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Introduccion

Ralstonia solanacearum es una | | Moko es una enfermedad que Fitopatogeno que tiene la
bacteria  fitopatdogena 'y  fue | | provoca la marchitez rapida vy capacidad de acabar hasta con
identificada como el agente causal | | muerte de las plantas a las que 100% de una plantacion
de la marchitez bacteriana (Moko). afecta. infectada.

Afecta directamente a varios cultivos de

plantas, reconocidos como cultivos de )
importancia economica .

Solanaceas Plantas
ornamentales

Musaceas

Puede habitar en mas de 200 hospederos,
en 50 familias diferentes.
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Distribucion geografica

Asociada a:

» Microrganismo biotrofico.

«  Amplio rango de hospederos. -

» Adaptabilidad a climas templados, X 1 D
regiones tropicales y subtropicales. '

* Resistencia a mecanismos de control o : o

quimicos.
Fendmenos naturales.
* Facil diseminacion de forma mecanica.

» Agua de riego contaminada con el

fitopatdgeno.

* Limitada rotacion de cultivos. .
Ralstonia solanacearum

» Exportacion e importacion de musaceas
O Presente @ Transitoria

infectadas.
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Realidad del Ecuador

En Ecuador el cultivo y la exportacion de
musaceas tiene una gran importancia | | Generando un ingreso anual de USD
socioecondmica, tanto a nivel de | |2.999.555.544 (MAG, 2018).

Latinoamérica como a nivel mundial.

Exportacion: Desde el 2017 la produccion orgénica

« El cultivo de banano (Musa AAA). 15% | | del Ecuador cuenta con un sello
de envios internacionales para el pais. distintivo que garantiza que los
 El cultivo de platano (Musa AAB). | |alimentos organicos se encuentren libres
17%, el quinto cultivo mas relevante a | | de agroquimicos como plaguicidas,
escala mundial. fomentando la viabilidad ambiental y el
avance en una secuencia productiva de
caracter ético y responsable.
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Control de Ralstonia solanacearum.

Control
» La medida recomendada para el control de la enfermedad del Moko es la

erradicacion total de las plantas afectadas.

* Norma Internacional sobre Medidas Fitosanitarias No. 4 - Fitosanitarias de
la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la zona amarilla
Agricultura — FAO

« Limitacion de zonas infectadas

» Erradicacién: Solucion glifosato al 20% mediante una jeringa graduada.
Volumen de 50 ml para ejemplares adultos y 30 ml para plantulas.

» Desinfeccion: Productos a base de hipoclorito o0 amonio cuaternario.

« Tiempo sin cultivo: 6 — 12 meses.

» Sin embargo estudios en los altimos 5 afios indican que este tipo de control

ya no son eficientes y causan mas dafios tanto al medio ambiente como al

ser humano.
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Control biologico

Organismos antagonistas

» Bacterias,
* Hongos.

* Virus.

» Parasitos.

» Bacteriofagos.

Variables
« Control biologico es preventivo

no curativo.
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Objetivo general

Evaluar microorganismos antagonistas para el control

biologico in vitro de Ralstonia solanacearum.

Hipotesis

Al menos uno de los microorganismos aislados a partir de
muestras de suelo, compostaje y material vegetal presentan
una respuesta antagonista significativamente mayor para el

control biologico in vitro de Ralstonia solanacearum.

(Champoiseau, 2023).
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Objetivo especifico 1

e |dentificar Ralstonia solanacearum mediante pruebas fenotipicas y bioquimicas.

Metodologia
Identificacion de sintomatologia de Moko en Musaceas

Muerte progresiva de Desecacion de la hoja Desarrollo anormal de los Pudricidn interna

musaceas jovenes bandera frutos
FHESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

(Agrocalidad, 2023)

VERSION: 1.0



Aislamiento de Ralstonia solanacearum.
L ﬂ Flujo bacteriano
/

Presencia de precipitado viscoso y
blanquecino (Hilos de exudado)

Pseudotallo: 10x10 cm (ChampOiseaU 2023)
Fruto: 3x3 cm ’
Raquis: 30 x 10 cm P ,
1 ‘.._‘ \I‘T-\ § p r
' / / \\ Tincion Diferencial
— | & /; m— ; ) =3 =3 =
‘\ - - - : G; s LLI‘ s 5 lIL '
N /’/ = ‘ 5 + 4
Corte transversal de material - . ., - - - - Gmm .
vegetal ~ MedioTTC Cambio de coloracion &/ i
o ista microscopica
|nCUbaC|0n 28' 32 C, 2_3 dl'as , (EPPO, 2021)
Biorender (2023) ; .
5-10min. Sa
¢ > "\\ —_— Colonias virulentas (izquierda) y no
TTC: Adar cloruro de 2.3.5.Trifenil.2H \ g ] virulentas (derecha) de
- Agar cloruro de Z-s-o- I ritentl- \ /
tetrazolio = e ) R. solanacearum
PDA: Agar Papa Dextrosa —— y p
PDA, incubacion (Champoiseau, 2023).
28- 32°C

Tl
™
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Pruebas fenotipicas y bioquimicas para identificar Ralstonia solanacea_
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Resultados

Tabla 1.
Pruebas bioquimicas
Cepa CPO1
Muestra —
Repeticiones (n)
nl n2 n3
Pruebas fenotipicas
Flujo bacteriano + + +
Tincion Gram - - -
KOH + + +
TTC + + +
Virulenta + = +
Pruebas Bioquimicas
Catalasa * ’ " KOH TTC Cepa virulenta
Oxidasa + + +
Citrato + + + (AGROCALIDAD, 2023)
Lisina + = +
Urea + + +

ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

Nota: La tabla muestra las diferentes pruebas fenotipicas y bioquimicas para la identificacion de R.
solanacearum

(Sanchez, 2021)
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Nota: La tabla muestra las diferentes pruebas bioquimicas para la identificacién de R. solanacearum. K/A representa el tipo de

Tabla 2.

Pruebas bioquimicas

Cepa CP0O1
Muestra
Repeticiones
1 2 3
Pruebas bioquimicas
Motilidad + + +
MIO
Indol - - -
Ornitina descarboxilasa + + +
Superficie/profundidad K/A K/A K/A
TSI —
Produccion de gas - - :
Produccion de SH, - - -
SH, - - -
SIM
Indol - - -
Motilidad + + +

acidificacion o basicidad que produce la bacteria en el medio, con referencia al tipo de azucar que degrada en este caso R. solanacearum
degrada la glucosa al utilizarla como fuente de energia

(Avila, 2023)
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Objetivo especifico 2

Aislar microorganismos potencialmente antagonistas a
partir de muestras de suelo, compostaje y material vegetal

utilizando medios de cultivo selectivos y diferenciales.
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Metodologia

Muestras:
Suelo
Compost
Material vegetal

- . — =SS

1 kg de muestra
homogeneizada

1072

N

Muestra
homogeneizada

1071

Biorender (2023)

Diluciones seriadas,
siembra:
1074,107%,1077

| A Agitacion 1 hora
< % 100rpmen 250 ml de
A ~m,  aguadestilada

‘ '
- CONNSESSSL,

Alicuota 0,50kg

10~7

4

| {

__—
Agar Nutritivo —* II]

~—

Incubacion 72 horas a
28 —30°C

Agar Rosa Bengala +

Cloranfenicol + Dicloran
(DRBC)
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Pruebas fenotipicas y bioquimicas para identificacion de microorganismos antagonistas

Muestra Muestra
Repeticiones (n) Repeticiones (n)
nl n2 n3 nl n2 n3
Pruebas morfologicas Pruebas morfoldgicas
Tincién Gram + + + Tincién Gram + + +
KOH - - - KOH - - -
Morfologia colonia No filamentosa No filamentosa No filamentosa Morfologia colonia Filamentosa Filamentosa Filamentosa
Coloracion Crema Crema Crema Coloracion Blanco Blanco Blanco
Margen Entero Entero Entero Margen Ondulado Ondulado Ondulado
Morfologia micro. bacilar bacilar bacilar Morfologia micro. bacilar bacilar bacilar
Esporas + + + Esporas + + +
Pruebas Bioquimicas Pruebas Bioquimicas
Catalasa + + + Catalasa + + +
Oxidasa - - - Oxidasa - - -
Urea - - - Urea - - -

(Astorga-Quirds et al., 2013) (Fontecha, 2015) (Manual de Bergey, 1989)

@ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS

INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

VERSION: 1.0




Pruebas fenotipicas y bioquimicas para identificacion de microorganismos antagonistas

s | CopaCAB@asilsp) | | . | CoacAv(iomieesp) |
Repeticiones (n) Repeticiones (n)
nl n2 n3 nl n2 n3
Pruebas morfologicas Pruebas morfologicas
Tincion Gram + + + Tincion Gram + + +
KOH - - - KOH - - -
Morfologia colonia Filamentosa Filamentosa Filamentosa Morfologia colonia Seca-rugosa Seca-rugosa Seca-rugosa
Coloracion Blanco Blanco Blanco
Morfologia micro. Filamentosa Filamentosa Filamentosa
Margen Ondulado Ondulado Ondulado
Morfologia micro. bacilar bacilar bacilar Geosmina + + +
Esporas + + + DRBC - - -
Pruebas Bioquimicas Pruebas Bioquimicas
Catalasa + + + Catalasa + + +
Oxidasa - - - Oxidasa - - -
Urea - - - Produccion de gas - - -
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(Astorga-Quirds et al., 2013) (Fontecha, 2015) (Manual de Bergey, 1989)

VERSION: 1.0



Pruebas fenotipicas y bioquimicas para identificacion de microorganismos antagonistas

Muestra Muestra Cepa CA06 (Pseudomonas spp.)
Repeticiones (n) Repeticiones (n)
nl n2 n3 nl n2 n3
Pruebas morfologicas Pruebas morfologicas
Tincion Gram - - - Tincion Gram - - -
Morfologia colonia Lisas Lisas Lisas Morfologia colonia Lisas Lisas Lisas
Coloracion Claro Claro Claro Coloracion Claro Claro Claro
Margen Mucoide Mucoide Mucoide Margen Mucoide Mucoide Mucoide
2-aminoacetofenona + + + 2-aminoacetofenona - - -
Morfologia micro. Baston Baston Baston Morfologia micro. Baston Baston Baston
Esporas - - - Esporas - - -
Pruebas Bioquimicas Pruebas Bioquimicas
Catalasa + + + Catalasa + + +
Oxidasa + + + Oxidasa + + +
Urea - - - Urea - - -

@ESPE
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Pruebas fenotipicas y bioquimicas para identificacion de microorganismos antagonistas

Muestra Muestra
Repeticiones (n) Repeticiones (n)
nl n2 n3 nl n2 n3
Pruebas morfologicas Pruebas morfologicas
Morfologia Aterciopelada Aterciopelada Aterciopelada Morfologia Aterciopelada Aterciopelada Aterciopelada
colonia colonia
Crecimiento Radial Radial Radial Crecimiento Radial Radial Radial
Coloracion Verdosa Verdosa Verdosa Coloracion Verdosa Verdosa Verdosa
Conidios - - - Conidios + + +
Morfologia micro. Fialides y Fialides y Fialides y conidias Morfologia micro. Fialides y Fialides y Fialides y conidias
conidias conidias conidias conidias

Hifas- septos

Hifas- septos

Hifas- septos

Hifas- septos

Hifas- septos

Hifas- septos

DRBC

+

+

+

DRBC

+

+

+

(Umaria, 2019) (Vélez, 2019) (Manual de Bergey, 1989)
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Pruebas fenotipicas y bioquimicas para identificacion de microorganismos antagonistas

e TN Cepa A Paricilom )
Repeticiones (n) Repeticiones (n)
nl n2 n3 nl n2 n3
Pruebas morfoldgicas Pruebas morfoldgicas
Morfologia colonia Aterciopelada Aterciopelada Aterciopelada Morfologia colonia Aterciopelada Aterciopelada Aterciopelada
Crecimiento Radial irregular Radial irregular Radial irregular
Crecimiento Radial Radial Radial Coloracion Azul verdosa Azul verdosa Azul verdosa
Coloracion Blanca Blanca Blanca Conidios N N N
Conidios _ _ _ Morfologia micro. Conidias Conidias Conidias
Morfologia micro. Fiali_de?s y Fialides y conidias Fialides y conidias DRBC N N N
conidias
Hifas- septos Hifas- septos Hifas- septos
DRBC + + +

@ESPE
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Pruebas fenotipicas y bioquimicas para identificacion de microorganismos antagonistas

Cepa CA12 (Metarhizium spp.)

Muestra

Cepa CA13 (Beauveria spp.)

Repeticiones (n)

nl

n2

n3

Pruebas morfoldgicas

Muestra
Repeticiones (n)
nl n2 n3
Pruebas morfoldgicas
Morfologia colonia Algodonosa Algodonosa Algodonosa
Crecimiento Radial Radial Radial
Coloracién Beige Beige Beige
Conidios + + +

Morfologia micro.

forma de racimo

forma de racimo

forma de racimo

DRBC

+

+

+

(Umaria, 2019) (Vélez, 2019) (Manual de Bergey, 1989)

Morfologia colonia Aterciopelada Aterciopelada Aterciopelada
Crecimiento Radial Radial Radial
Coloracion Blanco Blanco Blanco
Conidios + + +
Morfologia micro. Conidios en Conidios en Conidios en cadenas
cadenas cadenas
DRBC + + +
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Objetivo especifico 3

« Evaluar la respuesta antagonista de los microorganismos
seleccionados para el control biologico in vitro de

Ralstonia solanacearum mediante técnicas de inhibicion.

(AGROCALIDAD, 2023)

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS

INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

VERSION: 1.0



Metodologia
Calibrador vernier

T~

Incubacion a 28°C.

Prueba de viabilidad | s, )

Cultivos Duales (Cruza) para bacterias. _
\ » Antagonista

L £ | l | — |
: : ‘Lf\ / \ ShJ ‘\
| / Q

Siembra homogénea
R. solanacearum

TTC
- Incubacién 28°C 72 h.

" 5 mm

P 0.5 McFarland (3x108 \
P S \ortex 5-6 seg. /@ N\
™ : UFCiml ) ()|

% Incubacion a 28°C.

Bacteria antagonista Antagonista
Biorender (2023) 100 pl Placa de Agar Perforado (L6pez-Nieto, 2020)
Tasa de extension radial: Porcentaje de colonizacion (%6): Indice de inhibicion (%):
Tasa de extension radial: (a2 = x1) PC: Tasa de extension radial 100 indice de inhibicién = Didmetro del halo de inhibicion +100
(t2 —¢1) : ) Didmetro cepa antagonista

X = diametro (mm) ot . :
t = tiempo (h) r : radio de la caja Petri (mm) i‘ )

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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(Lopez, 2020) (Morales, 2016).



Metodologia

Cultivos Duales (Cruza) para hongos. Calibrador vernier
\
_/ B,

5 2

Y

| _Pruebade viabilidad (G )

R. solanacearum

0.5 McFarland 7\ — -
Vortex >-6 seg. (3108 UFC/ml ) [ Cy) Incubacion a 24°C. ncubacin 28°C 72 h.
Biorender (2023). . 10mm

Hongo antagonista

Tasa de extension radial: Porcentaje de colonizacion (%)
Tasa de extensiéon radial: &2 - x1) . Tasa de extension radial
' (t2 _ tl) PC. (T) 100
X = diametro (mm) . . )
t = tiempo (h) r : radio de la caja Petri (mm)
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Resultados

Porcentaje de colonizacion (%o):

CAO01
100 CA02 CAO03
90 100
— 80 90 100
25 o 0
c X 70 —~ 80
1 60 = g 70
S 5o s 0 53,33 S 60
S0 g 4518 ! S oo 10+0,46
S 30 . 20:99—@=00:00=—@ 29,33 15 = 40
S S 30 o
O 20 - 8 % 2 30
10 132+ 057 0 18,9+ 0,57 © 20 | g———"—20.667 ~—20.667——20.667— 20,667
0
0
24 48 96 72 % [ ) 0 o
24 48 72 96 120
tiempo (h) - 24 48 72 96 120
tiempo (h) tiempo (h)
100 CAO05 100 CA06 100
) R !
S 70 S0 g 7 . 73,33
S 60 5 60 S 60
g 50 g 50 g 50 T
Z 40 'S 40 E 40
2 30 2 30 2 30
o 2 2 2 (NEVEEEEDS sy © 27,33
20 S e e Y S ) S o B33 e 15,;;6 .02:;,333 s .
10 ox0, 10
; 11,8 +0,01 10 23,4+06
[ ) 0 () 0
24 48 72 96 120 24 48 96 72 120 24 48 72 96 120
tiempo (h) tiempo (h) tiempo (h)
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Resultados

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Colonizacion (%)

100

o~ 0O
[N ool

Colonizacion (%)
P NWSO
OO OO oo

CA09

34,667

7,86 +0,46

@
24 48 72 96 120
tiempo (h)

CAl13

12+0,1

( J
24 48 72 92 1’0
tiempo (h)

Colonizacién (%)

Colonizacién (%)

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

CA10

CAll
100

90
80
70
60
50
40
30

20
35,06 £ 0,57 10

93,33

40,667

667
9,66 +0,47

Colonizacion (%)

,667

4,667
@

24 48 72 96 120
tiempo (h)

24 48 72 96 ﬁo
tiempo (h)

CA08
100 CA12

90
80
70
60
50
40

Colonizacién (%)

30
./.F 20
+
. 4,6i 0,1 10

24 48 72 96 120 0 N * N ®
tiempo (h)

24 48 72 96 120
tiempo (h)

@ ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

VERSION: 1.0



Resultados

ANOVA
100 = 1“0_
80= 80

e

CA02 CA01 CA03 CA04 CA09 CA10 CAl11 CA13 CA08 CA12 CAO05 CAO06 CA02 CA04 CA10
Nota, Test ANOVA, prueba de Kruskal ~Wallis para porcentajes de colonizacion de Nota, Test ANOVA, prueba de Kruskal —Wallis para comparacién entre los
potenciales microorganismos antagonistas vs R. solanacearum (H= 31,25, p < 0.05) mejores porcentajes de colonizacion de potenciales microorganismos antagonistas vs

R. solanacearum (H = 0.6987, p = 0.7267).

& ESPE
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Resultados

Viabilidad de R. solanacearum

Viabilidad de R. solanacearum Grado de

Viabilidad
CA02 1
CA04 1
CA10 0

Nota. La viabilidad de las tres cepas antagonistas se evaluaron segn Ezziiyyani et al. (2004) y
Astorga-Quiros et al. (2014). Donde se observo el grado de invasion de R. solanacearum. Grado 0
ninguna invasion de superficie, grado 1 representa ¥ de invasion de superficie, grado 2 representa

% de invasion de superficie, grado 3 total invasién de la superficie.

(AGROCALIDAD, 2023)
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Conclusiones

Identificacién de Ralstonia solanacearum mediante pruebas fenotipicas y bioguimicas a partir de muestras de musaceas con
sintomatologia de Moko.

Los microorganismos aislados de muestras de suelo, compost y material vegetal pertenecen a los géneros Bacillus spp.,
Pseudomonas spp., Actinomicetos spp, Beauveria spp., Penicillium spp., Metarhizium spp. y Trichoderma spp.

Las cepas CA02, CA04, CA10 presentaron comportamiento antagonista basado en la competencia, logrando porcentajes de
colonizacion del 53.33%, 73.33% y 92.67% (p> 0,05), respectivamente en comparacion con las cepas aisladas y evaluadas.

La viabilidad de R.solanacearum posterior al enfrentamiento con la cepa CA10 fue de grado 0 es decir sin invasion de superficie y
grado 1 en las cepas CA02, CA04 que representa ¥ de invasion de la superficie del medio.

Las cepas CA02, CA04 y CA10 identificada como antagonistas pertenecen a los generos Bacillus spp., Actinomicetos spp y
Trichoderma spp.

En cuanto a las cepas antagonistas CA02, CA04, CA10, no existié diferencia significativa en su porcentaje de colonizacion

(p=0,7267), sin embargo presentaron un alto grado de control en la viabilidad de R. solanacearum.

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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Recomendaciones

« El conjunto de investigaciones presentadas en este trabajo destaca las complejidades en la caracterizacion bioquimica
de Ralstonia solanacearum. Se recomienda abordar su identificacion precisa mediante un enfoque integral y diversas

pruebas.

« Se recomienda la adopcion de nuevas estrategias para controlar esta bacteria fitopatdogena, como la produccion

masiva de metabolitos secundarios y agentes antimicrobianos.

« Se sugiere investigar mas a fondo los mecanismos moleculares subyacentes a la interaccion entre las cepas

antagonistas y el patdgeno, lo que permitiria optimizar aun mas las estrategias de control biologico.

« Se destaca la necesidad de implementar medidas rigurosas de bioseguridad al trabajar con este fitopatdgeno, ya que

su naturaleza biotrofico podria facilitar su dispersion a través de los seres humanos

@ESPE
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