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Resumen— Determinar métodos eficaces que ayuden
al manejo y erradicacion de la marchitez bacteriana,
en el Parque Nacional de las Heliconias, localizado en
el municipio de Caicedonia, se recolectaron muestras
de heliconia con sintomas de marchitez bacteriana. Se
identifico a Ralstonia solanacearum Raza 2, Como cau-
sante de la enfermedad. Para evaluar la capacidad de
control en el crecimiento bacteriano se empleé un dise-
no experimental con 1 factor y 4 tratamientos, mediante
extracto de Toronja, Bacillus subtilis, hidroxido de cobre
y extracto acuoso de Swinglea (Swinglea glutinosa). La
efectividad de control de la bacteria in vitro se presento
de mayor a menor en el siguiente orden: hidroxido de
cobre (100%), Subtilin (92%) y extracto de toronja (36%).
El extracto acuoso de Swinglea no present6 efectos in-
hibitorios.

Palabras clave— Control biolégico, Ralstonia solana-
cearum Raza 2.

Abstract— To determine effective methods to help the
management and eradication of bacterial wilt at Heli-
conias National Park, located in Caicedonia municipali-
ty, heliconia”s samples with symptoms of bacterial wilt
were collected. Ralstonia solanacearum Race 2 was
identified as the cause of the disease. The experimen-
tal design for assessing bacterial growth was conducted
with a factor and four treatments. For treatments was
used Grapefruit extract, Bacillus subtilis, copper hydro-
xide and aqueous extract Swinglea (Swinglea glutinosa).
The most effective control of bacteria in vitro was pre-
sented in the following order: copper hydroxide (100%),
subtilin (92%) and grapefruit extract (36%). The Extract
Swinglea glutinosa did not show any inhibitory effect.

Keywords— Bio-control, Ralstonia solanacearum Race
2.

1. INTRODUCCION

La marchitez bacteriana, causada por Rals-
tonia solanacearum Raza 2, es una enfermedad
cuyo manejo fitosanitario se fundamenta en el
empleo de métodos quimicos que pueden ser no-
civos para el medio ambiente y el hombre. Exis-
ten procedimientos para su manejo y erradicacion
que se han mostrado poco eficaces en el control
de la misma en los cultivos de heliconia.

La familia Heliconiaceae incluye hierbas pe-
rennes, rizomatosas, con patrén de colonizacion
vegetativa y vastagos que varian segln la especie,
la inflorescencia es terminal péndula o erecta, co-
leada y vistosa. Estas especies neo-tropicales se
encuentran distribuidas desde México hasta Ar-
gentina e islas del Caribe y muchas son cultivadas
como plantas ornamentales [1].

Anteriormente, las heliconias que habian sido
clasificadas en la familia Musaceae (platano y
banano); en 1941 Nakai las separ6 en la familia
Heliconiaceae y posteriormente por [2], quienes
propusieron un nuevo sistema de clasificacion en
subgéneros y secciones, basado en caracteris-
ticas morfologicas, ecolégicas y genéticas, pero
esta diferenciacion no significd condiciones dife-
renciadas para ser inmune a enfermedades que
afectan al platano y al banano [3].
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La enfermedad conocida como Moko, es oca-
sionada por la bacteria Ralstonia solanacearum;
se clasifica en cinco razas, la raza 2 es la causan-
te de la misma, y afecta a las familias Musaceae y
Heliconiaceae y produce problemas fitosanitarios
como detencion del crecimiento, clorosis, necrosis
y doblamiento foliar en especial de la hoja ban-
dera, obstruccién de los haces vasculares, pudri-
cion del rizoma y raiz, todos ellos que inciden en
el desarrollo del cultivo [4]. En regiones en las que
aln no se ha detectado su presencia representa
un problema potencial [5]. La diseminacién de R.
solanacearum es favorecida por condiciones re-
lacionadas con el medio (suelo, agua, aire), los
insectos, las semillas infectadas y medidas fitosa-
nitarias poco eficientes.

En Colombia, la enfermedad se reporto por pri-
mera vez en 1954 en los municipios de Prado y
Purificacion del Tolima [6] y en la zona bananera
de Uraba, zona sur del municipio de Carepa en
1999 (Mena) [7]. Durante la década del seten-
ta su incidencia ocasion6 pérdidas econémicas,
en el departamento del Caqueta, donde fueron
afectadas 20.000 hectareas de platano y bana-
no [8]. En la zona platanera del departamento
del Quindio, las pérdidas econémicas producidas
durante el ano 2000, fueron valoradas en US
$78.000 [9]. Estudios realizados por el Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA) mostraron que las
pérdidas econémicas ocasionadas por esta enfer-
medad ascendieron en dos anos a la suma de US
$985.000 [10]. La enfermedad se ha convertido
en una amenaza para los cultivos de exportacion
en la zona del Caribe colombiano y para aquellos
establecidos en la zona cafetera central [1].

Granada [11]-[13], realiz6 pruebas molecula-
res para tipificar el microorganismo causante de
Moko, considera que la alta incidencia de la enfer-
medad en las zonas bananeras y plataneras del
pais, esta relacionada con mutaciones de la bac-
teria hacia linajes mas virulentos. La variabilidad
de 28 aislamientos, mediante la técnica de RFLPs
(Polimorfismo de longitud de fragmentos), fue es-
tudiada en nueve departamentos de Colombia. Se
encontraron cuatro genotipos de locus mdltiples:
(MLGs, 25 - 47 - 48 y 51). Existen mas de 187
especies vegetales hospedantes de la bacteria y
en el departamento del Quindio, se ha observado
que el genotipo MLG25 puede sobrevivir durante
seis meses en los tejidos de las plantas y en el

ITECKNE Vol. 10 Nimero 2 + ISSN 1692 -1798 < Diciembre 2013 + 217 -223

suelo [14]. Con base en los resultados anteriores
esta investigacion se concentrd en buscar méto-
dos de control eficientes.

Las investigaciones realizadas para hallar un
método eficaz de manejo de la enfermedad se
han enfocado principalmente a especies parenta-
les de las heliconias (platano y banano), razon por
la cual la gran mayoria de referencias relaciona-
das con estudios en R. solanacearum raza 2 co-
rresponden a estos cultivos. En ocasiones se ha
utilizado inyecciones periédicas con soluciones de
glifosato al 15% (N-fosfonometilglicina) para erra-
dicar plantas afectadas por Moko. La escasez de
informacion sobre métodos de manejo fitosanita-
rio en plantaciones de especies pertenecientes a
la familia Heliconiaceae, condujo a la realizacién
de este estudio que evalu6 métodos quimicos y
biolégicos para el manejo de R. solanacearum
raza 2, con el fin de verificar una reduccion del
patoégeno in vivo.

En la practica las enfermedades son controla-
das con productos quimicos con base en hidréxido
de cobre; sin embargo, es necesario buscar otras
alternativas para el control que sean amigables
con el ambiente. En el presente estudio se evalua-
ron productos quimicos y biolégicos como el ex-
tracto de S. glutinosa, reportado por el Centro In-
teramericano de Agricultura Tropical (CIAT) para el
manejo de Antracnosis de frijol (Glomerella linde-
muthiana o Colletotrichum lindemuthianum (ana-
morfo)), el Mildeo polvoso de la rosa (Sphaerothe-
ca pannosa) y la Roya en café (Hemileia vastatrix)
[15]. También se empled el extracto de toronja,
debido a su actividad bactericida y fungicida, que
actla sistémicamente en la planta, danando la
pared celular y el citoplasma en el hongo patdge-
no impidiendo su multiplicacion [16]. Igualmente,
se aplico la bacteria Bacillus subtilis como control
biol6gico aunque esta no es usada en diversas pa-
tologias por su capacidad de producir metabolitos
secundarios.

2. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se dividié en tres fases: cam-
po, invernadero y laboratorio. La fase de campo
se realiz6 en el Centro de Educacion Ambiental
y Desarrollo Agroecoturistico del Parque Nacio-
nal de las Heliconias, localizado en el municipio
de Caicedonia departamento del Valle del Cauca,
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que cuenta con una temperatura promedio de
23°C y una altura que varia entre 1.050 y 2.200
msnm. El muestreo se realiz6 en un area de 5,6
ha, en las que se encuentran aproximadamente
160 cultivares de heliconias. Se delimitaron cinco
parcelas de 88 m?cada una con, 22 individuos,
seleccionadas al azar, que mostraban sintomas
de marchitez bacteriana. Las pruebas de labora-
torio se realizaron en la unidad de investigaciones
microbiolégicas (UIM), del Departamento de Biolo-
gia de la Universidad del Valle.

En la fase de campo se evalué la incidencia y
severidad de la enfermedad y se colectaron mues-
tras de tallos, hojas y flores que presentaron sin-
tomas de la enfermedad, los cuales se llevaron a
la unidad de Investigaciones Microbiolégicas, con
el propodsito de aislar y purificar la bacteria cau-
sante del marchitamiento (R. solanacearum raza
2). Para el aislamiento de la bacteria se tomaron
muestras con sintomas de la enfermedad que se
cortaron en trozos de 5 mm?y se sumergieron en
alcohol al 96%, posteriormente en Hipoclorito
de Sodio al 0.5% y se lavaron con agua destila-
da estéril, por 30 segundos para cada paso. Los
trozos se maceraron en agua destilada estéril y
se sembraron por el método de estria simple en
cinco cajas Petri con Agar nutritivo (dextrosa-10 g,
peptona-10 g, cas-aminoacidos-1 g L' de agua) y
se dejaron en incubadora a 28°C. Para garantizar
la pureza del proceso se realizaron aislamientos
dobles.

Para verificar cual de las bacterias aisladas
correspondia a R. solanacearum Raza 2, se rea-
lizaron pruebas morfoldgicas y bioquimicas como
coloracion de Gram, granulos de poly-B-hydroxybu-
tirato, hidréxido de potasio (KOH) al 3%, oxidacion
de glucosa, oxidasa, catalasa, hidrélisis o licuefac-
cion de gelatina, Citrato de Simmons, hidrélisis de
almidén, reduccién de nitratos, arginina di-hidro-
lasa y se determiné la tolerancia a soluciones de
NaCl al 0.5% y 2%.

2.1. Pruebas de patogenicidad con la bacteria
R. solanacearum

Con base en las pruebas morfolégicas y bio-
guimicas, se seleccion6 la bacteria para realizar
las pruebas de patogenicidad y verificar si el aisla-
miento de R. solanacearum Raza 2, era el causan-
te de los sintomas de la enfermedad. De acuerdo
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con [17], se realiz6 una dilucién de la bacteria en
1ml de agua destilada estéril en una concentra-
cion de 1x10° células bacterianas/ml. de la solu-
cion resultante se aplicaron 0.25 ml. de inéculo a
cada planta por el método de puncién. Se inocu-
laron en invernadero treinta plantas de heliconia;
diez para cada cultivar (Heliconia Wagneriana,
Heliconia bihai Heliconia Latisphata).

Las plantas inoculadas se evaluaron a partir
del quinto dia cada 24 horas durante un periodo
de veintilin dias o hasta la aparicion de sintomas
similares a los detectados en campo (manchas re-
dondeadas de color café, ampollas en las hojas,
secrecion de moco o fluido viscoso en tallo).

2.2, Evaluacion in Vitro de tratamientos
Biologicos

La evaluacion in vitro se efectué con con-
centraciones inhibitorias de un extracto vegetal
(Swinglea glutinosa), dos productos biol6gicos
(PD-1000 a base de extracto de toronja y Subtilin)
y un producto de origen quimico (Kocide) a base
de hidroxido de cobre (53.8%).

Para obtener el extracto de S. glutinosa se
secaron durante cinco dias en condiciones am-
bientales (temperatura < 40°C y sombrio), 100
g del follaje de la planta, a los cuales se extrajo
el extracto con etanol a 96% empleando Soxhlet
durante una hora. Las dosis de cada producto se
presentan en la Tabla I.

Para evaluar el crecimiento del patégeno, se
sembro6 la bacteria R. solanacearum Raza 2 en ca-
jas Petri con Agar Nutritivo (AN), para las tres con-
centraciones con repeticiones de cada producto
(Tabla 1). La medicion se inicid a los 2 dias de la
siembra, tomando como patrén de referencia el
100% del crecimiento en el control.

2.3. Diseno experimental

Se trabajo con diseno experimental de dos fac-
tores: el primero correspondiente a los productos
empleados (P1, P2, P3, P4)y el segundo a las dis-
tintas concentraciones de los productos (LD-25,
LD-50 y LD-100). Se realizaron tres repeticiones
por cada tratamiento con sus controles respecti-
vos. Se denomind concentracion normal (LD-50),
a la dosis recomendada por el fabricante, (LD-25)
a la mitad y (LD-100) al doble de la recomenda-
da. En el caso de la preparacion con el extracto
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vegetal acuoso de Swinglea glutinosa, las concen-
traciones se diluyeron en alcohol al 70% asi, para
(LD-25, 2.5ml), (LD-50, 5 ml), (LD-100, 10 ml) de
acuerdo con el protocolo descrito por [15]. La va-
riable de respuesta fue el crecimiento de R. sola-
nacearum. El crecimiento celular obtenido en las
fases in vitro e in vivo se analiz6 con Anova, con
pruebas de Tukey y mediante determinaciones no
paramétricas (Kruskall-Wallis y Nemenyi).

Se empled el método de difusién aplicado a
cajas Petri, 5 cm?® de los diferentes productos bio-
|6gicos en sus distintas concentraciones (Tabla ).
Posteriormente se adicion6 como medio de culti-
VO agar nutritivo con 5% de sucrosa; la bacteria (R.
solanacearun) se sembro por estria en superficie.
A partir del segundo dia de inoculacion y durante
cinco dias se empled el método de medicion direc-
ta por microscopio, para evaluar su crecimiento
en términos del nimero de células.

2.4. Control in vivo de R. solanacearum

Para evaluar los productos biologicos in vivo
se realizaron dos tratamientos: planta con bacte-
ria sin producto y planta con bacteria y producto.
Como testigo se utilizaron plantas sin bacteria ni
producto. Cada tratamiento tuvo tres repeticiones
por cada producto (P), a diferentes concentracio-
nes (LD). El producto se aplicod empleando el mé-
todo de puncion.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La evaluacion de la incidencia en campo de la
marchitez bacteriana en cultivares de Heliconias,
mostré un promedio de 90% de plantas enfermas
en cada parcela. En el laboratorio, los aislamien-

TABLA |
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tos bacterianos obtenidos del material vegetal
enfermo correspondieron a la bacteria R. solana-
cearum, lo cual se corroboré6 mediante pruebas
morfolégicas y bioquimicas. La bacteria se carac-
teriza por formar colonias de aspecto mucoide de-
bido a su abundante produccion de polisacaridos
como puede verse en la Fig. 1.

Microscopicamente se observa como un bacilo
mévil, con coloracién rosa obtenido con fucsina
en la tincién de Gram que junto con el resultado
positivo de la prueba de KOH al 3%, determinan
que es una bacteria gram negativa. Los resulta-
dos de las pruebas bioquimicas mas relevantes
se muestran en la Tabla Il, que determina a R. so-
lanacearum como una bacteria aerdbica estricta
con catalasa positiva, con reduccion de nitratos,
produccion de acido a partir de disacaridos y oxi-
dacion de alcoholes, estos resultados coinciden
con lo reportado en [18].

Fig. 1. CEPA PURA DE RALSTONIA SOLANACEARUM RAZA 2 EN MEDIO
AGAR NUTRITIVO

DOSIS DE CADA PRODUCTO EVALUADO A NIVEL IN VITRO PARA EL CONTROL DE R. SOLANACEARUM

Producto

Concentracion

LD25

LD50

LD100

Extracto de S. glutinosa

Extracto de toronja

Bacillus subtilis

Hidréxido de cobre

7.5 mL/L de AN

2.5 mL/L de AN

1g/L de AN

0.025 g/L de AN

15 mL/L de AN

30 mL/L de AN

5 mL/L de AN 10 mL/L de AN
2 g/L de AN 4.g/L de AN
0.05g/LdeAN  0.1g/Lde AN
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TABLAII
CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS DE R. SOLANACEARUM
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PRUEBA Resultado
Granulos de Poly-B-hydroxybutirato +
Oxidacion de glucosa +
Oxidasa +

Tolerancia a soluciones de NaCl al 0,5% -

Tolerancia a soluciones de NaCl al 2% -

Catalasa +

Hidrolisis o licuefaccion de gelatina -

Simmons citrato +

Hidr6lisis de almidén -

Reduccion de nitratos +

Arginina dihidrolasa. +

Las resultados de las pruebas de patogenici-
dad para verificar si el aislamiento de R. solana-
cearum era el agente causante del marchitamien-
to bacteriano (Moko) en heliconias, mostraron
que a los 45 dias después de la inoculacion de
la bacteria en plantas sanas se replicaron los sin-
tomas de la enfermedad observados en campo:
manchas redondeadas de color marrén, ampollas
en las hojas, secreciéon de moko o fluido viscoso
en el tallo. Lo que permitié identificar a la bacteria
como el agente causante de Moko en los cultiva-
res de Heliconias estudiados (Fig. 2).

FIG. 2. SINTOMAS OBSERVADOS EN LAS PLANTAS INOCULADAS CON LA
BACTERIA RALSTONIA SOLANACEARUM

Una vez confirmada la patogenicidad de R. so-
lanacearum se realizaron las pruebas in vitro para
evaluar la eficiencia de los cuatro productos sobre
el control de la bacteria. En la Tabla lll se muestra
el promedio del porcentaje de crecimiento de la
bacteria en las tres réplicas para cada tratamien-

to, se observé que después de 21 dias de segui-
miento del crecimiento de la bacteria, el hidroxido
de cobre en todas las dosis evaluadas fue el tra-
tamiento mas efectivo para el control, seguido de
B. subtilis y el extracto de toronja. El extracto de
S. glutinosa no presenté diferencias significativas

con respecto al testigo.
TABLA I

EFECTO DE CUATRO PRODUCTOS CON TRES DOSIS SOBRE EL
CRECIMIENTO EN PORCENTAJE DE LA BACTERIA R. SOLANACEARUM

Tratamientos
Dosis Extracto | Extractode [ Hidréxido
.| B. subtilis .
de Toronja S. glutinosa | de Cobre
LD-25 69 8,7 97,7 0
LD-50 42,7 4,7 97,3 0
LD100 10,3 3,3 98,7 0
CONTROL 100 100 100 100

Para determinar la existencia de diferencias sig-
nificativas entre los resultados obtenidos en cada
uno de los tratamientos con sus respectivas dosis
se aplicé un analisis de varianza. El crecimiento
bacteriano con el extracto de toronja mostroé una
distribucién normal (Prueba Kolmogorov-Smirnov)
y el andlisis de varianza entre los tratamientos
(LD) indico diferencias significativas. La prueba de
Tukey senal6 que las dosis LD-50 y LD 100 dismi-
nuyeron el crecimiento de R. solanacearum esta
Gltima presentd mayor efectividad en el control de
la bacteria ya que disminuy6 su crecimiento en un
80%, como se muestra en la Fig. 3. En la Fig. 3, se
indica el efecto de inhibicién del crecimiento cau-
sado con la dosis LD 100 de extracto de toronja,
frente al que se encontré con el control. La dis-
minucién de crecimiento de la bacteria por este
producto puede deberse a los componentes del
producto: extracto de toronja, cumarinas, metoxi-
flavonas, flavonas y otras sustancias que actdan
como antibiéticos [14], ademas el producto PD
1000 también se compone de sustancias acidas
como el acido ascérbico que disminuye el pH del
medio e inhiben el crecimiento.

Para el analisis de los datos obtenidos con B.
subtilis, se aplico la prueba de Kruskall-Wallis,
que no detectd diferencias significativas entre los
tratamientos (LD), debido quizas a que su efecto
antibacteriano fue similar en todas las dosis (Fig.
4). La prueba de Nemenyi indic6 que las dosis LD-
25 y LD-50 fueron las mas efectivas en reducir el
crecimiento de la bacteria (p<0.05), se confirma
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que este producto es eficaz para el control del
patégeno. Esto puede atribuirse a la accion del
ingrediente activo en cepas certificadas de Baci-
llus subtilis, cuya actividad bactericida natural la
convierte en agente de control bioloégico que pro-
duce un antibiético llamado subtilin, impidiendo
el desarrollo de bacterias Gram positivas y nega-
tivas, al alterar la permeabilidad de la membrana
celular e inhibir el paso de potasio y el transporte
de ATP [19].

Fig. 3 CONTROL INHIBITORIO DE LA BACTERIA RALSTONIA SOLANACEA-
RUM RAZA 2 CON PD-1000 FRENTE AL CONTROL

El analisis con la prueba Kolmogorov-Smirnov
del crecimiento bacteriano en los medios con ex-
tracto vegetal acuoso de S. glutinosa, indicd una
distribucién normal sin diferencias significativas
(p>0,05) entre sus tratamientos como se observa
en la Fig. 4.

FIG. 4. CRECIMIENTO EN PORCENTAJE DE LA BACTERIA RALSTONIA SOLA-
NACEARUM RAZA 2 CON SUBTILIN

120 -

100 4

0 il | B = - — S
LD 25 LD 50 LD 100 CONTROL

O Replica 1 @ Replica 2 m Replica 3

Para el analisis de los resultados de hidréxido
de cobre, se aplicd la prueba de Kruskall-Wallis
(distribucion asimétrica), que no mostré diferen-
cias significativas con respecto al control, debido
a que en todas las dosis se inhibié por completo el
crecimiento de la bacteria. El resultado anterior se
puede atribuir al efecto ejercido por el sulfato cu-
prico basico, que es el agente activo del producto
tal como se muestra en [20]. El cobre inactiva la
mayoria de enzimas y coenzimas, desnaturalizan-
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do proteinas y danando el metabolismo del pat6-
geno. Ademas, dicho agente crea las condiciones
para que el medio tome un pH basico, poco pro-
picio para el crecimiento bacteriano. (http://hgic.
clemson.edu/PDF/uga4s.pdf, 2012).

Sin embargo, el constante empleo de este pro-
ducto puede ser nocivo para el ambiente por lo
que es necesario buscar otras alternativas para el
control de la bacteria.

Segln el analisis de Kruskall-Wallis, la compa-
racion entre los diferentes productos con respec-
to a su efectividad inhibitoria, mostrd diferencias
significativas entre estos. La prueba de Nemenyi,
indic6 que el producto de mayor eficacia fue el
hidréxido de cobre, mostrando diferencias signi-
ficativas frente al extracto de S. glutinosa, toronja
y los testigos (P<0.05). Sin embargo, la prueba no
mostrd diferencias significativas con B. subtilis
y PD-1000, demostrando que estos dos Ultimos
productos biolégicos pueden ser altamente efec-
tivos para el control de la bacteria in vitro (Ver Fig.
).

Fig.5. CONTROL INHIBITORIO DE LA BACTERIA RALSTONIA SOLANACEA-
RUM RAZA 2 EN SUBTILIN FRENTE AL CONTROL

4. CONCLUSIONES

El producto que presentd mayor efecto inhibi-
torio en el crecimiento de Ralstonia solanacearum
Raza 2, fue el compuesto con base de hidréxido
de cobre.

Los productos a base de extracto de toronja y
B. subtilis, mostraron efecto inhibitorio significati-
vo sobre el crecimiento de Ralstonia solanacea-
rum Raza 2, presentando pocas diferencias con el
hidroxido de cobre.

El producto con base de extracto acuoso de
Swinglea glutinosa, no presentd ningln tipo de
efecto inhibitorio en el crecimiento de Ralstonia
solanacearum Raza 2.
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