala semilogaritmica y en el eje de las abscisas el tiempo en escala aritmética.

La formula para realizar el recuento de colonias bacterianas es la siguiente:

#Colonias por placa x Factor de diluciéon
mL de muestra sembrada

UFC/mL =



Figura 3

Esquema de diluciones en placas para ensayo de macrodilucién.
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Capitulo IV: Resultados

Aislamiento de la bacteria

Mediante el analisis de muestras llegadas al laboratorio en lo que va del afio 2023,
se escogieron muestras sintomaticas como pseudotallo, fruto y raquis de muséaceas; se
observa en los frutos una podredumbre seca, tiene una consistencia harinosa e inodora de
color marrén (Figura 4 A, B), en un corte transversal del raquis de la planta se presentan a
en la superficie del corte puntuaciones oscuras de color café (Figura 4 C), a lo largo de los
haces vasculares del pseudotallo se observa una decoloracién vascular de color marrén
(Figura 4 D).
Figura 4

Muestras de banano y platano con sintomas de presentar R. solanacearum

Nota. En las imagenes se puede observar: A) Fruto de banano con sintomas de

podredumbre. B) Fruto de platano con sintomas de podredumbre. C) Raquis de banano

sintomatico. D) Pseudotallo de platano con sintomas.

De las muestras obtenidas se aislaron varias bacterias en el medio diferencial TZC,
se seleccionaron aquellas que mostraron colonias caracteristicas como colonias de color
blanco con centros rosados, mucoides, lisas, bordes irregulares y redondeadas (Figura 5A).

Las colonias que cumplieron con esas caracteristicas fueron sembradas por estriado
en agar semiselectivo SMSA (Figura 5B), las caracteristicas observadas en este medio son
colonias mucoides de color magenta con tamafio similar a las obtenidas en TZC. Cuando se
obtuvo colonias puras fueron sembradas en agar nutritivo (Figura 5C) para conservarlas y

realizar las pruebas de identificacion.
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Figura5

Caracteristicas morfologicas de R. solanacearum en diferentes tipos de agar

Nota. En las imagenes se puede observar: A) Colonias puras de R. solanacearum en medio
TZC. B) Colonias puras de R. solanacearum en medio SMSA. C) Colonias puras de R.

solanacearum en medio Agar nutritivo.

Identificacion de las cepas bacterianas

Pruebas bioquimicas

Se obtuvieron varios aislados bacterianos puros los cuales fueron sometidos a las
pruebas bioquimicas ya descritas en el apartado de metodologia, en total se realiz6 9
pruebas por aislado, con dos repeticiones. Las pruebas de tincion Gram, oxidasa, catalasa y
KOH 3% fueron realizadas y analizadas en un dia, pues son pruebas de reaccion rapida.
Las pruebas de reduccién de nitratos, citrato, arginina dihidrolasa y 6xido fermentacion
fueron incubadas por 24 h a 28°C para analizar los resultados y la prueba de licuefaccion de
gelatina estuvo a temperatura ambiente por 14 dias aproximadamente y después de este
tiempo se analiz6 los resultados.

De los aislados puestos a prueba, cuatro cumplen con las caracteristicas

bioguimicas que se describen en la Tabla 5.
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Tabla 5

Caracteristicas bioquimicas mas importantes para R. solanacearum

Prueba bioquimica Aislado 1 Aislado 2 Aislado 3 Aislado 4
Reduccién de nitratos + + + +
Citrato + + + +

Licuefaccién de gelatina - - - -

Arginina dihidrolasa - - - -

Oxido Fermentacion + - + +

Tincién Gram - - - -

Catalasa + + + +
Oxidasa + + + +
KOH 3% + + + +

Prueba ELISA

Se realizaron las pruebas inmunolégicas por el método ELISA, los resultados se
muestran en la Tabla 6. Los micropocillos se leyeron en el lector de placas (BIOTEK
ELX800) a una longitud de onda de 650nm y se obtuvo el punto de corte, a partir de la
formula descrita en metodologia, se determiné que los OD mayores gue este valor son
positivos para R. solanacearum. Los puntos de corte obtenidos para cada columna fueron

de 0.111y de 0.165.
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Resultado de las absorbancias a 650 nm de las pruebas ELISA realizadas con el Kit

“Ralstonia solanacearum Reagent Set” de agdia

Columna 1 Muestra Resultado  Columna 2 Muestra Resultado

A 1,000 C+ C+ 3,000 C+ C+

B 0,297 M1 Positivo 0,278 M3 Positivo

C 0,208 M1 Positivo 0,289 M3 Positivo

D 0,206 M2 Positivo 0,291 M4 Positivo

E 0,216 M2 Positivo 0,292 M4 Positivo

F 0,067 Blanco Blanco 0,054 Blanco Blanco

G 0,057 C- C- 0,083 C- C-

H 0,054 C- C- 0,082 C- C-

Pruebas moleculares

Se determiné la concentracion y pureza del ADN gendmico en una longitud de

onda de 260/280 nm, se observd un cromatograma con un solo pico, no se observaron

picos entre 230 y 260 nm ni se observaron picos después de 280 nm. Después de la

reaccion en cadena de la polimerasa se realiz6 la electroforesis del producto PCR (Figura

6), se observan bandas a la altura de 280 pb aproximadamente.

Figura 6

Electroforesis del producto PCR
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Nota. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de producto PCR para amplificacion de
fragmentos. El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular de 1000 pb, los carriles
del 2 al 9 corresponden a las muestras analizadas, el carril 10 es el control negativo y el

carril 11 el control positivo para R. solanacearum.

Pruebas de inhibicion bacteriana

Difusion por disco

Se realizaron los ensayos por difusién en disco y se observa la formacion de halos
de inhibicion en cuatro de los cinco productos (Figura 7) el halo de inhibiciébn mas grande
corresponde al antibiético utilizado como control, seguido del producto Kopercup, Phyton,
Caldo bordelés y un pequefio halo del Acido pirolefioso. El producto Azufrol y el control
negativo de agua destilada no generaron halo de inhibicién.
Figura 7

Zonas de inhibicion producidas por los productos frente a R. solanacearum

Nota. Los discos estan impregnados con los productos: 1) Kopercup, 2) Caldo Bordelés, 3)

Azufrol, 4) Phyton, 5) Acido pirolefioso, 6) Agua destilada, 7) Antibiético
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Figura 8
Numero de ensayos en los que se generd zonas de inhibicién (en agar nutritivo) para cada

producto a una concentracion de 100 mg/mL.

Cajas que presentaron halos de Inhibicion

Nimero de Cajas

1

L] T T T T T T T
Acido pirrolefioso  Agua Antibiotico Azufrol  Caldo bordelés Kopercup Phyton

Producto

Nota. Creado en Minitab
Microdilucién en caldo

Se realizaron diluciones seriadas de cada producto a probar en microplacas junto
con bacteria y el reactivo TTC, de forma cualitativa se tomé los datos de aquellos pocillos
gue no presentaban coloracion rojiza como CMI, se observé coloracién en todos los
controles negativos, no se observé crecimiento en los controles positivos (Figura 9). La
concentracion minima inhibitoria (CMI) de los productos utilizados contra el organismo de
prueba se determind mediante un Analisis Probit con un nivel de confianza del 95%, Los
resultados se muestran en la Tabla 7. Cuatro de los cinco productos presentaron dosis de

inhibicion excepto el producto Azufrol.
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Tabla 7

Concentracion minima inhibitoria de los productos utilizados.

Productos Concentracion minima inhibitoria (mg/mL)
Kopercup 1.38
Caldo bordelés 2.78
Azufrol Ninguna
Phyton 4.54
Acido Pirolefioso 18.79
Figura 9

Microplaca con ensayos de microdilucién con TTC (2,3,5-triphenyltetrazolium chloride)

después de 24 horas de incubacion.

G 12 14 18 116 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 (N BL
/o A4 2 3 4 5 6 T 8 8 10 3 12

Nota. Elaborado en Biorender.
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Macrodilucion en caldo

Para este ensayo se utilizaron cuatro productos, tres dosis (Tabla 8) y 7 tiempos de
referencia: 0, 0.5, 1, 2, 4, 8 y 24 horas. Se realiz6 graficas de perfil cinético de muerte para
cada producto y un ANOVA unidireccional seguido de una prueba Tukey con una confianza

el 95%. Los analisis estadisticos fueron realizados con el programa Minitab.

Tabla 8

Dosis usadas para los ensayos de macrodilucion en caldo de los diferentes productos

Producto Dosis 1 (mg/mL) Dosis 2 (mg/mL) Dosis 3 (mg/mL)
Kopercup 1.5 3 6
Caldo bordelés 3 6 12
Phyton 5 10 15
Acido pirolefioso 19 38 76

El perfil cinético de tiempo de muerte del producto Kopercup contra Ralstonia
solanacearum mostrd una reduccién en el nimero de células viables entre las 2 h, y las 24
h en las tres dosis, en comparacién con el control bacteria (crecimiento del organismo sin
agentes antimicrobianos) (Figura 10). La prueba Tukey muestra que hay diferencia
significativa entre el crecimiento normal de la bacteria y las dosis usadas a 3y 6 mg/mL,

estas ultimas tienen mas semejanza con el control de antibiotico usado (Tabla 9).

El perfil cinético de tiempo de muerte del producto Caldo bordelés contra Ralstonia
Solanacearum (Figura 11) mostré una reduccion en el numero de células viables entre la
primera hora y las 24 horas en las tres dosis en comparacion con el control bacteria. La
prueba Tukey (Tabla 10) muestra una semejanza de las tres dosis usadas con el control
antibiotico.

El perfil cinético de tiempo de muerte del producto Phyton contra Ralstonia
solanacearum mostr6 una reduccion en el numero de células viables entre las 0.5 h y las 24

h en las tres dosis (Figura 12), en comparacion con el control bacteriano. La prueba Tukey
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(Tabla 11) muestra una diferencia significativa entre las tres dosis usadas y el control de
crecimiento bacteriano.

El perfil cinético de tiempo de muerte del producto Acido pirolefioso
contra Ralstonia solanacearum mostrd que la dosis 1 (76 mg/mL) es efectiva en la
reduccion de células viables a partir de la octava hora hasta la 24 (Figura 13), mediante el
analisis Tukey se observd que con la dosis 2 (38 mg/mL) y la dosis 3 (19 mg/mL) no hay

diferencias significativas con el control negativo (Tabla 12).

Figura 10

Poblacion bacteriana en valores log10 en diferentes tiempos de contacto con diferentes

concentraciones del producto Kopercup

Cinética de tiempo de muerte de Kopercup
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Tabla 9

Prueba de comparacion de medias del logaritmo de UFC/mL de las dosis probadas con la

prueba Tukey para el producto Kopercup

Factor N Media Agrupacion

Control bacteria 7 5.6403 A

1.5 7 2.607 A B

3.0 7 2.399 B

6.0 7 2.12 B

Antibidtico 7 0.000000 B
Figura 11

Poblacion bacteriana en valores log10 en diferentes tiempos de contacto con diferentes

concentraciones del producto Caldo bordelés

Cinética de tiempo de muerte de Caldo bordelés
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Tabla 10

Prueba de comparacion de medias del logaritmo de UFC/mL de las dosis probadas con la

prueba Tukey para el producto Caldo bordelés

Factor N Media  Agrupacion

Control bacteria 7 5.6403 A

3.0 7 1.510 B

6.0 7 1.436 B

12.0 7 1.184 B

Antibiotico 7 0.000000 B
Figura 12

Paoblacion bacteriana en valores log10 en diferentes tiempos de contacto con diferentes

concentraciones del producto Phyton.

Cinética de tiempo de muerte de Phyton

51 - _—a Variable
h— b — - —k-— - - T 7 —— 5.0
akt w10
‘ —#- 15

4 - Control bacteria
—p- - Anfibidtico

Células viables (LogUFC/mL)

T T T

0 5 10 15 20 25

Tiempo (h)



58

Tabla 11

Prueba de comparacion de medias del logaritmo de UFC/mL de las dosis probadas con la

prueba Tukey para el producto Phyton

Factor N Media  Agrupacion
Control bacteria 7 5.6403 A
5.0 7 0.760 B
10 7 0.732 B
15 7 0.438 B
Antibiotico 7 0.000000 B
Figura 13

Poblacion bacteriana en valores log10 en diferentes tiempos de contacto con diferentes

concentraciones del producto Acido pirolefioso.

Cinética de tiempo de muerte de Acido pirrolefioso
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Tabla 12
Prueba de comparacion de medias del logaritmo de UFC/mL de las dosis probadas con la

prueba Tukey para el producto Acido pirolefioso

Factor N Media  Agrupacién
Control bacteria 7 5.6403 A

19 7 5.4248 A

38 7 4592 A

76 7 1.727 B
Antibiotico 7 0.000000 B

A partir de la observacién y analisis de las curvas, aquellas en las que se observa un
descenso en la concentracion bacteriana en mas de tres Logaritmos base 10, se dice que
son bactericidas, a partir de esto se establecid las concentraciones minimas bactericidas
mostradas en la Tabla 13.

Tabla 13

Concentraciones minimas bactericidas de los compuestos probados

Productos Concentracion minima bactericida (mg/mL)
Kopercup 1.5

Caldo bordelés 3.0

Azufrol Ninguna

Phyton 5.0

Acido Pirolefioso 76
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Capitulo V: Discusién

Las enfermedades provocadas por R. solanacearum tales como la marchitez
bacteriana o el Moko en las musaceas son un problema a nivel nacional e internacional,
tiene la capacidad de inducir enfermedades en mas de 450 especies de plantas en 55
familias lo que indica que esta especie es de importancia econémica, debido a la pérdida de
rendimiento y el deterioro de la comerciabilidad de varias plantas (Lee et al., 2020)

Durante los ultimos afios, los pesticidas de quimiosintesis tradicionales se han
utilizado para controlar las enfermedades transmitidas por el suelo. Sin embargo, muchos
plaguicidas quimicos contaminan el medio ambiente y provocan la acumulacion de residuos
en los cultivos y el suelo (Li et al., 2016), por lo tanto es importante encontrar productos que
eviten estos problemas.

Se obtuvieron aislados bacterianos a partir de muestras de muséaceas sintométicas
(Figura 4), segun Sindelafova et al., (2001), es mas facil el aislamiento del patégeno a partir
de este tipo de muestras debido a la alta densidad del patégeno en los tejidos, a diferencia
de otras muestras como suelo que contiene una alta carga de microorganismos de los
cuales muchos se multiplican de forma mas rapida que el microorganismo de interés. Se
utilizaron los medios de cultivo TZC y SMSA, una vez se obtuvieron cultivos puros (Figura 5)
se observaron las caracteristicas morfoldgicas de las colonias, en medio TZC se observan
de color rosadas con un halo blanquecino alrededor, fluidas y de forma irregular (Figura 5A)
y en el medio SMSA se vieron caracteristicas similares (Figura 5C), segun Garcia et al.,
(2019) esas deben ser las caracteristicas de la bacteria en estos medios. El medio de
cultivo TZC es un medio diferencial, mientras que SMSA es semiselectivo, contiene glicerol
en lugar de la glucosa que contiene TZC, esto permite un crecimiento mas rapido de la
bacteria y evita problemas con bacterias competidoras y antagénicas (Sindelarova et al.,
2001).

Segun lo reportado por Safni et al., (2014) las células de R. solanacearum son
gramnegativas con forma de bastoncillo, catalasa y oxidasa positivos, es capaz de crecer a

28°C en medio CPG, también reducen el nitrato a nitrito. La mayoria de las cepas pueden
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utilizar citrato, las pruebas de actividad de arginina dihidrolasa es negativa, el acido se
produce oxidativamente a partir de glucosa, manosa, fructosa, glicerol, galactosa y
sacarosa. Las caracteristicas biogquimicas mencionadas coinciden con los resultados
obtenidos que se observan en la Tabla 5.

Por otro lado, se confirmo la identidad de la bacteria con el uso del Kit “Ralstonia
solanacearum Reagent Set” de Agdia (Tabla 2), este es un método utilizado por
AGROCALIDAD para la deteccion del patégeno, el producto esta disefiado para la
deteccidn cualitativa del antigeno a través de un sandwich de doble anticuerpo directo
conocido como DAS-ELISA. Una vez completada la prueba, las muestras que contienen el
analito objetivo se volveran azules debido a la etiqueta de la enzima peroxidasa, mientras
que los negativos permaneceran incoloros. Segun el protocolo del kit, se debe obtener el
punto de corte y compararlo con los demas pocillos, los OD mayores a este se consideran
positivos. De las cepas analizadas todas son positivas para R. solanacearum (Tabla 5).
Segun el protocolo de agdia, (2023) el limite de deteccion de este producto es de 2x106
UFC/mL y no tiene reaccién cruzada con ningln otro microrganismo conocido.

La confirmacién de que los aislados corresponden a Ralstonia solanacearum se dio
por pruebas moleculares con PCR convencional, segun Safni et al., (2014), los fragmentos
gue se amplifican para esta bacteria son los correspondientes a 759/760 (759: 5" GTC GCC
GTC AAC TCACTT TCC 37; 760: 5 GTC GCC GTC AGC AAT GCG GAA TCG 3'), se
confirma mediante la corrida electroforética del producto PCR (Figura 6).

Los ensayos de susceptibilidad bacteriana se llevaron a cabo por tres métodos:
Difusién en disco, microdilucién y macrodilucién en caldo.

El primer método utilizado fue la difusion en disco (Figura 7). En la Figura 8 se
observan los resultados, el control con antibiético y el producto Kopercup si generaron una
zona de inhibiciébn mientras que los deméas compuestos no. Esto, segun Balouiri et al.,
(2016), se puede deber a que es imposible cuantificar la cantidad de agente antimicrobiano
difundido en el medio de agar por lo que no se sabria si el producto no tuvo efecto o no se

difundi6 en el medio.
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El método de microdilucion en caldo fue usado para la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria de cada compuesto frente a la bacteria. Se observo
crecimiento en todos los controles positivos y no se observé crecimiento en los controles
negativos lo que indica que el caldo nutritivo mantuvo el crecimiento de los organismos
empleados y que los insumos y el ambiente no introdujeron microorganismos en el caldo
nutritivo (Adusei et al., 2019). Las Concentraciones minimas inhibitorias fueron
determinadas por un andlisis Probit con una significancia del 0.05%, el analisis estadistico
se da a partir de los valores de los pocillos que no presentaron una coloracién rojiza (Figura
9), y a partir de las repeticiones de cada ensayo. En la Tabla 7 se presentan las CMI de los
productos usados; el producto que presentd la CMI mas baja fue el producto Kopercup a
una concentracion de 1,38 mg/mL, el siguiente producto es el Caldo bordelés a una
concentracion de 2,78 mg/mL, Phyton con una concentracién de 4,54 mg/mL y finalmente el
producto Acido pirolefioso al 18,79 mg/mL, Azufrol no presenté inhibicion bacteriana a
ninguna de las dosis probadas. La CMI fue determinada de forma cuantitativa por
colorimetria con el reactivo 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) que segun Veiga et al.,
(2019), es un agente ampliamente utilizado para la determinacion de CMI, es incoloro
cuando se encuentra en su forma de sal, sin embargo, cuando hay presencia de bacterias
metabdlicamente activas, estas reducen el compuesto a formazan que se observa de color
rojo, pigmento producido por la actividad deshidrogenasa de las bacterias.

Mediante los ensayos de macrodilucién en caldo se realiz6 una cinética de muerte
por tiempo, este procedimiento ayuda a comprender mejor la interaccion que tienen los
antimicrobianos con las cepas bacterianas y determina que los agentes puedan ser
bactericidas o bacteriostaticos (Adusei et al., 2019), cuando el agente antimicrobiano ha
prevenido totalmente el crecimiento o existe una disminucién del 99,9% (es decir, una
reduccion de 3 log 10 en las unidades formadoras de colonias [UFC]/mL) del inoculo inicial,
se puede determinar la concentracion minima bactericida (CMB) (Pankey y Sabath, 2004).

En las curvas de inhibicién obtenidas se observa que Kopercup (Figura 10) es un

compuesto bactericida desde la dosis méas baja correspondiente a la CMI (1.5 mg/mL). El
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Caldo bordelés (Figura 11), tiene una dosis efectiva como bactericida desde su CMI (3.0
mg/mL), el antimicrobiano Phyton (Figura 12) muestra una actividad bactericida desde los
30 minutos de contacto con la bacteria desde la dosis minima (5.0 mg/mL), por ultimo las
curvas de muerte del compuesto Acido pirolefioso (Figura 13) muestra que es efectivo para
la primera dosis (76 mg/mL) desde la hora 2 mostrando un efecto bactericida, la dosis 2 (38
mg/mL) es efectiva como bactericida Unicamente a las 24 horas de contacto, por ultimo, en
la tercera dosis (19 mg/mL) no se observan cambios en la curva, se puede inferir que es un
bacteriostatico.

Tres de los cinco productos utilizados son a base de cobre, los tres compuestos
ejercen una actividad bactericida frente a una concentracion bacteriana de
aproximadamente 2-3x10° UFC/mL en todas las dosis probadas ejerciendo su efecto entre
los 30 minutos y una hora. El efecto bactericida del cobre en contra de microorganismos ha
sido descrito por varios afios, Lamichhane et al., (2018) argumentan que la accion de este
compuesto sobre las bacterias es debido a mecanismos de accion tales como, la
generacién de especies reactivas del oxigeno e inactivacion de enzimas debido a la
formacién de puentes disulfuro no nativos o sustitucién por el cobre de otro metal de
transicion en los centros activos de las metaloenzimas.

Asi mismo hay que tomar en cuenta que el exceso de iones cobre, puede competir
con otros metales de transicion esenciales por la unién a los centros activos de las metalo-
enzimas y catalizar la formacién de puentes disulfuro no nativos en las proteinas, resultando
en una perturbacion de la funcion de estas. Ademas, el cobre cambia la permeabilidad de
las membranas y afecta la conductancia de los canales ionicos (Tegoni et al., 2014). Por
estos motivos es que varias regiones entre ellas la Unién Europea se ha solicitado que se
limite el uso de productos derivados de cobre, usandose en esta region un maximo de 8 kg
por hectarea y por afio hasta el 2019, ademas han encontrado formas de reducir el uso de
este metal que incluyen formulaciones innovadoras con contenido reducido de cobre,

optimizacién de dosis de cobre, uso de modelos de prondstico, uso de variedades resistentes,
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optimizacién del manejo agricola y alternativas naturales como aceites esenciales (La Torre et
al., 2018).

En el Ecuador el uso de cobre y otros compuestos organicos esta regulada por la
“Resolucion Técnica 0099 Instructivo de la Normativa General para Promover y Regular la
Produccién Orgéanica-ecoldgica y Bioldgica en el Ecuador (Betancourt y Melo, 2020)”, esta
normativa permite el uso de Cobre como fertilizante en forma de oxicloruro de cobre
(Kopercup), sulfato de cobre tribasico, 6xido cuproso, 6xido cuprico, octanoato de cobre,
sulfato de cobre pentahidratado (Phyton), oleato de cobre, linoleato de cobre, como Caldo
Bordelés y se permite su uso hasta 6 kg de cobre por ha y afio. Sin embargo, los productos
utilizados no estan registrados como productos organicos ya que para esto deben tener un
certificado emitido por AGROCALIDAD que certifiqgue esto. Hay que tomar en cuenta que
los productos que se describen en la norma técnica se describen para uso como fertilizantes
mas no como pesticidas.

El acido pirolefioso es un producto liquido de color rojizo que se obtiene a partir de la
condensaciéon del humo formado durante la pirolisis de biomasa vegetal, contiene
compuestos bioactivos que se utilizan en la agricultura para mejorar la productividad y
calidad de los cultivos (Ofoe et al., 2022). Este producto consta de mas de 200 compuestos
guimicos solubles en agua, puede contener de 80% a 90 % de agua y entre un 10% a 20%
de acidos organicos alcanos, fendlicos, alcoholes y ésteres (Grewal et al., 2018).

Los efectos bactericidas del &cido pirolefioso sobre fitopatégenos no son
desconocidos, por ejemplo Young-Hee et al., (2005) en su estudio prueban los diferentes
compuestos de este producto pero a base de madera de Cryptomeria japénica (Cedro
japonés) en contra de varios microorganismos entre ellos R. solanacearum , seguin este
estudio los compuestos responsables del efecto inhibitorio son los fenoles y guayacoles que
se encuentran en este producto a concentraciones considerablemente altas, otros
compuestos como el metanol y &cido acético que se encuentran mas concentrados, sin

embargo no tuvieron el mismo efecto. En este ensayo se determind como CMI 20 mg/mL de
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producto para producir inhibiciéon contra R. solanacearum, lo que coincide con este ensayo
en donde se determiné una CMI de 19 mg/mL de producto.

El Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Abastecimiento (MAPA) de Brasil ha
aprobado el uso de este compuesto para varios fines entre ellos para el manejo y control de
plagas y enfermedades en plantas y tratamiento poscosecha en sistemas de produccion
organica. En China se permite el uso de este compuesto como bactericida, esta regulado
por la Administracién de Certificacion y Acreditacion de la Republica popular de China
(Candido et al., 2023). La situacion en el Ecuador mediante la normativa emitida por

AGROCALIDAD no hace mencion al uso del &cido pirolefioso (Betancourt y Melo, 2020).
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Capitulo VI: Conclusiones
Se aislaron varias cepas de bacterias encontradas en muestras con sintomas de Moko en
Musaceas, para este propésito se utilizaron los medios TZC y SMSA, las caracteristicas
observadas en ambos medios estaban relacionadas con R. solanacearum.
Las pruebas bioquimicas, serologicas y moleculares confirmaron la identidad taxonémica de
cuatro de los aislados de los cuales se seleccioné y trabajé con tres en los proximos
ensayos.
Los ensayos de difusion en disco son insuficientes para determinar si existe inhibicién de los
productos probados frente a R. solanacearum ya que presenta varias limitaciones entre
ellas el tipo de papel de los discos, la cantidad utilizada en cada uno, la difusion del
producto en el agar, entre otras.
La determinacion de la concentracién minima inhibitoria CMI se llevé a cabo con un ensayo
de microdiluciéon colorimétrico en placa, mediante un andlisis Probit al 95% de confianza se
determin6 que las CMI son las siguientes: Kopercup 1.5 mg/mL, Caldo bordelés 3.0 mg/mL,
Azufrol, no mostré una CMI a las dosis probadas, Phyton 5.0 mg/mL y Acido pirolefioso 19
mg/mL.
El ensayo de Macrodilucion permitié realizar curvas de letalidad bacteriana, los resultados
muestran que los productos y sus dosis efectivas para generar un efecto bactericida (CMB)
sobre una concentracion de 2-3x105 UFC/mL de la bacteria R. solanacearum son:
Kopercup, bactericida desde la dosis mas baja correspondiente a la CMI (1.5 mg/mL). Caldo
bordelés, efectiva como bactericida desde su CMI (3.0 mg/mL), Phyton, efectiva como
bactericida desde su CMI (5.0 mg/mL) y Acido pirolefioso mostrando un efecto bactericida

Unicamente en la dosis 4 veces su CMI (76 mg/mL).



Capitulo VII: Recomendaciones
El analisis realizado en este proyecto es in vitro, se recomienda llevar estos resultados a
campo y probar diferentes métodos de aplicacién, y asi saber si las dosis y los productos
aqui descritos son Utiles para la erradicacion o control de la bacteria Ralstonia
solanacearum.
En ensayos futuros se recomienda realizar los mismos ensayos con cepas de control de
calidad, asi, el laboratorio tiene una manera de saber si estan realizando las pruebas de
manera adecuada y monitorear las pruebas que se realizan con regularidad.
Los ensayos de determinacion de la Concentracion minima inhibitoria CMI en microplacas
tienen la opcién de tener un andlisis mucho mas preciso cuando se leen las absorbancias
de cada placa, se recomienda estandarizar un proceso de medicion de células viables por
espectrofotometria.
Ninguno de los productos mencionados en este trabajo de titulacién tienen la certificacion
de uso en cultivos organicos, se recomienda que si este tipo de productos quieren ser

usados en este tipo de cultivos saquen la certificacién voluntaria en AGROCALIDAD.
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