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RESUMEN

Ralstonia solanacearum es una bacteria fitopatégena causante de la marchitez bacteriana.
En cultivos de banano se conoce como la enfermedad del Moko y se caracteriza por
marchitez general de la planta y maduraciéon prematura del fruto. El inico método de
control consiste en la erradicacién de plantas afectadas e implementa una cuarentena de
minimo seis meses. Dada la capacidad adaptativa del patégeno en diferentes ambientes es
dificil encontrar métodos que garanticen su completa erradicaciéon con este método de
control, por lo cual se vienen estudiando nuevas alternativas que buscan atacar
directamente a la bacteria. Buscando dar solucién a este problema, en el presente trabajo
se logr6o estandarizar un modelo de microcosmos de suelo para la evaluaciéon de
compuestos con actividad contra R. solanacearum AW1, el cual consta de un sistema
cerrado en envases de vidrio de 250 mlL, trabajado con 50 g de suelo estéril a una
temperatura de 302C, humedad entre el 60-70% y ciclos de luz de 12 horas. Se evaluaron
tres tipos de sustratos para determinar el tamafio de poblaciéon de R. solanacearum en el
tiempo. Los resultados evidenciaron que la bacteria se mantuvo en una poblaciéon
promedio de 1.9 x 108 UFC/g suelo, y este valor no variaba significativamente entre cada
tratamiento durante dos meses evaluados. Ademdas para darle validez al modelo
estandarizado, se evalud el efecto de tres concentraciones del antibidtico tetraciclina
(1000 ppm, 2500 ppm y 5000 ppm) sobre el tamafio de poblacién de R. solanacearum,
obteniendo que hasta el séptimo y décimo dia posterior a la infeccion para las
concentraciones de 2500 ppm y 5000 ppm respectivamente, no hubo crecimiento del
patégeno. Sin embargo al transcurrir mas dias de evaluacién se obtuvo una alta
concentraciéon de la bacteria en todos los tratamientos, posiblemente debido a la

generacion de resistencia al antibidtico por parte de R. solanacearum AW1.

Palabras claves: Ralstonia solanacearum, microcosmos, suelo, tetraciclina
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INTRODUCCION

La economia colombiana se centra en gran parte en la agricultura, especialmente en
cultivos de cafia de azucar, platano, banano, café, flores, entre otros, tanto para consumo
interno como para exportacion (AUGURA, 2013). En 2012, el banano fue destacado como
el octavo producto de mayor producciéon en Colombia, aportando 502,421 mil délares en
ese afio (FAO, 2014). Para el 2013 el banano y platano participaron con el 1.5% de las
exportaciones totales Colombianas, proporcionando para el final del afio una exportaciéon
de banano equivalente a 96 millones de cajas de 18.14 Kg y de platano equivalente a 4.8
millones de cajas de 23.24 Kg (AUGURA, 2014). Estos productos son de gran aporte para la
economia Colombiana y su produccién contribuye a la generaciéon de empleo y el
crecimiento socio-econémico del pais (Perea et al, 2011). Actualmente el banano presenta
limitaciones en su produccién por problemas fitosanitarios y problemas relacionados con
el clima y la calidad de suelo (Arias et al., 2004). Dentro de los problemas fitosanitarios se
encuentra la enfermedad del Moko causada por la bacteria Ralstonia solanacearum. Esta
enfermedad es limitante para el desarrollo de los cultivos porque causa la marchitez
general de la planta y sus métodos de control causan grandes pérdidas econdmicas

(Belalcazar et al., 2004).

La enfermedad del Moko ha presentado dificultades en su control debido a que R
solanacearum tiene la capacidad de adaptarse a diferentes ambientes y puede sobrevivir
en el suelo y fuentes de agua por largos periodos de tiempo (Alvarez et al., 2010). El tinico
método de control integra un proceso cultural y quimico, el cual consiste en detectar un
foco de infeccion y erradicar todas las plantas hospederas del patégeno en una area de 5
metros con glifosato al 20%. La zona de erradicacién debe permanecer en cuarentena por
un periodo de 6 meses para que la bacteria pueda ser eliminada por déficit de alimento en
el area afectada. Esto da como resultado unos tiempos muertos de produccion de las zonas
afectadas con pérdidas econdémicas de aproximadamente $5,400,000/ha/afio (Belalcazar
et al., 2004; Bornacelly and Mena, 2010; Bornacelly, 2011; Villegas, 2012). Sin embargo
estos métodos no son totalmente efectivos por la capacidad adaptativa de la bacteria en el
suelo y las fuentes de agua. Ademas la facil diseminacidén por medio de animales, personas,
herramientas, material vegetal y el riego del cultivo limitan el control adecuado de esta

bacteria (Bornacelly and Mena, 2010; Munar-Vivas et al., 2010).
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Por esta razoén, Colombia estd trabajando en algunas investigaciones con potenciales
agentes de control biolégico (ACBs) que puedan atacar directamente sobre el patégeno y
disminuir la cantidad de su in6culo en el suelo, reduciendo asi los tiempos de cuarentena
(Ongena et al., 2007; Yang et al., 2012). Hasta ahora para esta enfermedad y este tipo de
cultivo no se ha determinado un método que permita evaluar ACBs contra R. solanacearum
directamente en el suelo. La mayoria de los agentes de control con potencial para el
control de R. solanacearum son evaluados en a nivel in vitro y no en sistemas similares a
los sustratos donde se desarrolla un patégeno (Ongena et al., 2007; Schonfeld et al., 2003b;
Yang et al,, 2012). Por lo anterior, este trabajo busca estandarizar un modelo que permita
evaluar en una matriz de suelo a nivel de microcosmos para evaluar en un futuro
diferentes productos para el control de esta bacteria fitopatégena en matriz similar al

sustrato donde se desarrolla esta bacteria.
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1. OBJETIVOS

1.1. GENERAL

Determinar el efecto del tipo de suelo y la tetraciclina sobre el tamafio de las poblaciones

de Ralstonia solanacearum para estandarizar un modelo de microcosmos.

1.2. ESPECIFICOS

e Aislar y caracterizar una coleccién de R. solanacearum de cultivos de banano por

pruebas morfolégicas, moleculares y de patogenicidad.

e Evaluar el efecto de diferentes sustratos sobre el tamafio de poblacién de R

solanacearum a nivel de microcosmos.

e Evaluar el efecto de la tetraciclina sobre el tamafio de la poblacién de R. solanacearum

en el modelo de microcosmos previamente seleccionado.
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2. MARCO TEORICO

2.1. GENERALIDADES DE Ralstonia solanacearum

Ralstonia solanacearum es una beta-proteo bacteria, transmitida por el suelo (Alvarez et
al., 2010) y causante de la marchitez bacteriana con un amplio rango de hospederos en el
mundo (Denny, 2006; Kang et al., 2002). Esa bacteria ataca alrededor de 250 especies de
plantas entre ellas 55 familias botanicas, de las que se destacan el tomate, papa, banano,
platano, heliconia, tabaco, berenjena, mani y otras pertenecientes en su mayoria a las

familias de las Solanacea y Musacea (Alvarez etal, 2010; N'guessan et al., 2013).

La enfermedad se presenta como una marchitez generalizada en la mayoria de hospederos
susceptibles, sin embargo diferentes nombres son a menudo usados dependiendo del
cultivo afectado. En cultivos de Musa spp. la enfermedad ha sido conocida como el Moko y
en cultivos de papa se ha denominado como la pudricién parda de la papa (Denny, 2006).
La enfermedad del arbol del clavo en Sumatra y la enfermedad BDB (Blood desease bacteria)
del banano en Indonesia también se agrupan a esta especie bacteriana (Peeters et al, 2013).
Por esta razdn, las cepas de R solanacearum se han denominado como un complejo de
especies por su alta heterogeneidad de cepas y diversidad genética (Alvarez et al., 2010;

Genin and Denny, 2012).

Las primeras dos clasificaciones que se otorgaron al complejo R. solanacearum se
conocieron como razas y biovares; la clasificacion por razas se bas6 en el rango de
hospederos y especies de plantas que podia atacar como: Raza 1, 2, 3, 4 y 5. Dentro de esta
clasificacién la raza 2 fue restringida al banano triploide y heliconias y es causante de la
enfermedad del Moko (Alvarez et al.,, 2010; Chandrashekara et al., 2012; Gémez, 2005). La
clasificacién por biovares fue basada en la capacidad de las cepas de oxidar diferentes
hexosas como el manitol, sorbitol y dulcitol, metabolizar disacaridos como la lactosa,
maltosa y celobiosa, y la capacidad de producir nitrito a partir de nitrato y gas a partir de
éste ultimo (Genin and Denny, 2012; Schell, 2000). En este complejo bacteriano se ha
reconocido la existencia de 5 biovares, ademas de una variante tropical del biovar 2,
conocida como 2T (Genin and Denny, 2012). Sin embargo, la base genética de estas

clasificaciones es limitada, por lo cual Fegan y Prior (2005), propusieron una nueva
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clasificacién conocida como filotipo-secuevar basada en el andlisis genético del ADN de las
cepas. Estos andlisis fueron realizados principalmente con la secuencia de la region del
espaciador transcribible interno del 16S y 23S (ITS) y de los genes de virulencia como la
endoglucanasa (egl) y de patogenicidad (hrpB) (Fegan and Prior, 2005). Estos genes
permitieron reconocer cuatro grupos filogenéticos llamados filotipos, agrupaciéon que
correspondia al origen geografico de las cepas. Por ejemplo, las cepas provenientes de Asia
pertenecen al filotipo I, las de Norte y Sur América al filotipo II, las de Africa al filotipo Il y
las de Indonesia, Australia y Japén, al filotipo IV. Castillo y colaboradores en el 2007
usando multilocus sequence typing (MLST) propusieron una divisiéon para el filotipo II,

separando este grupo en 2 nuevos subgrupos; [IA y el [IB (Fegan and Prior, 2006).

Dentro de los cuatro filotipos se ha reconocido una gran variabilidad en algunos genes de
virulencia, lo cual ha separado los filotipos en agrupaciones conocidas como secuevares.
Los secuevares se han caracterizado principalmente por la variacion de los nucleoétidos del
gen de la endoglucanasa egl (Alvarez et al., 2010; Genin and Denny, 2012; Peeters et al.,
2013). Esta clasificacion de filotipo-secuevar es reconocida como monofilética y es

ampliamente aceptada en la actualidad (Remenan et al., 2011; Wicker et al.,, 2012).

2.2. CICLO BIOLOGICO DE R. solanacearum

R. solanacearum es una bacteria transmitida por el suelo que puede sobrevivir por largos
periodos de tiempo como saprofita. El ciclo bioldgico es complejo porque puede persistir
en diversos habitats como el suelo o agua, o de manera asintomatica en huéspedes
alternos hasta encontrar nuevamente un ambiente favorable y algiin huésped potencial el
cual colonizar (Alvarez et al., 2010; Denny, 2006; Genin and Denny, 2012). Esta bacteria
reconoce sus hospederos por compuestos liberados a través de las raices de las plantas y
esto la impulsa a moverse hasta llegar a las raices de manera natural (Peeters et al., 2013).
Una vez en la raiz, la bacteria puede ingresar por heridas fisicas o aperturas naturales y

comenzar su proceso de colonizacién y desarrollo de la enfermedad (Alvarez et al., 2010).
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El proceso que conlleva al desarrollo de la enfermedad incluye varios pasos y es
dependiente de la densidad celular y la comunicacién bacteriana (quérum sensing) (Genin
and Denny, 2012). La enfermedad inicia con la adherencia de la bacteria en las células de
la raiz lo cual activa una cascada de sefales en la célula del patdgeno para el proceso de
patogenicidad (Perea et al, 2011). Luego de la adherencia, R. solanacearum invade el
cortex a una baja densidad de la poblacién hasta colonizar el haz vascular, usando enzimas
degradadoras de pared celular. En el haz vascular, la bacteria aumenta su poblacién y
activa todos sus factores de virulencia como el exopolisacarido EPS I y la B-1,4-
endoglucanasa (Alvarez et al., 2010; Genin and Denny, 2012; Schell, 2000). Finalmente, la
planta muestra sintomas externos de amarillamiento, marchitamiento y colapso de las
hojas, terminando en su muerte (Bornacelly and Mena, 2010; Gémez, 2005; Merchan,
2003; Trust, 2010). En los cultivos de Musaceas también se puede notar una maduracion
prematura de los racimos y alta produccién del EPS dentro del fruto, razén por lo cual se la

asigna el nombre de Moko a esta enfermedad (Alvarez etal, 2010; Merchan, 2003).

Posterior a la muerte del hospedero, la bacteria se incorpora al suelo por el material
vegetal en descomposicion y puede sobrevivir alli por largos periodos de tiempo como
saprofito. También puede incorporase a los flujos de agua y por este medio dispersarse
hasta encontrar nuevos hospederos (Alvarez et al., 2010). Van Elsas y colaboradores en el
2001 mostraron que R. solanacearum puede sobrevivir en condiciones adversas a través
de su modificaciéon del metabolismo y entrando en un estado de latencia. En este proceso
la bacteria es viable pero no cultivable (VBNC) en sistemas de laboratorio. Estos estudios
evidencian la capacidad adaptativa de la bacteria para enfrentar condiciones adversas de
temperaturas y baja disponibilidad de nutrientes y energia (Caruso et al., 2005; van Elsas

etal,2001)
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2.3. CONTROL DE R. solanacearum

El método de control mas usado en la actualidad comprende la utilizacién de areas de
cuarentena en las zonas afectadas integrando un componente quimico y cultural. El
componente cultural se refiere a recomendaciones seguidas por el personal que busca
prevenir que la bacteria llegue y se disperse en el cultivo como: 1) Una desinfeccién de
herramientas con hipoclorito antes y después de emplearlas en cada planta. 2) Instalar
lava botas con desinfectante para entrar al lote productivo. 3) Evitar realizar heridas
innecesarias y 4) No arrojar plantas o partes de ellas a los rios, canales de riego y de
drenaje ya que la bacteria puede dispersarse en el agua (Bornacelly and Mena, 2010). El
componente quimico se basa en la erradicacion de focos de infeccion mediante la
aplicacion de un herbicida. Una vez detectado un foco de infeccion se deben erradicar
todas las plantas alrededor de 5 metros, incluidas las malezas. Esto proceso se realiza
mediante la fumigacién o inyeccién de un herbicida sistémico (glifosato al 20%) de las
plantas que se encuentra en el drea restringida (Bornacelly and Mena, 2010). A partir de la
planta infectada debe dejarse un anillo de seguridad de 10 metros a la redonda,
verificando que no haya aparicién de nuevos focos. El suelo erradicado, debe quedar en
cuarentena aproximadamente por 6 meses y libre de cualquier material vegetal ya que la
bacteria puede sobrevivir facilmente en otros hospederos asintomaticos o en la materia

organica (Bornacelly and Mena, 2010; Obregén et al., 2008).

Por otra parte, el componente quimico se han usado otros compuestos como el formol, el
bromuro de metilo y algunos antibiéticos (Yamada, 2012). Dentro de los antibiédticos la
estreptomicina, la oxitetraciclina, la gentamicina y el acido oxalico (McManus et al., 2002;
Stockwell and Duffy, 2012) han sido de uso restringido. Por ejemplo en México se han
desarrollado productos conocidos como Farmicina ®, BacterStop ® y Organobacter ®
basados en éstos antibidticos para el control del Moko y otras enfermedades causadas por
bacterias fitopatdgenas. Sin embargo su acumulacién en aguas subterraneas, aguas
superficiales y en el suelo ha influido de forma significativa en la apariciéon de bacterias
resistentes, y ha frustrado el control de enfermedades en plantas por éste método (He et

al.,, 2014; Huang et al., 2014; McManus et al., 2002).

Por lo tanto, hoy en dia existe la necesidad de buscar nuevas alternativas para el control de
esta bacteria fitopatégena. Dentro de estas alternativas, el control biolégico ofrece varias

opciones para disminuir la poblacién de esta bacteria en el suelo. Entre estas se
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encuentran las enmiendas organicas, la solarizaciéon y el uso de microorganismos
antagonistas, protozoos y bacteriéfagos liticos (Guo et al., 2004; Messiha et al., 2009;
Ramesh and Phadke, 2012; Schonfeld et al., 2003a; Yamada, 2012). Los microorganismos
con actividad antagonica y los depredadores podrian ser una alternativa para reducir las
poblaciones de R. solanacearum en el suelo (Ephinstone, 1996). Estas alternativas de
control biolégico se vienen evaluando en sistemas a nivel in vitro y en matrices de turba y
vermiculita (Etchebar et al, 1998; Messiha et al, 2007), sin embargo es necesaria la
estandarizacién de sistemas de suelo que permitan simular las condiciones donde se
desarrolla la bacteria. Uno de estos modelos podria ser un sistema de microcosmos en el
que se pudiera simular estas condiciones, permitiendo obtener resultados mas
reproducibles de los agentes de control biolégico en sistemas de invernadero y campo
(Guo et al., 2004). Con base en lo anterior, este trabajo busca estandarizar un modelo de
microcosmos, el cual facilite la evaluacién de nuevos productos con potencial para control
bioldgico en matrices similares a las condiciones del suelo. Esto permitiria reducir los
costos en evaluaciones directamente de invernadero y campo con plantas semi-perennes
como el banano, ya que se podria mirar el potencial de los productos en modelos mas

econdémicos para los investigadores y las empresas
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. LOCALIZACION

Las pruebas in vitro y de patogenicidad se llevaron a cabo en el laboratorio de Bioprocesos
de la Universidad EAFIT, sede Medellin, Antioquia, Colombia y las pruebas moleculares
para la identificacién de microorganismos en el laboratorio de Biocontrol y Microbiologia

Ambiental de la Universidad de Antioquia (BIOMA).

3.2. MICROORGANISMOS

Los aislados de R. solanacearum fueron obtenidos a partir de tejido vegetal infectado
proveniente de plantas de banano del Uraba Antioquefio y Magdalena. Como control
positivo para las diferentes pruebas se empleé la cepa R. solanacearum EAP009,
conservada en el mismo laboratorio y aislada del Uraba Antioquefio por Ramirez (2012).
Adicionalmente se trabajé con la cepa R. solanacearum AW1 (donada por el doctor
Timothy P. Denny), aislada de un cultivo de tomate y perteneciente a la raza 3, resistente

al acido nalidixico (Sigma-aldrich ®) y de facil deteccién en el suelo.
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3.3. MEDIOS DE CULTIVO

Para el aislamiento de R. solanacearum a partir de tejido vegetal se utilizd el medio
semiselectivo Sur Africa (SMSA) (French et al, 1995) que estd compuesto por: 1 g/L
casaminoacidos (BD ®), 10 g/L peptona especial (Oxoid ®), 5 g/L glucosa, 17 g/L agar
(Oxoid ®), 5 mg/L cristal violeta (Merck ®), 100 mg/L polimixina 3-sulfato (Calbiochem
®), 25 mg/L bacitromicina (Sigma ®), 0.5 mg/L penicilina, 50 mg/L TZC (Panreac ®), 5

mg/L cloranfenicol.

La purificacién y crecimiento de los aislados se realizd6 en medio BGTA (Flavier et al,
1997): 10 g/L peptona especial (Oxoid ®), 1 g/L casaminoacidos (BD ®), 1 g/L extracto de
levadura (Oxoid ®), 5 g/L glucosa, 18 g/L agar (Oxoid ®), 50 mg/L TZC (Panreac ®)
(French et al., 1995). Para el aislamiento a partir de microcosmos de la cepa AW1 se

modific6 la composicion del medio BGTA, afiadiendo 20 pg/mL de 4cido nalidixico.

Para el andlisis morfologico de los aislados se utilizo el medio BGTA (antes descrito), BGA:
10 g/L peptona especial (Oxoid ®), 1 g/L casaminoacidos (BD ®), 1 g/L extracto de
levadura(Oxoid ®), 5 g/L glucosa, 18 g/L agar (Oxoid ®) (French et al., 1995) y TSA
(Merck ®) al 10%: 2.5 g/L glucosa, 17 g/L caseina pancredtica digestiva, 3 g/L enzima
digestiva de soya, 5 g/L NaCl, 2.5 g/L K;HPO,4, suplementado con 0.1% de sacarosa
(Schonfeld et al., 2003b)

El medio de cultivo liquido BG, fue empleado como medio estandar para la determinacion
de la concentracién minima inhibitoria (CMI) de la tetraciclina en platos Elisa contra la
cepa R. solanacearum AW1. La composicién de este medio es la misma que el medio BGA

(antes descrito) pero en su forma de caldo (sin agar).

Para conservar los aislados de R. solanacearum se usé medio BG con 20% de glicerol que

es una modificacion del BGTA antes descrito, al cual no se le adiciona TZC ni agar.
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3.4. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CEPAS DE R. solanacearum

Para iniciar el proceso de estandarizacion del microcosmos, se caracterizaron algunos
aislados de R. solanacearum asociados a cultivos de banano en Uraba y Santa Marta, con el

fin de encontrar un aislado virulento y de facil deteccidn en una matriz de suelo

El aislamiento de diferentes cepas de R. solanacearum fue realizado a partir de tejido
vegetal infectado, con el fin de determinar las diferencias de virulencia entre cepas,
usando como control la cepa EAP009, aislada previamente por Ramirez (2012). Estas
muestras fueron colectadas de la zona del Uraba Antioquefio y Santa Marta de las
siguientes localidades: Municipios de Carepa, Apartad6 (Antioquia) y zona bananera Santa

Marta (Magdalena).

El aislamiento fue realizado a partir de tejido (cormo y pseudotallo) de plantas enfermas y
este consistio en fragmentar las muestras en trozos de 1 cm3 y una posterior desinfecciéon
en hipoclorito al 3% (1 minuto), etanol al 70% (30 segundos) y cinco lavados con agua
destilada estéril (ADE). Los trozos desinfectados se maceraron en un mortero estéril con 2
mL de Buffer fosfato 1M (pH 7,2) y luego con la solucién del tejido macerado se hicieron
diluciones seriadas 1:10 (10-! hasta 10-5). Una muestra de 100 pL se sembr6 en medio
semiselectivo SMSA y se llevé a incubacién entre 4-10 dias (dependiendo del crecimiento
de las bacterias presentes en el aislamiento) a una temperatura de 302C (Alvarez et al.,

2008).

Las colonias con apariencia mucosa, blancas y con centros rojos se purificaron en medio
BGTA y se caracterizaron por la prueba de Gram y KOH al 3%. Posterior a esto, las cepas
fueron almacenadas en 1mL de caldo BG mas 20% de glicerol a -802C. Para confirmar si
los aislados pertenecian a R. solanacearum, todas las cepas aisladas fueron caracterizadas
por medio de una PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) especifica para R.
solanacearum, usando los cebadores especificos 759/760, los cuales amplifican un
fragmento de 282 pb que corresponde a una porcién del gen IpxC (N-acetil-glucosamina
desacetilasa), ubicado en el cromosoma bacterial de R. solanacearum (Cardozo and
Rodriguez, 2009). Para la amplificacion de la PCR, se usé la enzima GoTaq® Flexi DNA
polimerasa (Promega, Madison WI, 53711), siguiendo las instrucciones del fabricante. La
concentracion por cada reaccion de la PCR fue preparada en un volumen total de 25 pL

conteniendo 0.5 pM de cada cebador, 1U de ADN polimerasa GoTaq® Flexi, 0.2 mM de
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dNTP’s, 1X de buffer de enzima y 1.5 mM MgCl; por cada reaccién. Los ciclos incluyeron
una fase inicial de desnaturalizacién a 962C por 2 minutos, seguida por 40 ciclos de 962C
por 20 segundos, 64°C por 20 segundos, 722C por 30 segundos y un periodo final de
extension a 722C por 5 minutos. Luego de la amplificacién, se tomaron 5 pL de los
productos de la reaccién y se verificé el tamafio del amplicon por medio de la visualizacion
en gel de agarosa al 1,5% en buffer TBE 1X (Tris-Borato-EDTA-Promega), suplementado
con 2 pL de bromuro de etidio (Cardozo and Rodriguez, 2009; Cardozo et al., 2010). El

control positivo empleado fue la cepa EAP009 segin la metodologia de Ramirez (2012).

Los aislados positivos a las pruebas microbioldgicas y moleculares fueron caracterizados a
nivel morfolégico en tres medios de cultivo: TSA al 10% suplementado con 0,1% de
sacarosa, BGA y BGTA. Luego de sembrarlos en los tres medios y dejarlos en incubacion
por 96 horas a 302C, se determinaron caracteristicas morfolégicas como color, elevacion,
borde, forma y superficie y se agruparon en diferentes morfotipos de acuerdo a la

caracterizacion anterior.

3.5. PRUEBAS DE PATOGENICIDAD

Para determinar el grado de virulencia de las cepas aisladas, se realizé una prueba de
patogenicidad siguiendo los postulados de Koch (Agrios, 2004). La prueba fue llevada a
cabo en el Laboratorio de desarrollo de productos de la Universidad EAFIT a condiciones
de temperatura entre 20-259C, bajo ciclos de 12 horas de luz y 12 de oscuridad y una

humedad relativa entre 60-70%.

Para realizar el experimento se utilizaron plantas de banano de la variedad Williams de
dos meses de crecimiento, provenientes de sistemas in vitro de la Universidad Catélica de
Oriente. Para el montaje del experimento fue preparado un indculo de R. solanacearum a
una concentracion aproximada de 108 Unidades Formadoras de Colonias (UFC)/mL
obtenida por mediciéon de densidad 6ptica (DO) por medio de espectrofotometria (0.1 a
600 nm). El indculo de la bacteria fue aplicado en la parte media del pseudotallo de las
plantas de banano de 3 meses y a cada planta se le inyecté un volumen aproximado de 1
mL de indculo. Posteriormente, se hizo un seguimiento del progreso de la sintomatologia

para determinar el grado de virulencia de las cepas. Para estos se determindé como
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variable de respuesta la clorosis y el marchitamiento de las hojas en el tiempo. Los datos
obtenidos fueron usados para determinar el porcentaje de hojas con el sintoma y fue
comparado con el ndmero de hojas totales de la planta. Finalmente, se determiné el area
bajo la curva (ABC) del porcentaje de los sintomas de clorosis y marchitamiento para cada
aislado. Posterior a esto, se realiz6 un andlisis de varianza ANOVA con el software
Statgraphics Centurién XV ® con un nivel de confianza del 95%. Como control negativo se
utilizé agua destilada estéril (ADE) y como control positivo R. solanacearum EAP009

(Moncada, 2014).

Al final del experimento se realizo el reaislamiento de las cepas de las plantas afectadas,

para determinar si R. solanacearum era el agente causal de los sintomas evaluados.

Debido a que en el proceso de caracterizacién de aislados de R. solanacearum no se
encontraron diferencias en la virulencia entre los aislados nuevos y la cepa utilizada como
control positivo, se seleccion6 la cepa EAP009 para continuar con la estandarizacion del

microcosmo del siguiente objetivo.

El interés de esta cepa es que ya habia sido evaluada en otros modelos de invernadero y

permitia comparar los resultados a nivel de microcosmos.

3.6. EVALUACION DEL TIPO DE SUSTRATO SOBRE EL TAMANO DE
POBLACION DE R. solanacearum

Con este objetivo se pretendid establecer un modelo para evaluar a R. solanacearum en un
sistema similar al suelo que simulara unas condiciones mas aproximadas a las de
invernadero y campo, cambiando el sistema en medio liquido cominmente usado por un

sistema de microcosmos de suelo (van Elsas et al,, 2000).

Previo a la evaluaciéon del tamano de poblacién de R. solanacearum en los diferentes
sustratos, se realizaron pruebas preliminares de deteccién de la cepa R. solanacearum
EAP009 y AW1 (resistente al 4cido nalidixico), en suelo estéril y no estéril, buscando
estandarizar una forma adecuada y efectiva para detectar a R. solanacearum en el tiempo,
concluyendo qué, cuando se trabaja con suelo no estéril y con la cepa EAP009, la deteccidn

del patégeno se dificulta debido a la presencia de microorganismos antagonistas (datos no
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mostrados). Basados en lo anterior se decidié trabajar con suelo estéril y con la cepa R.
solanacearum AW1, para asegurar la deteccién constante de la bacteria en el tiempo en un
medio con &acido nalidixico que garantizara el crecimiento Unicamente de ésta bacteria.
Ademas estas condiciones permitian asegurar que la reduccion de la poblacién de R.

solanacearum si fuera reducida por el tratamiento evaluado.

Para determinar el efecto del tipo de suelo sobre el tamafio de poblacion de R
solanacearum AW1 se emplearon tres sustratos diferentes: Sustrato 1 (sustrato de
germinacion Tierra Negra®, cuya caracterizacion se encuentra en el Anexo 3), Sustrato 2
(Arena 50%v/v + Cisco 50%v/v) y Sustrato 3 (sustrato de germinacién Tierra Negra®
70%v /v + Arena 30%v/v). Los microcosmos se prepararon con 50 g de cada sustrato seco
estéril (3 veces) en envases de vidrio de 250 mL a los cuales se les adicionaron 5 mL de
soluciéon bacteriana a una concentraciéon aproximada de 105 UFC/mL y fueron bien
homogenizados en el sustrato. Posteriormente se realizaron muestreos en el tiempo cero,

cinco, diez, quince, treinta y sesenta dias posteriores a la inoculacién (DPI).

Para los muestreos se hizo un aislamiento a partir de suelo modificando la metodologia
descrita por J. A. Alvarez y colaboradores en el 2008. Se adicionaron 10 g de suelo a 100
mL de Buffer fosfato 1M (pH de 7.2) en un recipiente con capacidad de 250 mL con esferas
de vidrio de 0.5 mm de didmetro. Las muestras fueron agitadas a 200 rpm por media hora
y puestas por 10 minutos en ultrasonido (a 252C), con el fin de homogenizar las células
adheridas al suelo (Moncada, 2014). A partir de la solucién resultante se realizaron las
diluciones seriadas y la siembra en medio de cultivo SMSA, similar al aislamiento desde

tejido descrito en el numeral 3.4.

Se registraron los datos de UFC/g suelo en el tiempo para determinar el tamafio de
poblacién de la cepa R. solanacearum AW1 en los diferentes sustratos evaluados. A partir
de estos datos se estableci6 el area bajo la curva (ABC) de la concentracion en el tiempo.
Estos datos fueron analizados con una ANOVA simple con el software Statgraphics
Centurién XV ® con un nivel de confianza del 95%, determinando si existen diferencias

significativas entre ellos.

Los microcosmos de suelo se mantuvieron al 60-70% de su maxima capacidad de
retencion de humedad MCRH (Anexo 1) bajo condiciones controladas de temperatura
(309C) por medio de un termostato en un cuarto cerrado e iluminacién (12 horas luz- 12
horas oscuridad) con un temporizador, manteniendo la fase sélida cubierta con papel craft
y dejando un espacio de aire para simular las condiciones reales. Ademads se taparon con

papel aluminio para evitar la contaminacién del sistema (Figura 1).
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Figura 1. Esquema del modelo de microcosmos empleado para las evaluaciones. Para la
evaluacion de sustratos se cubrié con papel aluminio y para el efecto de la tetraciclina sobre R.
solanacearum con papel filtro.

Papel aluminio
o papelfiltro

Papel craft

Suelo estéril

3.7. EVALUACION DEL EFECTO DE LA TETRACICLINA SOBRE EL TAMANO
DE POBLACION DE R. solanacearum

Para determinar si el modelo estandarizado del anterior objetivo podria servir para
evaluar productos para el control de R. solanacearum se puso a prueba con un antibiotico
usado en cultivos comerciales. El antibiotico seleccionado fue la tetraciclina que ha sido
usada en algunos paises para el control de R. solanacearum (Farfan and Hoyos, 2009).
Antes de comenzar la evaluacion del antibidtico, se determiné la concentracién minima
inhibitoria (CMI) a nivel in vitro y luego basandose en estos resultados se evaluaron
diferentes concentraciones de la tetraciclina a nivel de microcosmos, como se explica a

continuacion

3.7.1. Concentraciéon minima inhibitoria (CMI) de la tetraciclina contra R.
solanacearum

Para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI, concentracién a la cual se
inhibe el 100% el crecimiento de la bacteria) del antibidtico tetraciclina contra R.
solanacearum AW1 se emplearon platos de Elisa preparados asi: control absoluto con 50
uL indculo R. solanacearum AW1 a una concentraciéon de 106 UFC/mL en medio BG y 50 pL

de medio BG, blanco con 100 uL de medio BG) y las diferentes concentraciones del
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antibiético con 50 pL de inéculo de R. solanacearum AW1 y 50 pL de soluciéon con
antibiético en medio BG. A cada pozo del plato de Elisa se le afiadié un volumen total de
100 pL, para lo cual las concentraciones finales evaluadas del antibiético fueron: 8, 4, 2, 1,
0.5, 0.25, 0.125, 0.0625 ppm (Wiegand et al., 2008). Los platos se dejaron en incubacién
por 36 horas a 26°C y se determind la CMI por DO a 595 nm en un lector de Elisa (Bio Rad

iMarkTM) calculando los porcentajes de inhibicién por medio de la siguiente ecuacién:

DOcas = DOsto

100
DOcap

% inhibicion =

Ecuacién 1. Calculo del porcentaje de inhibicion obtenido para las diferentes
concentraciones del antibidtico por medio de datos de densidad 6ptica

Doénde:
DO 45: Densidad 6ptica del control absoluto medida a 595nm

DOy, Densidad optica del tratamiento medida a 595nm

3.7.2. Efecto de la tetraciclina sobre la poblacion de R. solanacearum en
microcosmos de suelo.

El efecto de la tetraciclina en los microcosmos de suelo fue realizada mediante la
metodologia de van Elsas y colaboradores en el 2000. Para esto se prepararon
microcosmos con 50 g de sustrato seco estéril (3 veces) en envases de vidrio de 250 mL, a
los cuales se les adiciond el antibidtico disuelto en 15 mL de solucién acuosa y metanol
(5:1 v/v), evaluando tres concentraciones: C1 correspondiente a 1000 ppm, C2
correspondiente a 2500 ppm, C3 correspondiente a 5000 ppm y CAB correspondiente a 0
ppm (control positivo). Los sustratos se homogenizaron con el liquido adicionado y se
pusieron a secar a 30°C. En el momento en que perdieron 2.5 g debido a la evaporacion del
agua, se adicionaron 5 mL de indculo de R. solanacearum a una concentracién final
aproximada de 104 UFC/g. Los microcosmos fueron mantenidos a las mismas condiciones
de temperatura, iluminacion y humedad relativa mencionadas anteriormente y los
envases estuvieron tapados con papel filtro de 125 pm para el intercambio entre el
exterior y el interior del microcosmos. El tamafio de poblacién de la bacteria fue evaluada
en el tiempo, mediante la metodologia del objetivo anterior (numeral 3.6). Las mediciones

del tamano de la poblacién en el tiempo fueron evaluados desde el tiempo cero y
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siguiendo con periodos de cada dos y tres dias, durante los primeros 15 dias y luego por

periodos de 15 y 30 dias durante 4 meses.

Para el analisis estadistico, se registraron los datos de UFC/g suelo en el tiempo para
determinar el tamafio de poblacién de la cepa R. solanacearum AW1 bajo las diferentes
concentraciones de tetraciclina evaluadas. Estos datos fueron utilizados para determinar
el ABC de la concentracion de la bacteria en el tiempo y posteriormente fueron analizados
con el software Statgraphics Centurion XV® con un nivel de confianza del 95% para
establecer diferencias significativas entre las concentraciones de tetraciclina evaluadas. El

control absoluto del experimento fue la aplicacion de la cepa R. solanacearum AW1.

3.8. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos de ABC del porcentaje de apariciéon de sintomas de clorosis y
marchitamiento, la concentracién en el tiempo en los sustratos y la concentracion en el
tiempo bajo el efecto de la tetraciclina fueron analizados estadisticamente por medio de
un analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza del 95% en el software
Statgraphics Centurion XV®. Los supuestos se verificaron obteniendo los valores-P de
diferentes pruebas; el supuesto de normalidad con la prueba de Kolmogorov-Smirnov, el
de igualdad de varianza por medio del test de Levenne, la normalidad de datos por el
método grafico de residuos vs numero de fila y la diferencia entre las medias de los

tratamientos por medio del test de rangos multiples por el método LSD.
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4. RESULTADOS

4.1. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CEPAS DE R. solanacearum

Los resultados de aislamiento y caracterizacion de los aislados de R. solanacearum
permitieron obtener 6 cepas a partir de muestras de tejido de plantas enfermas enviadas
de la zona de Uraba y Santa Marta. Estas fueron identificadas por pruebas morfolégicas y
moleculares. Dentro de la coleccidn se encontraron diferentes morfologias en medio BGTA
y se clasificaron en tres morfotipos diferentes; el primero (M1) con forma irregular, borde
redondeado, elevacién convexa/planoconvexa, consistencia mucosa y color rojo
medio/rojo intenso. El segundo morfotipo (M2) con forma circular, borde redondeado,
elevacién convexa, colonias pequeias, levemente mucosas y color rojo medio/rojo intenso
y el tercer morfotipo (M3) con forma irregular, borde ondulado, elevaciéon convexa,
colonias pequefias, no mucosas y rojas intensas. Se observo ademas que el tiempo en el
que se apreciaba de forma definida y significativa las colonias (tiempo de aparicién de las
cepas) de la morfologia M1 y M2 era de 2 dias mientras que la del M3 era de 3 dias. En la
Tabla 1 se muestran las morfologias observadas con sus respectivas caracteristicas y el
origen del aislamiento. Todos los aislados fueron positivos a la prueba molecular de

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) especifica para R. solanacearum.

En la Tabla 1 también se puede evidenciar el tamafio de los bacilos, siendo menor el de la
cepa EAP023 con un promedio de 1.305 pm + 0.106 y el mayor el de la cepa EAP018 con
un tamafio promedio de 3.223 pm + 0.415. Se comprob6 que todos los aislados eran Gram

negativos realizando las pruebas microbiolégicas de KOH y Gram (datos no mostrados).
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Tabla 1. Procedencia y morfologia de los aislados en diferentes medios de cultivo.

a Localizacién de las fincas ubicadas en la zona de Uraba y Magdalena a partir de las cuales se realizaron los
aislamientos de R. solanacearum. ® Muestra enviada de plantas de banano enfermas para el aislamiento. La

morfologia fue determinada pasados 4 dias después de siembra en medio BGTA.

Localizaciona Muestrab Ba_lcterla Morfotipo Ta_mano
aislada bacilo (um)
Uraba, . Finca Praga Tejido- EAPO17 M1 1.883 +0.103
Apartado Cormo
Uraba, Finca Tejido-
Municipio J EAP018 M2 3.225 £ 0.415
Jaracanada Cormo
de Carepa,
Uraba - . y
Proban, Fincala  Tejido- p)pqg M1 1.960 £ 0.010
. Lucha Rizoma
Uniban
Uraba, Finca Tejido-
Municipio nca J EAP020 M3 1.576 +0.139
Tailandia Cormo
de Carepa,
Magdalena fincaMaria  Tejido- b\ p,) M1 1.595 £ 0.094
Luisa Rizoma
Magdalena Finca Tejido- b po23 M2 1.305 +0.106
Isabel Rizoma

Morfologia

Por otra parte, la morfologia de los diferentes aislados determinada en medio sélido BGA y

TSA suplementado al 1% con sacarosa no mostraron diferencias morfolégicas como si se

evidenci6 en BGTA.

Los aislados fueron registrados en el cepario de la Universidad EAFIT y se les asignaron

los siguientes cédigos: EAP017, EAP018, EAP019, EAP020, EAP022 y EAP023.
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4.2. PRUEBAS DE PATOGENICIDAD

Los resultados de aparicion de la marchitez permitieron observar que 5 DPI el aislado
EAPO019 presentaba un porcentaje del 78.6% de marchitez, siendo mas alto que el control
positivo (EAP009) con un porcentaje de 54.5 (Figura 2A). Las cepas EAP017 y EAP022 en
ese mismo periodo de tiempo s6lo mostraban un 12.5% de marchitez y las demas no
presentaban sintomas. A pesar de estas diferencias en el desarrollo de la sintomatologia
en los primeros 5 dias, al final del experimento (21 dias) todas las plantas alcanzaron un
100% de marchitez, a excepcidn de la EAP018 (baja sintomatologia) y del control negativo
agua. Estadisticamente, la cepa EAP009 y EAP019 no presentaron diferencias
significativas entre ellas, pero si con los demds tratamientos en la marchitez de la planta,
con un nivel de confianza del 95% (Tabla 2). Los valores de ABC de los datos de marchitez
para la EAP019 fueron de 1785.31 y para la EAP009 de 1660.03, mientras que para la cepa
EAP018, cepa con la mas baja sintomatologia en todo el experimento, sélo obtuvo un valor
de 172.87.

Para el sintoma de clorosis, a los 5 DPI se obtuvieron porcentajes de 78.6%, 60.7%, 37.5%,
28.1%, 21.9%, 12.5% y 12.5% para los tratamientos EAP019, EAP009, EAP017, EAP023,
EAP022, EAP020 y EAP018, respectivamente. Al final de la evaluacidn los cuatro primeros
tratamientos alcanzaron el 100% de clorosis, mientras que los tratamientos de la EAP022
y EAP020 alcanzaron un 93.8% y la EAP018 un 36.8% (Figura 2B). Estadisticamente, las
cepas EAP009, EAP019, EAP017 y EAP022 tuvieron diferencias en la sintomatologia de
clorosis con los demas aislados, incluyendo el control agua con un nivel de confianza del
95%, con valores de ABC de 1085.31, 1172.25,920.34 y 892.76 respectivamente, mientras
que para la EAP018 se obtuvo un valor de 225.33, el valor mas bajo del ABC de marchitez
en comparacion con los demas tratamientos. El control agua fue negativo para las

variables de respuesta evaluadas.

En la Figura 2 se muestran las mediciones de marchitez y clorosis durante los 21 dias de
evaluacion del experimento. La Figura 2A muestra las diferencias en la aparicion del
sintoma de marchitez de las cepas evaluadas. En ésta puede apreciarse que la cepa
EAP018 no caus6 marchitez completa (100%) de la planta durante el tiempo evaluado,
evidenciando asi una diferencia de patogenicidad con las demaés. En la Figura 2B se
muestran las diferencias en la aparicién de los sintomas de clorosis de las cepas evaluadas

y en ésta puede apreciarse que, similar al sintoma de marchitez, la cepa EAP018 tampoco
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logra causar clorosis completa en la planta. Ademas, puede observarse que las cepas
EAP020 y EAP023 soélo alcanzan un 90% del sintoma de clorosis al final del tiempo de

evaluacion (21 dias).

Figura 2. Comportamiento en el tiempo de los sintomas de marchitamiento y clorosis en
banano para todos los aislados de R. solanacearum. Porcentaje del avance de los sintomas causados
por los aislados de R. solanacearum. A. Sintoma de marchitez, B. Sintoma de clorosis mostrado por las hojas de

las plantas de banano cv Williams luego de ser infectadas con las cepas evaluadas. Control positivo cepa
EAP009 y control negativo ADE.
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Tabla 2. Prueba de rangos miltiples para el ABC de los sintomas de clorosis y
marchitamiento de las cepas de R. solanacearum en el tiempo. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas entre los valores de ABC para cada sintoma y aislado de R
solanacearum (valor-Pgorosis = 0.0001 y valor-Pmarchitez = 0.0000), mediante la prueba LSD con un nivel de
confianza del 95%.

ABC
Tratamiento
Marchitamiento Clorosis
Agua 0.0 (a) 0.0 (a)

EAP018 172.87 (a) 225.33 (ab)
EAP020 933.25 (b) 520.44 (b)
EAP023 1208.28 (bc) 820.76 (c)
EAP022 1345.85 (cd) 892.37 (cd)
EAPO017 1443.57 (cd) 920.34 (cd)
EAP009 1660.03 (de) 1085.31 (cd)
EAP019 1785.31 (e) 1172.25 (d)

El desarrollo de la sintomatologia mediante fotografias en el tiempo de la cepa EAP019
comparado con el control negativo se pueden apreciar en la Figura 3. Las fotos evidencian
los sintomas de marchitez y clorosis a través del tiempo, hasta la muerte final de la planta
en los 16 dias de evaluacion del experimento. Esta bacteria se destacé como la mas

virulenta junto con el control positivo EAP009.

Figura 3. Plantas de banano infectadas con la cepa R. solanacearum EAP019. 2 Se ilustra el
avance de los sintomas de la enfermedad en plantas de banano cv Williams en diferentes DPI con la cepa
EAP019. b Control con ADE empleado durante el ensayo.
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En la etapa final del experimento se reaislaron las cepas de las plantas infectadas y se
confirmo que todas las plantas tenian la misma morfologia de las cepas de R. solanacearum
inoculadas al inicio del experimento. Esto se hizo para cumplir los postulados de Koch y
asegurar que la enfermedad causada fue a causa de estos microorganismos y no por

factores externos u otros agentes ( Anexo 2).

4.3. TAMANO DE LA POBLACION DE R. solanacearum EN DIFERENTES
SUSTRATOS

Para evaluar el cambio del tamafio de la poblacién de R. solanacearum AW1 en los tres
sustratos estériles se partié de una concentracién aproximada de 1.0 x 105 UFC/mL. Los
resultados evidencian un incremento del crecimiento de la poblacién en los primeros 5
dias con tamafios de 1.1 x 108 UFC/mL, 2.6 x 108 UFC/mL y 4.4 x 108 UFC/mL para el
Sustrato 1, Sustrato 2 y Sustrato 3 respectivamente (Figura 4). Esto se mantuvo
relativamente constante hasta el final de la evaluacidn, terminando en un valor promedio
de 1.35 x 108 UFC/mL. De acuerdo a los datos obtenidos de ABC del tamafio de la
poblacién de R. solanacearum AW1 en el tiempo, se evidencia que la bacteria puede
mantenerse en un tamafio de poblacién alto en cualquiera de los tres sustratos evaluados,

durante 60 dias (Tabla 3).
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Figura 4. Variacion de la concentracion de R. solanacearum AW1 en los sustratos evaluados.
Comportamiento de la supervivencia de la cepa AW1 en microcosmos de suelo en los diferentes
tratamientos. Sustrato 1 corresponde a 100% Suelo de germinacién de vivero Tierra Negra®, el
Sustrato 2 a 50% Cisco + 50% Arena y el Sustrato 3 a 30% Arena + 70% Suelo de germinacién de

vivero Tierra Negra®. Las barras verticales corresponden al error estandar para cada tratamiento
con n=3.
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Tabla 3. Grupos homogéneos obtenidos para el ABC de la concentracion en el tiempo de las
cepas de R. solanacearum en los sustratos evaluados. Las letras mostradas evidencian que no
hay diferencias estadisticamente significativas entre los valores de ABC para cada sustrato (valor-
P=0.2952), mediante la prueba LSD con un nivel de confianza del 95%.

Sustrato ABC
1 482.831(a)
2 464.178(a)
3 506.732(a)

Los resultados evidencian que no hay diferencias significativas entre los tres sustratos
evaluados (Tabla 3). Por lo tanto, se decidi6 seguir los experimentos con el Sustrato 1 que
corresponde a un 100% suelo de germinacién de vivero Tierra Negra®, debido a que este

tiene condiciones similares a los suelos donde se desarrollan las plantas de banano.
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4.4. EFECTO DE LA TETRACICLINA SOBRE R. solanacearum AW1

Para evaluar el potencial del modelo estandarizado de microcosmos se evalué el efecto de
la tetraciclina sobre el tamafio de la poblacion de R. solanacearum AW1. Las
concentraciones evaluadas fueron determinadas a partir de la CMI in vitro y de las

concentraciones usadas en los productos comerciales.

4.4.1. Concentraciéon minima inhibitoria de R. solanacearum AW1 en medio liquido

BG

Los resultados de la CMI de la tetraciclina contra R. solanacearum fueron realizados a nivel
in vitro en medio liquido BG. La Figura 5 muestra las diferentes concentraciones evaluadas
para determinar la CMI. En el eje X se presentan los valores de tetraciclina evaluados
(0.0625 ppm a 8 ppm) y el eje Y se muestra el porcentaje de inhibicién como variable de
respuesta. Los resultados permitieron determinar que la concentracién a la cual se inhibia
el 100% del patégeno era de 1 ppm. A partir de esta concentracién se aproximé6 las

concentraciones de trabajo para utilizarse en el sistema de microcosmos.

Figura 5. Porcentaje de inhibicion de la cepa R. solanacearum AW1 a partir del antibidtico
tetraciclina en medio de cultivo liquido BG a nivel in vitro. Los datos fueron calculados a partir
de mediciones de la DO de los pozos en un lector Elisa a 595 nm. Se presenta el error estandar con
n=6.
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4.4.2. Evaluacion de tetraciclina en microcosmos de suelo

El cambio en el tamafio de poblacion de R solanacearum AW1 bajo el efecto de las
diferentes concentraciones de tetraciclina fue evaluado durante un periodo de 103 dias.
Los resultados permitieron establecer que después de 7 DP], los tratamientos de C2 (2500
ppm) y C3 (5000 ppm) mostraron una inhibicién del 100% el crecimiento de la bacteria.
Sin embargo para el 10 DPI se comenzé a evidenciar un aumento en la poblacién
bacteriana en el tratamiento C2 pasando de 0 UFC/g suelo a 1.16 x 107 UFC/g de suelo.
Estos mismos resultados se pudieron evidenciar a los 17 DPI en el tratamiento C3 donde la
bacteria pasé desde una concentraciéon de 0 UFC/g suelo a 1.83 x 107 UFC/g de suelo. A los
24 dias del montaje del experimento se pudo evidenciar que todos los tratamientos
(incluyendo el control) tenian una alta concentracién de la bacteria con un promedio 5.18

x 108 UFC/g de suelo (Figura 6).

Los datos de ABC de concentracion de R. solanacearum en el tiempo encontrados durante
la evaluacién fueron de 129.23 para el control agua, 90.54 para el tratamiento C1, 91.49
para el tratamiento C2 y 67.28 para el tratamiento C3 (Tabla 4). A partir de estos datos, se
determind que el tratamiento C3 tiene una diferencia significativa respecto al CAB (control
positivo agua), sugiriendo que esta concentracidon de antibiético pudo haber afectado el
tamafio de la poblacion de la cepa AW1. Sin embargo la tetraciclina no fue capaz de limitar
el crecimiento de R. solanacearum AW1 hasta finalizar el tiempo de evaluacion en las tres

concentraciones evaluadas.
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Figura 6. Efecto de las tres concentraciones de tetraciclina evaluadas sobre el tamafio de
poblacion de R. solanacearum AW1. Los tratamientos evaluados fueron CAB = ADE, C1 = 1000
ppm, C2 = 2500 ppm y €3 = 5000 ppm. Las barras verticales corresponden al error estandar para
cada tratamiento con n=3.
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Tabla 4. Grupos homogéneos obtenidos para el ABC del tamaifio de poblacién de R.
solanacearum en el tiempo bajo el efecto de diferentes concentraciones de tetraciclina. Las
letras mostradas evidencian que hay diferencias estadisticamente significativas entre los valores de
ABC entre C3 y CAB (control positivo), mediante la prueba LSD con un nivel de confianza del 95%.
Valor-P=0.1429.

Tratamiento ABC
CAB 129.232 (a)
C1 90.5371 (ab)
C2 91.4859 (ab)
C3 67.2757 (b)
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5. ANALISIS DE RESULTADOS

R. solanacearum es el agente causal de la enfermedad del Moko y ataca diversos cultivos de
importancia agricola como el banano y platano. Actualmente no existe ningiin método de
control que ataque a esta bacteria directamente y ayude a reducir los tiempos de
cuarentena de los focos de infeccion. Aunque existen investigaciones evaluando productos
quimicos y bioldgicos para el control de este patdégeno a nivel de suelo, la mayoria de éstas
se desarrollan en medios de cultivo a nivel in vitro. Por lo tanto, se requieren
investigaciones que estandaricen nuevos métodos para la evaluacién de estos productos
en sistemas similares a la matriz de suelo. Por esta razon, este trabajo tuvo como objetivo
estandarizar un modelo a nivel de microcosmos para evaluar el efecto del sustrato y un
antibiético sobre el tamafio de la poblacion de R solanacearum. Los resultados
evidenciaron que bajo el sistema estandarizado es posible determinar el efecto de

cualquier producto quimico o biolégico sobre el tamafio de la poblacion de la bacteria.

Durante la fase inicial del proceso de estandarizacién del modelo, se tuvo como objetivo la
busqueda de una cepa virulenta. Esto permitié obtener una colecciéon de 6 aislados de R.
solanacearum con diferencias morfolégicas en medio BGTA (medio con sal de tetrazolio
que evidencia un color rojo en la colonia) (Tabla 1). Los 6 aislados fueron clasificados en
tres morfologias diferentes: El morfotipo 1 (M1) se agrupé por similaridad con la cepa
tipica reportada en la literatura (forma irregular, halos grandes y beige y centro rojo y
mucoide) (Chandrashekara et al., 2012; James et al.,, 2003; Ocho, 2006; Sullivan et al.,
2013). Mientras que los aislados del morfotipo 2 (M2) y 3 (M3) se caracterizaron por ser
colonias atipicas, con un tamafio de colonia pequefio (redondas), menos fluidas, halo
pequefio y un centro de color rojo intenso. Estas diferencias morfoldgicas entre los
aislados podrian estar relacionadas con el tipo de secuevar asociado a plantas de banano
(3, 4, y 6). Cardozo y Rodriguez en el 2009 establecieron que las cepas de Santa Marta
pertenecian al secuevar 6, mientras que las de Uraba al secuevar 4. Los dos morfotipos
encontrados en la zona de Uraba podrian aportar evidencia de la presencia de ambos

secuevares en esta zona.

Los cambios en la morfologia de las cepas también obedecerian a diferencias en la
virulencia de la cepa en ciertos hospederos. Zheng y colaboradores en el 2014 mostraron
que las diferencias morfoldgicas de los aislados de R. solanacearum de plantas de tomate

estaba asociado al grado de virulencia de las cepas: 1) virulentas, con colonias irregulares,
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fluidas, centro rosa y amplia periferia blanquecina 2) intermedias, con colonias inméviles,
centro rojo con estrecha periferia blanquecina y 3) no virulentas, con colonias redondas,
secas, inmdviles, con centro rojo y con periferia blanquecina nula. Las caracteristicas
morfoldgicas reportadas por estos autores para cada tipo patogénico, coinciden con las
obtenidas en este trabajo, sugiriendo que las de morfotipo M1 pueden ser cepas
virulentas, y las del morfotipo M2 y M3, cepas de virulencia intermedia o nula. Esto fue
evidenciado en la prueba de virulencia realizada, donde las cepas mostraron diferencias
en el desarrollo de la enfermedad. Los aislados EAP018 (M3), EAP020 (M2) y EAP023
(M2) fueron los de menor virulencia, presentando diferencias significativas con respecto a
la cepa control EAP009 y EAP019 (M1) (p<0.05) para el sintoma de marchitez, sugiriendo

que hay una relacién entre la morfologia exhibida en BGTA y la virulencia de las cepas.

La relacién de la morfologia y la virulencia también podria estar asociada a la cantidad de
ex polisacarido producido por la cepa, ya que este compuesto es el factor de virulencia
mas importante para la cepa (Clough et al, 1997). En este trabajo se pudo establecer que
las cepas con menor halo eran menos virulentas. Estas diferencias encontradas en el
tamarfio del halo podrian estar relacionadas con la produccion del EPS de la cepa y explicar
porque las cepas del morfotipo M2 y M3 (halos pequefios) fueron menos virulentas que el

morfotipo M1.

Por otra parte, la estandarizacién del sistema de microcosmos presentd ciertas
limitaciones para la deteccion de las cepas nativas de R. solanacearum en sustratos no
estériles. Esto se puede explicar por la presencia de metabolitos antibacterianos
provenientes de otras bacterias, que limitan la deteccién de la bacteria a nivel in vitro. Para
solucionar este problema y garantizar que el efecto de los tratamientos fuera realmente
los factores causales de la reduccion de la poblacion de R. solanacearum en el
microcosmos, se decidié usar una cepa marcada al antibiético Acido Nalidixico (AW1) y
sustratos estériles. Aunque este nuevo sistema no simularia las condiciones reales del
suelo, podria ser un buen modelo para evaluar productos en matrices similares al suelo, en
vez de medios de cultivo. Este inconveniente se ha apreciado en diversas técnicas de
evaluacion de agentes de control biolégico (Messiha et al., 2009; Poussier et al., 2002;
Pradhanang et al, 2000), pues la presencia de la microbiota del suelo reduce

significativamente el tamafio de la poblacion del patdgeno de interés.

El sistema establecido anteriormente permiti6 evaluar el efecto de tres tipos de sustratos
sobre el tamafio de la poblacién de R. solanacearum en el tiempo. Los resultados del tipo

de sustrato evidenciaron que no hubo diferencias en el tamafio de la poblacién de la cepa
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AW?1 durante todo el periodo de evaluacién (60 dias). Esto posiblemente se deba a las
condiciones de trabajo y los tipos de sustratos trabajados, los cuales favorecieron el
desarrollo de la bacteria. Resultados similares en cuanto al comportamiento de la
poblacién en microcosmos de suelo, bajo condiciones estériles, fueron reportados por
Loépez y colaboradores en 1999. Los autores pudieron observar que la concentracion de
Xhantomonas campestris, en suelo estéril se mantuvo alta durante el tiempo de evaluacion
(20 dias) mientras que cuando se trabajé con suelo no estéril esta variable disminuia

drasticamente.

Los sustratos evaluados también permitieron un buen crecimiento de la cepa AW1 en los
microcosmos pasando de una concentracidon de 1.0 x 105 UFC/g de suelo hasta una escala
de 108. Estas altas concentraciones de biomasa obtenidas, pueden atribuirse al sistema
cerrado y a la carencia de competidores por ser un sistema estéril (Alvarez et al., 2010).
Sin embargo, los sistemas estériles tienen la ventaja de permitir asegurar que el efecto sea
por el tratamiento aplicado y evita que los efectos sean confundidos con otros factores
externos en el experimento (Lopez et al, 1999). Otra ventaja de los sistemas estériles es
que permite que el compuesto evaluado no se degrade facilmente en el suelo. Por ejemplo,
Grenni y colaboradores en el 2012 mostraron que la reduccion de diferentes compuestos
quimicos en suelo no estéril se da aproximadamente cuatro veces mas rapido que en

suelo estéril.

La tetraciclina fue escogida para establecer el potencial del microcosmos como técnica de
tamizaje para evaluar agentes de control contra patégenos del suelo. Las concentraciones
para evaluar en el microcosmos fueron establecidas de acuerdo a la CMI de la tetraciclina
obtenida en platos de Elisa y correspondieron a valores de 1000 ppm, 2500 ppm y 5000
ppm. Estas fueron seleccionadas porque en valores menores a 1000 ppm el antibi6tico no
mostraba ningtin efecto en la poblacién (datos no mostrados). Los resultados del efecto de
la tetraciclina sobre el tamafio de la poblacién evidenciaron que el microcosmos
estandarizado podria ser un buen método para evaluar el efecto de algunos productos
para el control de R. solanacearum en suelo, ya que se pudo observar cambios en el
tamafio de la poblacién de los tratamientos respecto al control durante el tiempo. En el
modelo se pudo evidenciar que la tetraciclina fue capaz de inhibir en un 100% la bacteria
con los tratamientos C2 (2500 ppm) y C3 (5000 ppm) en los primeros 10 dias de
evaluacion. Sin embargo, a partir del 10 DPI y del 17 DPI se comenzd a evidenciar una
reaparicion de la bacteria en el tratamiento C2 y C3 respectivamente. Estos resultados
pueden explicarse por dos hipdtesis: 1) que la bacteria generd resistencia al antibidtico o

2) el mecanismo de accién del antibi6tico es bacteriostatico.
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La resistencia al antibiético tetraciclina se ha venido estudiando debido a la aparicién de
cepas resistentes y a la complicacién que este asunto conlleva en el uso final del mismo,
que va desde el tratamiento de enfermedades infecciosas en humanos y animales hasta el
tratamiento de aguas residuales y en la agricultura (Griffin et al,, 2011; He et al, 2014;
Huang et al, 2014; Stockwell and Duffy, 2012; Xu et al, 2007). A la fecha se han
caracterizado hasta 530 especies de bacterias resistentes de tetraciclina (TRB por sus
siglas en inglés) y 41 tipos de genes responsables de la resistencia a este antibidtico (Li et
al., 2013), siendo identificado para R. solanacearum uno de estos genes de acuerdo a la
base de datos de genes resistentes a antibidticos (Antibiotic Resistant Genes Database
(ARDB), n.d.). Aunque para la cepa R. solanacearum AW1, no se realizé ninguna prueba
molecular para identificacién de alguno de estos genes, queda la hipoétesis de la generacién
de resistencia por parte de la cepa trabajada como explicacion al comportamiento

mostrado bajo las diferentes concentraciones de tetraciclina.

La segunda hipdtesis que podria explicar el crecimiento repentino de la bacteria luego de
haberse inhibido en un 100% estaria relacionado con un mecanismo de accién bioestatico
mas no biotdxico, por la cual hasta el 7 DPIy 10 DPI (tiempos donde comenzd a aumentar
la poblacién de nuevo), una cantidad de la bacteria pudo haber permanecido en un estado
latente, efectuando su respiracion mediante la oxidacion de fuentes de energia interna
(Stockwell and Duffy, 2012; Thiele-Bruhn and Beck, 2005) y para este tiempo la
biodisponibilidad del antibiético se habria reducido debido a su adsorcion en el suelo,
dando como resultado que la concentracidn fuera tolerada por parte del microorganismo.
Este fendmeno de adsorcién y disminucién de la biodisponibilidad de la tetraciclina fue
observado por Thiele-Bruhn & Beck (2005), cuando evaluaron en diferentes tipos de suelo
el efecto de diferentes concentraciones de tetraciclina sobre la diversidad microbiana,

concluyendo que para el dia 14, la tetraciclina es adsorbida en su totalidad por el suelo.

La implementaciéon de modelos de microcosmos como técnica certificada por el ICA para
evaluar productos quimicos y biol6gicos contra patégenos del suelo es de gran urgencia en
el pais. Especialmente con patdgenos del suelo como R. solanacearum y F. oxysporum que
amenazan la sostenibilidad de los cultivos de banano y platano en Colombia. Los
microcosmos son modelos sencillos y econémicos para evaluar el efecto de diferentes
productos en el desarrollo de patégenos en un ambiente dado. Estos sistemas permiten
realizar tamizajes de diferentes compuestos antes de evaluaciones en invernadero o

campo, la cuales son costosas y requieren una mayor logistica en su desarrollo.
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Este trabajo permitié la estandarizacion de un modelo a nivel de microcosmos con
potencial para realizar tamizajes de agentes de control bioldgicos o moléculas quimicas en
matrices de suelo. Este sistema cerrado y bajo condiciones estériles permite ver el efecto
de estos productos sobre el tamaiio de la poblacién a través del tiempo. La importancia de
estos radica en que este método puedes ser certificado por el Instituto Colombiano
Agropecuario (ICA) e implementado en los laboratorios para la evaluaciéon de productos

para el control de fitopatogenos del suelo.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1. CONCLUSIONES

Los aislados de R. solanacearum obtenidos de plantas de banano del Uraba Antioqueiio y
Santa Marta presentaron tres morfologias (M1, M2 y M3), diferenciadas por el tamafio de
la colonia, su apariencia mucoide y periferia blanquecina con respecto a la cepa tipica

reportada en la literatura.

Las 6 cepas aisladas de R. solanacearum tienen la capacidad de infectar plantas de banano

y presentan diferencias en el grado de virulencia.

Los tres sustratos evaluados no presentaron diferencias en el tamafo de la poblacién de R.

solanacearum AW1 durante un periodo de 60 dias.

La CMI del antibiotico tetraciclina a nivel in vitro y en medio liquido BG contra R

solanacearum AW1 fue de 1 ppm.

Las tres concentraciones de tetraciclina evaluadas en el microcosmo de suelo

estandarizado, no redujeron el tamafio de poblacién de R. solanacearum AW1.

El microcosmos estandarizado podria ser implementado como método de tamizaje de

productos contra patégenos del suelo.

Los microcosmos de suelo son una técnica econémica y rapida para evaluar el potencial de
productos para el control de patégenos del suelo porque la matriz de suelo es similar a

donde se desarrolla el patégeno.
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6.2. RECOMENDACIONES

Para evaluar el efecto de los antibidticos a nivel del microcosmos contra un patégeno de
suelo se recomienda usarlos en mezcla para evitar la resistencia por parte del patégeno.
También se recomienda realizar una aplicacion periddica de los antibiéticos, ya que con el

paso del tiempo son adsorbidos por el suelo.

Para evitar las variaciones drasticas en el tamafio de la poblacion de R. solanacearum AW1
en el tiempo, se recomienda tamizar el suelo de trabajo con un tamiz de minimo 2 mm de

abertura para obtener una mejor distribucion de la bacteria.

El modelo estandarizado requiere ser evaluado con otros productos quimicos y biolégicos
para poder determinar su potencial como técnica en la evaluacién de productos de

patégenos del suelo.

51



7. BIBLIOGRAFIA

Agrios, G., 2004. Plant pathology.

Alvarez, B., Biosca, E.G., Lopez, M.M., 2010. On the life of Ralstonia solanacearum, a
destructive bacterial plant pathogen. Technol. Educ. Top. Appl. Microbiol. Microb.
Biotechnol. 267-279.

Alvarez, J.A., Rodriguez, P.A, Marin, M., 2008. Deteccidbn molecular de Ralstonia
solanacearum en agroecosistemas bananeros de Colombia. Trop. plant Pathol. 33,
197-203.

Antibiotic Resistant Genes Database (ARDB), n.d. Antibiotic resistant genes database
[www Document]. Resist. Div. Transp. Syst. Multidrug Resist. efflux pump. URL
http://ardb.cbcb.umd.edu/cgi/search.cgi?db=R&and0=0&submit=Search&term=rals
tonia solanacearum&field=af& (accessed 9.25.14).

Arias, P., Dankers, C., Liu, P., Pilkauskas, P., 2004. La economia mundial del banano 1985-

2002 [www Document]. URL
http://www.fao.org/docrep/007/y5102s/y5102s00.htm#Contents (accessed
8.5.14).

AUGURA, 2013. El banano Colombiano [WWW Document]. Inf. Grem. URL
http://www.augura.com.co/index.php?option=com_content&view=article&id=11&It
emid=21

AUGURA, 2014. Coyuntura bananera Colombiana.

Belalcazar, S., Rosales, F.E., Pocasangre, L.E., 2004. El “Moko” del platano y banano y el rol
de las plantas hospederas en su epidemologia. XVI Reun. Int. ACORBAT 16-35.

Bornacelly, H., 2011. Status de la enfermedad del moko (Ralstonia solanacearum) en
banano en Colombia.

Bornacelly, H., Mena, ], 2010. Conozca, prevenga y erradique el Moko en bananeras y
plataneras.

Cardozo, C., Rodriguez, P., 2009. Caracterizacién molecular del complejo de especies
Ralstonia solanacearum en la zona bananera de Uraba. Agron. Colomb. 27, 203-210.

Cardozo, C., Rodriguez, P., Cotes, ].M., Marin, M., 2010. Variabilidad genética de la bacteria
Ralstonia solanacearum (Burkholderiales: Burholeriaceae) en la zona bananera de
Uraba (Colombia). Rev. bioldgica Trop. 58, 31-44.

Caruso, P., Palomo, ].L., Bertolini, E., L6pez, M.M., Biosca, E.G., 2005. Seasonal variation of
Ralstonia solanacearum biovar 2 populations in a spanish river: Recovery of stressed
cells at low temperatures. Appl. Environ. Microbiol. 71, 140-148.
doi:10.1128/AEM.71.1.140

52



Castillo, J. a, Greenberg, J.T., 2007. Evolutionary dynamics of Ralstonia solanacearum. Appl.
Environ. Microbiol. 73, 1225-38. doi:10.1128 /AEM.01253-06

Chandrashekara, K.N., Prasannakumar, M.K., Deepa, M., Vani, A, Khan, A.N.A, 2012.
Prevalence of races and biotypes of Ralstonia solanacearum in India. J. plant Prot. Res.
52, 53-58.

Clough, S.J., Lee, K.E,, Schell, M.A,, Denny, T.P., 1997. A two-component system in Ralstonia
(Pseudomonas) solanacearum modulates production of PhcA-regulated virulence
factors in response to 3-hydroxypalmitic acid methyl ester. ]J. Bacteriol. 11, 3638-
3648.

Denny, T.P., 2006. Plant pathogenic Ralstonia Species, in: Gnanamanickam, S.S. (Ed.), Plant
Associated Bacteria. Springer, pp. 573-644.

Ephinstone, ., 1996. Survival and possibilities for extinction of Pseudomonas solanacearum
(Smith) Smith in cool climates. Potato Res. 39, 403-410.

Etchebar, C., Trigalet-demery, D., van Gijsegem, F., Vasse, ]., 1998. Xylem colonization by an
HrcV - Mutant of Ralstonia solanacearum is a key factor for the efficient biological
control of tomato bacterial wilt. Am. Phytopathol. Soc. 11, 869-877.

FAO, 2014. Commodities by country.

Farfan, L., Hoyos, L., 2009. Sensibilidad a antibi6ticos y productos cupricos de bacterias
fitopatdgenas asociadas a bacteriosis en pasifloras.

Fegan, M., Prior, P., 2005. How complex is the “Ralstonia solanacearum Species Complex”,
in: Bacterial Wilt Disease and the Ralstonia Solanaceaum Species Complex. pp. 449-
461.

Fegan, M.A.,, Prior, P.B.,, 2006. Diverse members of the Ralstonia solanacearum species
complex cause bacterial wilts of banana 93-101.

Flavier, A.B., Clough, S.]., Schell, M.A,, Denny, T.P., 1997. Identification of 3-hydroxypalmitic
acid methyl ester as a novel autoregulator controlling virulence in Ralstonia
solanacearum. Mol. Microbiol. 26, 251-259.

French, E. Gutarra, ], Aley, P. Elphinstone, ], 1995. Culture media for Ralstonia
solanacearum isolation, identification and maintenance, in: Fitopatologia. pp. 126-
130.

Genin, S, Denny, T.P., 2012. Pathogenomics of the Ralstonia solanacearum species
complex. Annu. Rev. Phytopathol. 50, 67-89. do0i:10.1146/annurev-phyto-081211-
173000

Gomez, E.A., 2005. Aislamiento, identificacidn y caracterizacidn del agente causal del moko
del platano, Ralstonia solanacearum raza 2, proveniente de plantaciones afectadas en
Colombia.

Grenni, P., Falconi, F., Caracciolo, A.B., 2012. Microcosm experiments for evaluating natural
bioremediation of contaminated ecosystems. Ital. Assoc. Chem. Eng. 28, 7-12.

53



Griffin, M.O., Ceballos, G., Villarreal, F.J., 2011. Tetracycline compounds with non-
antimicrobial organ protective properties: possible mechanisms of action. Pharmacol.
Res. Off. ]. Ital. Pharmacol. Soc. 63, 102-7. d0i:10.1016/j.phrs.2010.10.004

Guo, J.-H,, Qi, H.-Y., Guo, Y.-H., Ge, H.-L., Gong, L.-Y., Zhang, L.-X,, Sun, P.-H., 2004. Biocontrol
of tomato wilt by plant growth-promoting rhizobacteria. Biol. Control 29, 66-72.
doi:10.1016/51049-9644(03)00124-5

He, D., Sun, Y., Xin, L., Feng, ]J., 2014. Aqueous tetracycline degradation by non-thermal
plasma combined with nano-TiO2. Chem. Eng. ]. doi:10.1016/j.cej.2014.07.089

Huang, M.-H., Zhang, W,, Liu, C., Hu, H.-Y., 2014. Fate of trace tetracycline with resistant
bacteria and resistance genes in an improved AAO wastewater treatment plant.
Process Saf. Environ. Prot. 1-7. d0i:10.1016/j.psep.2014.04.004

James, D., Girija, D., Mathew, S., Nazeem, P., Babu, T., Sukumara, A., 2003. Detection of
Ralstonia solanacearum race 3 causing bacterial wilt of solanaceous vegetables in
Kerala, using random amplified polymorphic DNA (RAPD) analysis. ]J. Trop. Agric. 41,
33-37.

Kang, Y., Liu, H,, Genin, S., Schell, M. a, Denny, T.P., 2002. Ralstonia solanacearum requires
type 4 pili to adhere to multiple surfaces and for natural transformation and
virulence. Mol. Microbiol. 46, 427-37.

Li, B, Zhang, X, Guo, F., Wu, W,, Zhang, T., 2013. Characterization of tetracycline resistant
bacterial community in saline activated sludge using batch stress incubation with
high-throughput sequencing analysis. Water Res. 47, 4207-16.
doi:10.1016/j.watres.2013.04.021

Lépez, N., Haedo, A.S., Méndez, B.S., 1999. Evaluation of Xanthomonas campestris survival
in soil microcosm system. Int. Microbiol. 2, 111-114.

McManus, P.S., Stockwell, V.0., Sundin, G.W., Jones, A.L.,, 2002. Antibiotic use in plant
agriculture. Annu. Rev. Phytopathol. 40, 443-65.
do0i:10.1146/annurev.phyto.40.120301.093927

Merchan, V.M., 2003. Situaciéon actual del Moko (Ralstonia solanacearum raza 2) en
Musaceas, in: Rivas, G., Rosales, F. (Eds.), Manejo convencional y alternativo de la
Sigatoka negra, nematodos y otras plagas asocidas al cultivo de Musaceas en los
trépicos. pp. 181-182.

Messiha, N.A.S., van Bruggen, A.H.C,, Franz, E. ]Janse, ].D., Schoeman-Weerdesteijn, M.E.,
Termorshuizen, A.J., van Diepeningen, A.D., 2009. Effects of soil type, management
type and soil amendments on the survival of the potato brown rot bacterium
Ralstonia solanacearum. Appl. Soil Ecol. 43, 206-215.
doi:10.1016/j.aps0il.2009.07.008

Messiha, N.A.S., van Diepeningen, A.D., Wenneker, M., van Beuningen, AR, Janse, ].D,,
Coenen, T.G.C.,, Termorshuizen, A.]., van Bruggen, A.H.C.,, Blok, W.]J., 2007. Biological
soil disinfestation (BSD), a new control method for potato brown rot, caused by
Ralstonia solanacearum race 3 biovar 2. Eur. ]. plant Pathol. 117, 403-415.
doi:10.1007/s10658-007-9109-9

54



Moncada, R.N., 2014. Evaluacion de extractos de Bacillus amyloliquefaciens EA-CB0123
para la recuperacion de suelos bananeros contaminados con Ralstonia solanacearum.
Universidad EAFIT.

Munar-Vivas, 0. Morales-Osorio, ].G., Castafieda-Sanchez, D.A., 2010. Use of field-
integrated information in GIS-based maps to evaluate Moko disease (Ralstonia
solanacearum) in banana growing farms in Colombia. Crop Prot. 29, 936-941.
d0i:10.1016/j.cropro.2010.04.021

N’guessan, C.A, Brisse, S., Le Roux-Nio, A.-C., Poussier, S., Koné, D., Wicker, E., 2013.
Development of variable number of tandem repeats typing schemes for Ralstonia
solanacearum, the agent of bacterial wilt, banana Moko disease and potato brown rot.
J. Microbiol. Methods 92, 366-74. d0i:10.1016/j.mimet.2013.01.012

Obregén, M., Rodriguez, P.A., Morales, ].G., Salazar, M., 2008. Hospedantes de Ralstonia
solanacearum en plantaciones de banano y platano en Colombia. Rev. Fac. Nac. Agron.
Medellin 61, 4518-4526.

Ocho, F.L., 2006. Biochemical, pathological and genetic characterization of strains of
Ralstonia solanacearum (Smith) from Ethiopia and biocontrol of R. solanacearum
with bacterial antagonists.

Ongena, M., Jourdan, E., Adam, A., Paquot, M., Brans, A,, Joris, B., Arpigny, J.-L., Thonart, P.,
2007. Surfactin and fengycin lipopeptides of Bacillus subtilis as elicitors of induced
systemic resistance in plants. Environ. Microbiol. 9, 1084-90. do0i:10.1111/j.1462-
2920.2006.01202.x

Peeters, N., Guidot, A, Vailleau, F., Valls, M., 2013. Ralstonia solanacearum, a widespread
bacterial plant pathogen in the post-genomic era. Mol. Plant Pathol. 14, 651-62.
doi:10.1111/mpp.12038

Perea, .M., Garcia, R.S., Allende, R., Carrillo, ].A., Leén, ]., Valdez, B., Lopez, F.S., 2011.
Identification of races and biovars of Ralstonia solanacearum isolated from tomato
plants. Rev. Mex. Fitopatol. 29, 98-108.

Poussier, S., Chéron, ]., Couteau, A., Luisetti, ]., 2002. Evaluation of procedures for reliable
PCR detection of Ralstonia solanacearum in common natural substrates. ]J. or
Microbiol. methods 51, 349-359.

Pradhanang, P.M., Elphinstone, ].G., Fox, R.T., 2000. Sensitive detection of Ralstonia
solanacearum in soil: a comparison of different detection techniques. Plant Pathol. 49,
414-422.

Ramesh, R., Phadke, G.S., 2012. Rhizosphere and endophytic bacteria for the suppression
of eggplant wilt caused by Ralstonia solanacearum. Crop Prot. 37, 35-41.
doi:10.1016/j.cropro.2012.02.008

Ramirez, E.M., 2012. Bacterias asociadas a raices de Musa spp.: Densidad poblacional y
potencial promotor de crecimiento vegetal. Universidad de Antioquia.

Remenan, B., de Cambiaire, ]., Cellier, G., Jacobs, ].M., Mangenot, S., Barbe, V., Lajus, A,
Vallenet, D., Medigue, C., Fegan, M., Allen, C., Prior, P., 2011. Ralstonia syzygii, the

55



Blood Disease Bacterium and some Asian R. solanacearum strains form a single
genomic species despite divergent lifestyles. PLoS One 6, 1-10.
doi:10.1371/journal.pone.0024356

Schell, M.A., 2000. Genes of Ralstonia solanacearum by an elaborate sensory network.
Annu. Rev. Phytopathol. 38, 263-292.

Schonfeld, ., Gelsomino, A., van Overbeek, L.S., Gorissen, A., Smalla, K., van Elsas, ].D,,
2003a. Effects of compost addition and simulated solarisation on the fate of Ralstonia
solanacearum biovar 2 and indigenous bacteria in soil. FEMS Microbiol. Ecol. 43, 63-
74.

Schonfeld, ]., Heuer, H., Elsas, ].D. Van, Smalla, K., Scho, J.,, 2003b. Specific and Sensitive
Detection of Ralstonia solanacearum in Soil on the Basis of PCR Amplification of fliC
Fragments. Appl. Environ. Microbiol. 69, 7248-7256. doi:10.1128 /AEM.69.12.7248

Stockwell, V.0., Duffy, B, 2012. Use of antibiotics in plant agriculture Fire blight: the
primary use of antibiotics on plants activity and mechanisms of resistance in Erwinia
amylovora. Rev. Sci. Tech. 31, 199-210.

Sullivan, M., Daniells, E., Southwick, C., Mackesy, D., 2013. Ralstonia solanacearum race 3,
biovar 2.

Thiele-Bruhn, S., Beck, 1., 2005. Effects of sulfonamide and tetracycline antibiotics on soil
microbial activity and microbial biomass. Chemosphere 59, 457-465.
doi:10.1016/j.chemosphere.2005.01.023

Trust, N.P,, 2010. Molecular traits host range controlling and adaptation to plants in
Ralstonia solanacearum. New Phytol. 187, 920-928.

Van Elsas, ].D., Kastelein, P., de Vries, P.M., van Overbeek, L.S., 2001. Effects of ecological
factors on the survival and physiology of Ralstonia solanacearum bv. 2 in irrigation
water. Can. J. Microbiol. 47, 842-854. d0i:10.1139/cjm-47-9-842

Van Elsas, ].D., Kastelein, P.,, van Bekkum, P., van der Wolf, ].M., de Vries, P.M., van
Overbeek, L.S., 2000. Survival of Ralstonia solanacearum biovar 2, the causative agent
of potato brown rot, in field and microcosm soils in temperate climates. Am.
Phytopathol. Soc. 90, 1358-1366.

Villegas, V., 2012. Calculos del costo erradicacion del moko.

Wicker, E., Lefeuvre, P., de Cambiaire, ]J.-C., Lemaire, C., Poussier, S., Prior, P., 2012.
Contrasting recombination patterns and demographic histories of the plant pathogen
Ralstonia  solanacearum inferred from MLSA. ISME J. 6, 961-74.
doi:10.1038/ismej.2011.160

Wiegand, 1., Hilpert, K, Hancock, REW. 2008. Agar and broth dilution methods to

determine the minimal inhibitory concentration (MIC) of antimicrobial substances.
Nat. Protoc. 3, 163-75. d0i:10.1038 /nprot.2007.521

56



Xu, W., Zhang, G., Li, X., Zou, S., Li, P, Hu, Z, Li, ], 2007. Occurrence and elimination of
antibiotics at four sewage treatment plants in the Pearl River Delta (PRD), South
China. Water Res. 41, 4526-34. d0i:10.1016/j.watres.2007.06.023

Yamada, T. 2012. Bacteriophages of Ralstonia solanacearum: Their Diversity and
Utilization as Biocontrol Agents in Agriculture, in: Kurtboke, I. (Ed.), Bacteriophages.
InTech, pp. 113-138.

Yang, W.,, Xu, Q., Liu, H.-X,, Wang, Y.-P., Wang, Y.-M,, Yang, H.-T., Guo, ]J.-H., 2012. Evaluation
of biological control agents against Ralstonia wilt on ginger. Biol. Control 62, 144-
151.doi:10.1016/j.biocontrol.2012.05.001

Zheng, X., Zhu, Y., Liu, B, Zhou, Y., Che, |, Lin, N., 2014. Relationship between Ralstonia

solanacearum diversity and severity of bacterial wilt disease in tomato fields in
China. J. Phytopathol. 162, 607-616. do0i:10.1111/jph.12234

57



ANEXOS

Anexo 1. Determinacién de la maxima capacidad de retenciéon de humedad (MCRH)

Para determinar la MCRH se toman 3 crisoles del suelo evaluado, cada uno con papel filtro
en la base, a los cuales se les adiciona 1 gota de agua y se pesan para obtener tres primeros
pesos (P1-1, P1-2 y P1-3). Luego se adicionan 3cm3 de suelo previamente secado en el
microondas (2 veces por 3 minutos y 1 vez por 1 minuto) y se toman tres segundos pesos
(P2-1, P2-2 y P2-3), se tapan los crisoles y se pone su base en contacto con agua (sin
sumergir el crisol en el agua) y pasadas 24 horas de secan, se dejan escurrir por 2 horas y

se toman los tres ultimos pesos (P3-1, P3-2 y P3-3).

La MCRH se encuentra con estos pesos tomados, asf:

o SH—SS _ (P3prom — Plprom) = (P2prom — Plprom)
SS (Pzprom - Plprom)

Ecuacidn 2. Férmula para calcular el valor de teta necesario para calcular la maxima capacidad de
retencién de humedad de un sustrato a partir de 3 pesos

La humedad a la que se desea mantener los sustratos fue del 60%, por esto el valor hallado
debe multiplicarse por 0,6 y se procede a reemplazar el valor en la siguiente férmula, que

es una re-organizacion de la Ecuacion 2:
SH=(0+1)*SS

Ecuacién 3. Férmula para encontrar los gramos de suelo hiumedo que se tendran a la humedad
especificada

La cantidad de suelo que se trabajara en los ensayos sera de 1000g y este es el valor
correspondiente al suelo seco (SS), con la Ecuacién 3 se despeja el peso que tendran esos
1000g con una humedad constante de 60% y asi se puede encontrar la cantidad de agua
que debe adicionarse diariamente, restando el valor de SS trabajado del valor de SH

encontrado.
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Anexo 2. Re-aislamiento de cepas de R. solanacearum

El anexo 2 evidencia la morfologia obtenida en el reaislamiento de las cepas EAP022 y

EAP023 en medio BGTA a partir de tejido infectado comparado con la cepa inoculada.

Estos resultados fueron similares para todas las cepas evaluadas en el ensayo de

patogenicidad, lo cual confirmé los postulados de Koch.

Anexo 3. Analisis de sustrato de geminacion vivero Tierra Negra®

Identificacion
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Revisién Agronémica
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