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RESUMEN

El Moko bacteriano o marchitez bacteriana es causado por la bacteria Ralstonia
solanacearum Smith (antes Pseudomonas solanacearum) y su nombre comun se deriva
de la variedad de platano en que fue encontrado por primera vez por Edwin F. Existen
tres razas de Ralstonia solanacearum de la cual la raza 2 es la que afecta a las diferentes
variedades de platano. Es una especie compleja con una alta variedad genética y
patogénica, que puede presentar en diferentes cepas en una misma region o campo de
cultivo lo que afecta tanto la expresion como el desarrollo de los sintomas. Determinar
que cepas 0 Biovares de la bacteria estan presentes podrian ayudar a plantear medidas

mas eficientes para un manejo integral la enfermedad.

Por lo tanto se realiz6 este proyecto con la finalidad de confirmar la presencia de la
Ralstonia Solanacearum raza 2 y caracterizar las cepas de la bacteria presentes en los

tejidos del platano.

Se elabor6 18 aislamiento bacteriano de los diferentes de la Finca Santa Rita ubicado
carretera Villahermosa-Teapa de los cuales utilizaron diferentes métodos de aplicaciones
para combatir la marchitez bacteriana. Los aislamientos se caracterizaron mediante
morfologia de la colonia en medio de cultivo papa dextrosa conteniendo cloruro de

tetrazolio.

Se hicieron pruebas bioquimicas de Ryu, catalasa, determinacién de Biovar y patogenidad
de las plantas del platano. Se encontraron tres diferentes tipos de colonia: fluidas (F),
pequefia, fluida y redonda (PFR), y afluida (AF), de lo cual son comunes en la raza 2

reportadas por infeccién del Moko.

Las cepas F y la PFR se aislaron principalmente en érganos aereos (pseudotallo, frutos e
hijuelos), y la AF se obtuvieron de los érganos subterraneos (como y raiz). Las pruebas
bioquimicas de Ryu y catalasa confirmaron que se trata de una bacteria Gram negativas
por lo cual es patogena para el plantio del platano. La determinacién de Biovar demostré
que se trata de una bacteria correspondiente al Biovar 1 de la raza 2 de la Ralstonia

Solanacearum.
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l. INTRODUCCION

El Moko bacteriano es causado por la bacteria Ralstonia solanacearum Smith (antes
Pseudomonas solanacearum) y su nombre comun se deriva de la variedad de platano en
que fue encontrado por primera vez por Edwin F. Smith hizo la primera descripcion de la
enfermedad y del agente causal en 1896, pero fue Shomburgk en 1840 quien hizo los

registros en banano (Thurston, 1984).

R. solanacearum es una bacteria patdgena que causa marchitez severa en diferentes
plantas (Smith et al., 1995). Es un organismo aerébico obligado; el rango de temperaturas
minima, éptima y mé&xima para su supervivencia es de 10, 35 y 41 °C, respectivamente
(Kelman, 1953). R. solanacearum es un bacillo gran negativo, de 0.5 a 1.5 pm de
longitud, con un solo flagelo polar (Sneath et al., 1986). EIl medio Tetrazolio (TZC),
descrito por Kelman y Person (1954) es el mejor para cultivar a R. solanacearum. En agar
las colonias son inicialmente suaves, brillantes y opalescentes, pero llegan a ser oscuras

con el tiempo.

La raza 2 se aislo inicialmente en América, principalmente en plantas del género
Heliconia; algunas cepas originadas de Heliconia pueden atacar bananos (Ploetz, 1994) y
platanos, ademas de heliconias y otras musaceas (Stover, 1972; Gonzales, 1987). Cuatro
cepas atacan plantas y frutos: D (Distorsion), B (Bananos), SFR (Pequefio fluido redondo)
y H (Stover, 1972; Feakin, 1997; Gonzales, 1987).

En América, el Moko bacteriano fue descrito por primera vez en 1910 en Trinidad y
acorde a Ploetz (1994) se encontraba desde el Amazonas de Brasil y Oriente de Perq,
hasta Guatemala y sur de México. R. solanacearum esta difundida en los trdpicos,
subtrépicos y areas calurosas del mundo. Asia: India (Tamil Nadu, West Bengal),
Indonesia, Malasia (Sabah), Filipinas, Tailandia, Vietnam; Africa: Etiopia, Libia, Nigeria,
Senegal; Norte América: México, Estados Unidos (Florida); América Central: Belice
(distribucién restringida), Costa Rica, Cuba, El Salvador, Granada, Guadalupe,
Guatemala, Honduras, Jamaica (distribucion restringida), Nicaragua, Panama, San
Vicente, Trinidad y Tobago; Sur America: Brasil (Amapa, Amazonas, Bahia), Colombia,

Guyana, Perd, Surinam, Venezuela (CAB International, 2011).



En México, Santos (1986) reportd a la enfermedad en la Depresion Central de Chiapas
(Fucikovsky y Santos, 1991). En Tacotalpa, Tabasco (1991), aparecié un brote de plantas
enfermas con Moko bacteriano y a fines de 1994 y durante 1995 se encontraron nuevos
brotes en fincas bananeras de los municipios de Teapa y Tacotalpa, Tabasco, y

Pichucalco, Chiapas (Ramirez y Rodriguez, 1996).

Ralstonia solanacearum raza 2 causa diferentes sintomas en las plantas de banano y en
platano, acorde al sistema de infeccién. Esto incluye punto de entrada del patégeno a la
planta y dérgano afectado. En transmisiones por herramientas, la infeccion siempre

converge en el cormo ocasionando un amarillamiento foliar (Belalcazar, 1991).

Las plantas enfermas presentan un marchitamiento gradual en relacién a la intensidad de
la enfermedad. La marchitez es debida al taponamiento de haces vasculares del
pseudotallo, producto del crecimiento bacteriano y acumulacion de polisacaridos
bacterianos. Sabadell (2003) menciona que el patdgeno utiliza los vasos conductores
como forma de multiplicacién y dispersion. Los haces vasculares acaban blogueandose
dando lugar a los sintomas caracteristicos de amarillamiento y marchitez, semejantes a
los que la planta manifiesta cuando sufre sequia. Los sintomas del Moko bacteriano del
platano son visibles en todos los estados de crecimiento, principalmente en plantas

jovenes.

Stover (1972) establece cuatro patotipos para la Raza 2 cuya caracterizacion se basa en la
morfologia de la colonia, rango de plantas hospederas y patogenicidades, por lo que es
necesario dar seguimiento al patdgeno para determinar el posible impacto econémico de
cada uno de los patotipos. Hayward (2006) menciona que en algunos paises de América
Latina y el Caribe, esta plaga afecta a bananos de coccion del subgrupo “Bluggoe” (ABB)

y bananos de postre pertenecientes al grupo Cavendish (AAA).



1. JUSTIFICACION

Se propuso este proyecto debido a la presencia de la bacteria del Moko del platano que
afecta a gran parte de las plantaciones de banano de la Regién Sierra de Tabasco,
causando pérdidas econdmicas de consideracion por las medidas de manejo que se tienen

que aplicar para mantener bajo control a la enfermedad.

El estatus del Moko del platano es considerado una plaga. Actualmente, la enfermedad se
encuentra reportada en 26 municipios de los estados de Chiapas, Tabasco, Nayarit,
Hidalgo y Veracruz (SENASICA, 2016).

Los aislamientos de R. solanacearum difieren en cuanto a su rango de hospederos,
distribucion geografica, patogenicidad, relaciones epidemiol6gicas y propiedades
fisioldgicas. Debido a su alta heterogeneidad intraespecifica ha sido necesaria distinguir

entre raza y biovares.

Las principales practicas culturales de manejo de la enfermedad implican: desinfeccién
de herramientas utilizadas en la plantacion, control de malezas, rotacién de cultivos,
solarizacion y aireacion del terreno en épocas secas; en plantaciones donde la enfermedad
ya estd establecida, las flores masculinas deben de ser continuamente removidas,

posterior a la emision de la tltima mano (Pradhanang et al., 2003).

Los resultados de esta investigacion pretenden ayudar a mejorar el control del Moko y

disminuir el impacto econdmico que tiene en la produccion.

La mayoria de la informacidn sobre la supervivencia de R. solanacearum en el suelo se
deriva de la interpretacion de su capacidad de infeccion luego de la siembra y resiembra
de plantas indicadoras a diferentes intervalos de tiempo en areas infestadas (Belalcazar,
1976; Granada, 1996; Rojas, 1992). También se ha evaluado, tomando como referencia
la capacidad de infeccion al cabo de diferentes periodos de rotacion (Jackson y Gonzélez,
1981; Van Elsas et al., 2000), la persistencia de la bacteria en residuos de cosecha
(Graham, Jones y Lloyd, 1978) y en suelos infestados artificialmente (Mc Carter, 1976;

Van Elsas et al., 2000). De los resultados se ha deducido que la persistencia dela bacteria



en el suelo puede variar entre 6 y 48 meses, pero las diferencias dependen en gran medida

de la metodologia que se utilice en su determinacion.

La longevidad del indculo primario es importante para el éxito de la infeccién y depende
de la habilidad que tiene el patdgeno para escapar o resistir condiciones adversas del
ambiente. La supervivencia varia con la clase de indculo primario que el patégeno adopte
y depende también de factores externos y de caracteristicas intrinsecas del
microorganismo (Shuster y Coiné, 1974). El principal medio para la diseminacion de la
bacteria es: semilla contaminada (cormos procedentes de fincas con focos de Moko),
contacto entre raices (Kelman y Sequeira, 1965), agua de escorrentia y de riego, insectos
(abejas, avispas), maquinaria, herramientas contaminadas, particulas de tierra infestada y
animales (Granada, 2002). Con el descubrimiento de mecanismos de sefializacion
utilizados por algunas bacterias para censar la concentracion de especimenes de la misma
especie denominados ‘quorum sensing’ (Williams, 2005), se ha sugerido que la
activacion de genes de virulencia procede en forma diferente segun el nicho, dependiendo
de la densidad de la poblacion y de las posibles especies hospedero presente.
Comportamientos como este explicarian también la razén de las diferencias en la

determinacion de la longevidad del in6culo.

Entre 2004 y 2005 se evalu0 la presencia y persistencia de la bacteria R. solanacearum
en el suelo y las aguas que conforman el flujo freatico de cultivos de platano. Durante el
curso de la investigacion se caracterizaron muestras de R. solanacearum por morfologia
y reaccion a pruebas bioquimicas y moleculares (PCR) y se determind el progreso de la
incidencia del Moko a partir de un foco. Los resultados de la investigacion permitieron
determinar la eficacia de la rotacion de cultivos como estrategia de manejo de la

enfermedad en un &area infestada.

No obstante la recomendacién de la norma NOM-068, los productores de platano en
Tabasco realizan una serie de medidas de prevencion y erradicacion del Moko, aun
cuando no esta comprobado la eficacia de ellas en el control de la enfermedad. Ademas
de que algunos de ellos son nocivos para el medio ambiente y para la salud de los
trabajadores, por lo que se buscan métodos de control eficiente y menos agresivo, como

pudieran ser los microorganismos eficaces.



1. ANTECEDENTES

3.1 Marchitez bacteriana por Ralstonia solanacearum

Los primeros registros de la enfermedad en banano fueron realizados por Shomburgk en
1840, la primera descripcion de la enfermedad y agente causal fueron realizadas por
Edwin F. Smith (Thurston, 1984). R. solanacearum raza 2 es una bacteria Gram negativa,
en forma de bacilo, con dimensiones de 0.5-0.7 um x 1.5-2.5 um, movil, con uno o cuatro
flagelos polares cuando estan presentes, sin embargo, la motilidad y posible presencia de
flagelos de las cepas varia con el tipo de colonia y edad del cultivo (Agrios, 2006).

Exhibe enorme biodiversidad bioguimica y fisiologica, otras producen pigmentos
fluorescentes, visibles solo bajo luz ultravioleta. Normalmente este patdgeno afecta a
través de las raices sistematicas a través del xilema y causa sintoma de marchitez que

usualmente son letales (Deny, 2001).

3.2 Distribucion de Ralstonia solanacearum en América

Se sefiala que la enfermedad es originaria del centro y Sudameérica, reporto primero en
Honduras. En América se reporta que en 1940 el material vegetativo de propagacion fue
la principal vida de diseminacion de la enfermedad en Venezuela y centro América. En
Colombia se report6 por primera vez en 1945, asi como en Perd, Hawai y a lo largo del
rio Amazonas. EI Moko o marchitez bacteriana se habia encontrado hasta 1960 en
Venezuela, Panama, Costa Rica y Honduras. Desde esa fecha el biotipo SFR, el cual es
transmitido por insectos se habia extendido a Guatemala, el salvador, Honduras, el

Salvador, Nicaragua y México (Stover, 1972).

3.2.1 Estudios de la caracterizacién de la Ralstonia solanacearum en Colombia

En Colombia se encontrd diferencias entre colonias tipicas y colonias no tipicas de la
Ralstonia solanacearum en medios semi-selectivos sur Africa (SMSA-E) aislada de suelo
y agua de &rea con Moko. Las caracteristicas morfoldgicas de las colonias no tipicas

fueron muy variadas y consistieron principalmente de formas rizoides con bordes color



azul y centro rosado o redondas color anaranjado o morado intenso. Las colonias tipo
fluido (F) presentaron formas irregulares, elevacion, superficie opaca, aspecto mucoide,
con bordes gruesos color crema, pigmentacion central roja difusa y dimensiones de 4 x 5
mm, en promedio. Las colonias pequefias, fluidas y redonda (SFR) exhibieron una forma
ovalada mas definida, con bordes mas o menos enteros, definidos y mucho mas delgado
que el de las F. Presentaron elevacién convexa, superficie lisa, baja fluidez, aspecto
mucho menos mucoso que las F y con mas amplia y definida coloracién roja al centro
con dimensiones de 4x5 mm, aproximadamente. Las colonias variantes afluidas (AFV)
mostraron una marcada estructura redondeada, elevacion convexa, bordes muy delgados,
color crema casi imperceptibles, superficie brillante, coloracion roja intensa y sus

dimensiones fueron de 3 mm aproximadamente (Tapiero et al., 2007).

3.2.2 Distribuciéon de Ralstonia solanacearum en México

Fucikovsky, 1991 sugiere que la bacteria se introdujo inicialmente a México en 1960
procedente de Guatemala por medio de los vientos de la region del lago Izabal hacia la
zona platanera de Tapachula, Chiapas. EI movimiento de material de propagacion
infectado desde Chiapas a Tabasco, asi como las lluvias y vientos fuertes huracanados de
las zonas de Tapachula y Villa Flores, pudieron haber arrastrado la bacteria o los insectos
de transmisores de las zonas montafiosas de Chiapas y Tabasco. Actualmente la Ralstonia

se localiza en las plantaciones de Chiapas y Tabasco.

3.2.3 Distribucion de Ralstonia en Tabasco

Fucikovsky, 1991 reporto plantas de platano afectadas por Moko bacteriano en fincas de
la zona platanera de Tacotalpa, Tabasco. Ramirez y Rodriguez, 1997 sefialaron que a
finales de 1994 y durante 1995 se detectaron nuevos casos de Moko en fincas de la regién
de la sierra de Tabasco y norte de Chiapas. Desde su deteccidn en 1991 en Tacotalpa, la

enfermedad se disemino hacia el municipio de Teapa.

El movimiento de trabajadores de campo de las empresas que poseen fincas plataneras en
ambos municipios, aunado a la falta de aplicacién de las medidas preventivas, propicid

una amplia diseminacion de la enfermedad en la region de la sierra de Tabasco (Teapa y



Tacotalpa) y norte de Chiapas (Pichucalco). Los grandes crecientes de rios de la regién
en la década de 1999 y 2009 pudieron contribuir a que la bacteria se diseminara en la
zona por medios del agua que inundo las plantaciones rio abajo, asi como los restos de e
tejidos infectados arrastrados por la corriente y depositados en otra &rea. La junta local de
sanidad vegetal dela sierra reporto que actualmente el 64 % de las fincas de la zona de la
sierra de Tabasco presenta casos de Moko y en su conjunto la superficie es de 4,993.04

hectarea las que a su vez representa el 80 % de la zona (Rodriguez, 2001).

El Moko se detect6 en fincas plataneras de los municipios de Huimanguillo, Cardenas y
Cunduacan, aunque en menor indice que en los municipios de Teapa y Tacotalpa, debido
a la introduccidn mas reciente de la enfermedad en esos municipios a través de materiales

contaminados proveniente de Teapa (Ramirez et al.,2006).

Un estudio sobre la incidencia de la enfermedad en fincas plataneras del municipio de
Teapa, confirmd mediante la técnica serologica ELISA la presencia de por lo menos la

cepa SFR de laraza 2 de R. solanacearum (Sanchez, 2000).

Gayosso (2001) encontr6 a R. solanacearum en plantas de Heliconia wagneriana
obtenidas en diferentes localidades de Tabasco y norte de Chiapas, confirmando que esta
planta ornamental es hospedera natural de la bacteria y representa una fuente potencial de
infeccion para la planta de platano cuando se cultiva asociadas a las heliconias.

3.3 Sintomas

En un estudio realizado sobre la incidencia y distribucion del Moko en Tabasco, se
describen los sintomas de la enfermedad que pueden aparecer en el hijuelo, plantas
jévenes en desarrollo, plantas a la floracion o plantas con racimo, mostrando sindromes
caracteristicos en hojas, frutos, pseudotallo y cormos. En las plantas jovenes se presenta
una marchitez paulatina y posteriormente necrosis de las hojas que inicia generalmente
por los bordes, ya sea en las hojas méas jovenes o en las mas viejas de la planta. Los
pseudotallo adquieren una caracteristica coloracién café rojiza de los vasos de conducto
hasta llegar a la necrosis total de la vaina foliar de la hoja enferma. En plantas con racimos

algunas muestran sintoma de follaje y el racimo, y otras solamente en el racimo.



Los racimos de la planta con marchitez foliar pueden mostrar pudricion total de los frutos
recién formados, frutos amarillentos y verdes intercalados en todo el racimo o la
maduracion temprana del fruto, con rajaduras de la cascara y necrosis de la pulpa. Los
sintomas en el racimo pueden limitarse al principio de la maduracion de uno o varios
frutos gradualmente todo el racimo. La pulpa de los frutos enfermos, presenta una
pudricidn que va de parda viscosa a gris seca con presencia de cavidades. Las plantas con
racimos proximos a cosecha, generalmente no muestran sintomas externos en el follaje,

aungue la pulpa presente pudricion (Ramirez et al., 2006).

3.4 Generalidades de la bacteria Ralstonia Solanacearum

Ralstonia solanacearum E. F. Smith es el agente causal de la marchitez bacterianas que
afecta varias especies alrededor de 50 familias de plantas, siendo responsable de fuertes

pérdidas econdmicas en cultivos por todo el mundo (Ito et al., 1988).

Las especies de este género son bacilos rectos curvos de 0.5-1.0x1.5-3.0 um, moviles por
medio de uno o varios flagelos polares, raramente inmoviles, aerobios estrictos, catalasa
positivos y quimiorganotrofos; el género posee un gran numero de especies, tanto
saprofitas como patdgenas de humanos, plantas y animales. La movilidad y posible

flagelacion de las cepas varia con el tipo de colonia o edad del cultivo (Agrios, 2006).

Exhiben una enorme diversidad bioquimica y fisioldgica, otras producen pigmentos
fluorescentes, visibles solo bajo luz ultravioleta. Normalmente este patdgeno afecta a
través de las raices, se mueve sistematicamente a traves del xilema y causa sintomas de

marchitez que usualmente son letales (Denny, 2001).

3.4.1 Caracteristicas fenotipicas

Estudios que incluyen rango de hospederos del patdégeno, morfologia de la colonia,
analisis bioquimicos, fisiologia y su caracterizacion molecular sugieren que esta bacteria
es una especie compleja, heterogénea y comprende de diversas poblaciones (Martins,
2001).



Otros estudios demuestran la heterogeneidad de este organismo a nivel sub-especifico
como la diferencia en la versatilidad nutricional entre los biovares 1,2,3 y 4, formando

grupos distintos a través de taxonomia numerica (Engelbrecht, 1989).

3.4.2 Caracteristicas fisiologicas

Entre las caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas de R. solanacearum estan: no tiene
crecimiento a mas de 40 °C, reduce nitrato (NO3) y dependiendo del biovar, puede
producir &cido a partir de disacaridos y oxida alcoholes hexosa (Goszczynska et al.,
2000).

3.4.3 Caracteristicas morfoldgicas

Pueden observarse dos clases de principales de morfologia de las colonias, una es fluida
(mucoide) debido a su abundante produccion de polisacaridos extracelular, lisa,
irregulares y redonda; mientras que la otra es una colonia mutante de aparecia seca,

redonda, traslucida, rugosa y no fluida.

En un medio que contenga sales de Tetrazolio las colonias normales virulentas, son lisas,
fluidas, irregulares, blancas o levemente rojas en el centro de la colonia y las mutantes
avirulentas son completamente puestas. Las diferencias entre los tipos de colonias y
niveles de virulentas estan relacionadas con la presencia y cantidad de polisacaridos

extracelulares que producen las bacterias (Kelman, 1965).

En medio liquido complejo, las cepas mucoides tienen mayor porcentaje de células
moviles cuando los cultivos han crecido a una concentracion de 1x10% ufc/ml; sin
embargo, los cultivos en fase estacionaria tienen muy pocas células mdviles. Las células
son inicialmente inmdviles, pero cominmente adquieren movilidad después de estar en
un medio de cultivo fresco por un espacio de tiempo de entre de 4 a 6 horas (Denny,
2001).



3.5 Clasificacion

Al principio fue caracterizada como una Pseudomonas no fluorescente pero luego fue

asignada al género Burkholderia (He et al., 1983).

Al evidenciar completamente que no esta relacionado con Pseudomonas fluorescente,
transfirieron siete especies de bacteria al grupo 11 de homologia del ARNTr, incluyendo P.
solanacearum, mientras que las Pseudomonas fluorescentes estdn en el grupo | de
homologia del ARN. El género Ralstonia es una nueva denominacién de lo que
anteriormente se le llamo Pseudomonas, la especie siguiente solanacearum (Yabuuchi et
al., 1995).

3.5.1 Razas y Biovares

R. solanacearum es muy heterogénea y teniendo en cuenta su patogenicidad ha sido
clasificada en razas, con base al rengo de hospederos y los diferentes biovares que se han
modificado con base en las caracteristicas fisioldgicas; la raza 1 corresponde a los
biovares 1, 3 0 4, laraza 2 a los biovares 1 0 3, la raza 3 a los biovares 2 y la raza 4 al
biovar 4. Entre cada una de estas razas y biovares hay numerosos subtipos que pueden

ser asociados en la localizacion geogréafica en particular (He et al., 1983).

3.5.2 Caracteristicas fenotipicas

Estudios que incluyen rango de hospederos del patdégeno, morfologia de la colonia,
analisis bioquimicos, fisiologia y su caracterizacion molecular sugieren que esta bacteria
es una especie compleja, heterogénea y comprende de diversas poblaciones (Martins,
2001).

Otros estudios demuestran la heterogeneidad de este organismo a nivel sub-especifico

como la diferencia en la versatilidad nutricional entre los biovares 1, 2, 3 y 4, formando

grupos distintos a través de taxonomia numeérica (Engelbrecht, 1989).
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3.5.3 Caracteristicas fisioldgicas

Entre las caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas de R. solanacearum estan: no tiene
crecimiento a méas de 40 °C, reduce nitrato (NO3z) y dependiendOo del biovar, puede

producir acido a partir de disacaridos y oxida alcoholes hexosa (Goszczynska et al. 2000).

3.5.4 Caracteristicas morfoldgicas

Pueden observarse dos clases de principales de morfologia de las colonias, una es fluida
(mucoide) debido a su abundante produccion de polisacaridos extracelular, lisa,
irregulares y redonda; mientras que la otra es una colonia mutante de aparecia seca,

redonda, traslucida, rugosa y no fluida.

En un medio que contenga sales de Tetrazolio las colonias normales virulentas, son lisas,
fluidas, irregulares, blancas o levemente rojas en el centro de la colonia y las mutantes
avirulentas son completamente puestas. Las diferencias entre los tipos de colonias y
niveles de virulentas estan relacionadas con la presencia y cantidad de polisacaridos

extracelulares que producen las bacterias (Kelman, 1965).

En medio liquido complejo, las cepas mucoides tienen mayor porcentaje de células
moviles cuando los cultivos han crecido a una concentracion de 1x108 ufc/ml; sin
embargo, los cultivos en fase estacionaria tienen muy pocas células mdviles. Las células
son inicialmente inmdviles, pero cominmente adquieren movilidad después de estar en
un medio de cultivo fresco por un espacio de tiempo de entre de 4 a 6 horas (Denny,
2001).

3.6 Clasificacion

Al principio fue caracterizada como una Pseudomonas no fluorescente pero luego fue

asignada al género Burkholderia (He et al., 1983)

Al evidenciar completamente que no esta relacionado con Pseudomonas fluorescente,

transfirieron siete especies de bacteria al grupo Il de homologia del ARNTr, incluyendo P.
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solanacearum, mientras que las Pseudomonas fluorescentes estan en el grupo | de
homologia del ARN. El género Ralstonia es una nueva denominacién de lo que
anteriormente se le llamo Pseudomonas, la especie siguiente solanacearum (Yabuuchi et
al, 1995).

3.6.1 Razas y Biovares

R. solanacearum es muy heterogénea y teniendo en cuenta su patogenicidad ha sido
clasificada en razas, con base al rengo de hospederos y los diferentes biovares que se han
modificado con base en las caracteristicas fisioldgicas; la raza 1 corresponde a los
biovares 1, 3 0 4, laraza 2 a los biovares 1 0 3, la raza 3 a los biovares 2 y la raza 4 al
biovar 4. Entre cada una de estas razas y biovares hay numerosos subtipos que pueden
ser asociados en la localizacion geografica en particular (He et al., 1983).

Al principio se reconocieron tres Razas R. solanacearum. La raza 1 afecta un amplio
rango de hospedero que incluye la papa, tomate, tabaco, platanos diploides, cacahuates,
jengibre, olivo y muchas semillas particularmente solanédceas. La raza 2 esta limitada a
musaceas causando marchitez en platano (enfermedad del Moko) y heliconias. La raza 3
afecta papa y tomate particularmente en ambiente frio, pero no es alta mente virulenta en

otros cultivos de solanaceas (Goszcynska et al., 2000).

Las tres razas se pueden diferenciar por inoculacion de hoja de tabaco. La raza 1 causa
marchitez tipica, la raza 2 induce reaccion hipersensibilidad y la raza 3 causa clorosis en

el area infiltrada (Lozano, 1970).

La raza 2 R. solanacearum que afecta a platanos tiene, a su vez, cuatro cepas diferentes
se distinguen por su virulencia, sintomas que causan y caracteristicals de sus colonias en
medio de cultivo: la cepa D (distorsion), la cepa B (banana), la cepa SFR (pequefia, fluida

y redonda) y la cepa H (heliconias) (Stover, 1972).
La cepa B se caracteriza por ser altamente sistematica y es rapidamente transmitida en
labores de cultivo y cosecha. La cepa SFR se transmite por insectos y puede moverse

rapidamente de inflorescencia antes de llegar a ser completamente sistematica. La cepa
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H se denomina asi porque fue aislada de plantas del generd Heliconia. La cepa D es
aquella que causa distorsion de las plantas afectadas; ambos tipos pueden ser diseminados
por inundacion y se considera que ambos son endémicos de heliconias silvestres (Aranda,
1999).

3.6.2 Biovares

Existen medios especializados por R. solanacearum dentro de biovares junto con un
amplio rango de hospederos. Cada uno de los biovares de R. solanacearum pueden ser
diferenciados basandose en su habilidad y en diferencia para producir acido a partir de
tres disacaridos (maltosa, lactosa, celobiosa) y la oxidacion de tres alcoholes hexosa

(manitol, dulcitol y sorbitol) (Denny, 2001).

Con base en esta metodologia Sanchez (2000) encontré que la bacteria aislada en plantas
afectadas por Moko en Teapa, Tabasco, corresponde a la cepa SFR y al biovar 1,

confirmado que se trata de la raza 2.

3.6.3 Patogenicidad

Se refiere a la potencialidad de una cepa para inducir enfermedad o respuesta de
hipersensibilidad (RH), que son dos tipos de interaccion especificas para patdgenos de
plantas (Gémez, 2005).

La determinacion de la patogenicidad es un paso muy importante en la identificacion de
la bacteria fitopatogena. Las pruebas de patogenicidad no estan estandarizadas y depende

de la relacion entre hospederos y patdgeno (Goszczynska et al., 2005).

Debido a que existen dificultades para verificar todas las caracteristicas de una bacteria y
diferenciar entre especies, algunos grupos de bacterias fitopatdgenas solo pueden ser
diferenciados por su patogenicidad en plantas, ya que solo atacan determinadas especies
de plantas. Esto se debe de que algunas R. solanacearum son muy restringidas a su rango

hospederos, mientras que en otras mas amplios (Gémez, 2005).
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3.7 Métodos de aislamiento, detencién e identificacion

A pesar de la bacteria que se multiplica facilmente en su hospedero, bajo condiciones
invitro se multiplica més lentamente que otras bacterias patdgenas y microorganismo
saprofitos de plantas y suelo. El aislamiento de R. solanacearum a partir de muestra de
plantas y suelos. El aislamiento de R. solanacearum a partir de muestras de plantas
sintomaticas y frescas es usualmente facil, debido a la alta densidad del patogenos en los

tejidos.

El aislamiento del patdgeno a partir de plantas asintomaticas es mas dificil debido al bajo
numero de células viables presente en los tejidos, al igual que a partir de muestra de suelo
por la presencia de otros organismos, muchos de los cuales pueden multiplicarse mas

rapidamente que R. solanacearum (Denny, 2001).

Estos medios varian en su complejidad y usualmente contienen antibidticos para la
supresion de otros microorganismos; la preparacion de algunas veces es complicada y son
usados rutinariamente, como el caso de patégenos como Erwinia spp. Y R. solanacearum
con los que se recomienda medios semiselectivos. Otros pequefios grupos de
microorganismos utilizan fuentes de carbono complejas que usadas adecuadamente

exhiben caracteristicas de diagnéstico (Goszcynska et al, 2000).

3.8 Método de dispersion y fuente de inoculo

Las células bacterianas son capaces de sobrevivir por largos periodos de tiempo algunos
tipos de suelo y bajo ciertas condiciones ambientales, la estrategia de manejo integra para
marchitez bacteriana son dependiente de como el patdgeno sobreviviente en el suelo (Ito
et al., 1998).

Algunas evidencias sugieren que la fase epifitica de la bacteria durante su ciclo de vida,
puede contribuir a la supervivencia y proveer una fuente de indculos para renovar las
poblaciones del suelo. La persistencia de R. solanacearum en suelo puede ocurrir cuando

la bacteria sobrevive en las plantaciones o permanece latente en los residuos de cosecha
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infectado y/o en la rizofera de maleza hospederas, ademas este patdgeno puede ser

transportado en un amplio rango de material vegetativo de propagacion (Hayward, 1991).

3.9 Manejo de la enfermedad

En ausencia de cultivos resistentes, el control de la enfermedad depende de la oportuna
deteccion del patogeno en el suelo y en los materiales de propagacion; ademas de sembrar
material de propagacion libre de R. Solanacearum. La deteccion es dificil debido a que
forma parte de un amplio y complejo grupo de cepas que no ha sido universalmente

detectada mediante una sola prueba.

Sin embargo, hoy en dia se encuentra disponibles pruebas especificas para la deteccion e
identificacion de diferentes poblaciones de R. solanacearum. El entendimiento de la
diversidad del patdgeno en finca a nivel local es esencial para el futuro desarrollado y

utilizacion de métodos de deteccion apropiados (Yu et al., 2003).

3.10 Norma Oficial Mexicana NOM-068-FITO-2000

Si bien no existe un control quimico eficaz contra la bacteria, la Norma Oficial Mexicana
NOM-068-FITO-2000. Por la que se establecen las medidas fitosanitarias para combatir
el Moko del platano y prevenir su diseminacion, propone una serie de medidas para
reducir el impacto de la enfermedad en las plantaciones de platano que a manera general

y resumida son las siguientes:

a) Deteccion y muestreo. En la zona bajo control fitosanitaria se debe realizar
muestreos periodicos y personal oficial debera verificar la presencia o ausencia del
Moko. En zonas libres los muestreos deberan hacerse mensualmente durante un afio
y las muestran deberan enviarse a un laboratorio de prueba; en caso de los
diagnosticos sean positivos, se notificara directamente a la direcciéon de sanidad
vegetal quien seré responsable de instruir al propietario de las medidas fitosanitarias

a aplicar.
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b)

d)

Eliminacion de brotes. Cuando se determine la presencia del Moko del platano en
una finca, se debera eliminar la planta infectada y las circundantes en un radio de
10 metros. Las plantas se cortaran en trozos incluyendo rizomas y raices, se aplicara
bromuro de metilo en dosis de 80 gramos de ingrediente activo por metro cubico u
otro autorizan por la CICLOPLAFEST. Todas las herramientas usadas durante la
eliminacién deben desinfectarse con bactericida autorizado por la
CICLOPLAFEST o formaldehidos al 10 %. En estos sitios no se deberan replantar
hasta tres meses después del tratamiento.

Establecimiento de plantacion. Para replantar o establecer nuevas plantaciones se
deberd usar plantas o rizomas (cormos) de plantaciones o viveros registrados que
garanticen estar libre de plagas mediante un diagnostico fitosanitario negativo al
Moko del platano emitido por un laboratorio de prueba.

Labores culturales. En las fincas de las zonas bajo control fitosanitario se debera
desinfectar todas las herramientas usadas de desoje, deshije eliminacion de maleza,
cosecha, adecuacion de drenes, etc., utilizando un bactericida de amplio espectro o
formaldehido al 10 %. Se debera realizar el combate de insecto vectores tales como
hormiga, moscas del vinagre, escarabajo y en general todos aquellos que puedan
ser vectores de la enfermedad, para lo cual se usaran insecticida autorizados por la
CICOPLASFEST. Se debera eliminar la maleza que pueda servir de hospedero
alterno a la bacteria, asi como realizar la adecuacion de drenes y cuidar la densidad
de plantacion para evitar condiciones ambientales favorables para el desarrollo de

la enfermedad.

Cuarenta y movilizacion de fruta. Se considera productos de cuarentena absoluta
el follaje, suelo, rizomas e hijuelos de platano y cualquier otro vegetal hospedero
de la bacteria, provenientes de zonas de bajo control fitosanitario, por lo tanto queda
prohibida su movilizacion a zonas libres de Moko. La fruta del platano se considera
de cuarentena parcial, y la que procede de zona bajo control fitosanitario debera
verificarse que no se movilice con follaje, y estar amparada por el certificado

fitosanitario de Movilizacion Nacional.
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No obstante, la recomendacion de la Norma NOM-068, los productores de platano de
Tabasco realizan una serie de medidas de prevencion y erradicacion del Moko desde muy
elementales hasta muy completas (Tabla 1), aun cuando no estd comprobada la eficacia

de ellas en el control de la enfermedad (Ramirez et al., 2006).

Tabla 1. Tipo de manejo del Moko bacteriano en fincas plataneras con presencia de la

enfermedad de Tabasco.

Prevencioén Erradicacion

No hay desinfeccion de la herramienta Se corta y secciona la planta enferma; se

aplica cal sobre los residuos y al suelo

Desinfeccion de herramienta con los Se saca la planta desde el cormo, se
bactericidas Bela plus o Mokodine secciona en trozos pequefios y se aplica
Bela plus Mokodine sobre ello
Desinfeccion de herramientas con formol Inyeccién de la planta enferma con el
y rodamina (colorante) herbicida glifosato, posteriormente se
aplica algun herbicida como Bela plus
Mokodine o Bacterstop sobre el residuo
Desinfeccion de herramientas con formol ~Se saca la planta desde el cormo, tanto la
y rodamina (colorante) enferma como tres o cuatro que la rodea,
se seccionan y se aplica bromuro de metilo
0 Busan a los residuos y al suelo, luego se
cubren con plastico dejando la cubierta al

menos dos semanas

Fuente: Ramirez et al., 2006.

3.11 Microorganismo Eficaces (ME)

ME es una abreviatura para microganismos eficaces (del inglés EM “eficient
microorganism”). ME es un liquido que est4d hecho de una combinacion de varios
microorganismos benéficos de origen natural a base de bacterias fototroficas,
lactobacilos, distinto tipos de levaduras y hongos de fermentacion sin manipulacién

geneética, cuando ME entra contacto con materia organico, minerales quelados y
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antioxidantes. Casi todos los quimicos provocan un alto grado de oxidacién y
contaminacion cualquier ambiente, solo la produccion de antioxidantes fraccionada los
productos quimicos y asi provoca una transformacion natural y no causa la produccion de

sustancias patégenas.

Los ME funcionan con una medida de control bioldgico de patégeno que es dada con la
introduccion de estos microorganismos benéficos al ambiente de la planta. Los parasitos
y patdgenos son destruidos o controlados con procesos naturales, como la competitividad
y antagonismo (Sugilanda, 1995 citado por Cayon, 2008).

3.12 Origen de los Microorganismos Eficaces (ME)

La tecnologia ME fue desarrollada en la década de los ochenta por el Doctor Teruo Higa,
profesor de horticultura de la universidad de Ryukyus en Japdn. Estudiando las funciones
individuales de diferentes microorganismos, encontrd que el éxito de su efecto
potencializador estaba en su mezcla. Desde entonces, esta tecnologia ha sido investigada,
desarrollada y aplicada a una multitud de usos agropecuarios y ambientales, siendo

utilizada en mas de 80 paises del mundo.

Los ME son una combinacion de microorganismo beneficos de origen natural, que se han

utilizado tradicionalmente en la alimentacién, o se encuentra en los mismos.

Hay tres tipos de vida microbiana que se une para formar la mezcla. No es una
determinada cepa de microbios las que contienen la clave, sino mas bien la combinacion

de diferentes grupos lo que da el efecto positivo que estamos buscando. Estos grupos son:
3.12.1 Bacteria Fotosintética (Rhodopseudomona spp)

Son bacterias autétrofas que sintetizan sustancias utiles a partir de la secrecion de raices,
materia organica y gases dafiinos, usando la luz solar y el calor del suelo como fuente de

energia. Las sustancias sintetizadas comprenden aminoacidos, &cidos nucleicos,

sustancias bioacitvas y azucares, promoviendo el crecimiento y desarrollo de las plantas.
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Los metabolitos son absorbidos directamente por ellas, y actlan como sustratos para

incrementar la poblacion de otros microorganismos eficaces.

3.12.2 Bacteria acido lacticas (Lactobacillus spp)

Estas bacterias producen acido lactico a partir de los azlcares y otros carbohidratos
sintetizados por bacterias fototroficas y levaduras. El acido lactico es un fuerte
esterilizador, suprime microorganismos patégenos e incrementa la rapida
descomposicion de la materia organica las bacterias acido lacticas aumentan la
fragmentacion de los componentes de la materia organica, como la lignina y la celulosa,

transformando esos materiales sin causar influencia negativa en el proceso.

3.12.3 Levadura (Saccharomyces spp)

Sintetizan sustancias antimicrobianas y otras utiles para el crecimiento de las plantas a
partir de los amino&cidos y azlcares secretados por las bacterias fotosintéticas, la materia
organica y las raices de las plantas. Con respecto a la biofementos, éstos presencian
condiciones microbianas particulares. Las fermentaciones lacticas son el resultado de la
transformacion de azucares (glucosa y lactosa) en acido lactico, gracias a la accion de
diversas bacterias. El azucar principal en la leche es la lactosa, un disacarido compuesto
por una molécula de glucosa y una de galactosa. Las bacterias lacticas tienen en ellas su
principal sustrato energético y como resultado de su metabolismo se produce acido
lactico. Los biofermentos presentan un nimero elevado de microorganismos importantes
para el control de las plagas y enfermedades. Lactobacillu spp. Tiene relaciones

antagonicas con el tipo de bacterias putrefactorias (FUNDASES, 2007).

3.12.4 Las especies principales que incluyen

o Bacteria acido lactico: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus caseli,
streptococcuslactics

o Bacterias Fotosintéticas: Rhodopseudomonasplastrus, Rhodobacterspaeroides.

o Levaduras: Saccharomyces cerevisiae, candida utilis actinomicetes,
Streptomyces albus, Streptomyces griceus.

o Hongos de fermentacion: Aspergillus oryzae, Mucor hiemalis.
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Estos microorganismos son efectivos cuando entran en contacto con materia organica
secretan sustancias beneficiosas como vitaminas, acidos organicos, minerales quelatados

y fundamentos substanciales antioxidantes (Gonzalez, 1995 citado por Eguez, 2000).

Los ME vienen Unicamente en forma liquida y contienen microorganismo Utiles y
seguros. No es un fertilizante, ni un quimico, no es sintético y no ha modificado
genéticamente. Este se utiliza junto con la materia organica para enriquecer los suelos y
para mejora de la flora y la labranza. Dichos microorganismos se encuentran en estado
latente y por lo tanto se utilizan para hacer otros productos secundarios de

microorganismo eficientes (Higa, 1993 citado por VVazquez, 2004).

3.13 Modo de accion de los microorganismos

Los microorganismos eficaces actlan de manera que toman sustancias generadas por
otros organismos basando en ello su funcionamiento y desarrollo. Las raices de las plantas
secretan sustancias que son utilizadas por los microorganismos eficaces para crecer,
sintetizado aminoacidos, nucleicos, vitaminas, hormonas, y otras sustancias bioacitvas.
Cuando los microorganismos eficaces incrementan su poblacion, como una comunicacion
en el medio en que se encuentra, se incrementa su poblacion, como una comunidad en el
medio en que se encuentran, se incrementa la actividad de los microorganismos naturales,
enriqueciendo la microflora, balanceando los ecosistemas microbiales, suprimiendo

microorganismos patdgenos (Sort, 2002 citado por Brock, 2004).

3.14 Efectos de los Microorganismos eficaces sobre los cultivos
El principio de accion de los ME no radica en el ataque de otros microorganismos, sino
en la competencia con ellos. Debido a la capacidad de colonizacion de los ME, es posible
reducir las plagas o enfermedades por un proceso conocido “exclusion competitiva”
(APNAN, 1996).
Los microorganismos eficaces, como inoculante microbiano, restablece el equilibrio

microbiologico del suelo, mejorando sus condiciones fisico-quimicas, incrementando la

20



produccion de los cultivos y su proteccion; ademas conserva los recursos naturales,

generando una agricultura sostenible.

Entre los efectos sobre el desarrollo de los cultivos se pueden encontrar:

3.14.1 En los semilleros

o Aumento de la velocidad y porcentaje de germinacion de las semillas, por su
efecto hormonal, similar al &cido giberelico.

o Aumento del vigor y crecimiento del tallo y raices, desde la germinacién hasta
la emergencia de las plantulas, por su efecto como rizo bacterias promotoras
del crecimiento vegetal.

o Incremento de las probabilidades de supervivencias de las plantulas.

3.14.2 En las plantas

o Genera un mecanismo de supresion de insectos y enfermedades en las
plantas, ya que pueden inducirla resistencia sisttmica de los cultivos a
enfermedades.

o Consume los exudados de raices, hojas, flores y frutos, evitando la
propagacion de organismo patdgenos y desarrollo de enfermedades.

o Incrementa la calidad y productividad de cultivos.

o Promueve la floracién, fructificacion y maduracién por sus efectos
hormonales en zonas meristematicas.

o Incrementa la capacidad de fotosintética por medio de un mayor desarrollo
foliar.

3.14.3 En los suelos
Los efectos de los microorganismos eficaces en el suelo, estan enmarcados en el

mejoramiento de las caracteristicas fisicas, bioldgicas y supresion de enfermedades. Entre

sus efectos se pueden mencionar:
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a) Efectos en las condiciones fisicas del suelo

Mejora la estructura y agregacion de las particulas del suelo, reduce su
compactacion, incrementa los espacios porosos y mejora la filtracion del agua. De
esta manera se disminuye la frecuencia de riesgo, tornando los suelos capaces de
absorber 24 veces mas las aguas de lluvia, evitando la erosion, por el arrastre de

las particulas.

b) Efectos en la microbiologia en el suelo

Suprime o controla las poblaciones de microorganismo patdgenos que se
desarrollan en el suelo por competencia. Incrementa la biodiversidad microbiana,
generando las condiciones necesarias para que los microorganismos benéficos

nativos prosperen (Sort, 2002 citado por Brock 2004).

3.15 Aplicacion de los Microorganismos Eficaces

El deterioro y la degeneracién son debido al proceso de oxidacion. La oxidacion es
causante de crisis y colapso. El oxigeno activado, no el que inhalan nuestros pulmones,
asi como el cloro (Cl), el oxido de nitrogeno, y el sulfato posee una gran accion
antioxidante. También los fertilizantes quimicos de sintesis artificiales y plaguicidas y

herbicidas agricolas son agentes antioxidantes de un extremo poder (APNAN, 1995).

Los ME tienen la peculiaridad de erradicar, borrar, la informacién contenida en multitud
de sustancias. Esto se ha comprobado en los ecosistemas forestales y agricolas, donde la

presencia de niveles lo suficiente altos de ME regeneran y purifican la aplicacion.

La raiz de las plantas que se desarrollan en suelos tratados con ME son mas resistentes y
elasticas, a la vez, ni se pudren ni se mueren con facilidad. La obtencion de raices fuertes
y resistentes aumenta la eficacia de las plantas a la hora de absorcion de los nutrientes.
Los microorganismos eficaces amortiguan la oxidacion al tiempo que alimentan a las
plantas con sus secreciones. Mejoran la capacidad de retencion hidrica del substrato, que

conlleva a una disminucién de la concentracion de oxigeno en el mismo, ya que la
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cantidad de aire y agua en el suelo son inversamente proporcionales. Esto conlleva a una
mejora en el crecimiento y desarrollo natural de las plantas, aumentando asi de forma
positiva las producciones (FUNDASES, 2007).

Los suelos tratados con ME se vuelven equilibrados, es decir, aquellos suelos arcillosos
se tornan mas mullidos y ligeros, aquellos demasiados aireados mas compactos y con
mayor capacidad de retener agua, tanto los suelos &cidos como alcalinos se convierte en
neutros, contrarrestando asi su excesiva polaridad. Es mas, en suelo pantanoso llega a
mejorar el drenaje, e incluso aunque este continle anegado, en cuyo caso asegura en
minimo de aireacion para prevenir dafios en cosechas. Los procesos de antioxidacion de
20 encadenados por los ME son debidos principalmente a dos elementos, como son las
propias sustancias que segregan los microorganismos, y la emision de ondas generadas
por estos mismos, como las bacterias fotosintéticas (que producen sustancias como

vitaminas C y E).

Otra clara cualidad de los ME es la de actuar como potente desodorante en procesos de
descomposicion, erradica totalmente los malos olores, debido en gran parte a los
atinomycetes que son los responsables de olores a recientes llovido de la tierra. Esta
cualidad se utiliza en depuracion de aguas residuales, pudiendo estas volver a ser
reutilizadas en diversos ciclos, desodorantes y limpiezas de fosas sépticas y en ganaderia,
lo que reduce la contaminacion de las aguas subterraneas, y como ademas de eliminar el
mal olor acelera la descomposicion se muestra como un gran aliado en el proceso de
compostaje de la materia organica para uso agricola reduciendo el tiempo de maduracion
y nos quita de tener que voltear la pila de compost, pues los ME actdan también en

situaciones anaerobicas (Rolli, 2013).

3.16 Uso de la tecnologia ME

Los microorganismos eficaces protegen a las plantas del ataque de patégenos por
competicion por nutriente, antagonismo y parasitismo, por otro lado la planta estimula el
sistema de asociaciéon interdependiente lixiviando azlcares, aminoacidos y sales
minerales necesarios al crecimiento de los microorganismo en simbiosis en detrimento o

en deterioro de los patdgenos (Tokeshi, 2001).
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Algunas de las sustancias secundarias producidas por los ME son el inositol, ubiquinonas,
saponinas, polisacaridos de bajo peso molecular, polifenoles y quelatos. Estas sustancias
pueden inhibir patdégenos y promover el crecimiento de especies benéficas (Higa, 1994

citado por Caydn 2008).

El uso de los microorganismos eficaces se fundamenta en utilizar microorganismos
antagonicos que sean capaces de reproducirse colonizar un ambiente dado y al cambiar
las condiciones inhiba la poblacion de otro organismo (Higa, 1993 citado por Vazquez
2004).

El efecto de los ME sobre la supresion de algunos hongo patogénicos fueron investigados

obteniendo buenos resultados (Castro et al. 1993, citado por Vazquez 2004).

24



IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Contribuir al combate de le enfermedad Moko al platano mediante el uso de tecnologias

inocuas y amigables con el medio ambiente.

4.2 Obijetivos especificos

o Evaluar la eficacia in vitro de los microorganismos eficaces en el control de la

bacteria Ralstonia solanacearum

o Evaluar la eficacia del control de Ralstonia solanacearum mediante la aplicacion

de microorganismos eficaces al suelo.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Obtencion de muestras de tejido vegetal y suelo

Se eligio la Finca Bananera Santa Rita localizada entre la Rancheria Galeana y las Lilias
del municipio de Teapa, Tabasco. Se procedio de la siguiente manera para la obtencién

de las muestras:

1. Se identificaron las plantas de banano que presentaban sintomas caracteristicos de la
enfermedad Moko.

2. Se cortaron trozos de diferentes tamafios de peciolo de hoja, pseudotallo, cormo y
raices para luego obtener el tejido vegetal.

3. Se tomo 1 kg de muestras del suelo circundante a la base de las plantas (Figura 1).

4. Se introdujeron en bolsas de polietileno, se etiquetaron, se colocaron en una hielera
de unicel y se trasladaron al Laboratorio del Suelo de la carrera de Ingenieria en

Agronomia del ITSS, ubicado en el km. 4.5 carretera Teapa-Tacotalpa (Figura 2).

Figura 1. Extraccion de muestra del Figura 2. Muestras en bolsa de polietileno
suelo infectado. y traslado en nevera de unicel.
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5.2 Proceso de las muestras

5.2.1 Suelo

1. Se pes6 un gramo de cada una de las tres muestras de suelo en una balanza granataria
marca Vibra modelo AJH-220E.

2. Se introdujo en un tubo de ensayo de 9 ml que contenia agua destilada estéril, a esta
dilucidn se le consider6 como “solucién madre” y se realiz6 3 diluciones, en el cual
se pipeteo un mililitro de la solucion madre.

3. se agreg0 a un tubo de ensayo que contenia 9 ml de agua destilada estéril agitandolo
para homogenizar la muestra y conformar una dilucion de 1071, De esta concentracion
a su vez, se tomé un mililitro. se agregd a un tubo de ensayo con 9 ml de agua destilada
estéril agitando para homogenizar y obtener una dilucion de la muestra 107, por
altimo, se tomo un mililitro de la segunda dilucién y se agregé a un tubo de ensayo
con 9 ml de agua destilada estéril agitando para homogenizar y obtener una dilucion

de la muestra 107 (Figura 3).

Figura 3. Tubos de ensayos con muestras de suelo

disueltas en agua destilada estéril.
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5.2.2 Tejido vegetal

1. Se corto el tejido vegetal de las muestras de hoja, pseudotallo, cormo y raices una
seccion de un centimetro cubico.

2. desinfectaron en un vaso de precipitado con hipoclorito de sodio al 3 % por 10
minutos.

3. Se lavaron en agua destilada estéril y luego se colocaron en tubos de ensayo con agua
destilada estéril.

4. Se agité cada tubo con la muestra por un minuto y luego se dejo reposar por 10
minutos para que las bacterias salieran del tejido; esta dilucion se consideré6 como
solucion madre y de ella se tomaron las muestras que se sembraron en medio de

cultivo.

5.3 Activacion de Microorganismos eficaces

1. Para activar los microorganismos primero se procedid a calentar en un recipiente de
aluminio 1 litro de melaza hasta llegar a la temperatura de 70 °C, se dejo enfriar hasta
que se obtuvo la temperatura de 30 °C.

2. seagreg6 un litro de Microrganismos Eficaces (ME), mezclandolos en el recipiente
de aluminio para luego colocar la mezcla en un tanque de plastico de 200 L.

3. Y finalmente, a los 2 litros de mezcla se le agrego 18 litros de agua no clorada; se
midié el pH de la mezcla, luego se procedid a cerrar el recipiente de forma
herméticamente, durante tres dias a cuatro dias se midié el pH de la mezcla de los
microorganismos con la melaza hasta alcanzar un pH de menos de 4.0 de acidez para

tener 100 % de la activacion.
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5.4 Preparacion de diluciones de microorganismo eficaces

Para hacer las disoluciones de 40 %, 60 %, 80 % y 100 %:
1. Se tomaron 240 ml de los Microorganismos Eficaces de los que se activaron. Se
disolvieron en agua destilada (Figura 4).

Figura 4. Microorganismos eficaces en
diferentes concentraciones.

5.5 Preparacion de Medio de cultivo

3.5.1 Preparacion de papa dextrosa agar

1. Se pes6 39 mg de agar papa dextrosa que se disolvio con 1 L de agua destilada en
un matraz Erlenmeyer.

2. Seprocedio acalentarlo en un termo agitador hasta llegar al punto de ebullicion.

3. Seesterilizo en laautoclave a 121 £ por 15 minutos y se dejo enfriar a temperatura

ambiente.
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5.5.2 Preparacion de Cloruro de Tetrazolio (TTC) y agregado al medio de papa

dextrosa agar

1. Se peso6 1 gramo de cloruro de tetrazolio (Sigma) para 100 ml de agua destilada. Se
colocaron 50 ml de agua destilada estéril en un matraz de 100 ml.
2. Se agrego el gramo de cloruro de tetrazolio y luego se aford con agua destilada. Se

agito suavemente para homogenizar la mezcla

5.5.3 Modificacion del medio con ME

1. Se colocé 40 ml de los Microorganismos Eficaces obtenido el medio de cultivo del
matraz Erlenmeyer de 250 ml y se agit6 para poder mezclarlo.

2. Secoloco de 15 a 20 ml en las 18 cajas Petri para los diferentes cultivos.

3. Se dejé durante tres dias solidificar a los medios de cultivo para proceder con los

siguientes pasos.

5.6 Siembra en medio de cultivo

1. Se tomd con un aza bacterioldgico estéril una muestra de la solucién madre para
sembrar y se utilizo el método de Siembra agar papa destroza por el método de estria

2. Por agotamiento con medio de Tetrazolio modificado con los ME (Figura 5).

3. Se repiti6 este procedimiento para las soluciones madre de suelo y de tejido y para las
diluciones correspondientes; tanto para suelo como para tejido.

4. Se sembro tres placas por concentracion de ME, y como testigo se aplicé mediante

estriada agua destilada estéril en medio de papa dextrosa Agar sin ME.
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Figura 5. Siembra por el método de

estria.

5.7 Incubacién de placas

1. Se colocaron en una incubadora por 36 horas a 24-25 °C al proceder con las cajas Petri.
2. revisaron para observar el crecimiento de las bacterias y cuantificar las colonias

bacterianas presentes.

5.7 Elaboracidn de las pruebas bioquimicas

1. Se realizé las pruebas de Ryu y la prueba catalasa para la caracterizacion de las
pruebas bioquimicas de la bacteria.

2. Se realizé la primera prueba fue la de Ryu para determinar si era Gram positiva o
Gram negativa.

3. Seprocedié con la prueba de catalasa para indica si la bacteria es anaerobia o
aerobica; las bacterias de la marchitez del platano son de Fitopatégenas son Gram
positiva y aerobicas.

5.8.1 Pruebas de Ryu

1. Se coloc6 una gota de una solucién acuosa de hidroxido de potasio (KOH) al 3 %
sobre un portaobjeto. Se tomé luego con un asa bacterioldgica una porcién de la
colonia bacteriana.

2. Se mezcl6 con el KOH mediante suaves movimientos circulares (Rodriguez, 2001).

Si al retirar suavemente el asa de la muestra.
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3. Se form6 un hilo mucoide se considera una bacteria como Gram negativa y por lo
tanto Fitopatdgenas; si no se forma el hilo la bacteria es Gram positiva y no patégena
(Figura 6). .

Figura 6. Prueba positiva de Ryu de una
muestra de suelo de Gram negativa.

5.8.2 Produccién de catalasa

1. Se utiliz6 una solucion comercial de perdxido de hidrogeno al 3.5 % para realizar la
prueba de catalasa de la cual se colocd una gota en un portaobjeto.

2. Setomo con el asa una muestra de la colonia bacteriana aislada para la cual se deposit6
sobre el peroxido (Figura 7).

3. se observo al colocar el perdxido si se presenta una reaccion efervescente de la
bacteria para asegurar si es aerobia, pero, si no presentaba las reacciones efervescentes

es anaerobia.

Figura 7. Prueba positiva de catalasa
de una muestra de colonia de R.
solanacearum.
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5.9 Prueba preliminar del suelo

1. Se tomaron 240 ml de microorganismos activados para hacer la disolucion de los
Microorganismos Eficaces (ME).

2. Se diluyeron en agua destilada diferentes cantidades de ME para obtener las
concentraciones de 40 %, 60 %, 80 % y 100 %.

3. Seaplicaron las concentraciones de ME en los vasos de unicel que contenian el 80 ml
de suelo donde se habia aislado previamente Ralstonia solanacearum.

4. Se obtuvo un gramo de cada tratamiento luego de los 30, 60 y 90 dias después de la
aplicacion de los ME.

5. Se proceso luego para asilar colonias bacterianas.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Aislamiento bacteriano del suelo y tejido enfermo

Se obtuvieron de las muestras tomadas de las fincas bananeras santa Rita se obtuvo
aislamiento de bacterianos cuyas colonias tenian aspecto morfologico similares a las que
se han encontrado en estudio reportados por Sanchez (2000), Ramirez et al (2006) y

L6pez (2010) en Teapa, Tabasco, y por Gomez (2005) en Colombia.

Se encontraron dos tipos de colonias con las caracteristicas siguientes:

Tipo 1: redondas, pequefias blancas con el centro rojo y bordes gruesos
Tipo 2: redonda, fluida y roja.

Estas colonias se obtuvieron de muestras concentradas y se observo que su crecimiento
fue mas evidente que en las muestras diluidas en diferentes concentraciones tanto de suelo

como de tejido.

6.2 Confirmacion de la bacteria
Ademas de las caracteristicas de las colonias, de acuerdo a las pruebas de catalasa y Ryu
los aislamientos corresponde a la bacteria Ralstonia solanacearum raza 2 y concuerda
con los resultados reportados anteriormente en la zona.
6.3 Resultados obtenidos del Medio modificado
En el medio PDA modificado con las diferentes concentraciones de ME encontré que
entre mayor porcentaje de ME en el medio disminuyeron las colonias de Ralstonia tanto

en las muestras de suelo como las de tejido de banano con sintomas de la enfermedad
(Tabla 2).

34



Tabla 2. Numero de colonias de R. solanacearum de muestras concentradas y diluidas
encontradas en medios de cultivos PDA modificado con las diferentes concentraciones

de microorganismos eficaces.

Concentrados 10t 10
ME 60 % 20 7 6
ME 80 % 15 5 2
ME 100 % 5 3 0

Estos resultados muestran que los ME ejerce un efecto supresor probablemente en la
reproduccion de la bacteria que se traduce en una menor aparicion de colonias del

patogeno en el medio cultivo.

6.4 Pruebas preliminares de control de R. solanacearum

En el suelo naturalmente infectado con la bacteria contenido en los vasos y que recibi¢ la
aplicacion de los ME, se aislaron colonias bacterias con las mismas caracteristicas de los
aislamientos iniciales a los 30 y 60 dias. A los 90 solos se aplicd agua. Esta prueba
muestra también un efecto de control de los ME contra la bacteria, sin embargo, es
preliminar y se implemento6 ante la imposibilidad de realizar el ensayo programado en
campo por falta de tiempo, por lo que estos resultados deberan ser comprobados en un

ensayo de campo.
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VII. CONCLUSION

De acuerdo al tipo de colonia y las pruebas bioguimicas se confirma que la
bacteria encontrada en el tejido de la planta del platano y asociada con los

sintomas de Moko corresponde a Ralstonia solanacearum Raza 2.

El menor crecimiento de colonias bacterianas en medio de tetrazolio modificado
con diferentes concentraciones de microorganismo indica un efecto supresor de la

bacteria al aumentar la cantidad de ME.

El ensayo de control de ME contra la bacteria en el suelo infectado y contenido
en vasos parece apoyar lo anterior, pero estos resultados deberan ser comprobados
en un ensayo de campo para determinar la eficacia de los ME en el control del
Moko.
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VIll. RECOMENDACION

Continuar para confirmar estos resultados y realizar los estudios de los ME

aplicados al suelo.

Usar los conocimientos asi generados en el planteamiento de tragedias mas

eficaces para manejo de enfermedades.
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