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Resumen
La bacteria Ralstonia solanacearum, conocida como Moko, es un patégeno devastador que
causa la marchitez bacteriana en plantas, con un alto impacto en cultivos econémicos como
las musaceas y plantas ornamentales. Su distribucion global y resistencia a métodos de
control quimico tradicionales representan una amenaza significativa para la economia
agricola de todos los paises productores de las especies vegetales que afecta este
fitopatégeno.
Ecuador es un destacado exportador de musaceas, y la enfermedad del Moko ha comenzado
a afectar la produccién y comercializacién en el pais. La erradicacion total de las plantas
afectadas es la medida recomendada por el organismo gubernamental AGROCALIDAD, pero
su eficacia, sin embargo, se ve limitada por la resistencia bacteriana a tratamientos quimicos
y restricciones ambientales.
Esta tesis se centra en la busqueda de soluciones sostenibles mediante el control biolégico
de R. solanacearum. Se aislaron doce cepas de microorganismos potencialmente
antagonistas de diversas fuentes y se evalué su capacidad de inhibicion in vitro mediante
técnicas de inhibicidn como cultivos duales y placa de agar perforado. Tres cepas (CA02,
CAO04 y CA10) demostraron una respuesta antagonista significativa.
La tasa de extension radial y el porcentaje de colonizacién se utilizaron como indicadores
clave de la capacidad antagonista de estas cepas. CA10 mostré la mayor capacidad de
inhibicion, seguida por CA04 y CAOQ2.
Este estudio contribuye al desarrollo de estrategias de manejo mas sostenibles de la
enfermedad del Moko en los cultivos de musaceas en Ecuador y ofrece una alternativa

prometedora a los métodos quimicos tradicionales.

Palabras clave: R. solanacearum, Ralstonia, Moko, antagonismo.
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Abstract
The bacterium Ralstonia solanacearum, known as Moko, is a devastating pathogen causing
bacterial wilt in plants, with a significant impact on economically important crops such as
bananas and ornamental plants. Its global distribution and resistance to traditional chemical
control methods pose a substantial threat to the agricultural economies of all countries
producing the plant species affected by this phytopathogen.
Ecuador is a prominent exporter of bananas, and the Moko disease has begun to impact
production and trade in the country. The recommended measure by the governmental body
AGROCALIDAD is the complete eradication of affected plants. However, its effectiveness is
hampered by bacterial resistance to chemical treatments and environmental restrictions.
This thesis focuses on seeking sustainable solutions through the biological control of R.
solanacearum. Twelve strains of potentially antagonistic microorganisms were isolated from
various sources, and their inhibitory capacity was assessed in vitro using techniques such as
dual cultures and perforated agar plates. Three strains (CA02, CA04, and CA10)
demonstrated a significant antagonistic response.
Key indicators of antagonistic capacity, such as radial extension rate and colonization
percentage, were employed. CA10 exhibited the highest inhibitory capability, followed by
CA04 and CA02.
This study contributes to the development of more sustainable management strategies for
Moko disease in banana crops in Ecuador, providing a promising alternative to traditional
chemical methods.

Keywords: R. solanacearum, Ralstonia, Moko, antagonism.
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Capitulo I: Introduccion

Formulacién del problema

Ralstonia solanacearum, cominmente conocida como Moko, es un agente patégeno
gue ha sido identificado como la causa principal de la marchitez bacteriana en plantas. Esta
devastadora enfermedad tiene la capacidad de diezmar hasta el 100% de una plantacion
infectada (Bull, 2010). Esta bacteria Gram-negativa tiene un impacto directo en varios
cultivos de importancia econémica, como las Muséceas, Solanaceas y ciertas plantas
ornamentales (Sanchez, 2021). Se ha documentado su capacidad para infectar mas de 200
hospederos pertenecientes a 50 familias botanicas distintas (Denny, 2007), convirtiéndola
en la segunda bacteria fitopatdgena mas destructiva a nivel mundial y generando graves
consecuencias para la economia agricola (Mansfield, 2012).

Durante las Ultimas tres décadas, esta enfermedad fitosanitaria ha sido detectada en
mas de 40 paises en todo el mundo, abarcando casi todos los continentes, incluyendo
Ameérica del Norte, América del Sur, Africa y Asia (Pradhanang, 2003). Esta amplia
distribucion se debe a la adaptabilidad de R. solanacearum a climas templados y regiones
tropicales y subtropicales. Cabe destacar que R. solanacearum es un organismo biotréfico,
lo que significa que puede sobrevivir tanto en plantas hospederas como en ausencia de
estas, adaptando su actividad metabdlica para prolongar su supervivencia (Overbeek, 2002)
. Ademas, presenta resistencia a varios de los métodos de control quimico tradicionalmente
utilizados para frenar su propagacion (Umrao, 2021).

En Ecuador, la produccion y exportacion de musaceas desempefian un papel
fundamental tanto a nivel regional en Latinoamérica como en la economia mundial. Segun
datos recientes del MAGAP (2021), se ha registrado una cosecha de 554,212 toneladas
procedentes de una extension de 144,272 hectareas dedicadas a este cultivo. Dentro de
estas areas, 90,101 hectéreas se destinan exclusivamente al cultivo de platanos, mientras

gue 54,171 hectareas se utilizan para practicas de cultivo intercalado con otras especies
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(MAGAP, 2021). Esto genera un ingreso anual de casi USD 3.000.000.000 (MAG, 2018).
Las principales areas de produccion se encuentran en la region costera del pais, en
particular en las provincias de Santo Domingo de los Ts4chilas (10,253 hectareas), Los Rios
(10,809 hectareas) y Manabi (47,869 hectareas), como sefiala (Gutiérrez, 2023).

Dentro del sector de exportacion de banano ecuatoriano, se destaca la produccién
de banano organico, un segmento en constante crecimiento en respuesta a la creciente
demanda de estos productos por parte de los paises desarrollados, quienes siguen
practicas de consumo mas sostenibles (Villanueva, 2020) (Estrada Martinez, 2017). A nivel
nacional, la produccién organica de bananos (Musa AAA) y platanos (Musa AAB) abarca
aproximadamente el 9% de la superficie total del territorio, lo que equivale a unas 15,399.06
hectareas y cuenta con la participacion de 807 agricultores, segun el informe del INIAP de

2022.

Es importante destacar que existen diversas variedades de muséaceas comestibles
gue se comercializan a nivel mundial, y estas se clasifican en grupos genémicos diferentes,
como AAA, AA, AAB, AB, ABB, AAAA, BB, AAAB y ABBB, como lo sefialé Aguirre en 2006.
Esta designacion, que incluye letras como "AA" o "ABB", se refiere a la ploidia de las
plantas, es decir, al nUmero de juegos de cromosomas presentes en sus células (Giraldo,
2011).

El cultivo de banano (Musa AAA) desempefia un papel agricola de vital relevancia
en la economia nacional. Ecuador, reconocido como lider mundial en la exportacién de
banano, contribuye significativamente al mercado global con alrededor del 30% de la oferta
total (Camino, 2018). Este sector tiene un peso significativo en la economia del pais,
representando aproximadamente el 15% del valor total de las exportaciones y
posiciondndose como el segundo rubro mas relevante en los envios internacionales de
Ecuador. Este logro se debe a la demanda constante de consumidores en mercados
altamente exigentes y a la presencia cotidiana de estos productos en la alimentacion de

millones de personas en todo el mundo (PROECUADOR, 2022).
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Segun los datos del Observatorio Estadistico del Banano (OEB), parte de la
Asociacion de Exportadores de Banano de Ecuador (AEBE) en 2022, las exportaciones de
banano desde Ecuador alcanzaron un total de 354.60 millones de cajas durante ese afio,
como se reporté en el informe de la AEBE (2022). Esto represent6 una disminucion del
6.57% en comparacion con el afio anterior, cuando se exportaron 379.54 millones de cajas
(EFEagro, 2023). En términos de ingresos generados por estas exportaciones, seguin
estadisticas de Pulso Bananero, las ventas de banano en 2022 ascendieron a 2,662
millones de délares FOB para el pais (Handelskammer, 2023). Los beneficios derivados de
la industria del banano representan el 3.84% del Producto Interno Bruto total, contribuyendo
con el 50% del Producto Interno Bruto agricola y conformando el 20% de las exportaciones

privadas nacionales (AEBE, 2022).

El cultivo de platano (Musa AAB) es de gran relevancia a nivel mundial. Clasificado
como el quinto cultivo mas importante en el mundo, se ubica después del arroz, el trigo, el
maiz y la papa en términos de importancia (Giraldo, 2011). Es una fuente fundamental de
alimento en naciones tropicales en desarrollo, desempefiando un papel crucial en las
economias locales e internacionales. Ademas, representa una fuente significativa de
empleo y generacién de ingresos (Camino, 2018). Es evidente que el enfoque en el
crecimiento sostenible de la produccién de platanos y bananas radica en la utilizacion de

variedades resistentes (Portal, 2011)

Ecuador ocupa el segundo lugar en la lista de naciones exportadoras de platano,
contribuyendo con aproximadamente el 17% de las importaciones globales de esta fruta. El
platano desempefia un papel fundamental en el respaldo socioeconémico y la seguridad
alimentaria del pais. Este sector es responsable de brindar empleos tanto permanentes

como temporales (PROECUADOR, 2022).
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En Ecuador, la enfermedad del Moko esta presente desde la década de los 70
(Intriago, 1988). Aunque inicialmente estaba principalmente confinada a la regién
amazénica, su aparicidn en la provincia de Manabi, en la regidn costera del pais, ha
convertido esta enfermedad en una preocupacién creciente para los actores de la cadena
de produccion, incluyendo a los productores y exportadores (Delgado, 2014). Es imperativo
investigar opciones de manejo antes de que la enfermedad se expanda ain mas, como la

consideracion de clones que muestren resistencia o tolerancia a esta bacteria.

Justificacion del Problema

La medida recomendada para controlar la enfermedad del Moko causada por la
bacteria Ralstonia solanacearum en los cultivos de platano y banano es la erradicacion total
de las plantas afectadas, segun lo indicado por AGROCALIDAD en 2021. Esta practica
sigue la Norma Internacional sobre Medidas Fitosanitarias No. 4 de la FAO para la
eliminacion de plagas en un area (FAO, 1995). Implica delimitar un area de 25 m”2
alrededor de la o las plantas que presenten sintomas de la enfermedad del Moko y proceder
a la erradicacion y desinfeccién de toda esa zona delimitada, conforme a las directrices de

AGROCALIDAD (2021).

Para la erradicacion de las plantas infectadas, se administra una solucién helicoidal
de glifosato al 20% (con una concentracién del producto de 480 g/l) en el pseudotallo
utilizando una jeringa graduada. La cantidad a aplicar se determina segun la edad y altura
de la planta, variando entre 50 ml para ejemplares adultos y 30 ml para plantulas, de
acuerdo con las pautas de la FAO (1995). Si se detectan rebrotes de plantulas filiales en
esta area, es necesario aplicar la solucién de glifosato al 20% en la cantidad recomendada,
segun lo indicado por ICA (2013). Ademas, la zona donde se identifico la enfermedad debe
permanecer sin cultivo durante un periodo recomendado que varia de seis meses a un afio
antes de proceder a la resiembra de musaceas (Camino, 2018). Segun Veloz (2015), las

cepas de Ralstonia solanacearum pueden sobrevivir en el suelo de 6 a 18 meses debido a
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mecanismos como la produccion de polisacaridos extracelulares (EPS), enzimas
extracelulares y variabilidad genética que ralentizan su metabolismo, lo que les permite

persistir en un hospedero durante varios meses sin mostrar sintomas.

Lamentablemente, en los ultimos 10 afios, se ha observado que el uso de
tratamientos quimicos como pesticidas y antibiéticos para controlar la enfermedad y la
bacteria ha llevado al desarrollo de poblaciones bacterianas resistentes, lo que resulta en
tratamientos ineficaces y pérdidas significativas de dinero, como informan Saquicela et al.
(2023). Ademas, muchos de los productos quimicos utilizados para el control del Moko
tienen restricciones gubernamentales, como los compuestos de cobre, debido a su impacto
ambiental y sus efectos adversos en la salud humana, que incluyen problemas respiratorios,

inflamacién y riesgos graves con exposiciones prolongadas (Umrao, 2021).

Desde 2017, en Ecuador, la produccion de alimentos organicos se rige por
normativas especiales que aseguran que estos productos no contienen productos quimicos
agricolas como pesticidas o agroquimicos, lo que promueve la sostenibilidad ambiental y
fomenta una cadena de produccion ética y responsable, como establece AGROCALIDAD
(2023). Por lo tanto, tratar la enfermedad del Moko en este tipo de cultivos con los métodos

convencionales y recomendados no es una solucion adecuada.

Los mecanismos de control biolégico son herramientas ideales para manejar fitopatégenos
y las enfermedades que causan, de manera eficiente, sostenible y respetuosa con el medio
ambiente, mediante el uso de microorganismos vivos conocidos como antagonistas
(Companioni Gonzalez, 2019). Por esta razoén, este estudio se centr6 en la evaluacion de
microorganismos antagonistas para el control de esta bacteria causante de la enfermedad
del Moko, debido a su impacto en los cultivos de mayor importancia econémica en el pais,

como son los cultivos de musaceas.
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Objetivos del trabajo
Objetivo general
Evaluar microorganismos antagonistas para el control biolégico in vitro de Ralstonia

solanacearum.

Objetivos especificos

Identificar Ralstonia solanacearum mediante pruebas fenotipicas y bioquimicas.

Aislar microorganismos potencialmente antagonistas a partir de muestras de suelo,

compostaje y material vegetal utilizando medios de cultivo selectivos y diferenciales.

Evaluar la respuesta antagonista de los microorganismos seleccionados para el
control biolégico in vitro de Ralstonia solanacearum mediante técnicas de inhibicion.
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 bioldgico in vitro de Ralstonia solanacearum.

Capitulo II: Marco tedrico

Agente causal marchitez bacteriana (Ralstonia solanacearum)

La enfermedad conocida como marchitez bacteriana es causada por una bacteria
llamada Ralstonia solanacearum (Gonzalez I. A., 2009). Los primeros registros de esta
enfermedad en el banano se atribuyen a (Schomburgk R. , 1840), mientras que fue Edwin F.
Smith quien, en 1896, describi6é por primera vez la enfermedad y reconocié a la bacteria

fitopatdgena como su causante (Smith, 1914).

Debido a las diferencias en su material genético, R. solanacearum se considera una

especie diversa que se agrupa en diferentes aislamientos relacionados entre si (Perea Soto,
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2011). Esto significa que, dentro de la misma especie, existen variaciones genéticas

significativas entre los diferentes aislamientos o cepas que pertenecen a ella.

Perea y sus colaboradores (2023) mencionan que esta especie se ha subdividido en cinco
razas, basadas en sus hospederos: raza 1, raza 2, raza 3, raza 4 y raza 5 (R1, R2, R3, R4,
R5), y en seis biovars, relacionados con el metabolismo utilizado para aprovechar diferentes
fuentes de carbono: Biovar 1, Biovar 2, Biovar 3, Biovar 4, Biovar 5 y Biovar 6 (Bvl, Bv2,
Bv3, Bv4, Bv5 y Bv6). Esta subclasificacién se conoce como clasificacion intraespecifica

(Perea Soto, 2011).

Clasificacién Taxondmica

En 2016, Obrador realizé una clasificacion taxonémica de R. solanacearum,
ubicandola en el mundo de las bacterias, en el grupo Proteobacteria, en la categoria
Betaproteobacteria. Ademas, la situé en el orden Burkholderiales, bajo el género Ralstonia y

la especie Ralstonia solanacearum (Obrador, 2016).

Nombre comun

A nivel mundial se conoce a R. solanacearum con el nombre comun de Enfermedad
del Moko, Moko del platano o simplemente Moko por el aspecto mucoide de la colonia
cuando infecta tejido vegetal. En ingles se la conoce como Moko disease of bananay en

francés Maladie du moko (Lwin, 2006).

Clasificacién intraespecifica de R. solanacearum

La clasificacion intraespecifica de la bacteria Ralstonia solanacearum se ha llevado a
cabo considerando diversos factores relacionados con las relaciones epidemiol6gicas, como
hospedero, patogenicidad, distribucion geografica, asi como propiedades fisiol6gicas y
metabdlicas. De acuerdo con estos conceptos, se han definido dos niveles de clasificacion:

las razas y los biovares (Hayward, 1991).
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Las razas se refieren al grado de especializacién patogénica que la bacteria muestra
al interactuar con especies vegetales especificas. En total, se han identificado cinco razas

distintas:

1. R.solanacearum raza 1: Ataca a un amplio grupo de solanaceas, incluyendo
tabaco (Nicotiana tabacum), tomate (Lycopersicon esculentum), olivo (Olea

europaea) y berenjena (Solanum melongena) (Rueda-Puente, 2014).

2. R.solanacearum raza 2: Ataca a plantas de la familia Musaceas y Heliconias

(Veloz, 2015).

3. R. solanacearum raza 3: Especializada en atacar principalmente a la papa
(Solanum tuberosum), aunque también puede afectar a otras solanaceas (Patrice,

2009).
4. R. solanacearum raza 4. Afecta al jengibre (Zingiber officinale) (Veloz, 2015).

5. R. solanacearum raza 5: Estudios realizados en China han demostrado que esta

raza afecta a la mora (Rubus spp.) (Veloz, 2015).

El concepto de biovar se basa en las propiedades fisiologicas y metabdlicas de cada
microorganismo. Esto incluye la capacidad de oxidar y reaccionar con ciertos compuestos

guimicos, asi como utilizar ciertos azucares como fuentes de energia (Hayward, 1991).

Morfologia de Ralstonia solanacearum.

Esta bacteria es un bacilo Gram-negativo, aerébico, movil, no fluorescente, que mide
0,5-0,7 x 1,5-2,0 ym, posee de uno a cuatro flagelos polares, sin embargo, la presencia de
flagelos y la motilidad esta directamente relacionada con el tipo de colonia y la edad del
cultivo bacteriano, la temperatura optima a la que puede sobrevivir va desde los 10.35 °C y

méaximo 41 °C (Alvarez, 2013).

La cepa virulenta se distingue por tener una superficie lisa con bordes irregulares y

un aspecto mas fluido. Se caracteriza por una mayor produccion de polisacaridos



23

extracelulares. En contraste, la cepa mutante o no virulenta presenta una superficie mas
rugosa con bordes regulares y redondeados. Su apariencia no es fluida, sino mas bien

seca, lo que dificulta su identificacion en el campo (Sanchez Jorgge, 2021).

Figura 1.

Morfologia virulenta y avirulenta en cultivo de R. solanacearum

Nota. En el medio de cultivo Potato Dextrosa Agar, se pueden observar colonias de
Ralstonia solanacearum con diferentes niveles de virulencia: a la izquierda las colonias

virulentas y a la derecha las avirulentas. (Companioni Gonzalez, 2019).

Distribucién geogréfica

Tras describir las caracteristicas de la bacteria, es importante destacar que una vez
esta bacteria ha afectado a los cultivos de una zona, regién o pais, las posibilidades de
diseminacion son multiples. La bacteria puede propagarse a través de diversos medios,
como el agua de riego que contenga la bacteria, plantulas infectadas, labores agricolas o
suelo infectado, ya que puede actuar como patégeno edafico y persistir en él sin un

hospedador especifico (Herndndez, 2009).
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Figura 2.

Prevalencia de R. solanacearum en el mundo.

© Prezente @® Transitoria

Nota: Es importante destacar la presencia de la bacteria en los paises marcados con

un punto amarillo. (AGROCALIDAD, 2021).

La enfermedad del Moko se encuentra presente en diversos continentes y paises.
En América, se ha registrado en Estados Unidos (Florida), asi como en varios paises de
Centroamérica, incluyendo Belice, Costa Rica, Honduras, Guatemala, El Salvador, Trinidad
y Tobago, Jamaica, Nicaragua, Panaméa y Guayana Francesa. También se ha observado en
Colombia, Ecuador, Peru, Surinam, Brasil (especificamente en las regiones de Amazonas y
Bahia) y Venezuela. En Asia, se ha identificado en paises como Malasia (tanto en Sabah
como en la peninsula de Malasia), Vietnam, Indonesia, Filipinas, Tailandia, y en algunas
areas de la India como Bengala occidental y Tamil Nadu. Ademas, la enfermedad del Moko
ha sido reportada en Africa, abarcando paises como Senegal, Libia, Etiopia y Nigeria

(International, 2019).

Distribucién en el Ecuador

La enfermedad del Moko hizo su primera aparicion en Ecuador en la region
amazonica, especificamente en la provincia de Napo, en el afio 1978, segun se documenta
en el trabajo de Intriago (1988). Hasta la fecha, se han registrado casos de esta enfermedad

en varias provincias, incluyendo Esmeraldas (AGROCALIDAD, Agencia ecuatoriana de
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aseguramiento de la calidad del agro. Obtenido de Informe de Rendicion de Cuentas —
2014, 2015), Sucumbios (AGROCALIDAD, 2014) (AGROCALIDAD, Agencia ecuatoriana de
aseguramiento de la calidad del agro. Obtenido de Guia de Campo Plagas Cuarentenarias,
2014) y Manabi (Delgado, R., Morillo, E., Buitrén, J., Bustamante, A., & Sotomayor, .,
2014), siendo Manabi la provincia méas afectada por la enfermedad. Existe la suposicion de
gue la bacteria podria haber sido introducida a través de material de propagacién importado
desde Colombia, ya que se tenia conocimiento de la existencia de esta enfermedad en
Colombia desde la década de los 60, como indican Castafieda y Espinosa (2005).

Caracteristicas de la marchitez bacteriana (Moko)

Medios de dispersiéon
a. Herramientas de trabajo: Cualquier material que haya estado en contacto con una
planta enferma o haya tocado una superficie que contenga la bacteria, como
machetes, cuchillos, y chuzos de apuntalar (utilizados en la siembra y que consisten
en un palo con una punta en uno de sus extremos, segun la ASALE, 2023). Estos

instrumentos pueden actuar como medios de dispersion de la enfermedad.

b. Material vegetativo contaminado: El movimiento de rebrotes, cormos o maleza
puede propagar facilmente el fitopatégeno de una planta infectada a otra (Sanchez

Jorgge, M., 2021).

c. Suelo contaminado: Zapatos, botas de trabajo y maquinaria pueden transportar
suelo contaminado por la bacteria a areas que estan libres de la enfermedad. Tanto
las herramientas como el suelo son las principales causas de dispersion de la

enfermedad entre fincas productoras de banano y platano (AGROCALIDAD, 2021).

d. Agua contaminada: Normalmente, esta forma de dispersién ocurre en dos
situaciones: en primer lugar, cuando se utiliza agua de riego que contiene la bacteria

y, en segundo lugar, durante inundaciones, ya que la bacteria es arrastrada por el
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agua desbordada, contaminando areas previamente libres de la enfermedad

(AGROCALIDAD, 2015)

e. Insectos vectores: Este método de dispersion es menos comun. Sin embargo, si una
planta ha sufrido alguna lesién o corte que permita que la bacteria se exponga fuera
de la planta, un insecto podria servir como vector para transportar la bacteria e

infectar otras areas (Sanchez, 2021).

Proceso de Infeccion

Una vez que la planta ha sido infectada e invadida por Ralstonia solanacearum, la
bacteria se desplaza a través del sistema vascular de la planta. Este proceso se ve
directamente influenciado por las temperaturas ambientales; a medida que la temperatura
aumenta, la propagacion de la bacteria a través de los haces vasculares también se

incrementa. (Veloz, 2015).

La capacidad de movimiento y distribucion dentro de la planta esta determinada por
el tejido vegetal que ha sido colonizado por la bacteria. La movilidad y dispersién dentro del
organismo vegetal se ven influenciadas por la estructura y composicion del tejido que ha

sido invadido por Ralstonia solanacearum (Ono, K., Hara, H. y Akazawa, J., 1984)

Este proceso de movilidad y colonizacion de la bacteria en el sistema vascular de la
planta es un factor clave en el desarrollo de la marchitez bacteriana y puede ser de gran
importancia para entender la patogénesis de la enfermedad y desarrollar estrategias de
control efectivas. Las condiciones ambientales, como la temperatura, y las caracteristicas
del tejido vegetal desempefian un papel fundamental en la propagacién y la severidad de la
infeccion. Comprender estos mecanismos puede ayudar a los agricultores a tomar medidas
adecuadas para prevenir y controlar la diseminacién de la enfermedad en sus cultivos (Ono,

K., Hara, H. y Akazawa, J., 1984)

Cuando la bacteria ha colonizado completamente el xilema de la planta, el factor de

patogenicidad, es decir, la capacidad del microorganismo para provocar la enfermedad,
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lleva a la degradacion de la pared celular de estos vasos, asi como de los parénquimas

adyacentes y todo el tejido cortical (CAEICDA, 1996).

Sintomatologia y dafios

Ralstonia solanacearum provoca diferente sintomatologia en cada especie
perteneciente a la familia de las Musaceas, acorde al sistema de infeccion. Lo que incluye el
punto por el cual ingresa el patdégeno en la planta, érgano al cual afecta y medio de

transmision (AGROCALIDAD, 2021).

Hojas

La sintomatologia y los dafios causados por Ralstonia solanacearum son de especial
interés en el contexto de la produccion de banano. La hoja candela, también conocida como
hoja bandera o primera hoja, corresponde a la hoja mas joven de la planta del banano.
Cuando esta hoja se infecta con el fitopatégeno, muestra un amarillamiento gradual que la
torna amarillo-verdosa y se debilita hasta que se quiebra en la unién del limbo con el peciolo
(AGROCALIDAD, 2021). Con el avance de la enfermedad, las hojas inferiores experimentan
marchitamiento y desecacion, presentando bandas amarillas con margenes oscuros en los
bordes. Finalmente, la hoja mas prominente, conocida como bandera, junto con las plantas

jovenes de banano, sucumbe a la enfermedad (Sanchez, 2021).
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Figura 3.

Hoja candela afecta por R. solanacearum en Musa AAA y Musa AAB

Nota: La imagen fue capturada a partir del "Plan de Accion para el Control de
Ralstonia solanacearum raza 2", tal como se presenta en el recurso proporcionado por

AGROCALIDAD (2021).

Pseudotallo

Después de la deteccion del amarillamiento en las hojas, se produce una coloracién café
oscura en el pseudotallo, especificamente en los haces vasculares (Sanchez Jorgge, 2021).
Este oscurecimiento se debe al taponamiento de los haces por sustancias poliméricas
extracelulares secretadas por R. solanacearum (AGROCALIDAD, 2021). En general, en las
plantas que no tienen racimos, es comun observar que los haces vasculares afectados se
agrupan en la parte externa del pseudotallo, lo que sugiere su compromiso (SAGARPA,

2016).
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Figura 4.

Sintomas de moko en pseudotallo en Musa AAA y Musa AAB

Nota: Plan de Accién para el Control de Ralstonia solanacearum raza 2 Sintomas de

moko en pseudotallo” AGROCALIDAD, 2021) (SENASICA, 2013)

Raquis

Para detectar signos de infeccion en el raquis en Musa AAA y Musa AAB, se
requiere realizar un corte transversal del mismo. En este proceso, se pueden observar
puntos o manchas de coloracién que varian de rojiza a café oscuro. Es en estos puntos
donde la bacteria llega al racimo y al fruto (Sanchez, 2021). Por otro lado, si se realiza un
corte longitudinal, se pueden identificar obstrucciones oscuras en los haces vasculares
(Martinez Garnica, A., & Garcia Rubio, F., 2003). Ademas, la diseminacion de la
enfermedad puede ocurrir de manera iatrogénica, es decir, debido al uso de herramientas
de trabajo contaminadas con la bacteria que causa la enfermedad, o mediante insectos que
se posan en plantas enfermas (Prieto Romo, J., Morales Osorio, JG, & Salazar Yepes, M.,

2012).
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Figura 5.

Sintomas de moko en raquis en Musa AAA y Musa AAB

Nota: Fotografia tomada de Plan de Accién para el Control de Ralstonia

solanacearum raza 2 (AGROCALIDAD, 2021).

Racimo y frutos

El primer sintoma indicativo que la enfermedad lleg6 al fruto es la deformacion y
pudricién del mismo. En primera instancia cuando la enfermedad se llega a presentar en el
racimo, la cascara cambia su coloracion a amarilla rojiza, para posteriormente secarse y
tornarse una coloracién negra, evidenciando necrosis total en los frutos (Martinez Garnica,

A., & Garcia Rubio, F., 2003).

Figura 6.

Enfermedad del Moko tanto en los racimos como en los frutos en Musa AAA y Musa AAB
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Nota: Fotografia toma de Plan de Accién para el Control de Ralstonia solanacearum

raza 2 (AGROCALIDAD, 2021).

Cormo (Rizoma)

Se realiza un corte transversal del cormo, donde se evidencia dos fendmenos:
coloracién oscura en los haces vasculares infectados y la presencia de una circunferencia
de color marrén oscura, la cual separa la zona central de la zona donde se forman las

raices de la planta (AGROCALIDAD, 2021).

Figura 7.

Sintomas de moko en cormo (Rizoma) en Musa AAA y Musa AAB

Nota: Fotografia toma de Plan de Accion para el Control de Ralstonia solanacearum

raza 2 (AGROCALIDAD, 2021).

Control

El control de esta enfermedad mediante agentes quimicos se ha mostrado ineficaz, y
el uso de antibidticos resulta en un gasto desmesurado. Ademas, el uso de estos productos
puede afectar la calidad del fruto y causar dafios a otros microorganismos beneficiosos que

habitan en las zonas afectadas y que no representan una amenaza para los cultivos.

Estas poblaciones de microorganismos propios del suelo y del ambiente en general
también se ven afectadas por el aumento en las dosis, que normalmente se consideran

como alternativas para el control de esta enfermedad (Rueda-Puente, 2014).
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Varias investigaciones sefialan que R. solanacearum ya es resistente a un gran
namero de bactericidas, antibioticos y productos quimicos a nivel de campo como,
antibioticos como Kasugamicina o productos cupricos de oxicloruro de cobre, éxido cuproso,
sulfato cuprico (Rueda-Puente, 2014). El uso prolongado de estos productos quimicos ha
llevado al desarrollo de resistencia por parte de esta bacteria lo que acarrea pérdidas
econdmicas para los pequefios y grandes agricultores al igual que para los consumidores
(Ramirez, A. & Mijangos, L., 1999). Por lo que este tipo de problematicas hacen considerar
medidas de control alternativas que sean eficientes, sostenibles, sustentables y amigables
con el medio ambiente, como es el caso de los biocontroladores, los cuales desempefian un

con estas caracteristicas.

Controlador biolégico (Biocontrolador)

Los biocontroladores son organismos con la capacidad de reducir, controlar o inhibir
las poblaciones de otros organismos patégenos que causan un impacto significativo en una
zona especifica, ya sean hongos, bacterias, nematodos u otros (Guédez, C., Castillo, C.,
Cainiizales, L., & Olivar, R., 2008). Estos biocontroladores utilizan diversos mecanismos para
controlar y frenar el desarrollo de los patégenos. Entre los biocontroladores se encuentran
los organismos antagonistas, que compiten de manera especifica contra el patégeno por
espacio y nutrientes, empleando diversos mecanismos como el micoparasitismo, la
produccion de compuestos inhibidores, la secrecion de enzimas, la generacion de
metabolitos secundarios, entre otros (Infante, D., Martinez, B., Gonzalez, N. & Reyes, Y.,

2009).

Los biocontroladores son organismos capaces de reducir, controlar y/o inhibir las
poblaciones de otros organismos patégenos que afectan de manera significativa una zona
especifica, como hongos, bacterias, nematodos y otros (Guédez, C., Castillo, C., Cafizales,
L., & Olivar, R., 2008). Estos biocontroladores emplean diversos mecanismos para regular y
detener el desarrollo de los patégenos. Dentro de los biocontroladores, se encuentran los

organismos antagonistas, que forman un grupo mas especifico y compiten con el patégeno
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por espacio y nutrientes, utilizando varios mecanismos como el micoparasitismo, la
produccion de compuestos inhibidores, la secrecién de enzimas y la produccion de
metabolitos secundarios, entre otros (Infante, D., Martinez, B., Gonzalez, N. & Reyes, Y.,

2009).

Antagonismo

El antagonismo, en términos biologicos, se refiere a una interaccion entre dos o mas
organismos o especies en la cual uno de ellos ejerce un efecto negativo sobre el otro. Este
efecto negativo puede manifestarse a través de la inhibicién, el deterioro o incluso la muerte
de un organismo debido a la accién del otro, ya sea debido a la competencia por recursos
limitados o a la produccién de sustancias téxicas (Andrade-Hoyos, P., Luna-Cruz, A.,
Osorio-Hernandez, E., Molina-Gayosso, E.,, 2019) (Pérez, R., Gonzalez, T., & Rojas, J,
2014). En el contexto de la microbiologia, los antagonistas pueden incluir hongos, virus,
bacterias, nematodos y otros microorganismos que desempefian un papel fundamental en
la regulacion de las poblaciones microbianas y en la competencia por nichos ecolégicos

especificos.

Pruebas fenotipicas y bioquimicas para identificacion de Ralstonia solanacearum.

Métodos de deteccidon y diagndstico
La metodologia utilizada para la deteccion de esta enfermedad es sistematica, sigue
un procedimiento secuencial y ofrece resultados fiables en lo que respecta a la identificacion

del fitopatdgeno responsable del Moko. Este proceso incluye los siguientes pasos:

Aislamiento de la bacteria en medios de cultivo selectivos y diferenciales, como el
Agar 2-3-5-Trifenil-2H tetrazolio (también conocido como agar TTC). Esto se realiza a partir
de muestras vegetales que muestran sintomas de marchitez. Identificacion y caracterizacion
fenotipica y bioquimica de la bacteria aislada. Determinacion de la patogenicidad mediante
pruebas moleculares como ELISA o PCR (AGROCALIDAD, 2021). Este proceso

metodoldgico garantiza una deteccion precisa y confiable del patégeno causante del Moko.
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Tincion diferencial

La tincién diferencial es una técnica microbiolégica e histolégica utilizada en el
laboratorio para distinguir y clasificar bacterias en dos grupos taxonémicos: Gram positivas
y Gram negativas, basadndose en su respuesta a la tincion (Trujillo, 2023). La esencia de
esta metodologia radica en la capacidad de las partes celulares e intracelulares para
interactuar con colorantes y sustancias quimicas, mejorando asi la observacion de las
estructuras microbianas bajo el microscopio, como lo explican Salvadori y sus colegas

(2023).

El procedimiento implica la aplicacién secuencial y meticulosa de varios pasos, que
incluyen la fijacién de la muestra, el uso de un colorante primario, lavados, la aplicacion de
un agente de fijacién y un colorante de contraste o secundario (Hinojoza, 2023). Cada etapa
cumple un propdésito especifico y contribuye a la diferenciacion de los componentes
celulares deseados (Savadori, P., Dalfino, S., Piazzoni, M., Parrini, M., Del Fabbro, M.,

Tartaglia, GM y, 2023).

Los colorantes empleados en esta técnica pueden ser de origen sintético o natural y
se adhieren a componentes especificos presentes en las células, lo que proporciona
contraste y permite su diferenciacion (Arco, 2022). Entre las diversas técnicas de tincién
diferencial, dos de las mas destacadas en el campo microbioldgico son la tincion Gram y la
tincion acido-alcohol. Estos métodos posibilitan la discriminacién entre bacterias clasificadas
como Gram-positivas y Gram-negativas (Savadori, P., Dalfino, S., Piazzoni, M., Parrini, M.,

Del Fabbro, M., Tartaglia, GM y, 2023).

La base quimica de la tincién se logra a través de cuatro soluciones: el cristal violeta,
gue actta como tinte primario y se une al peptidoglicano presente en la pared celular de las
bacterias; el lugol, que aumenta la afinidad del cristal violeta y el peptidoglicano; el alcohol-

acetona, que decolora las bacterias Gram negativas eliminando el tinte; y la safranina, que
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sirve como tinte de contraste y tifie las bacterias Gram negativas (Delgado Rospigliosi,

2019).

La diferencia en la estructura de las paredes celulares determina la retencion del
tinte. Las bacterias clasificadas como Gram positivas poseen una capa de peptidoglicano
MAas gruesa, en contraste con las Gram negativas que tienen una capa mas delgada y una
membrana externa lipidica adicional. En el proceso de tincion, el yodo forma una unién con
el cristal violeta, que se mantiene en las bacterias Gram positivas, pero se disipa en las
Gram negativas durante el proceso de decoloracion con alcohol (Baidal Alvarez, 2023). La

tincién de contraste realza las Gram negativas (Castafieda Alejo, 2020).

Prueba de flujo bacteriano

Esta prueba microbiol6gica se utiliza tanto en laboratorio como en el campo para
diagnosticar bacterias que se desarrollan en los haces vasculares de las plantas, ya que
utilizan este mecanismo para infectar al huésped. La base de esta prueba radica en la
capacidad de ciertas bacterias para generar flujo. Esto se debe a la secrecion de
polisacéaridos extracelulares, como el exopolisacarido (EPS), que les permite adherirse y
formar una matriz viscosa. Un indicio positivo de la presencia de este tipo de
microorganismos es la observacion de hilos de exudado bacteriano en un medio liquido

transparente, como agua destilada o solucion salina (Patrice, G., 2009).
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Figura 8.

Prueba de flujo bacteriano

Nota. Se pueden observar filamentos de exudado bacteriano emergiendo de una
seccion transversal del tallo de una planta infectada por R. solanacearum. (Champoiseau,

2023).

Test de hidréxido de potasio (KOH)

Esta prueba es utilizada en microbiologia para la identificacion y diferenciacion de
ciertos tipos de microorganismos y como prueba confirmatoria de la caracterizacion Gram
negativa. Esta técnica se basa en la capacidad que presenta el hidroxido de potasio para
desnaturalizar la pared celular y liberar el material citoplasmatico y el ADN, lo que produce

una reaccion que aumenta la viscosidad de la muestra (Sharma, 2019).

Test de catalasa

La enzima catalasa opera como una peroxidasa, desencadenando la
descomposicién del peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno a través de la reaccién
catalitica 2H,0, — 2H,0 + O (Avila Linares, 2023). La deteccion de esta enzima podria
sugerir la presencia de bacterias que son aerobias 0 anaerobias facultativas y que poseen
el citocromo oxidasa en su estructura, excluyendo el caso de Streptococcus, segun lo
sefialado por Aguilero (2021). Ademas, en microbiologia, se utiliza una prueba basada en la
capacidad del hidroxido de potasio para desnaturalizar la pared celular y liberar el material

citoplasmético y el ADN, lo que produce una reaccion que aumenta la viscosidad de la
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muestra (Sharma & Singh, 2019). El principio de esta técnica se basa en el desprendimiento
de burbujas cuando el peréxido de hidrogeno entra en contacto con bacterias productoras

de catalasa, lo que es indicativo de una prueba positiva para catalasa.

Test de Oxidasa

En el contexto de la deteccién de microorganismos, una prueba bioquimica esencial
es la que se utiliza para identificar la presencia de la enzima oxidasa. Esta enzima es clave
en la oxidacion del citocromo, un proceso que involucra la reduccion del oxigeno molecular
y, dependiendo de la especie bacteriana presente, puede generar peroxido de hidrégeno o
agua, como se explica detalladamente en el trabajo de Espinal (2005). Los 4&tomos de
oxigeno desempefian un papel crucial como aceptores finales de electrones en la cadena

de transporte de electrones, como se menciona en la investigacion de Iza (2023).

La reaccién quimica que se produce en esta prueba se inicia con el sustrato 4-
amino-N-dimetil-anilina (PADMA), que es oxidado por la enzima citocromo oxidasa. La
representacion quimica completa de esta reaccion de oxidasa se describe de la siguiente
manera: PADMA + O, + 2H+ — PADMA-ox + H2O, como se informa en el estudio de Guerra
et al. (2023). Un resultado positivo en esta prueba se confirma mediante un cambio de
coloracién, generalmente hacia tonos purpura o azul oscuro, mientras que un resultado
negativo se establece cuando no se observa ningin cambio de color, segun lo indica

Espinal (2005).

Es importante destacar que, en su mayoria, el sistema de citocromo oxidasa se
encuentra en las bacterias aerobias. Sin embargo, es necesario mencionar que este no es
el caso del género Ralstonia, que en su mayoria presenta un resultado negativo en la
prueba de oxidasa, con la notable excepcidn de Ralstonia picketti, que se ha reportado
como positiva para la oxidasa, como se sefiala en el trabajo de Tejera et al. (2016). Esta
caracteristica distintiva es relevante en el contexto de las pruebas bioquimicas para la
deteccidn de Ralstonia y contribuye a nuestro entendimiento de las caracteristicas Unicas de

este género bacteriano.
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Prueba Simmons Citrato Agar

Ademas de las pruebas de oxidasa y catalasa discutidas anteriormente, otra
herramienta bioquimica fundamental utilizada en la deteccion y caracterizacion de bacterias,
incluyendo el género Ralstonia, es la prueba que evalla la utilizacion de compuestos
amoniacales como fuentes de nitrégeno y el citrato como fuente de carbono. Esta prueba,
conocida por su capacidad para discernir las preferencias metabdlicas de los

microorganismos, se basa en el principio de alcalinizacién del medio de cultivo.

En esta prueba, se utiliza un indicador de pH, en este caso, azul de bromotimol, que
se incorpora en el medio de cultivo. Cuando un organismo es capaz de utilizar compuestos
amoniacales como fuente de nitrégeno y citrato como fuente de carbono, este metabolismo
resulta en la liberacion de iones alcalinos, lo que provoca un aumento en el pH del medio. El
cambio de coloracién observable es de particular importancia; el medio, inicialmente verde,
virara a un tono azul, lo que se considera un resultado positivo en la prueba, segun lo

detalla Espinal (2005).

Esta prueba bioquimica no solo es valiosa por si misma, sino que también
proporciona informacién complementaria sobre las capacidades metabdlicas de las
bacterias, lo que puede ser (til para identificar y caracterizar a las diferentes especies
dentro del género Ralstonia. Al combinar esta prueba con las pruebas de oxidasa y catalasa
mencionadas previamente, se obtiene un enfoque integral para la deteccién y diferenciacion
de estas bacterias, contribuyendo asi a una comprensién méas completa de su biologia y

ecologia (Espinal, 2005).

Prueba de Lisina hierro Agar

Junto con las pruebas de oxidasa, catalasa y la capacidad de utilizar compuestos
amoniacales y citrato como fuentes de nitrégeno y carbono, respectivamente, otro aspecto
importante en la identificacion de bacterias, incluyendo las del género Ralstonia, es la

prueba de descarboxilasa de lisina. Esta prueba se realiza en un medio de cultivo sélido que
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contiene peptona, extracto de levadura, glucosa y lisina como sustrato, y utiliza indicadores

especificos para evaluar la actividad enzimética.

El cambio de coloracion del medio de cultivo es una caracteristica clave de esta
prueba. Cuando los microorganismos fermentan la glucosa, acidifican el medio, lo que
resulta en un cambio de color del parpura inicial al amarillo, como se describe en la
investigacion de Rodriguez y colaboradores (2017). La actividad enzimatica de la lisina
descarboxilasa se favorece en un ambiente acido, lo que conduce a la conversién de la
lisina en cadaverina y la liberacion de diéxido de carbono, aumentando el pH del medio y
cambiando su coloracién hacia tonos purpura o violetas. Por otro lado, los microorganismos
gue fermentan la glucosa pero carecen de actividad de lisina descarboxilasa producen un

cambio total en la tonalidad del medio, tornandolo amarillo.

Después de 24 horas de incubacion, es posible observar una coloracién amarilla en
la parte inferior del tubo, mientras que la superficie adquiere un tono violeta, indicando el
agotamiento de peptonas y un aumento en la alcalinidad, como se informa en el trabajo de
Rodriguez et al. (2017). La produccion de sulfuro de hidrégeno se manifiesta mediante la
formacion de sulfuro de hierro, lo que se puede identificar por el oscurecimiento del medio

de cultivo.

Esta prueba es positiva cuando la superficie se torna alcalina y la profundidad
alcalina (pico violeta/fondo violeta) indica una descarboxilacion exitosa de la lisina por parte
del microorganismo. Por otro lado, se considera negativa si la superficie es alcalina y la
profundidad acida (pico violeta/fondo amarillo) indica que no hubo descarboxilacion de la
lisina por parte del microorganismo. Esta prueba, junto con las anteriores, contribuye a una
caracterizacion mas precisa de las bacterias, incluyendo las del género Ralstonia, y facilita

su identificacion en el laboratorio.
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Test de Ureasa Agar Base

Complementando las pruebas previamente mencionadas, otra evaluacion bioquimica
esencial en la identificacién de bacterias, incluyendo aquellas pertenecientes al género
Ralstonia, se basa en la capacidad de un organismo para descomponer la urea. Esta
reaccion es catalizada por la enzima ureasa y resulta en la generacion de dos moléculas de
amoniaco, junto con una molécula de diéxido de carbono, como se describe en el trabajo de

Espinal (2005).

El cambio de coloracion en el medio de cultivo es una caracteristica distintiva de esta
prueba. Las bacterias que hidrolizan la urea provocan un viraje de coloracion, gracias al uso
de un indicador de pH como el rojo de fenol. Este indicador inicialmente tifie el medio de
amarillo palido, pero en presencia de amoniaco liberado por la accién de la ureasa, el medio
cambia a un tono fucsia, lo que indica un resultado positivo en la prueba, segun lo sefala

Espinal (2005).

La prueba de ureasa, junto con las pruebas previamente mencionadas, se convierte
en una herramienta valiosa para la identificacion integral de bacterias, incluyendo aquellas
del género Ralstonia. Al evaluar una serie de caracteristicas bioquimicas clave, los
microbiélogos pueden obtener una imagen mas completa de la biologia y el metabolismo de
estas bacterias, lo que contribuye a su deteccion y diferenciacién en entornos de

laboratorio.

Prueba Motilidad-Indol-Ornitina descarboxilasa (MIO Medio)
Las tres pruebas son efectuadas en un Unico medio de cultivo semisoélido que es

altamente nutritivo debido a la inclusidn de extracto de levadura, peptona y triptona:

Motilidad. Si la bacteria tiene mecanismo de motilidad se observara turbidez y una
nubosidad mas alla de la linea de siembra en el medio 24 horas después de la simbra en

picada, lo que indica que es una bacteria motil (Ortega, 2017) (Castro, 2006).
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Indol. El indol es un producto de la degradacién del aminoacido triptéfano, por lo que
la presencia de la enzima triptéfano desaminasa en la bacteria a analizar produce la
hidrdlisis del aminoacido y su desaminacion, dando como resultado la produccién de
amoniaco, 4cido piravico e indol. Para observar la presencia de indol se emplea el reactivo
de Kovac’s, el cual forma un anillo de coloracion rojiza en la superficie del medio de cultivo,
revelando como prueba positiva y negativa si se mantiene el color del activo amarillo palido

(Espinal, 2005).

Ornitina descarboxilasa. Esta técnica se utiliza para identificar la enzima ornitina
descarboxilasa. El medio de cultivo empleado incluye glucosa, que es un carbohidrato
fermentable, y bromocresol purpura como indicador de pH, lo que facilita la deteccién de un
cambio en la coloracién. Si existe la presencia de un microorganismo fermentador de
glucosa, el medio se acidifica lo que producen viraje del color purpura al amarillo, sin
embargo, estas condiciones de acidez favorecen a la actividad enzimatica de la ornitina
descarboxilasa, que reacciona con la ornitina produciendo putrescina, lo que provoca la
alcalinizacion del medio produciendo un viraje de color a purpura. Esta prueba se reporta
como positiva si el medio tiene coloracién purpura y negativo si es de color amarillo (Ortega

et al., 2009).

Prueba Superficie/profundidad-Produccion de gas-Produccién de SH; (TSI Agar)
Las tres pruebas son ejecutadas en un medio de cultivo sélido comin que contiene

extracto de carne y pluripeptona.

Los carbohidratos susceptibles de fermentacién que se encuentran en el medio son
glucosa, sacarosa y lactosa. La presencia de tiosulfato de sodio en el medio actia como el
sustrato esencial para la generacion de &cido sulfhidrico. El sulfato de hierro y amonio
provee los iones Fe3+ requeridos, que, al interactuar con el acido sulfhidrico producido,
conduce a la formacioén de sulfuro de hierro, causando un cambio en la coloracién hacia
tonos oscuros. Dentro del medio de cultivo, se utiliza el rojo de fenol como indicador de pH,

y el cloruro de sodio se encarga de mantener la homeostasis osmatica. La metabolizacion
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de azucares conduce a la generacién de acidos, los cuales son identificados mediante el
uso del indicador de rojo de fenol. Esto conlleva a un cambio en la tonalidad del medio,
pasando de naranja a amarillo en un ambiente acido, segun se menciona en la
investigacion de Castro y colaboradores (2006). Para la interpretacién de resultados si la
superficie es alcalina y la profundidad acida (pico rojo/fondo amarillo) indica que el

microorganismo solamente fermenta la glucosa. Y se reporta como K/A.

Si la superficie es 4cida y la profundidad alcalina (pico amarillo/fondo rojo) indica que
el microorganismo solamente fermenta glucosa, lactosa y/o sacarosa. Y se reporta como

AlK.

Si la superficie es alcalina y la profundidad alcalina (pico rojo/fondo rojo) indica que

el microorganismo no es fermentador de azUcares. Y se reporta como A/A.

La presencia de burbujas en el medio de cultivo o la ruptura del mismo indica que el

microorganismo produce gas (Castro, 2006).

Prueba Producciéon de SHz-Indol-Motilidad (SIM Medio)

Las tres pruebas se realizan en el mismo medio de cultivo semisélido a base de
tripteina y la peptona. La peptona tripteina es susceptible de ser metabolizada por ciertas
bacterias, resultando en la produccion de indol. Cuando este indol reacciona con el reactivo
de Kovac’s, se produce un cambio de coloracion en la superficie del medio de cultivo,
adquiriendo una tonalidad rojiza (Anchatufia Endara, 2018). Por medio de tiosulfato de
sodio las bacterias que producen sulfuro de hidrégeno (SH-) reducen los iones de sulfato
(SO.) presentes en el medio a sulfuro de hidrégeno (SH2). El SH; reacciona con el hierro
presente en el medio, formando sulfuro ferroso (FeS), que es un compuesto negro insoluble
gue indica que la prueba es positiva (Afiasco, 2023). A su vez las bacterias que producen
indol hidrolizan el tript6fano presente en el medio, formando &acido piravico y amoniaco. El
acido pirtvico se desamina y se convierte en indol. La presencia de indol se detecta

mediante la adicion de reactivo de Kovacs, que reacciona con el indol y forma un complejo
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de color rojo lo que indica un resultado positivo (Anchatufia Endara, 2018). El agar

semisélido del medio facilita la observacion de la movilidad de las bacterias (Afasco, 2023).

Medios de cultivos diferenciales y selectivos

Los medios de cultivo diferenciales y selectivos son tipos de medios utilizados en
microbiologia para favorecer el crecimiento de ciertos microorganismos y permitir su
diferenciacién en base a caracteristicas especificas (Apella, 2005). Los medios de cultivo
selectivos permiten seleccionar el crecimiento de una especie o grupo determinado de
microorganismos, mientras que inhibe el crecimiento de otros (Gonzalez L. &., 2016). Estos
medios incorporan elementos que promueven el desarrollo de una categoria precisa de
bacterias, al mismo tiempo que restringen el crecimiento de otras variedades. Los medios
de tipo selectivo tienen como propdsito aislar y cultivar microorganismos concretos, como

sefiala Chacana (2003).

Por otro lado, los medios de cultivo diferenciales tienen la funcion de discernir entre
distintas especies de microorganismos, como indica Gonzalez (2016). Estos medios
contienen componentes que permiten la discriminacidn entre dos especies presentes en la
muestra. Se utilizan con el fin de reconocer especies particulares de microorganismos y
para detectar variaciones en su comportamiento, segin subraya Marrero (2023). Los
medios de cultivo diferenciales y selectivos son fundamentales para el aislamiento y la
identificacion de bacterias, hongos y levaduras ya que permiten detectar y distinguir
diferentes cepas o especies dentro de una muestra, inhibiendo o limitando el crecimiento de
otros microorganismos, ya que en su composicion contienen antibiéticos, inhibidores del

desarrollo bacteriano, sales o colorantes especificos (Savadori, 2023).

Agar nutritivo (AN)

El Agar Nutritivo es un medio de cultivo ampliamente utilizado en microbiologia con
el propdsito de aislar y cultivar microorganismos que poseen requerimientos nutricionales
minimos. Este medio estd compuesto principalmente por agar, un polisacérido derivado de

algas marinas, y una combinacion de extractos de carne o peptona, extractos de levadura y
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otros nutrientes basicos. Las principales aplicaciones para este tipo de medio es el cultivo y

la conservacion de cepas, resistencia a los antibiéticos y sensibilidad (Fangio, 2007).

Agar Rosa Bengala + Cloranfenicol + Dichloran (DRBC)

La combinacion de los compuestos Dichloran y Rosa de Bengala ejerce una notoria
restriccion tanto en la extensién como en la altura del desarrollo colonial de hongos lo que lo
caracteriza como medio de cultivo selectivo. Esta medida preventiva evita que el
crecimiento excesivo de algunas colonias enmascare a otras de crecimiento mas lento o
moderado, al mismo tiempo que facilita un recuento colonial mas preciso y preciso. La
presencia de Cloranfenicol, junto con un pH reducido de 5,6, impide el crecimiento de la
gran mayoria de las bacterias. Este medio de cultivo demuestra una notable tolerancia al
crecimiento de hongos y levaduras, lo que lo convierte en una opcion idénea para la
enumeraciéon de hongos, ya sean potencialmente toxicos o no. No obstante, no es un medio
diagnéstico adecuado para la deteccién de productores especificos de micotoxinas

(Scharalau, 2023).

Patata Dextrosa Agar (PDA)

Es un medio de cultivo nutritivo no diferencial, utilizado principalmente para el
aislamiento y el cultivo de hongos. Esta compuesto por extracto de patata, dextrosa y agar,
gue proporcionan los nutrientes necesarios para el crecimiento de los hongos y levaduras

(Fangio, 2007).

Agar 2-3-5-Trifenil-2H tetrazolio (TTC)

Es un medio de cultivo diferencial utilizado para evaluar la viabilidad y la actividad
metabdlica de los microorganismos. El TTC es un compuesto quimico que se reduce en
presencia de microorganismos activos y viables, formando un precipitado rojo insoluble.
Este medio permite distinguir entre microorganismos vivos, que presentaran colonias rojas,
y microorganismos no viables, que no mostrardn cambios de color. Y es empleado como
medio selectivo para la identificacion de Ralstonia spp. Cuando las bacterias respiran 'y

estan metabdlicamente activas, reducen el TTC a un producto insoluble de color rojo
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formazan. Este cambio de color indica la presencia de actividad metabdlica y, por lo tanto, la
viabilidad de las bacterias en el medio. Sin embargo, no todas las bacterias son capaces de
reducir el TTC y formar el producto de color rojo. Ralstonia spp., en general, poseen la

capacidad de reducir el TTC y generar este cambio de color caracteristico (Sharma, 2019).

Figura 9.

Cepa de R. solanacearum en medio selectivo TTC

Nota. En el medio de cultivo agar TTC, se observan colonias de Ralstonia

solanacearum que presentan virulencia. (Champoiseau, 2023).

Métodos de evaluacion de microorganismos antagonistas.

Cultivos duales:

Los cultivos duales constituyen una técnica de laboratorio utilizada para investigar
las interacciones entre dos microorganismos diferentes que se desarrollan en un mismo
medio de cultivo. Esta técnica es ampliamente empleada en la evaluacion de antagonismo,
ya que permite el estudio de relaciones simbidticas, mutualistas o competitivas entre estos
microorganismos, ofreciendo valiosa informacion sobre su comportamiento y su impacto en

Su entorno.
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El principio subyacente en los cultivos duales radica en cultivar principalmente dos
organismos distintos en un mismo medio de cultivo, aunque en ciertos estudios se pueden
incorporar mas microorganismaos para observar sus interacciones directas o indirectas.
Estos microorganismos se disponen en proximidad fisica, lo que facilita el contacto directo o
indirecto entre ellos. A lo largo del crecimiento, se pueden observar diversos resultados y
patrones, como la inhibicién del crecimiento de uno por parte del otro, la estimulacién mutua
del crecimiento o la formacion de estructuras caracteristicamente relevantes (Morales

Gallardo, 2016).

Placa de agar perforado:

La placa de agar perforado es una técnica utilizada en microbiologia para investigar
la movilidad y la difusiébn de microorganismos en un medio de cultivo sélido. Esta
metodologia permite la observacion y el andlisis de los patrones de crecimiento y la
capacidad de difusién de los microorganismos a través del agar. Consiste en la creacion de
agujeros en el agar mediante una herramienta estéril. Estos agujeros pueden formarse en
linea recta, en patrones circulares concéntricos o en cualquier disposicion deseada. Los
microorganismos se siembran en la superficie del agar y se colocan cerca de los agujeros
perforados después de determinar su concentracion adecuada para el estudio (Morales,

2016).

Capitulo lll: Metodologia
Ubicacion del area de investigacién
En el presente estudio, se abord6 en la ubicacién geografica especifica de los
Laboratorios de AGROCALIDAD en el sector La Granja, localizado en la parroquia de
Tumbaco (cabecera cantonal), perteneciente al canton Tumbaco, ubicado en la provincia de

Pichincha, en el pais de Ecuador.
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Ubicacion Ecoldgica

El presente estudio se enfoca en la ubicacion ecolégica de los laboratorios de
AGROCALIDAD, que sirvieron como el sitio de realizacién de la investigacion sobre la
evaluacion de microorganismos antagonistas para el control bioldgico in vitro de Ralstonia
solanacearum. Estos laboratorios estan situados en un contexto identificado como Bosque
Humedo Tropical, caracterizado por su altitud a 2.300 metros sobre el nivel del mar. Dentro
de este entorno, se registra una temperatura media sostenida de alrededor de 18.3 °C,
mientras que la precipitacion anual alcanza una cifra de 1.500 mm. La humedad relativa, se

mantiene a un nivel promedio constante del 70%.

Los datos utilizados en este estudio se obtuvieron a partir del Servicio Meteorolégico
e Hidrolégico Nacional del Ecuador — INAMHI (2023). Estos detalles geograficos y
climaticos proporcionan el marco necesario para comprender el contexto ambiental en el

cual se llevé a cabo la investigacion.

Recoleccion de muestras

Las cepas de Ralstonia solanacearum fueron obtenidas a partir de muestras de
pseudotallo, raquis y frutos de plantas de banano (Musa paradisiaca) que mostraban los
sintomas caracteristicos de la marchitez bacteriana. Estos sintomas incluian clorosis con
bordes oscuros en las hojas, amarillamiento foliar y marchitez en raquis, tallo y fruto
(AGROCALIDAD, 2021). Como prueba preliminar se realiz6 la prueba de flujo bacteriano
que consiste en el corte transversal de una seccién del raquis, tallo y fruto con sintomas de
marchitez, el corte realizado fue en forma de cilindro con un diametro aproximado de 10-15
cm y una altura de 5-10 cm. El cilindro se coloco en la superficie un recipiente transparente,
lleno de agua destilada. Y se evalud la presencia de un precipitado en forma de hilos de
coloracion blanquecina y de aspecto viscoso en un intervalo de tiempo de 5 a 10 minutos
(Perea et al., 2011). Se tomd una pequena muestra del precipitado y se sembré en medios

de cultivo Agar papa dextrosa (PDA) o agar nutritivo (AN) para su aislamiento.
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El aislamiento del cultivo de Ralstonia solanacearum se llevé a cabo mediante la
prueba de flujo bacteriano. Se utilizé un asa estéril para tomar una muestra del precipitado
blanquecino resultante de la prueba. Luego, esta muestra se sembro por estriado en medio
de cultivo PDA (Agar de Papa-Dextrosa) o agar nutritivo AN (Agar Nutritivo) y se incub6 en
una incubadora Memmert modelo UFE-600 INE 600 a una temperatura promedio de 28 + 2

°C durante 36 horas.

Durante el proceso de incubacién, se evalué la morfologia de las colonias
bacterianas. Se observaron principalmente dos tipos de morfologia de colonias bacterianas.
Las colonias consideradas como virulentas presentaron una apariencia blanquecina y una
textura cremosa. Poseian una forma irregularmente redondeada, una consistencia fluida y
un aspecto opaco. En contraste, las colonias mutantes o avirulentas se caracterizaron por

ser uniformemente redondas, de menor tamafio y con una textura méas seca (Blanco, 2021) .

Medio de cultivo — diferencial.

Se procedié tomando de 1 a 2 colonias con un asa estéril de la cepa previamente
sembrada en agar PDA y se sembraron en un medio de cultivo conteniendo cloruro de 2-3-
5-Trifenil-2H tetrazolio (TTC) (Cruz, 2023). Posteriormente, se analizé la formacion de
colonias bacterianas que presentaban caracteristicas fluidas y contornos irregulares. Estas
colonias exhibieron un color blanco con nucleos de tono rosa. Este proceso tuvo lugar
después de un periodo de incubacion de 2 a 5 dias a una temperatura constante de 28 +

1°C, como se indica en el trabajo de Fl6rez (2019).

Pruebas fenotipicas para identificacién de Ralstonia solanacearum.

Tincion diferencial.

Se realiz6 la preparacion de un frotis bacteriano tomando una colonia aislada con
un asa bacteriolégica y extendiéndola en un portaobjetos. Luego, se procedio a tefir el frotis
con cristal violeta, dejandolo reposar durante 30 segundos. A continuacion, se afiadio lugol
y se esper6 un minuto antes de llevar a cabo la decoloracién con etanol al 95% durante 20

segundos. Finalmente, se aplico el colorante de contraste, safranina, y se permitio que
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actuara durante 1 minuto. Entre cada etapa de coloracion, se realizé un lavado con agua
destilada. Se procedio a la evaluacién bajo el microscopio con un objetivo de 100x,
observando la presencia de bacterias Gram-negativas, que se caracterizan por presentar
una coloracion rosa-rojiza y tener una forma de bacilos con dimensiones de
aproximadamente 0,5-0,7 x 1,5-2,0 um, de acuerdo con la descripcion de Perea et al.

(2011).

Test de hidréxido de potasio (KOH)

La prueba de KOH se considera especifica ya que confirma los resultados de la
tincién diferencial. En este procedimiento, se colocaron 50 ul de KOH al 3 % (p/v) en un
portaobjetos de vidrio estéril. Luego, se tomd una muestra de la bacteria con una asa
bacterioldgica aséptica y se transfirio a los 50 uL de KOH en el portaobjetos,
homogeneizando la muestra mediante movimientos circulares. Se evalud la viscosidad
resultante, observando un aumento considerable en la misma, lo que indicé la presencia de
bacterias Gram negativas, como se describe en el trabajo de Sharma & Singh (2019). Esta
prueba se repitio tres veces para cada muestra, garantizando resultados consistentes y

confiables.

Test de catalasa

En el desarrollo de la prueba de catalasa, se procedié a colocar 50 pl de una
solucion que contenia un 3 % de peréxido de hidrégeno (H20-) sobre un portaobjetos de
vidrio estéril. Posteriormente, utilizando un asa bacteriolégica aséptica, se tomd una
muestra de la bacteria y se transfirié cuidadosamente a los 50 pl de H,O; en el portaobjetos,
asegurandose de homogeneizar la mezcla. La evaluacion de la produccién de burbujas en
la reaccion entre las bacterias y el H2O- fue un indicador clave en esta prueba. La
observacion de la presencia de burbujas se registré como una prueba positiva para la
actividad de la catalasa, siguiendo las pautas establecidas en la investigacion de Sharma &
Singh (2019). Cabe destacar que esta prueba se realiz6 en triplicado para cada muestra,

garantizando la obtencién de resultados precisos y reproducibles.
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Test de oxidasa

Se procedié a preparar una suspension bacteriana extrayendo una muestra de una
colonia del cultivo bacteriano y transfiriéndola a un tubo de ensayo que contenia 3 ml de
agua estéril, asegurando la homogeneizacion de la suspension. En un papel filtro estéril se
aplicaron 50 pl de diclorhidrato de N,N,N’,N'-tetrametil-p-fenilendiamina (TMPD) como
reactivo de oxidasa, seguidos inmediatamente por 50 ul de la suspension bacteriana. Esta
mezcla se dejo reposar durante un periodo de 20-30 segundos. La evaluacion se baso en el
cambio de coloracion del papel, que se tornaria azul o morado en presencia de interaccion
entre la bacteria y el reactivo de oxidasa. Se registré como prueba negativa cuando no se
observo ningan cambio de coloracién, de acuerdo con las pautas establecidas en la
investigacion de Sharma & Singh (2019). Es importante destacar que esta prueba se realizd
en triplicado para cada muestra, garantizando la obtencién de resultados confiables y

consistentes. Pruebas bioquimicas para identificacion de Ralstonia solanacearum.

Se utilizaron diversas pruebas bioquimicas como herramientas clave para
caracterizar el microorganismo en estudio. La preparacion de estas pruebas se llevé a cabo
siguiendo cuidadosamente las indicaciones y recomendaciones proporcionadas para

garantizar su precision.

A través de esta metodologia, se evaluaron una amplia gama de propiedades y
caracteristicas del microorganismo, incluyendo su capacidad de fermentacion, la produccién
de compuestos especificos y su motilidad. La utilizacién de pruebas como el Simmons
Citrato Agar, Lisina Hierro Agar, Ureasa Agar Base, Motilidad-Indol-Ornitina descarboxilasa
(MIO Medio), Superficie/Profundidad-Produccion de gas-Produccion de SH2 (TSI Agar) y
Produccion de SH2-Indol-Motilidad (SIM Medio) permitié obtener un perfil completo del
comportamiento bioquimico y metabdlico del microorganismo, lo que contribuy6

significativamente a la caracterizacion precisa y exhaustiva de la especie en estudio.
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Aislamiento y multiplicacidon de las bacterias antagonistas

Para aislar posibles antagonistas, se procedi6 a tomar muestras de
aproximadamente 1 kg de suelo, compost y estiércol vacuno. Cada muestra se
homogeneizé de manera independiente y luego se extrajo una submuestra de 50 g de cada
una. Estas submuestras se colocaron en matraces, cada uno conteniendo 450 ml de agua

destilada estéril, y se agitaron durante 5 minutos utilizando un agitador magnético.

A continuacion, se realizaron diluciones seriadas que abarcaron desde 10 -2 hasta
10 ~-6 de estas submuestras. De cada dilucién, se tomaron 100 pl, los cuales se
dispusieron en la superficie de placas de Petri que contenian medio de cultivo AN. Estos
100 pl se extendieron sobre las placas utilizando un asa estéril. Las placas resultantes se
incubaron a una temperatura constante de 28 + 1°C durante un periodo que oscilé entre 24
y 72 horas, utilizando la misma incubadora que se emple6 para las cepas de R.

solanacearum.

Una vez concluida la incubacion, se procedi6 a aislar y purificar cada una de las
cepas obtenidas siguiendo el protocolo de Lopez-Nieto (2020). Este proceso implicéd
seleccionar de manera individual las colonias mas grandes y claramente diferenciadas
presentes en las placas de Petri y volver a sembrarlas en nuevas placas para su posterior

analisis y caracterizacion.

Evaluacién de potenciales microorganismos antagonistas

Cultivos Duales (Cruza) para bacterias.

Para llevar a cabo este método, se procedié a sembrar Ralstonia solanacearum en
cajas Petri que contenian medio de cultivo PDA. La siembra se realizé de manera uniforme,
cubriendo toda la superficie de la caja Petri, utilizando un hisopo estéril y alcanzando una
concentracion de 0.5 McFarland (equivalente a 3x10*8 UFC/ml). Luego, se permitié que el

cultivo reposara durante 10 a 15 segundos.
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Inmediatamente después, utilizando un asa bacteriolégica previamente esterilizada,
se tomé una colonia de la cepa antagonista con una concentracién también de 0.5
McFarland (3x1028 UFC/ml) y se sembro en linea horizontal sobre el medio de cultivo
donde se encontraba previamente la cepa patdégena. Las placas Petri se incubaron a una

temperatura de 28 °C durante un periodo de 72 horas.

Posteriormente, se procedio a analizar la extension de la zona de inhibicion
utilizando un calibrador vernier, siguiendo el método descrito por Lopez (2020). Para evaluar
la respuesta antagonista, se calculd el Potencial antagonista o indice de inhibicion. Esto se
logré midiendo el didmetro del halo de inhibicion y restando el diametro de la colonia de la

cepa antagonista (como se describe en Astorga-Quirds et al., 2014).

La formula utilizada para determinar el indice de inhibicion consistié en dividir el
valor del didmetro correspondiente al halo de inhibicién por el didmetro de la colonia de la
cepa antagonista. El resultado de esta operacién se multiplicé por cien, obteniendo asi el

porcentaje del indice de inhibicion.

Placa de Agar Perforado

Para llevar a cabo este procedimiento, se prepararon suspensiones de bacterias
antagonistas y bacterias fitopatdgenas, ajustando su concentracién a 3 x 108 UFC/mL
(eequivalente a 0.5 en la escala de McFarland). Luego, se agregaron 100 uL de la
suspension bacteriana del patégeno en placas Petri que contenian medio de cultivo PDA, y

se distribuyeron uniformemente en toda la superficie de la placa utilizando un hisopo estéril.

Posteriormente, se realizaron perforaciones en el agar con un diametro de 0.5 cmy
una profundidad de aproximadamente 0.3 mm. A continuacion, se afadieron 20 pl de la
solucion de antagonistas, también ajustada a una concentracion de 3x10"8 UFC/ml (0.5 en
la escala de McFarland), directamente en el agujero previamente creado en el agar,

siguiendo el método descrito por Lopez-Nieto (2020).
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Para evaluar la respuesta antagonista, se calculé el Potencial antagonista o indice
de inhibicion, que mide la movilidad y la difusién de los microorganismos en un medio de
cultivo solido. Este calculo se realizé midiendo el diametro del halo de inhibicion y restando

el diametro del agujero creado en el agar, como se describe en Astorga-Quirds et al. (2014).

La formula utilizada para determinar el indice de inhibicion consistié en tomar el
valor del didmetro correspondiente al halo de inhibicion y dividirlo por el didmetro del pozo
gue se efectud en el agar con el sacabocado. El resultado de esta operacioén se multiplicd

posteriormente por un factor de cien, obteniendo asi el porcentaje del indice de inhibicion.

Cultivos Duales (Cruza) para hongos.

Para esta prueba se realizaron dos variaciones.

En la prueba preliminar de la interaccion entre hongos y bacterias, se utilizé agar
PDA como medio de cultivo. Se sembré una suspension de Ralstonia solanacearum en agar
PDA en la mitad de una placa de Petri, alcanzando una densidad de 0.5 en la escala de
McFarland (equivalente 3x1028 UFC/ mL). En el extremo opuesto de la placa de Petri, se
dispuso un disco de agar de 15.6 mm de diametro que contenia el hongo antagonista,
manteniendo una separacion de 10 mm desde el borde de la placa. Es importante destacar

gue tanto la bacteria como el hongo se sembraron en lados opuestos de la placa.

En una segunda variante de la prueba, se volvié a emplear agar PDA como medio de
cultivo. En esta ocasion, se sembré una suspension de R. solanacearum en toda la
superficie de la placa de Petri utilizando un isopo estéril, logrando una densidad de 0.5 en la
escala de McFarland (3x10*8 UFC/ mL). Después de un periodo de secado de 1 minuto, se
colocé un disco de agar de 15.6 mm de diametro que contenia el hongo a evaluar. Todas las
placas de Petri se incubaron a una temperatura de 28 °C, y se evalud la interaccion entre el
hongo y la bacteria. Ademas, se midieron los didmetros de crecimiento tanto del patégeno

como del hongo antagonista a las 72, 96 y 120 horas después de la incubacion.
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Para evaluar la respuesta antagonista de los hongos, se utilizé la escala propuesta
por Ezziiyyani et al. (2004). El Porcentaje de Inhibicién del Crecimiento Radial (PICR) se
calculd a partir de los datos de crecimiento de cada microorganismo con potencial
antagonista en el cultivo dual, utilizando la férmula descrita por Suarez et al. (2008). Esta
férmula implica restar el radio del patégeno en el cultivo dual al radio del patégeno en el
cultivo testigo y luego dividir el resultado por el radio del patégeno en el cultivo testigo. El
valor obtenido se multiplicd posteriormente por cien para expresar el PICR como un

porcentaje.

Crecimiento Radial

En el contexto de este estudio, se utilizé una regla milimetrada para medir la
distancia desde el centro del in6culo hasta el borde que englobaba el crecimiento del
micelio dentro de la placa de Petri. Este proceso se realizé de forma regular cada 24 horas,
a partir del momento de la siembra y se prolongo a lo largo de un periodo de cuatro dias.
Esta metodologia de seguimiento se basé en una adaptacién del enfoque propuesto por

Colquier (2017).

Tasa de extensién radial:

Usando la informacion sobre el crecimiento radial y el tiempo promedio de
colonizacion, se determiné la tasa de expansion radial mediante la aplicacion de la siguiente
ecuacion y se expresa en milimetros, que fue propuesta por Angulo y colaboradores (2022).
La férmula utilizada para la determinacion de la Tasa de expresion radial consiste en restar
el valor del diametro final de la colonia (mm) menos el didmetro inicial (mm) dividirlo por la
resta del tiempo final de la incubacion (Horas) menos tiempo inicial de incubacion (tiempo

cero).
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Evaluacion de viabilidad de R. solanacearum

Para evaluar la viabilidad de la bacteria R. solanacearum, se empled una
metodologia de resiembra utilizando el medio de cultivo TTC, tal como se describe en el
trabajo de Lépez-Nieto (2020). El procedimiento involucré la obtencién de una muestra del
cultivo dual de hongos después de un periodo de incubacion de 120 horas. Posteriormente,
esta muestra se inocul6 utilizando la técnica de estria en el medio de cultivo TTC, seguida
de un proceso de incubacion a una temperatura constante de 28°C, como se detalla en el

estudio de Cruz (2023).

Se llevaron a cabo observaciones en intervalos de tiempo especificos,
concretamente a las 24, 42 y 72 horas posteriores a la inoculacién. En caso de que el
patégeno mantuviera su viabilidad, se pudo apreciar el desarrollo de colonias bacterianas
en el medio. Un aspecto caracteristico de estas colonias fue el cambio de color, pasando de
ser blancas a tonos rojizos. Esta modificaciéon en la coloracion de las colonias se debe a la
oxidacién del medio de cultivo, un proceso catalizado por las bacterias presentes. Este
cambio de coloracién se convierte en un indicador confiable de la viabilidad del patégeno

evaluado, tal como se ha sefalado en la investigacion de Florez (2019).

Finalmente, se informaron los resultados de la viabilidad del patégeno mediante el
uso de un grado de viabilidad de cepas bacterianas modificado, conforme a lo propuesto por

Ezziiyyani et al. (2004) y Astorga-Quirés et al. (2014).
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Tabla 1.

Escala para evaluacion de la viabilidad de R. solanacearum

viabilidad de R. solanacearum Grado de
Viabilidad
Ninguna invasion de la superficie de R. solanacearum 0
Y4 Invasion de la superficie de R. solanacearum 1
% Invasion de la superficie de la R. solanacearum 2
Total invasion de la superficie de R. solanacearum 3
Invasion de la superficie de R. solanacearum y esporulacion 4

Nota. Tabla modificada de Ezziiyyani et al. (2004) y Astorga-Quirés et al. (2014).

Capitulo IV: Resultados y Discusion
Resultados

Curva de crecimiento del microrganismo del patégeno

Macagnan et al. (2017) trazaron la curva de crecimiento de la cepa de Ralstonia
solanacearum para analizar su desarrollo en funcién del tiempo de fermentacion.
Concluyeron que la fase exponencial se produjo a las 8 horas, seguida de una fase
estacionaria que se mantuvo durante un periodo que abarcé desde las 22 hasta las 28
horas de cultivo. Por consiguiente, se seleccioné un tiempo de 24 horas para analizar los
resultados de la densidad 6ptica (OD). Estos pardmetros y proporcionaron una
representacion visual de la curva de crecimiento del microorganismo, permitiendo una mejor
comprension de su comportamiento a lo largo del tiempo de fermentacion (Macagnan et al.,

2017).
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Curva de crecimiento del microrganismo
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horas en el eje X proporcionando una representacion visual de la curva de crecimiento del
microorganismo, permitiendo una mejor comprension de su comportamiento a lo largo del

tiempo de fermentacion (Macagnan et al., 2017).

Identificacion de Ralstonia solanacearum mediante pruebas fenotipicas y
bioguimicas.

Mediante las pruebas fenotipicas y bioquimicas se determind la presencia de la
bacteria Ralstonia solanacearum. Estas actividades se ejecutaron siguiendo los protocolos
establecidos en el Plan de Accién para el Control de Ralstonia solanacearum raza 2, edicion
No. 2 emitida por AGROCALIDAD (2021). Las muestras recolectadas fueron transportadas
y procesadas en el Laboratorio de Diagnéstico Vegetal de Fitopatologia de la Agencia.
Posteriormente, se proporcioné un medio de cultivo conteniendo el posible fitopatégeno al
Laboratorio de Diagnéstico Animal de Microbiologia la cual fue codificada como CPO1,
donde se dio inicio al proceso de identificacion de la bacteria Ralstonia solanacearum a

través de pruebas fenotipicas y bioquimicas.

En relacion a la identificacion fenotipica, se realizé una tincion Gram utilizando una

pequeria colonia obtenida del medio de cultivo proporcionado por el laboratorio de
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Diagndstico Vegetal de Fitopatologia. La observacion microscoépica revel6 la presencia de
una bacteria Gram negativa con forma de bacilo flagelado. Ademas, se emple6 una prueba

de hidréxido de potasio (KOH) como test de confirmacion para bacterias Gram negativas.

La prueba de flujo bacteriano también se realizé, dando como resultado una
reaccion positiva observandose una secrecion viscosa y blanquecina en forma de hilos de
exudado bacteriano. Ademas, al aplicar peroxido de hidrégeno a una pequefia colonia de la
muestra, se observo la liberacion de burbujas, lo que indica una reaccion positiva para la

enzima catalasa.

La identificacion del tipo de cepa se realizé mediante la implementacién de medios
diferenciales, mediante el uso del medio TTC. En presencia de Ralstonia solanacearum, se
observo un cambio en la coloracion de las colonias, pasando de blanco a rojo.
Adicionalmente, una muestra de la cepa se inoculé en PDA. El patron de crecimiento
bacteriano que se manifest6 en este medio indic6 que se trataba de una cepa virulenta.

Esta inferencia se basa en caracteristicas morfolégicas especificas como la coloracién,
bordes irregulares y la apariencia de las colonias, que presentaban una textura mucoide,
aspecto cremoso Y fluidez, todo ello contribuyendo a un aspecto opaco. Como ultima prueba
fenotipica, se llevd a cabo la prueba de oxidasa, la cual arrojo un resultado positivo, debido

a que se produjo un cambio de coloracién hacia el tono purpura azulado.

Para llevar a cabo la identificacion bioquimica se empled una bateria de seis pruebas
bioquimicas. Simmons Citrato Agar, Motilidad-Indol-Ornitina descarboxilasa (MIO Medio),
Superficie/Profundidad-Produccion de Gas-Producciéon de SH2 (TSI Agar) y SH2-Indol-

Motilidad (SIM Medio).

Tabla 2.

Identificacién de Ralstonia solanacearum mediante pruebas fenotipicas y bioquimicas
Muestra Cepa CPO1
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Repeticiones (n)

nl n2 n3
Pruebas bioguimicas
MIO Motilidad + + +
Indol - - -
Ornitina descarboxilasa + + +
TSI Superficie/profundidad K/A K/A K/A
Produccion de gas - - -
Produccion de SH2 - - -
SIM SH2 - - -
Indol - - -
Motilidad + + +

realizadas a la misma muestra CP01, con tres repeticiones.

Aislamiento de microorganismos potencialmente antagonistas

Nota: La tabla muestra los resultados de las pruebas bioquimicas MIO, TSI y SIM

Al término de la investigacion, se logrd llevar a cabo el aislamiento de un total de

doce cepas, abarcando un espectro que incluye géneros como Bacillus spp., Pseudomonas

spp., Actinomicetos spp, Beauveria spp., Penicillium spp., Metarhizium spp. y Trichoderma

spp. Estas cepas fueron obtenidas de diversas fuentes, como suelo, material vegetal y

compostaje. Cepas demostraron presentar un potencial antagonista contra de Ralstonia
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solanacearum. Con el fin de facilitar su identificacion y seguimiento, las cepas identificadas
como portadoras de esta propiedad fueron etiquetadas y codificadas con las designaciones:
CAO01, CA02, CA03, CA04, CAD5, CAO6, CA08, CA09, CA10, CAll, CA12y CA13. Este
proceso de clasificacién y codificacion permitié una organizacion precisa y sistémica de las

cepas identificadas como poseedoras de caracteristicas antagonistas.

Evaluacién la respuesta antagonista

De las tres técnicas empleadas en la etapa preliminar para evaluar la capacidad
antagonista de los microorganismos frente al fitopatégeno, se optd por seleccionar la
técnica de cultivos duales, aplicable a todas las cepas aisladas. Esta eleccién se realizé con
el propadsito de llevar a cabo la evaluacion in vitro de los antagonistas. Esta decision se
fundamento en la observacion de una inhibicion més evidente de Ralstonia solanacearum
por parte de los microorganismos aislados en comparacion con las otras alternativas

consideradas.

Fue evaluado uno por uno el porcentaje de colonizacién de cada cepa con
capacidad antagonista contra el fitopatégeno. Ademas, se incluy6 en el estudio un grupo de
control que consistia exclusivamente en la cepa antagonista. Este grupo de control
desempefié un papel fundamental al actuar como punto de referencia para cuantificar la
colonizacién del microorganismo en el medio de cultivo PDA, en ausencia de la presencia
de Ralstonia solanacearum. Cada porcentaje fue calculado 24, 48,72,96,120 horas después

de la inoculacién de la cepa en el medio de cultivo con el fitopatégeno.

Donde se obtuvo los siguientes resultados de cada cepa:
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Figura 10.

Cepa CAO01, Tiempo vs porcentaje de colonizacion.
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Nota: La grafica muestra el porcentaje de colonizacion de la cepa CAOL vs R.
solanacearum en color azul y en naranja el control del porcentaje de colonizacién de la cepa
CAO01 en ausencia del patdgeno. Los valores de colonizacién cada 24 horas fueron de 16
%, 28.67 %, 29.33%, 29.33%, 29.33%, respectivamente para CAOL vs R. solanacearum. Y

16%, 30%, 30%, 30%, 30%, para el control.
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Figura 11.

Cepa CA02, Tiempo vs porcentaje de colonizacion.
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Nota: La grafica muestra el porcentaje de colonizacion de la cepa CA02 vs R.
solanacearum en color azul y en naranja el control del porcentaje de colonizacién de la cepa
CAO02 en ausencia del patdgeno. Los valores de colonizacién cada 24 horas fueron de 12
%, 27.33 %, 43.33%, 53.33%, 53.33%, respectivamente para CA02 vs R. solanacearum. Y

12%, 30%, 44%, 58%, 58%, para el control.



63

Figura 12.

Cepa CAO03, Tiempo vs porcentaje de colonizacion.
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Nota: La grafica muestra el porcentaje de colonizacion de la cepa CA03 vs R.
solanacearum en color azul y en naranja el control del porcentaje de colonizacién de la cepa
CAO03 en ausencia del patdgeno. Los valores de colonizacién cada 24 horas fueron de 18
%, y se mantuvo constante en 20.66 % hasta las 120 horas para CA03 vs R. solanacearum.

18%, 18%, 22%, se mantuvo constante en 20.66 % hasta las 120 horas para del control.
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Figura 13.

Cepa CAO05, Tiempo vs porcentaje de colonizacion.
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Nota: La grafica muestra el porcentaje de colonizacion de la cepa CA05 vs R.
solanacearum en color azul y en naranja el control del porcentaje de colonizacién de la cepa
CAO05 en ausencia del patdgeno. Los valores de colonizacién cada 24 horas fueron de 22
%, y se mantuvo constante en 24% en las siguientes 120 horas para CA05 vs R.

solanacearum. Y 24%, en las siguientes 120 horas para del control.
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Figura 14.

Cepa CA06, Tiempo vs porcentaje de colonizacion.
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Nota: La grafica muestra el porcentaje de colonizacion de la cepa CA06 vs R.
solanacearum en color azul y en naranja el control del porcentaje de colonizacién de la cepa
CAO06 en ausencia del patdgeno. Los valores de colonizacién cada 24 horas fueron de 24
%, 24% y se mantuvo constante en 25.33 % hasta las 120 horas para CA06 vs R.

solanacearum. 24%, 24%, y se mantuvo constante en 28% hasta las 120 horas para del

control.



Figura 15.
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Cepa CA04, Tiempo vs porcentaje de colonizacion.
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Nota: La grafica muestra el porcentaje de colonizacion de la cepa CA04 vs R.

solanacearum en color azul y en naranja el control del porcentaje de colonizacién de la cepa

CAO04 en ausencia del patdgeno. Los valores de colonizacién cada 24 horas fueron de 14%,

27.33%, 46%, y se mantuvo constante en 73.33 % hasta las 120 horas para CA04 vs R.

solanacearum. 14%, 28%, 48%, y se mantuvo constante en 74% hasta las 120 horas para

del control.



Figura 16.

Cepa CA09, Tiempo vs porcentaje de colonizacion.
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solanacearum en color azul y en naranja el control del porcentaje de colonizacién de la cepa

CAO09 en ausencia del patégeno. Los valores de colonizacion cada 24 horas fueron de 0%,

4%, 10%, 30% y 34.66% para CAQ09 vs R. solanacearum. Y 0%, 4%, 14%, y 46% para del

control.
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Cepa CA10, Tiempo vs porcentaje de colonizacion.
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Nota: La grafica muestra el porcentaje de colonizacién de la cepa CA10 vs R.

solanacearum en color azul y en naranja el control del porcentaje de colonizacién de la cepa

CA10 en ausencia del patégeno. Los valores de colonizacion cada 24 horas fueron de 0%,

6.67%, 21.33%, 60.67% y 93.33% para CA10 vs R. solanacearum. 0%, 4%,10%, 20%, 70%

y 100% para del control.



Figura 18.

Cepa CAl1l, Tiempo vs porcentaje de colonizacion.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Colonizacién (%)

Nota: La grafica muestra el porcentaje de colonizacién de la cepa CA11 vs R.

CAll
40,667
,667
2-20,667
4,667
24 48 72 96 120
tiempo (h)

69

solanacearum en color azul y en naranja el control del porcentaje de colonizacién de la cepa

CA11 en ausencia del patégeno. Los valores de colonizacion cada 24 horas fueron de 0%,

4.667%, 20.667%, 30.66% y 40.66% para CA1l vs R. solanacearum. 0%, 8%, 20%, 32%,

44% para del control.
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Figura 19.

Cepa CAL13, Tiempo vs porcentaje de colonizacion.
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Nota: La grafica muestra el porcentaje de colonizacién de la cepa CA13 vs R.
solanacearum en color azul y en naranja el control del porcentaje de colonizacion de la cepa
CA13 en ausencia del patdgeno. Los valores de colonizacion cada 24 horas fueron de 0%
en las primeras 72 horas 6% en las restantes 120 horas para CA13 vs R. solanacearum.

0% en las primeras 48 horas, 6% las 72% y 8% en las restantes para 120 horas del control.



71

Figura 20.

Cepa CA08, Tiempo vs porcentaje de colonizacion.
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Nota: La grafica muestra el porcentaje de colonizacion de la cepa CA08 vs R.
solanacearum en color azul y en naranja el control del porcentaje de colonizacién de la cepa
CAO08 en ausencia del patégeno. Los valores de colonizacion cada 24 horas fueron de 0%
en las primeras 48 horas, 10% en 72 horas y 18% en las restantes 120 horas para CA08 vs

R. solanacearum. 0% en las primeras 48 horas, 10% las 72% y 72% en las restantes para

120 horas del control.
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Figura 21.

Cepa CA12, Tiempo vs porcentaje de colonizacion.
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Nota: La grafica muestra el porcentaje de colonizacién de la cepa CA12 vs R.
solanacearum en color azul y en naranja el control del porcentaje de colonizacién de la cepa
CA12 en ausencia del patdgeno. Los valores de colonizacion cada 24 horas fueron de 0% y
se mantuvo constante en las restantes 120 horas para CA12 vs R. solanacearum. 0% en

las primeras 48 horas, 24% las 72%; 38 y 46% respectivamente en las restantes para 120

horas del control.

De los doce microorganismos sometidos a evaluacién contra Ralstonia
solanacearum, Unicamente tres de ellos exhibieron una respuesta antagonista de
relevancia; especificamente, las cepas CA02, CA04 y CA10 para ello se emple6é Una
ANOVA y prueba de Kruskal-Wallis, un método no paramétrico adecuado para comparar

multiples grupos independientes cuando los datos no cumplen con los supuestos de

normalidad.
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Figura 22.

Comparacion porcentajes de Colonizacion mediante la prueba de Kruskal -Wallis
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Nota. Test ANOVA, prueba de Kruskal —Wallis para porcentajes de colonizacion de

potenciales microorganismos antagonistas vs R. solanacearum (H= 31.25, p < 0.05).

Donde los resultados de la prueba de indicaron que existe una diferencia
estadisticamente significativa en los porcentajes de colonizacién entre los microorganismos
evaluados (H= 28.49, p < 0.05). Las cepas CA02, CA04 y CA10 que presentaron mejor
respuesta antagonista, lo hicieron a través de un mecanismo de competencia directa con el
fitopatdgeno por recursos, tanto por espacio como por nutrientes. Este fenébmeno se alinea
con la conceptualizacién planteada por Droby y colaboradores (2009), quienes caracterizan
el antagonismo por competencia como la concurrencia en la demanda de recursos iguales o
equivalentes por parte de dos 0 mas poblaciones microbianas, siempre y cuando la
utilizaciéon de tales nutrientes resulte en una reduccidn, control o inhibicién del crecimiento
de los restantes microorganismos presentes, resultando en una disminucién consecuente
tanto de la cantidad como del espacio disponible para los organismos remanentes (Droby et

al. 2009).
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Figura 23.

Respuesta antagonista - Colonizacion (%) vs. Cepas Antagonista
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También se obtuvieron los resultados de la evaluacién de las cepas CA02, CA04 y
CA10 en términos de su respuesta antagonista, utilizando la métrica de tasa de extension

radial, asi como el porcentaje de colonizacién obtenido para cada cepa.

En primer lugar, se examind la tasa de extensién radial como un indicador clave de
la capacidad antagonista de las cepas. Los resultados indicaron que la cepa CA02 exhibio
una tasa de extension radial promedio de 0.215 (mm horas”®-1) £ 0.006, lo que sugiere una

respuesta moderada pero significativa en términos de inhibicion del crecimiento.

Por su parte, la cepa CA04 mostré una tasa de 0.304 (mm horas *-1) + 0.006, lo que

indica una mayor capacidad antagonista en comparacion con la cepa CA02.

Sin embargo, la cepa CA10 presento la tasa mas alta, registrando 0.483 (mm horas
A-1) +0.006, lo que sugiere una fuerte respuesta antagonista y una mayor capacidad de

inhibicion del crecimiento de la poblacién objetivo.

En segundo lugar, se procedi6 a evaluar el porcentaje de colonizacién de las cepas
CA02, CA04 y CAL10. Estos valores proporcionan informacién valiosa sobre la capacidad de
cada cepa para colonizar el entorno especifico del huésped. Los resultados mostraron que
la cepa CAO02 logré una colonizacion del 53.33% + 0.057, indicando una presencia

sustancial en el nicho ecolégico estudiado. Por otro lado, la cepa CA04 demostré un nivel



75

aun mayor de colonizacién, con un porcentaje del 73.33% + 0.6, lo que sugiere una
adaptacion exitosa al ambiente y una presencia dominante. Por ultimo, la cepa CA10
exhibié la colonizacion mas significativa, alcanzando un porcentaje del 93.33% + 0.577, lo

gue refleja su fuerte habilidad para establecerse en el entorno huésped.

No obstante, se procedi6 a llevar a cabo un analisis mediante la prueba de Kruskal-
Wallis para contrastar las variaciones en el porcentaje de colonizacion entre las cepas
CA02, CA04 y CAL0. Los resultados revelaron que no se encontraban diferencias
sustanciales y estadisticamente significativas en el porcentaje de colonizacién entre las tres

cepas evaluadas (H = 0.6987, p = 0.7267).

Figura 24.

Comparacion porcentajes de Colonizacion mediante la prueba de Kruskal -Wallis de las

cepas CA02, CA04, CA10
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Nota. Test ANOVA, prueba de Kruskal —Wallis para comparacion entre los mejores
porcentajes de colonizacion de potenciales microorganismos antagonistas vs R.
solanacearum (H = 0.6987, p = 0.7267).
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Viabilidad in vitro de la cepa de Ralstonia solanacearum

En la evaluacién de la viabilidad, se realizé una comparacion con la tabla de
viabilidad propuestas por Ezziiyyani et al. (2004) y Astorga-Quirés et al. (2014), en conjunto
con los resultados obtenidos en el laboratorio. En el ensayo con la cepa CA02, a pesar de
haber logrado un porcentaje de colonizacion significativo, el fitopatdgeno aun mostraba
viabilidad después del enfrentamiento con la cepa antagonista. No obstante, su crecimiento
experimentaba una reduccién evidente en la caja de cultivo TTC, lo que condujo a una
clasificacion de viabilidad de grado 1. Similarmente, en el ensayo con la cepa CA04, se
observo un patrén similar. Aunque las colonias del fitopatdgeno presentaban un crecimiento
disminuido en la caja de cultivo, la cepa de Ralstonia solanacearum mantenia su viabilidad
en un grado 1. Por otro lado, el ensayo con la cepa CA10 mostré un comportamiento
distinto. La cepa patdgena R. solanacearum exhibié una viabilidad de grado cero. En
conjunto, los resultados revelan diferentes niveles de efectividad antagonista entre las
cepas CA02, CA04 y CA10. La cepa CA10 demostrd un efecto bactericida mas marcado, lo

gue sugiere su potencial como agente de control biolégico.

Caracterizacion de microorganismos antagonistas efectivos contra Ralstonia

Solanacearum

Tabla 3.

Caracterizacion fenotipica y bioquimica de Bacillus spp.

Repeticiones (n)

nl n2 n3

Pruebas morfoldgicas

Tincién Gram + + +
KOH - - -
Morfologia colonia No filamentosa No filamentosa No filamentosa
Coloracion Crema Crema Crema

Margen Entero Entero Entero
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Morfologia micro. bacilar bacilar bacilar
Esporas + + +
Pruebas Bioquimicas
Catalasa + + +
Oxidasa - - -
Urea - - -

Tabla 4.

Caracterizacion fenotipica y bioquimica de Bacillus spp.

Muestra

Repeticiones (n)

nl n2 n3
Pruebas morfoldgicas
Tincién Gram + + +
KOH - - -
Morfologia colonia Filamentosa Filamentosa Filamentosa
Coloracion Blanco Blanco Blanco
Margen Ondulado Ondulado Ondulado
Morfologia micro. bacilar bacilar bacilar
Esporas + + +
Pruebas Biogquimicas
Catalasa + + +
Oxidasa - - -
Urea - - -

Tabla 5.

Caracterizacion fenotipica y bioquimica de Bacillus spp.

Muestra

Repeticiones (n)

nl

n2

n3
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Pruebas morfoldgicas
Tincion Gram + + +
KOH - - -
Morfologia colonia Filamentosa Filamentosa Filamentosa
Coloracion Blanco Blanco Blanco
Margen Ondulado Ondulado Ondulado
Morfologia micro. bacilar bacilar bacilar
Esporas + + +
Pruebas Bioquimicas
Catalasa + + +
Oxidasa - - -
Urea - - -

Tabla 6.

Caracterizacion fenotipica y bioquimica de Actinomicete spp.

Muestra

Repeticiones (n)

nl

n2

n3

Pruebas morfoldgicas

Tincién Gram

+

KOH

Morfologia colonia

Seca-rugosa

Seca-rugosa

Seca-rugosa

Morfologia micro.

Filamentosa

Filamentosa

Filamentosa
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Geosmina + + +

DRBC - - -

Pruebas Bioquimicas

Catalasa + + +

Oxidasa - - -

Produccion de gas - - -

Tabla 7.

Caracterizacion fenotipica y bioquimica de Pseudomona spp.

Muestra Cepa CAO5 (Pseudomonas spp.)

Repeticiones (n)

nil n2 n3

Pruebas morfoldgicas

Tincién Gram - - -
Morfologia colonia Lisas Lisas Lisas
Coloracion Claro Claro Claro
Margen Mucoide Mucoide Mucoide
2-aminoacetofenona + + +
Morfologia micro. Baston Baston Baston
Esporas - - -

Pruebas Bioquimicas

Catalasa + + +

Oxidasa + + +




80

Urea

Tabla 8.

Caracterizacion fenotipica y bioquimica de Pseudomona spp.

Muestra

Cepa CA06 (Pseudomonas spp.)

Repeticiones (n)

nl n2 n3
Pruebas morfoldgicas
Tincion Gram - - -
Morfologia colonia Lisas Lisas Lisas
Coloracion Claro Claro Claro
Margen Mucoide Mucoide Mucoide
2-aminoacetofenona - - -
Morfologia micro. Baston Baston Baston
Esporas - - -
Pruebas Bioquimicas
Catalasa + + +
Oxidasa + + +

Urea




Tabla 9.

Caracterizacion fenotipica y bioquimica de Pseudomona spp.

Muestra

Repeticiones (n)

nl

n2

n3

Pruebas morfoldgicas

Morfologia colonia

Aterciopelada

Aterciopelada

Aterciopelada

Crecimiento Radial Radial Radial
Coloracion Verdosa Verdosa Verdosa
Conidios - - -
Morfologia micro. Fialides y Fialides y conidias Fialides y conidias
conidias

Hifas- septos

Hifas- septos

Hifas- septos

DRBC + + +
Tabla 10.
Caracterizacion fenotipica y bioquimica de Tricoderma spp.
Muestra
Repeticiones (n)
nl n2 n3
Pruebas morfolégicas
Morfologia colonia Aterciopelada Aterciopelada Aterciopelada
Crecimiento Radial Radial Radial
Coloracion Verdosa Verdosa Verdosa
Conidios + + +
Morfologia micro. Fialides y Fialides y conidias Fialides y conidias
conidias

Hifas- septos

Hifas- septos

Hifas- septos

DRBC

+

+

+




Tabla 11.

Caracterizacion fenotipica y bioquimica de Tricoderma spp.

Muestra
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Cepa CA11 (Trichoderma spp.)

Repeticiones (n)

nl

n2

n3

Pruebas morfoldégicas

Morfologia colonia

Aterciopelada

Aterciopelada

Aterciopelada

Crecimiento Radial Radial Radial
Coloracién Blanca Blanca Blanca
Conidios - - -

Morfologia micro.

Fialides y conidias

Fialides y conidias

Fialides y conidias

Hifas- septos

Hifas- septos

Hifas- septos

DRBC + + +
Tabla 12.
Caracterizacion fenotipica y bioquimica de Penicillium spp.
Muestra Cepa CAO08 (Penicillium spp.)
Repeticiones (n)
nl n2 n3

Pruebas morfolégicas

Morfologia colonia

Aterciopelada

Aterciopelada

Aterciopelada

Crecimiento Radial irregular Radial irregular Radial irregular
Coloracion Azul verdosa Azul verdosa Azul verdosa
Conidios + + +
Morfologia micro. Conidias Conidias Conidias
DRBC + + +




Tabla 13.
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Caracterizacion fenotipica y bioguimica de Metharizium spp.

Muestra

Cepa CA12 (Metarhizium spp.)

Repeticiones (n)

nl n2 n3
Pruebas morfoldgicas
Morfologia colonia Algodonosa Algodonosa Algodonosa
Crecimiento Radial Radial Radial
Coloracion Beige Beige Beige
Conidios + + +
Morfologia micro. forma de racimo forma de racimo forma de racimo
DRBC + + +
Tabla 14.

Caracterizacion fenotipica y bioquimica de Beauveria spp.

Muestra

Cepa CA13 (Beauveria spp.)

Repeticiones (n)

nl

n2 n3

Pruebas morfoldgicas

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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Discusion

La evaluacion fenotipica de Ralstonia solanacearum ha sido fundamental en la
investigacion, permitiendo caracterizar este patégeno de manera precisa. En primer lugar,
varios estudios, como los realizados por Sanchez (2021) y Blanco et al. (2021), destacan la
morfologia tipica de R. solanacearum, describiéndola como un bacilo con flagelos que le
confieren movilidad. Esta caracteristica se alinea con su clasificacion taxonomica como una
bacteria Gram negativa, como lo confirma la tendencia a tefirse de rosa durante la tincién

de Gram.

Para confirmar la identificacién de bacterias Gram negativas, la prueba de KOH,
introducida por Camino (2018), se ha revelado como una herramienta valiosa. Esta prueba
se basa en la interaccién entre la pared celular bacteriana y el hidréxido de potasio,
desencadenando la desnaturalizacién de la pared y la liberacién de material citoplasmatico,

lo que resulta en una solucion viscosa, como lo explican Sharma y Singh (2019).

La capacidad de R. solanacearum para generar hebras de exudado viscoso en
presencia de agua, como sefialan Patrice (2009) y Castafieda (2005), es otro rasgo
distintivo importante. Esta habilidad le permite moverse entre huéspedes durante
inundaciones, haciendo que la prueba de flujo bacteriano sea una herramienta valiosa tanto

en el campo como en el laboratorio.

Otra prueba bioquimica destacada es el test de oxidasa, como indic6 Espinal (2005).
La produccién de la enzima oxidasa por parte de R. solanacearum se ha confirmado, y esta
prueba es crucial para diferenciar esta bacteria de otros microorganismos, ya que participa
en reacciones de transferencia de electrones, como argumentan Espinal (2005) y Fornos

(2021).

El medio TTC, recomendado por Flores (2019), ofrece informacion adicional al
evaluar la viabilidad bacteriana a través de un cambio de color causado por la actividad

metabdlica de la bacteria. Ademas, la morfologia de la colonia bacteriana proporciona pistas
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importantes sobre la virulencia, como lo destacan Blanco y colaboradores (2021) y Denny

(2007).

La fermentacion de glucosa, confirmada por Castro y colaboradores (2006), se erige
como una caracteristica metabdlica distintiva de R. solanacearum, contribuyendo a su
diferenciacion de otros microorganismos. La ausencia de la capacidad para generar gas y
sulfuro de hidrégeno, como también sefialado por Castro y colaboradores (2006), refuerza

la especificidad en la identificacion.

Por ultimo, la prueba MIO Medio, sugerida por Ortega y su equipo (2009), ha sido util
para caracterizar R. solanacearum, al confirmar la presencia de flagelos y la falta de
produccion de indol. Ademas, la enzima ornitina descarboxilasa, mencionada por Ortega y
colaboradores (2009), desempefia un papel crucial en la fermentacion de glucosa, lo que

subraya su importancia en la identificacion precisa de este patégeno.

En la evaluacién de las cepas CA01, CA03, CA05, CA09, CA10, CAl1l, CA13, CAO8
y CA12, se pudo constatar que presentaron un nivel reducido de colonizacion. Esta
caracteristica condujo a la ausencia de la inhibicion de R. solanacearum en las condiciones
evaluadas, lo que seguin Obregon (2009) es un comportamiento esperado en cepas
bacterianas y fungicas que se enfrentan por primera vez a un patégeno . Por otra parte, se
pudo observar la formacién de un biofilm producido por el fitopatégeno al tener interaccion
con las cepas antagonistas. Fendmeno que se ha mencionado en trabajos anteriores, como
el estudio de Obregon (2009), menciona que este fitopatdgeno posee una serie de
mecanismos de supervivencia que le confieren una ventaja competitiva frente a otros
microorganismos. Estos mecanismos, comunmente denominados factores de virulencia, no
solo estan relacionados con su virulencia intrinseca, sino que también desempefian un
papel defensivo. Postulado que es también confirmados por Sanabria (2014) quien

menciona que estos factores de virulencia son los mecanismos con los cuales R.
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solanacearum obtiene ventaja al infectar una planta o un sustrato frente a otros

microorganismos.

En su investigacion, Obregon (2009) postula la existencia de tres tipos de
polisacéridos extracelulares (EPS) producidos por el fitopatégeno: N-acetil galactosamina,
desoxi-L-acido galacturénico y trideoxi-D-glucosa. EI monosacéarido N-acetil galactosamina
contribuye significativamente a la formacién y estabilidad del biofilm, proporcionando
propiedades adhesivas a la matriz de EPS. Esta adherencia eficaz a las superficies resulta

crucial para la colonizacion de plantas huésped y otros sustratos relevantes (Siri, 2010).

En relaciéon con la estructura tridimensional del biofilm, el desoxi-L-acido
galacturénico desempefia un papel fundamental. Esta estructura contribuye a la formacion
de una matriz de biofilm que, a su vez, actia como una barrera protectora contra factores
ambientales adversos y microorganismos competidores. Esta funcién protectora es esencial

para el éxito de R. solanacearum en su entorno (Llerena, 2019).

Asimismo, la trideoxi-D-glucosa, componente adicional de la matriz de biofilm, aporta
una dimension de diversidad a la estructura. Se presume que esta diversidad podria permitir
a las bacterias adaptarse a diversas condiciones ambientales, lo que podria impactar en la
tasa de colonizacién de las cepas antagonistas estudiadas. En resumen, la matriz de biofilm
formada por estos componentes de EPS beneficia a R. solanacearum en varios aspectos
clave, incluyendo adhesion, colonizacién, proteccion y adaptacion (Acufia, 2014). Razén por
la cual la respuesta del control es mayor en términos de colonizacién debido a que no se
presentaba ninguna respuesta que interfiriera en el desarrollo de cada microorganismo

evaluado.

Existio diferencia significativa en cuanto a la respuesta antagonista referente al
porcentaje de colonizacién de cada microorganismo, cepas: CAO01 con 29.33 %, CA02
53.33%, CA03 20.66%, CA05 24%, CA06 28%, CA04 73.33, CA09 36.66%, CA10 60.67%,

CA11 40.66%, CA13 8%, CAO08 18%, CA12 46% (H=28.49, p <0.05), lo cual es
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comportamiento que se espera de microorganismos silvestre y que tiene relacion por lo
citado por Morales (2016) quien menciona que cada microorganismo esta sujeto a
condiciones especificas que le permiten desarrollarse, lo que le otorga la capacidad de
sobrevivir frente a otro microorganismo presente, si estas condiciones no son las idéneas se
vera reflejado en la capacidad de reproducirse y nutrirse con valores menores al 50 % de

colonizacién en caja Petri .

En cuanto a la evaluacion de la viabilidad se determiné que las dos sepas CA02 y
CAO04 no inhibieron al patégeno a diferencia de la cepa CA10 lo cual concuerda con los
hallazgos descritos por Fontecha (2015), quien menciona que muchos microorganismos
antagonistas ejercen efectos tanto bactericidas como bacteriostaticos. El efecto bactericida
implica la completa inhibicion del crecimiento y reproduccion del patdégeno, mientras que el
efecto bacteriostatico controla la nutricién y reproduccion del patdgeno mediante el
antagonista. Este fendmeno puede llevar a la recuperacion del patégeno si el antagonista
es eliminado Fontecha (2015). En contraste, el efecto bactericida resulta en la completa
erradicacion del patégeno. Estos resultados se alinean con los aportes de Astorga-Quirés y
sus colaboradores (2013), quienes sefialan que este comportamiento es mas comun en

hongos altamente competitivos.

Para la caracterizacion de las cepas antagonistas se pudo determinar que la cepa
CAO02 pertenece al género Bacillus spp. Al comparar estos hallazgos con las investigaciones
y pruebas bioquimicas previas realizadas por Sosa (2011) y Bozzetta (2017). Tambien la
cepa CA04 coinciden con lo reportado por Salazar y sus colegas (2013) y Otero (2011)
referente al microorganismo perteneciente al género Actinomycetes spp. Adicional la
descripcion morfoldgica obtenida del hongo CA10 coincidié con los detalles reportados por
Umafa (2019) y Vélez (2019) identificandolo como un hongo perteneciente al género

Trichoderma spp.
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Capitulo V: Conclusiones
El presente estudio se centrd en la evaluacion de microorganismos antagonistas para el
control biolégico in vitro de Ralstonia solanacearum. Mediante el empleo de pruebas
fenotipicas y bioguimicas, se ha logrado identificar de manera precisa y confiable la
presencia de Ralstonia solanacearum en muestras de musaceas con sintomatologia de
Moko. Los microorganismos obtenidos 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.,

Dentro de estas cepas, se destaca el comportamiento antagonista de las cepas CA02,
CA04 y CA10, caracterizado por una competencia exitosa con R. solanacearum. El
porcentaje de colonizacién observados fueron del 53.33%, 73.33% y 92.67% (p>0.05)
respectivamente, sin evidencia estadistica de diferencias significativas. Al confrontar estas
cepas con R. solanacearum, se ha registrado una reduccion significativa en la viabilidad del
patdégeno. Especificamente, se observo un grado de viabilidad de R. solanacearum de 0, 1y

1 posterior al enfrentamiento con las cepas CA02, CA04 y CA10, correspondientemente.

Es importante resaltar que las cepas CA02 pertenece al género Bacillus spp., CA04 a
Actinomicetos spp. y CA10 al género Trichoderma spp. Estas cepas presentaron un control
efectivo sobre la viabilidad de R. solanacearum, demostrando su potencial como agentes de
control bilégico in vitro de Ralstonia solanacearum. A pesar de que no se evidenciaron
diferencias estadisticamente significativas en los porcentajes de colonizacion entre las
cepas antagonistas CA02, CA04 y CA10 (p=0.7267), sus altas tasas de control sobre la
viabilidad del patégeno subrayan su promisoria aplicacion en estrategias de manejo

fitosanitario.

Capitulo VI: Recomendaciones
En conjunto, estas investigaciones delinean las complejidades de la caracterizacion

bioquimica de R. solanacearum, por lo que se recomienda y se subraya la importancia de
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un enfoque integral y multiples pruebas para la identificacién precisa de este fitopatdgeno,
en aras de fortalecer la comprension en el campo de la biotecnologia y la fitopatologia. A su
vez se recomienda implementar nuevas metodologias para la inhibicion de Ralstonia
solanacearum como la produccidén en masa de metabolitos secundarios o agentes

antimicrobianos.

Se sugiere que se realicen estudios adicionales para evaluar la eficacia de estas
cepas en condiciones de campo, a fin de validar su capacidad para mitigar eficazmente la
propagacion de R. solanacearum en situaciones reales de cultivo. Ademas, se recomienda
llevar a cabo investigaciones mas profundas para comprender los mecanismos moleculares
subyacentes a la interaccion entre las cepas antagonistas y el patégeno, lo que podria
permitir una optimizacién aiin mayor de las estrategias de control biologico. En ultima
instancia, la aplicacion de estas cepas en programas de manejo fitosanitario podria
contribuir significativamente a la sostenibilidad y salud de los cultivos de musaceas,
reduciendo la dependencia de productos quimicos y minimizando los impactos ambientales

asociados.

También se recomienda tomar las medidas de bioseguridad necesarias para el
trabajo con este fitopatégeno ya que al ser un microorganismo biotréfico, el ser humano
puede actuar como un vector y diseminar el microorganismo, lo que puede concluir con

contagios en plantaciones aledafias.
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