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Ralstonia solanacearum

Afecta

Fitopatogeno

200 especies, 50
Familias

TABLE 1
Common and scientific names of some of the primary
high-value crops affected by Ralstonia solanacearum

Host common

name

Tobacco
Tomato

Potato
Pepper
Eggplant
Bananas
Olive
Ginger
Geraniums
Mulberry
Groundnut

Scientific name Disease common name®

Nicotiana tabacum  Granville wilt

Solanum Bacterial wilt
Iycopersicum

Solanum tuberosum  Bacterial wilt or brown rot
Capsicum spp. Bacterial wilt

Solanum melongena  Bacterial wilt®

Musa spp. Moko disease

Olea europaea Bacterial wilt®

Zingiber officinale  Bacterial wilt”
Pelargonium spp. Southern wilt

Morus spp. Bacterial wilt

Arachis hypogaea Bacterial wilt

2);(Osdaghi, E. 2023).

Clasificacion
Complejo R. <
solanacearum

Filotipo I

Filotipo II

—

Filotipo 11

Filotipo IV

Introduc

% Importancia
economica: Alta

% Alta letalidad

% Amplia
distribucion
geografica

% Amplio rango de
huéspedes

Ralstonia pseudosolanacearum

Ralstonia solanacearum

Ralstonia pseudosolanacearum

Ralstonia syzygii
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https://www.zotero.org/google-docs/?N6UGJY
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(Agrocalidad, 2023); (Garcia et al., 2019); (Geng et al. 2022).


https://www.zotero.org/google-docs/?pWFSUI

Cultivos organicos

% No pesticidas de origen sintético

K/
L X4

No fertilizantes de origen sintético

7
%

No organismos modificados
genéticamente

< No irradiacion.

5""\"’" ("'

(Agrocalidad, 2023)

Introduccion

B Ministerio
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INSTRUCTIVO DE LA NORMATIVA GENERAL PARA
PROMOVER Y REGULAR LA PRODUCCION
ORGANICA - ECOLOGICA - BIOLOGICA
EN EL ECUADOR

Qolease

Aproximadamente el 4% de las exportaciones de
banano corresponden a cultivos organicos
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Productos comerciales Introduccion

Resolucion 0099 permite el uso de productos con cobre y azufre

HHOI'lMlIPVst o

AZUFROL

KOPERCUP

Kopercup ® Caldo bordelés ® Azufrol ® Phyton ® . ACid~0
pirroleiioso
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Objetivo general

Evaluar cinco productos comerciales para el control de Ralstonia

solanacearum in vitro, como alternativa de uso en la produccidn organica.
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Objetivos especificos

e Aislar la bacteria Ralstonia solanacearum a partir de musaceas sintomaticas.

e Identificar la bacteria Ralstonia solanacearum mediante diferentes
indicadores.

e Evaluar in vitro de la eficacia de acido pirolefioso, sulfato de cobre
pentahidratado, azufre, oxicloruro de cobre y caldo bordelés para el control

de Ralstonia solanacearum.
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Hipotesis

Al menos uno de los productos comerciales es efectivo para el control
de R. solanacearum.
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Aislamiento de la bacteria Metodol-

Medios de cultivo

Ci D =y
A) Fruto de banano con sintomas de
podredumbre. B) Fruto de-plétano con sintomas Medio TZC
de podredumbre. C) Raquis de banano
sintomatico. D) Pseudotallo de platano con
sintomas.
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Medio SMSA




Identificacion bacteriana Metodologia

e Pagenama Sune Lo |

Pruebas Inmunoensayo Pruebas moleculares
bioquimicas
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Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana Metodologia

Difusion por disco

Solucion
McFarland 0.5

/ (= 15 uL de cada
o ® | — producto al 10%.

Colocacidn de discos

Estriado tipo césped

., Revision de zonas
Incubacion 24 h e,
de inhibicion

28°C




Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana Metodologia

Microdilucidn en caldo
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Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

Macrodilucion en caldo

Inéculo
bacteriano (1mL)
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Aislamiento

D

iscusién y resultados

TZC

SMSA

Agar nutritivo

Color rosadas con

un halo
blanquecino
alrededor, fluidas.

Colonias de mas de
4 mm de diametro.
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Identificacion Discusion y resultados

Inmunoensayo

Pruebas bioquimicas

Control positivo

Prueba bioquimica Aisladol  Aislado 2 Aislado3  Aislado 4
Muestras >
Reduccidn de nitratos + - + +
Citrato + + + + Control negativo
Blanco
Licuefaccion de gelatina

Arginina dihidrolasa
_ Pruebas moleculares
Oxido Fermentacion + + + +
Tincion Gram
Catalasa + + + +
Oxidasa + + + +
KOH 3% + + + +
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(Safni et al., 2014); (agdia, 2023); (Osdaghi, E., 2020)



Susceptibilidad antimicrobiana Discus_

Difusion por disco

Cajas que presentaron halos de Inhibicion

Namero de Cajas
- ~N w - w « ~ © @

vﬂoidopim)loﬁoso Agua Antibiotico Azufrol Caldob'o'dolis Kopercup Phyton
Producto

1)Kopercup, 2) Caldo Bordelés, 3) Azufrol, 4) Phyton, 5)
Acido pirrolefioso, 6) Agua destilada, 7) Antibidtico
OBacter.




Susceptibilidad antimicrobiana Disc

Microdilucion en caldo Analisis Probit con 95% de confianza
Concentracién minima inhibitoria de los productos utilizados.

Productos Concentracion minima inhibitoria (mg/mL)
Kopercup 1.38

Kopercup —+
Caldo bordelés 278

Caido bordelés B Azufrol Ninguna

Azufrol ————» Phyton 4.54
Acido Pirolefioso 18.79

Ac. Pirrolefioso —»

electron donor _NH

@J\N N

N inate hyd

=N succinate hydrogenase o
Ccl

Caldo nutritivo —+
- ) cloruro de TPF rojo
2,3,5-trifenil-2H-tetrazolio (1,3,5-trifenilformazan)

Nota. Elaborado en Biorender.
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Susceptibilidad antimicrobiana

Macrodilucion en caldo

Compuestos son bactericidas
o bacteriostaticos

Disminucion superior a 3
log 10 veces en las
unidades formadoras de
colonias

Concentraciones minimas bactericidas de los compuestos probados

Productos Concentracion minima bactericida (mg/mL)
Kopercup 15

Caldo bordelés 3.0

Azufrol Ninguna

Phyton 50

Acido Pirolefioso 76

(Adusei et al., 2019); (Pankey & Sabath, 2004).

Células viables (LogUFC/mL)

Cinética de tiempo de muerte de Kopercup
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Discusion y resultados

Variable
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Cinética de tiempo de muerte de Caldo bordelés

o — k- —
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N
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Células viables (LogUFC/mL)
~N

.

Variable
30

6.0
12.0
Control bacteria
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w

Células viables (LogUFC/mL.)

Cinética de tiempo de muerte de Phyton
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Cinética de tiempo de muerte de Acido pirrolefioso

Células viables (LogUFC/mL)
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Susceptibilidad antimicrobiana Discusion y resultados

KOPERCUP

Oxicloruro de R
cobre Compuestos de
cobre
% Generacion de especies
reactivas del oxigeno.
Linoleato de > < Inactivacion de enzimas
cobre
%  Exceso de cobre: Acido acético
permeabilidad de Cetona
Alcoholes
Sulfato de membranas, conductancia en
cobre membranas Efecto antimicrobiano a
entahidratado ' ciertas concentraciones
P _
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(Gunther et al., 1995); (Tegoni et al., 2014); (Rhea & Yanela, 2022).
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Conclusiones

% Se aislaron varias cepas de bacterias encontradas en muestras con sintomas de
Moko en Musaceas, para este proposito 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
taxonomica de cuatro de los aislados de los cuales se selecciono y trabajo con
tres en los proximos ensayos.

% Los ensayos de difusion en disco son insuficientes para determinar si existe
inhibicion 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

GESPE

en cada uno, la difusion del producto en el agar, entre otras.
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La determinacion de la concentracion minima inhibitoria CMI se llevo a cabo con un
ensayo de microdilucion colorimétrico en placa, mediante un andlisis Probit al 95% de
confianza se determind que las CMI son las siguientes: Kopercup 1.5 mg/mL, Caldo
bordelés 3.0 mg/mL, Azufrol, no mostrdé una CMI a las dosis probadas, Phyton 5.0
mg/mL y Acido pirolefioso 19 mg/mL.

El ensayo de Macrodilucion permitio 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 bordel¢s, 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 inicamente en la dosis 4 veces su CMI (76
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Recomendaciones

« El andlisis realizado en este proyecto es in vitro, se recomienda llevar estos resultados a campo
y probar diferentes métodos de aplicacion, y asi saber si las dosis y los productos aqui descritos
son utiles para la erradicacion o control de la bacteria Ralstonia solanacearum.

% Los ensayos de determinacion de la Concentracion minima inhibitoria CMI en microplacas

tienen la opcion de tener un andlisis mucho mas preciso cuando se leen las absorbancias de

cada placa, se recomienda estandarizar un proceso de medicion de cé€lulas viables por

espectrofotometria.
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