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RESUMEN

A nivel mundial, el cultivo de la papa es uno de los cuatro cultivos mas
importantes para la alimentacion humana. En afnos recientes se ha detectado en
algunas regiones de Estados Unidos y Canada, la bacteria Ralstonia solanacearum
(Rs) la cual provoca la enfermedad denominada Marchitez bacteriana (Mb) o
pudricién parda. Esta bacteria tiene la particularidad de diseminarse por semilla.
Dada la cercania con esos paises, y siendo México un pais importador de semilla,
las probabilidades de una eventual introduccidn de esta enfermedad son
significativas, especialmente en areas con amplias extensiones de papa. El estado
de Sonora es una de las regiones mas importantes en relacion a la produccién de
papa. Por lo anterior, se realizé la presente investigacion, teniendo como objetivos
detectar la presencia de Ralstonia solanacearum en semilla y material vegetativo de
Solanum tuberosum L, y evaluar el efecto bactericida de aceites esenciales.

La investigacion se realizd en tres etapas. La primera etapa consistid en la
familiarizacion con sintomas de Ralstonia solanacearum en condiciones de
laboratorio, para ello se procedid al incremento de Ralstonia solanacearum, pruebas
de patogenicidad en semilla, plantula con fines de familiarizacién de los signos de
Rs; la segunda etapa incluye la obtencidn de semilla, muestreo de plantas en estado
de plantula, floracién y madurez fisioldgica de papa en las zonas agricolas del
estado de Sonora; El muestreo se realizd en el 10% del total de la superficie
cultivable de los municipios productores de papa en estado de Sonora. En el 10% de
la superficie de cada municipio. Se realizd lo siguiente: cada lote de 5 hectareas fue
considerado una superficie de muestreo. Cada hectarea de esa superficie fue un
punto de mustreo. En cada punto se trazo una linea diagonal imaginaria de esquina
a esquina, y en esa recta trazada se colectaron 10 muestras. Cada una de las
muestras colectadas, previamente identificada, se envolvié con papel humedo y se
colocaron en una hielera para ser trasladada al laboratorio para su analisis. Ademas
se llevaron acabo analisis fitopatoldgicos mediante Técnica de Randhawa y ELISA.
También se llevaron a cabo, pruebas de patogenicidad en aquellas muestras que
resultaron positivas a la presencia de Rs. La presencia de la bacteria Ralstonia
Solanacearum resultd ser negativa en semilla procedente del extranjero. No obstante
ello, se detectd la presencia del agente causal de la marchitez bacteriana en papa

de consumo nacional que algunos productores podrian utilizar como semilla.
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La tercera etapa se realizd con el proposito de encontrar una alternativa
natural para controlar la bacteria Rs. Se evalud el poder bactericida de los aceites
esenciales de tomillo (Thymus vulgaris) y orégano (Lippia graveolens). La técnica
utilizada para el analisis de la actividad antibacteriana fue la difusiébn en agar,
utilizando discos de papel filtro estériles, se utilizaron diluyentes 1:1, 1.5y 1:10 y se
colocaron 7.5, 10, 15 ul de cada una de las concentraciones de los aceites. Se utilizod
alcohol al 70% en uno de los discos de papel filtro como control negativo. Ademas,
se utilizé un disco de estreptomicina (10 yg/disco) y otro de ampicilina (10 yg/disco).
Se utilizd medio de cultivo agar dextrosa y papa previamente inoculado con la cepa
en estudio. Después de la incubacién, se midieron los halos de inhibicion del
crecimiento bacteriano en milimetros. Los analisis fueron por triplicado. Los aceites
esenciales de orégano y tomillo mostraron efectos inhibitorios sobre el crecimiento
de Ralstonia solanacearum en la dilucién 1:1, que (P<0.05) resulto ser mas efectiva
que el resto de las diluciones evaluadas, donde la cantidad aplicada mas efectiva
fue de 15 yl de aceite esencial de orégano y tomillo. Los aceites esenciales de
orégano y tomillo (P<0.05) mostraron mejor efecto inhibitorio que los antibidticos.

Los aceites esenciales se consideran como una alternativa para el control de Rs.
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ABSTRACT

Worldwide, potato is considered the fourth most important crop for human
consumption. In recent years it has been detected in some Regions of USA and
Canada, the bacterium Ralstonia solanacearum (Rs), which causes the diseases
called bacterial wilt (Mb) or brown rot. This bacterium has the distinction of spreading
by seed. Given the proximity to these countries, and begin Mexico a seed importer,
the odds of an eventual introduction of this diseases are significant, especially in
areas with large tracts of potato. The state of Sonora is one of the most important in
relation to potato production. Therefore, this research was performed, to detect the
presence of Ralstonia solanacearum in seed and vegetative material of Solanum
tuberosum L, and evaluated the bactericidal effect of essential oils. The research was
conducted in three stages. The first stage involved familiarization with symptoms of
Ralstonia solanacearum in laboratory conditions, for it proceeded to the increase of
Ralstonia solanacearum pathogenicity tests on seed, seedling familiarization
purpouses of the sings of Rs, the second stage includes obtaining seed, plant
sampling at seedling stage, flowering and maturity of potato in agricultural areas of
the state of Sonora; sampling was performed in 10 % of the total arable land of the
potato producing municipalities in the state of Sonora. In 10 % of the surface of each
municipality. Was performed as follows: each lot 5 hectares was considered a
surface sampling. Each hectare of this area was a point sampling. At each point
stroke an imaginary diagonal line from corner to corner, and in that line drawn 10
samples were collected. Each of the collected samples, previously identified,
wrapped with wet paper and placed in a cooler to be moved to the laboratory for
analysis. Furthermore phytopathological analysis were carried by out ELISA
technigue and Randhawa. Also, pathogenicity tests were carried out on those
samples that tested positive for the presence of Rs. The presence of the bacterium
Ralstonia solanacearum was negative in seed from abroad. Nevertheless, we
detected the presence of the casual agent of bacterial wilt in potatoes for domestic
consumption that producers could use as seed.The third stage was performed in
order to find a natural alternative to control the bacterium was assessed Rs
bactericidal power of essential oils of oregano (Lippia graveolens) and thyme
(Thymus vulgaris). The technique used for analysis of antibacterial activity was
spread on agar, using sterile filter paper discs were used diluents 1:1, 1:5 and 1:10

and placed 7.5, 10, 15 ul of each of concentrations of the oils. Was used 70 %
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alcohol in one of the filter paper discs as negative control. Furthermore, we used
disc streptomycin (10 yg/disc) and another of ampicilin (10 yg/disc). We used culture
medium and potato dextrose agar previously inoculated with the strain under study.
After incubation, we measured the inhibition of bacterial growth in millimeters.
Analyses were in triplicate. The essential oils of oregano and thyme showed
inhibitory effects on the growth of Ralstonia solanacearum in 1:1 dilution in which
(P<0.05) was more effective than the rest of the dilutions tested, and the most
effective amount applied was 15 ul of essential oil of oregano and thyme which
(P<0.05) showed better inhibitory effect on antibiotics. Essential oils are considered

as an alternative for the control of Rs.
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CAPITULO1
Integracién general.

La presente investigacion consta de cuatro capitulos. El primer capitulo
consiste en introduccion; hipbtesis, objetivos. Segundo capitulo, revision de literatura
sobre la cual se describen los aspectos generales del cultivo de la papa (Solanum
tuberosum L) y de la bacteria Ralstonia solanacearum. También se describen los
aceites esenciales de orégano y tomillo. Literatura citada. En el tercer capitulo se
hace referencia del articulo: Deteccibn de la pudricibn parda (Ralstonia
solanacearum) de la papa (Solanum tuberosum L) en el estado de Sonora, México.
Integrado por resumen, abstract, introduccién. La metodologia utilizada en el
muestreo de plantas de papa en estado de plantula, hoja desarrollada y fruto
(tubérculo-semilla) en los municipios del estado de Sonora (Agua Prieta, Caborca,
Cajeme, Hermosillo, Moctezuma, Navojoa, Sahuaripa, Santa Ana y Ures). También
se llevaron acabo analisis fitopatoldgicos mediante Técnica de Randhawa y ELISA.
Asimismo se llevaron a cabo, pruebas de patogenicidad en aquellas muestras que
resultaron positivas a la presencia de Rs en papa para consumo. Los resultados
indican la presencia de Rs en semilla nacional. Por lo tanto, es necesario considerar
medidas de verificaciones de origen del tubérculo. Ademas incluye conclusiones,
literatura citada. El cuarto capitulo se hace referencia del articulo: Evaluacion de la
actividad antibacteriana in vitro de aceites esenciales de orégano y tomillo contra
Ralstonia solanacearum. Integrado por resumen, abstract, introduccion. La
metodologia consistié en evaluar el poder bactericida de los aceites esenciales de
orégano (Lippia graveolens) y tomillo (Thymus vulgaris). La cepa bacteriana utilizada
en el estudio fue Ralstonia solanacearum, que fue aislada y caracterizada de las
pruebas de patogenicidad de papa procedente de casas comerciales del estado de
Sonora que posiblemente puede ser dirigida como semilla. La técnica utilizada para
el andlisis de la actividad antibacteriana fue la difusién en agar, utilizando discos de
papel filtro estériles, se utilizaron diluyentes 1:1, 1:5y 1:10 y se colocaron 7.5, 10, 15
ul de cada una de las concentraciones de los aceites. Se utilizé alcohol al 70% en
uno de los discos de papel filtro como control negativo. Ademas, se utilizd un disco
de estreptomicina (10 pg/disco) y otro de ampicilina (10 yg/disco). Se utilizé medio
de cultivo agar dextrosa y papa previamente inoculado con la cepa en estudio. Los

aceites esenciales de orégano y tomillo mostraron efectos inhibitorios sobre el



crecimiento de la bacteria Ralstonia solanacearum. También incluye conclusiones,

literatura citada.



INTRODUCCION

La agricultura mundial se ha visto afectada en los ultimos afos por problemas
fitosanitarios causados principalmente por hongos, bacterias, nematodos, malezas e
insectos. Al presentarse un cambio radical dentro del comercio internacional, con el
movimiento de material vegetativo y siembras de estos productos vegetales, las
plagas estan dispersandose por todo el mundo, volviéndose un problema un tanto
mas complejo, lo anterior debido a la rapidez con que en la actualidad se
transportan, las grandes cantidades de material vegetal que se movilizan y que en
algunos casos pueden ser portadores de agentes nocivos. Aun cuando se hagan
esfuerzos, en primera instancia para medir la introduccion de enfermedades de otros
paises y en segunda para impedir su dispersion a partir de fuentes de indculo
primario, los aspectos negativos antes citados, han originado en cierto grado
pérdidas y grandes trastornos en algunas regiones a la agricultura nacional, por lo
que es conveniente contar con las medidas necesarias para evitar el ingreso
primeramente y en segunda el control y dispersion de estos agentes biologicos
nocivos a las plantas (Rueda, 1998). En la Republica Mexicana, especificamente en
el noroeste de México, la superficie dirigida al cultivo de hortalizas principalmente
(tomate, papa, chile y sandia) ha aumentado en forma considerable en los ultimos
anos (SIAP, 2012). Debido a que México no produce su propia semilla, obliga a los
productores a adquirir semilla de origen extranjero, principalmente de Estados
Unidos, ya que las variedades adquiridas producen frutos que reunen las
caracteristicas preferidas por el consumidor, originando ademas que los volumenes
de semilla que ingresan al pais sea una puerta de entrada para microorganismos de
importancia cuarentenaria como son: Pseudomonas solanacearum = (actualmente)
Ralstonia solanacearum para la papa; Xanthomonas campestris pv. vesicatoria para
chile y tomate; Clavibacter michiganensis subespecie sepedonicum para papa, la
subespecie michiganenesis para tomate y Acidovorax avenae pv. citrulli para sandia,
entre otros (Rueda, 1998). Asimismo, actualmente se esta generando controversia
entre los productores acerca de su presencia en campos agricolas del estado de
Sonora, México.

Por lo anterior, resulta de gran importancia conocer la situacién actual de

Ralstonia solanacearum en el cultivo de papa (Solanum tuberosum L.), en material



vegetativo de importacion y durante las diferentes etapas fenologicas del cultivo en
la zona agricola del estado de Sonora.

Esta investigacion pretende ampliar el conocimiento de la situacidn que
acontece en materia de deteccidon de bacterias de importancia cuarentenaria,
ademas de actualizar y reafirmar su nula presencia en las areas agricolas del
estado, y posteriormente extenderse al interior del pais. Ademas este estudio de
deteccidn es con la finalidad de involucrar a los productores con un nuevo esquema
de produccién bajo condiciones de fitosanidad con la finalidad de salvaguardar
nuestra agricultura nacional.

Por otra parte, en los ultimos afos ha habido un creciente interés en el uso de
compuestos bioldgicamente activos, extraidos de especies de plantas que presentan
la capacidad de eliminar a microorganismos patdégenos por si mismas, esto debido
principalmente, a la resistencia que los microorganismos han desarrollado a los
antibiéticos (Daferera et al., 2003). Ademas, la agricultura del nuevo milenio debe
establecer nuevas alternativas de control que produzcan un menor impacto
ambiental, ya que dia con dia va en aumento el porcentaje de consumidores que
demandan alimentos sanos y libres de productos quimicos (Ponce et al., 2004). Por
lo anterior surge la importancia de conocer nuevas estrategias de control, sobre todo
aquellas que conlleve un aspecto sustentable. Con base a lo anterior, se presenta la
necesidad de evaluar productos bactericidas para realizar pruebas de actividad

antimicrobiana contra Ralstonia solanacearum.



HIPOTESIS

1.-La semilla de importacién y aquella que es de consumo humano y que se dirige
como semilla resultara positiva a Ralstonia solanacearum.
2.-Ralstonia solanacearum estara presente en lotes paperos del sur del estado de
Sonora.
3.-De los aceites esenciales orégano (Lippia graveolens) y tomillo (Thymus vulgaris
L.) evaluados para la actividad antimicrobiana de Ralstonia solanacearum, el
orégano ofrecera mayor actividad.

OBJETIVOS

Objetivo general.

Detectar la presencia de Ralstonia solanacearum en semilla y material vegetativo de
Solanum tuberosum L, y evaluar el efecto bactericida de aceites esenciales.
Objetivos especificos.

1.-Detectar la presencia de Ralstonia solanacearum en material vegetativo de
importacion y aquella que es de consumo y utilizada como semilla (de Solanum
tubersoum L.).

2.-Conocer la situacion actual de Ralstonia solanacearum en el cultivo de papa el
estado de Sonora, México.

3.-Evaluar el efecto bactericida de orégano (Lippia graveolens) y tomillo (Thymus
vulgaris L.), realizando pruebas de actividad antimicrobiana contra Ralstonia

solanacearum.



CAPITULO 2
REVISION DE LITERATURA

1 El cultivo de la papa.
Taxonomia de Solanum tubersoum.
Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Solanum
Especie: tuberosum (Kawagoe y Kikuta, 1991).
La papa.

La papa (Solanum tuberosum L.) es originaria de las areas montafiosas de los
Andes en América del Sur (en los alrededores del lago Titicaca para las subespecies
andigenum) fue introducida en Europa en el siglo XVI y de alli llevada al resto del
mundo. (Sktruik et al, 1999). Existen muchas especies silvestres en México,
Guatemala, Ecuador y Chile; en este ultimo la Isla Chiloe se considera el centro
secundario de la Subespecie tuberosum (Cortez y Hurtado, 2002).

Es una planta dicotiledénea herbacea anual, que pertenece a la familia de las
solanaceas. Ademas, el érgano consumido es el tubérculo. Este es un drgano
subterraneo. Los tubérculos sobreviven en dormancia durante el invierno y en la
primavera, cuando las condiciones de temperatura son favorables para el
crecimiento, brotan originando una nueva planta (Sktruik et al., 1999).

Es sensible a heladas y crece bien en climas templados, con temperaturas
entre 15° y 27°C. Requiere una estacidén de crecimiento con un largo minimo de 3 a
4 meses, en la cual las temperaturas no sean demasiado altas (>30°C) ni demasiado
bajas (<5°C). (Kooman et al., 1996).

La papa puede crecer en casi todo los tipos de suelos excluyendo suelos muy
humedos, porque la semilla se pudre. El suelo debe proveer de agua, nutrientes y
oxigeno a las raices. Ademas la estructura del suelo debe facilitar las labores de la
preparacion de la tierra, manejo de cultivo y cosecha. Su pH debe ser entre 5.5y 7,

la profundidad del suelo de 35 cm y la cantidad de sales debe ser baja. Los suelos



francos son los mas adecuados; porque no se secan tan rapido y mantienen una
adecuada estructura durante el cultivo. Los suelos arenosos se secan mas rapido, lo
que permite sembrar temprano en la época y las temperaturas de estos suelos se
elevan rapido, lo que provoca un fuerte crecimiento de la planta joven. Sin embargo,
tiene una capacidad limitada de retencidén de agua, lo que puede afectar al desarrollo
de la planta en tiempos secos (Parsons, 1982).

La papa (Solanum tuberosum L.) es uno de los cultivos horticolas mas
valiosos para la humanidad. En la mayoria de los paises se siembra en superficies
extensas, y por el volumen de produccién, ocupa el cuarto lugar a nivel mundial
(Grageda et al., 2001). A nivel mundial la papa junto con el arroz, el maiz y el trigo,
constituyen los cuatro cultivos mas importantes para la alimentacion humana
(Andénimo, 1998). La papa es una especie de multiplicacion vegetativa. Su
propagacion esta por lo tanto asegurada por el tubérculo, érgano de reserva rico en
agua y en substancias nutritivas. Desde el punto de vista anatdomico, el tubérculo es
un tallo modificado con entrenudos cortos y densos, cuyas yemas daran origen a los
gérmenes (Rouselle y Crosnier, 1999).

La cosecha de papa se realiza cuando la planta esta naturalmente madura,
cuando la mayor parte de las hojas muestran color amarillento, cuando ha perdido la
totalidad de hojas o cuando no muestra follaje verde (Egusquiza, 2000).

Descripcion botanica de la papa.

La papa pertenece a las familias de las solanaceas. Las especies cultivadas
son las tetraploides (2n=48) que pertenecen a las especies Solanum tubersoum y
Solanum andigenum. La Solanum tubersoum, fue llevada a Europa por los
espanoles y domesticada en esos paises, generalmente es de dias y ciclos cortos;
(90 a 100 dias) de forma alargada, piel lisa, ojos superficiales, el color de la pulpa es
crema a amarilla y la piel rosada, roja o beige, y tiene estolones cortos. La Solanum
andigenum es de dias largos, ciclo tardio (de forma redonda, y ojos profundos, color
de piel variable (morada, roja, blanca, negra y combinada); la pulpa es blanca o
amarilla, y es cultivada por los paises de Sur América (Cortez y Hurtado, 2002).

Sistema radicular, tallo y hoja.

Sistema radicular: en las plantas provenientes de semilla sexual, la raiz
principal es filiforme, a partir de la cual aparecen ramificaciones laterales que forman

un sistema fibroso. La raiz formada a partir de semilla tubérculo es fibrosa, no existe



una raiz principal y posee muchas raices adventicias. Su mayor crecimiento lo
desarrolla en los primeros 0.20 m de profundidad (Figuras 1,2), extendiéndose
lateralmente de 0.30 hasta 0.60 m. las raices laterales fibrosas pueden llegar hasta
1.20 de profundidad, en suelos francos y profundos (Agrios, 1995).

Las plantas provenientes de semilla botanica poseen una raiz principal
delgada, la cual se transforma en fibrosa (Figura 1), mientras que las plantas
provenientes de tubérculos usados como semilla vegetativa tiene un sistema fibroso
de raices laterales y se originan en las regiones del periciclo de las raices y en los

meristemos de los tallos subterraneos (Pérez et al., 1998).

Figura 1. (A). Plantula de papa originada de semilla botanica. (B). plantula de
papa originada de tubérculo-semilla. mt. Tubérculo originario.
r. raices adventicias. rh. Rizomas. s. hoja escamosa.

Figura 2. Sistema radicular, tallo y hoja de papa



Los tallos: son gruesos, fuertes y angulosos, alcanzando una altura en el
momento de maximo desarrollo de entre 0,5 y 1 m, originandose en las yemas del
tubérculo madre. Los tallos aéreos, normalmente son de color verde ramificado. La
parte mas baja del tallo es redonda y sdlida. Se considera que un tallo es el tallo
principal si crece directamente del tubérculo semilla madre. Las ramas laterales que
salen del tallo principal se llaman tallos secundarios y pueden salir muy cerca del
tubérculo semilla, en cuyo caso su formacion o la produccion de estolones (son
tallos laterales, normalmente subterraneos) y tubérculos sera parecida a la del tallo
principal (Arce, 2002).

En la planta de papa consta de tallos, estolones y tubérculos. Las plantas
provenientes de semillas verdaderas tienen un solo tallo principal mientras que las
provenientes de tubérculos-semilla pueden producir varios tallos. Los tallos laterales
son ramas de los tallos principales (Huaman, 1986).

El tubérculo se puede considerar como una parte del tallo que se ha adaptado
para almacenar reservas para la produccion. El tubérculo se forma en el extremo del
estolon como consecuencia de la acumulacion de reservas que se produce por el
rapido desarrollo y division celular. La unidn del estoldn con el tubérculo
generalmente muere cuando la planta alcanza la madurez. Ademas los estomas
estan dispersos en la epidermis y debajo de ellos se forman lenticelas que permiten
el intercambio gaseoso y son vias de penetracion para diversos patdgenos (Figura
3). La epidermis protege al tubérculo contra dafios mecanicos, regula la velocidad de
intercambio de agua y gases y permite o excluye la posibilidad de penetracion de
patogenos; por lo tanto la capacidad de regenerarse la epidermis por medio de la

cicatrizacion (Alonso, 1996).
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Figura 3. Tubérculo de papa. (A) estados de desarrollo de un tubérculo en el
extremo del rizoma. (B). vista externa del tubérculo maduro. (C).
tubérculo que muestra la disposicion en espiral de las yemas
laterales. (D). seccidn transversal del tubérculo.

Las hojas: son compuestas y pignadas. Las hojas primarias de plantulas
pueden ser simples, pero una planta madura contiene hojas compuestas en par y
alternadas. La hojas se ordenan en forma alterna a lo largo del tallo, dando un
aspecto frondoso al follaje, especialmente en las variedades mejoradas (Pumisacho
y Sherwood, 2002).

Las hojas estan distribuidas en espiral sobre el tallo. Ademas estan provistas
de pelos de diversos tipos, los cuales también se encuentran presentes en las
demas partes aéreas de la planta. Hay mas estomas en la superficie inferior de las
hojas que en la superior. La forma de la hoja puede verse modificada de manera
muy sustancial por la temperatura y el numero de horas luz (Agronegocios, 2001).

Descripcion de flor y fruto.

Las flores: nacen en racimos y por lo regular son terminales (figura 4, 5).
Cada flor contiene 6rganos masculino (androceo) y femenino (gineceo). Son

pentameras (poseen cinco pétalos) y sépalos que pueden ser de variados colores,
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pero comunmente blanco, amarillo, rojo y purpura. Muchas variedades dejan caer
las flores después de la fecundacién. La autopolinizacion se realiza en forma natural.
(Pumisacho y Sherwood, 2002).

Las flores de la papa son bisexuales, y poseen las cuatro partes esenciales
de una flor: caliz, corola, estambres y pistilo. Los estambres son el érgano
masculino llamado: androceo, y el pistilo es el érgano femenino llamado gineceo
(Huaman, 1986).

La flor es muy caracteristica de la familia de las Solanaceas, actinomorfa y
pentamera. Es sostenida por un pedicelo y presenta:
> 5 sépalos, soldados en la base en un calis gamusépalo.
> 5 pétalos, igualmente soldados en una corola gamupétala, coloreada
diversamente.
> 5 estambres, en un solo ciclo alternando con los pétalos y fijados sobre el
tubo de la corola. Las anteras, estan unidas entre si, formando un manguito en cuyo
centro se destaca un estilo unico.
> 2 carpelos, soldados en un ovario, con 2 cavidades, con placentacion axilar,
conteniendo numerosos 6vulos y coronado por el estilo y el estigma. Los carpelos
estan orientados oblicuamente en relacién con el plano medio de la flor (Debener et
al., 1990).

Las flores autdgamas no producen néctar y son raramente visitadas por los
insectos, lo que hace que la fecundacién cruzada sea casi inexistente en la
naturaleza. Frecuentemente estériles. La androesterilidad es frecuentemente (70%
de los cultivares), a causa del aborto parcial o total de los estambres o la esterilidad
del polen que depende parcialmente de las condiciones ambientales, como o son

las temperaturas elevadas (Hosaka y Hanneman, 1988).

Figura 4. Flor y fruto de papa (Solanum tuberosum L.)
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El fruto: es una baya de forma redonda u oval, variando el color desde verde

a amarillo, o incluso a violeta; su tamafo suele variar entre uno y tres centimetros de

diametro y consta de dos cavidades o I6culos en los que se alojan las semillas

(Figura 5); el numero de semillas da cada fruto es muy variable y puede ir desde

ninguna hasta mas de trescientas. Raramente se ha cultivado la papa a partir de

semilla verdadera, excepto con fines genéticos de obtencién de nuevas variedades

(Arce, 2002).
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Figura 5. Flor, fruto y semilla de papa (Solanum tuberosum L).
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El fruto es de color verde o pardo que amarillea en la madurez. Contiene
generalmente varias decenas de semillas pequefas, aplastadas, reniformes,
bafiadas en una pulpa mucilaginosa que proviene de la transformacion del
endocarpio del fruto (Figura 5). Las semillas son albuminadas, con embridn
claramente enrollado caracteristico de la subfamilia de las solanocideae (Martinez y
Oliver, 1985).

Importancia del cultivo de la papa.

El cultivo de la papa en México resulta de gran importancia, por dos aspectos
fundamentales: 1) como alimento con un elevado valor nutricional; 2) porque
demanda gran cantidad de jornales de trabajo durante la siembra, cosecha,
comercializacion y demas actividades relacionadas con su produccion y porque en
nuestro pais existen diversas variedades de papa, entre las que destacan Alpha,
White Rose, Criolla (ASERCA, 1998).

A continuacion se indican en el Cuadro 1, el valor nutricional de la papa,
ademas, tiene un alto contenido de carbohidratos lo que la posiciona como un

alimento de alto valor energético acorde a Borba (2008).

Cuadro 1. Valor Nutricional de la Papa.

Valores nutricionales para 100 gr. de papa

Agua 77,00 g
Fibra 1,80 g
Valor Calérico 87 Kcal
Proteina 1,87 g
Carbohidratos 20,13 g
Lipidos 0,10¢
Vitamina C 13 mg
Hierro 0,31mg
Calcio 5 mg
Fésforo 44 mg

(Borba, 2008).

La papa es una de las principales hortalizas que se producen en México; su

cultivo es uno de los mas importantes en el renglon alimenticio y, al igual que en
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todos los paises, sOlo es superado por el maiz, frijol, trigo y arroz (Santiago y
Garcia, 2001).

La papa es ampliamente utilizada en la industria textil, farmacéutica, de la
madera, y del papel, como adhesivo, aglutinante, texturizador y relleno, y por las
companias que perforan pozos petroleros, para lavar los pozos. El almidén de la
papa es un sustituto 100% biodegradable del poliestireno y se utiliza, para hacer
platos y cubiertos desechables. Ademas de la cascara de la papa tiene un gran
contenido de almidén que se puede licuar para obtener etanol apto para la
produccion de combustible (Claridades Agropecuarias, 2008).

2 Produccioén.
Produccién de papa en el mundo.

Del afio 2003 al 2005, China e India fueron los principales productores de
papa con el 30% de la produccidén mundial. Seguidas por Estados Unidos de
América con 6%, la Federacion Rusa 11%, Unién Europea 20%, Ucrania, Belarus,
Canada, Republica Islamica de Iran, Turquia, Bangladesh, Peru y Brasil 33%.
(Claridades Agropecuarias, 2008).

Produccién de papa en México.

En los ultimos 10 afos, los principales estados productores fueron: Sinaloa,
Sonora, Chihuahua, Nuevo Leodn, Estado de México, Guanajuato, Michoacan y
Veracruz (SIAP, 2012).

La papa se cultiva en 25 estados de la Republica Mexicana durante todo el
afno, tanto en el ciclo de primavera-verano como en el de otofio-invierno. En 2008 se
sembraron 61,069 ha de papa en el pais. En Sinaloa se sembraron 14,014 ha de
papa; mientras que en Sonora se sembraron 11,648 ha. La produccion nacional de
papa es 1, 670,148 toneladas. Sonora, en 2008, fue el principal productor con un
rendimiento de 33.2 ton/ha, siendo el mayor productor de esta hortaliza en el pais
con 386,850 toneladas en ese afo (SAGARPA, 2009).

Produccién de papa en el estado de Sonora.

En el Cuadro 2 se indica la superficie cosechada, rendimiento, produccién y

valor de la produccion de la papa, acorde a SIAP (2012).
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Cuadro 2. Superficie cosechada, rendimiento y produccion de papa en el estado de
Sonora.

Papa (Riego+ temporal) 2008 2009 2010 2011 2012 a
Superficie sembrada (en 11,648 10,809 8,903 13,765 13,337
hectareas).

Superficie cosechada (en 11,648 10,694 8,903 8,143 13,225
hectareas).

Produccion (ton ) 386,850 342,616 278,663 254,824 411,186
Rendimiento ( ton / ha) 33.2 32.0 31.30 31.29 31.0

a Cifras preliminares SIAP.

(SIAP, 2012).

3 Proteccion de la papa en México.

Regulacién fitosanitaria.

Son las disposiciones oficiales para prevenir la introduccién y/o diseminacién
de plagas o enfermedades, mediante la vigilancia de la produccion, movilizacion y
certificacién fitosanitaria (SENASICA, 2002).
Cuarentena.

Conjunto de procedimientos que tienen como objetivo evitar la introduccion
y/o diseminacién al pais 0 a una regidn determinada de plagas y enfermedades
cuarentenarias (Funbapa, 2011).
Enfermedad cuarentenaria.

Es una enfermedad de importancia econdmica potencial para el area puesta
en peligro, donde aun no esta presente o si lo esta no se encuentra ampliamente

distribuida y es oficialmente controlada (Funbapa, 2011).

NOM (Normas Oficiales Mexicanas).

Son regulaciones y especificaciones de caracter obligatorio que deben reunir,
los productos y procesos cuando éstos puedan constituir un riesgo para la
seguridad de las personas o dafiar la salud humana, animal o vegetal (SENASICA,
2002).

NOM-012-FITO- 1996.

Es una Norma Oficial Mexicana Fitosanitaria que regula el comercio
internacional de la papa; la cual establece la cuarentena exterior para prevenir la
introduccién de plagas de la papa (SENASICA, 2003).
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Tiene por objeto prevenir la introduccion al territorio mexicano de plagas
cuarentenarias de la papa mediante el establecimiento de regulaciones y medidas
fitosanitarias para su importacion, siendo aplicable a las plantas, sus partes y
organos de papa, asi como sus envases y empaques (Aduana México, 2012).

Existen en el mundo diversas plagas cuarentenarias que dafan al cultivo de la
papa, las que en su mayoria no estan presentes en México 0 estan limitadas a
pequefias regiones del pais y en cualquier parte de la planta de papa, principalmente
los tubérculos que son capaces de diseminar problemas fitosanitarios. La mayoria
de las plagas asociadas a la papa son capaces de afectar a otros cultivos de la
familia Solanaceae, tales como tomate, chile, berenjena, tabaco y otras familias
botanicas. Ademas debido a que la mayoria de los problemas fitosanitarios de la
papa son dificiles de detectar en la semilla-tubérculo durante las inspecciones en el
punto de Inspeccidn Fitosanitaria Internacional, es necesario establecer medidas
fitosanitarias que regulen su importacion, asi como los de sus productos y
subproductos, para prevenir la introduccidén, diseminacion y establecimiento de
plagas cuarentenarias que la afectan (SAGARPA, 2012).

Se prohibe la introduccién o transito de papa para siembra (semilla-tubérculo)
excepto para Canada por ser socio comercial de México. Se prohibe la importacién
de papa para consumo, con excepcion de la que provenga de Estados Unidos de
América y Canada, unicamente con destino a la Franja Fronteriza Norte. Segun los
cupos establecidos por la Secretaria de Comercio y Fomento Industrial y en acuerdo
Con la Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural (Aduana México,
2012).

4 Enfermedades bacterianas.
Enfermedades que disminuyen su produccion.

La Marchitez bacteriana o pudricion parda de la papa es causada por
(Ralstonia solanacearum). Esta es una de las enfermedades mas destructivas en el
cultivo de la papa. El sintoma en el campo se observa como marchitez, enanismo y
a veces amarillamiento del follaje. Inicialmente sblo una rama del tallo presenta los
sintomas de marchitez. Con el tiempo todas las ramas de la planta se marchitan, en
dias calurosos este fendmeno se acelera (Figura 6). En tallos jévenes se observan
rayas oscuras y angostas que corresponden a los haces vasculares infectados (Kim
y Olson, 2003).
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Figura 6. Marchitez Bacteriana (Ralstonia solanacearum).

La Podredumbre anular de la papa o necrosis bacteriana (Clavibacter
michiganensis subespecie sepedonicum). Es un microorganismo que afecta al
cultivo de la papa causando los mayores dafnos en los tubérculos ya que éstos
resultan comercialmente inservibles (Cosave, 1991). Ademas, la necrosis bacteriana
de la papa, es causada por Clavibacter michiganensis subespecie sepedonicum
(Cms), una bacteria de importancia cuarentenaria, debido a esto, las exportaciones
de papa de siembra procedentes de paises en el que la enfermedad es endémica,
en su mayor parte es restringida (Figura 7). El uso de altos niveles de higiene y de
tolerancia cero de la presencia de la bacteria en papas de siembra no ha sido un
completo éxito en la erradicacion de la enfermedad, ya que la propagacioén de la
enfermedad es a través de tubérculos de papa infectados y equipos contaminados

que se utilizan en la produccion del cultivo (Laurila et al., 2003).

Figura 7. Necrosis bacteriana (Clavibacter michiganensis subespecie sepedonicum).

Pudricion blanda es causado por (Erwinia carotovora), y en el tubérculo es
una enfermedad de muy facil diseminacién, especialmente en zonas muy humedas y
climas con temperaturas mayores a 20° C. La bacteria penetra por heridas o por el
extremo del estoldn, que comunica la papa con la planta madre. Al comienzo las

lesiones son en forma de heridas circulares humedas, ligeramente hundidas de color
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canela a castafo. Se presenta una clara demarcacion entre el tejido sano y el
enfermo (Figura 8). Al comienzo de la infeccion el tejido enfermo es inodoro, pero a
medida que la ésta avanza adquiere olor desagradable y se torna pegajoso
(Moctezuma, 2006).

Figura 8. Pudricion parda (Erwinia carotovora).

Sarna comun, es causado por (Streptomyces scabies). Las lesiones en los
tubérculos son de diferentes tipos, que pueden ser superficiales o reticulares,
profundas o céncavas, o protuberantes, que varian en tamaro y forma y se pueden
juntar, hasta que la superficie entera resulta afectada (Figura 9). En nuestro medio
es muy comun después de la segunda siembra con la misma semilla, a medida que
se repite el numero de siembras aumenta la incidencia en los tubérculos (Biadene,
1998).

Figura 9. Sarna comun (Streptomyces scabies).

El mosaico rugoso es causado por (Potato Virus Y), se considera como uno
de los virus mas importantes de la papa debido a que se disemina facilmente y
puede disminuir el rendimiento del cultivo hasta en 80% (Figura 10). Los sintomas
primarios se manifiestan en forma de necrosis 0 de amarillamiento de las hojas y a
veces muerte temprana. Las plantas con infeccidn secundaria son enanas, de hojas
encarrujas y moteadas, a veces se produce necrosis en las nervaduras de hojas y

en los tallos (Bertschinger et al., 1995).
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Figura 10. Mosaico rugoso (Potato Virus Y).
Morfologia y estructura de bacterias fitopatégenas.

Las bacterias. Son microorganismos unicelulares, tienen tipicamente algunos
micrometros de largo (entre 0.5 y 5 um) y se presentan en diversas formas
incluyendo esferas, barras, y espirales. Generalmente, poseen una pared celular,
pero compuesta por peptidoglicanos. Las bacterias disponen de cilios o flagelos, son
moviles y son procariotas (Figura 11). Las células bacterianas no tienen nucleo ni
membranas que delimiten sus organulos internos. Aunque el término bacteria incluye
tradicionalmente a todos los procariotes, actualmente la taxonomia y la
nomenclatura cientifica los divide en dos grupos. Estos dominios evolutivos se
denominan Bacteria y Archaea. La division se justifica en las grandes diferencias

que presentan ambos grupos a nivel bioquimico (Woese et al., 1990).

Capsula
Pared celular
Membrana plasmatica

Citoplasma

Ribosomas,
Plasmido
Pili

Flagelo

Nucleoide (ADN
circular)

Figura 11. Estructura de una bacteria fitopatdgena.

Un importante grupo de Dbacterias fitopatdogenas, representando
principalmente por especies de los géneros Erwinia, Pseudomonas vy
Xanthomonas, colonizan y se multiplican superficialmente en hojas, frutos, flores o

ramillas de diferentes plantas cultivadas y de numerosas malezas, sin que
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necesariamente infecten la planta hospedera. Estos microorganismos se denominan
epifitos. Las poblaciones epifitas de organismos fitopatdgenos constituyen
importantes fuentes de indculo y a menudo permiten la sobrevivencia y la
diseminacién de bacterias fitopatdogenas (Fahy y Persley, 1983).

La célula bacteriana esta rodeada por una membrana lipidica denominada
membrana celular. Esta membrana actua como barrera de contencién para los
nutrientes, proteinas y demas componentes esenciales del citoplasma celular.
Puesto que las bacterias son procariotas, no tienen membranas que limiten los
organulos citoplasmaticos y por ello presentan pocas estructuras intracelulares.
Carecen de nucleo celular, mitocondrias, cloroplastos y de los otros organulos
presentes en las células eucariotas, tales como el aparato de Golgi y el reticulo
endoplasmatico (Bulloch, 1960).

Las bacterias disponen de una pared celular que rodea a su membrana
celular. Las paredes celulares bacterianas estan hechas de peptidoglicano (llamado
antiguamente mureina). Esta sustancia esta compuesta por cadenas de polisacarido
enlazadas por péptidos inusuales que contienen aminoacidos D. Estos aminoacidos
no se encuentran en las proteinas, por lo que protegen a la pared de la mayoria de
las peptidasas. Las paredes celulares bacterianas son distintas de las que tienen
plantas y hongos, que estan hechas de celulosa y quitina, respectivamente. Son
también distintas a las paredes celulares de Archaea, que no contienen
peptidoglicano. El antibidtico penicilina puede matar a muchas bacterias inhibiendo
un paso de la sintesis del peptidoglicano (Van, 2001).

Existen dos diferentes tipos de pared celular bacteriana denominadas Gram-
positiva y Gram-negativa. Estos nombres provienen de la reaccion de la pared
celular a la tincibn de Gram, un método tradicionalmente empleado para la
clasificacion de las especies bacterianas. Las bacterias Gram-positivas tienen una
pared celular gruesa que contiene numerosas capas de peptidoglicano y acido
teicoico. En cambio, las bacterias Gram-negativas tienen una pared relativamente
fina consistente en unas pocas capas de peptidoglicano rodeadas por una segunda
membrana lipidica que contiene lipopolisacaridos y lipoproteinas (Engelhardt y
Peters, 1998).

Las Dbacterias pueden moverse mediante flagelos, deslizamientos,
contracciones (twitching) o por cambios en la flotabilidad. En el movimiento de tipo

twitching, la bacteria usa su pili como gancho de ataque, primero extendiéndolo,
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anclandolo y después contrayéndolo con una fuerza notable. Segun el numero y
disposicion de los flagelos en la superficie de la bacteria, se distinguen los siguientes
tipos: un solo flagelo (mondtrico), un flagelo en cada extremo (anfitrico), grupos de
flagelos en cada extremo (lofétrico) y flagelos distribuidos sobre toda la superficie de
la célula (peritricos). Los flagelos bacterianos son la estructura de movilidad mejor
comprendida de cualquier organismo. Los flagelos estan compuestos por cerca de
20 proteinas, con aproximadamente otras 30 proteinas para la regulacién y
coordinacién. Las bacterias méviles son atraidas o alejadas por ciertos estimulos del
comportamiento denominados faxis: éstos incluyen quimiotaxis, fototaxis y
magnetotaxis (Lux y Shi, 2004).

Las bacterias penetran al hospedero por aberturas o heridas naturales
(estomas, lenticelas, estigmas, cicatrices foliares) o a través de dafos producidos
por granizos, labores de cultivo o insectos. Ademas las bacterias fitopatogenas se
diseminan en el agua de riego y en el drenaje superficial producido por el riego o por
la lluvia; junto al salpicado producido por el impacto de las lluvias o del riego por
aspersion sobre tejidos; por el arrastre superficial ocasionado por el agua de lluvias
o por los riegos por aspersion sobre una planta enferma; junto a semilla infectada;
tubérculos, estacas, o en hijuelos infectados; por insectos vectores o al comercializar
plantas con infecciones incipientes (Latorre, 1999).

Las bacterias en las plantas, comunmente son muy dificiles de controlar; con
frecuencia, se requiere de una combinacién de varios métodos de control para
combatir a una determinada enfermedad bacteriana. Debe evitarse la infestacién de
los campos o de las cosechas, debido a las bacterias patégenas, introduciendo y
sembrando solamente semilla o plantas sanas, es muy importante las medidas
sanitarias que permiten disminuir la cantidad de inéculo en un aérea del cultivo a
trasladar o ramas infectadas y limitar la propagacion de las bacterias de planta en
planta mediante la desinfeccién de las herramientas y manos después de haber
manipulado plantas enfermas (Agrios, 1989).

A continuacion se indican en el Cuadro 3, la clasificacion de bacterias

fitopatdgenas de acuerdo al tipo de ataque acorde a Rueda y Sanchez (1997).
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Cuadro 3. Clasificacion de bacterias fitopatdgenas de acuerdo al tipo de ataque.

Parenquimatosas Vasculares o Meristematicos o
(mesofitas) sistémicas hiperplasticos
Tejido Parenquima Xilema y Floema Meristematicos
(esponjoso o (apical, cofia,
empalizado) procambium,

cambium, embrién,
proxilema-floema)

Organo Hoja, flor, fruto. Tallos, Peciolos, Raiz, Tallos, Flor,
Nervaduras de Fruto (semilla)
hoja.

Sintoma Cambio de color, Yemas

Nnecrosis Raiz (marchitez) (superdesarrollo,

(muerte celular) subdesarrollo,
cambio de
coloracién, necrosis)

Géneros Erwinia Clavibacter Agrobacterium

Xanthomonas Xanthomonas Pseudomonas
Pseudomonas Pseudomonas

(Rueda y Sanchez, 1997).
5 Clasificacion de Ralstonia solanacearum.
Marchitez bacteriana de la papa.

El organismo causal de esta enfermedad llamada marchitez bacteriana
(Ralstonia solanacearum) (ex Pseudomonas solanacearum) o podredumbre parda,
es un bacilo Gram negativo con un flagelo polar. Esta bacteria vive en el suelo
(Smith et al., 1995).

La marchitez bacteriana (Ralstonia solanacearum), es una enfermedad que
devasta numerosos cultivos de importancia economica entre los que se cuentan el
tomate, la papa, el platano y algunos plantas de interés ornamental. Adquiere gran
importancia en las zonas tropicales y subtropicales (Pradhanang et al., 2003).

La Marchitez Bacteriana o pudricion parda de la papa (Ralstonia
Solanacearum) es la segunda enfermedad que limita la produccién de papa; ademas
afecta a un gran numero de familias de plantas tanto cultivadas como silvestres,
entre las cuales se encuentran la papa (Solanum tuberosum), el tomate
(Lycopersicon esculentum), el pimiento (Capsicum anuum), el platano (Musa sp.),

como los cultivos mas afectados (Priou et al., 2006).
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Clasificacion taxondmica de Ralstonia solanacearum:
Phyllium: Gracillicutes
Clase:Bacteria
Orden:Bacteriales
Familia:Bacteriaceae
Genero:Ralstonia
Especie:solanacearum (Yabuuchi et al., 1995).

Se conocen tres razas de Ralstonia solanacearum: la raza 1 que afecta
solanaceas y otras plantas, la raza 2 afecta a bananos, y la raza 3 que afecta papa
(Garcia et al., 1999). El principal efecto fisiolégico que causa (Ralstonia
Ssolanacearum) en sus hospederos se denomina marchitez, que se da cuando las
hojas pierden turgencia y decaen junto con toda la planta, debido a una obstruccion
de los tejidos conductores que transportan el agua y nutrientes a través del tallo
(Gabor y Wiebe, 1997).

Esta bacteria se ha descrito como un microorganismo muy infeccioso, sin
embargo, en cultivo muta con mucha facilidad perdiendo su patogenicidad. Sus
propiedades han llevado a investigadores de todo el mundo a analizarlo, siendo uno
de los microorganismos mas estudiados en la historia; incluso algunos lo sefalan
como el fitopatégeno mas importante del mundo (APHIS, 2004). En el Cuadro 4 se
muestran las diferentes denominaciones mas importantes de Ralstonia
Solanacearum.

Cuadro 4. Denominaciones de Ralstonia solanacearum (RS).

Pais/ Idioma Denominaciones

Peru Bacteriosis, Podredumbre parda,
Seca, Borrachera, Mata todo

Ingles Brown rot, bacterial wilt

Francés Bacteriose vascularie,
Pourriture brune.

Aleman Braunfaule

Espanol Marchitez bacteriana,
Podredumbre parda

Portugués Murcha bacteriana

(Aley ef al., 1994).
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A nivel mundial, los primeros indicios de la enfermedad surgieron en ltalia en
el ano 1882, de alli se considera la posible diseminacidén a otras partes del mundo
como Asia, Africa del sur, La India, Indonesia, Japon, Norte de Australia y Suecia y
Holanda (Lopez, 2004).

En 1896, Edwin F. Smith hace referencia a la primera descripcion del
patdbgeno Pseudomonas solanacearum, como el causante de la marchitez
Bacteriana, cuya nomenclatura dada, sufriria modificaciones de acuerdo a estudios
consecuentes del mismo Smith (Orozco, 2004).

En América Latina, fue localizada en 1965, en areas amazobnicas de Sur
América, sobre grandes altitudes en Peru y Costa Rica, Guatemala (Loarca, 1987).

Ralstonia solanacearum es afectada por la temperatura, la humedad del suelo
y otros factores fisicos y quimicos del suelo, siendo mas favorables las temperaturas
altas de 28 °C a 35°C (Hayward, 1991).

En climas frios (menos de 18°C), y en altitudes superiores a 2,500 msnm, la
bacteria crece muy lentamente y convive en el cultivo, como infeccidn latente, sin
ocasionar dafnos aparentes ni presentar sintomas visibles. EI material vegetativo de
propagacioén, se convierte en portador asintomatico de la bacteria que al ser
sembrado, en lugares mas calurosos, se desarrolla la enfermedad en el cultivo
(Delgado et al., 1999).

Sintomatologia de Ralstonia solanacearum en papa.

En la papa, los sintomas inducidos por R. solanacearum aparecen
generalmente en el follaje de las plantas. Estos sintomas consisten en
marchitamiento de las hojas mas jévenes en las partes terminales de las ramas,
ademas. Los sintomas iniciales de amarillamiento leve se observan primero en un
solo lado de la hoja o en una rama y no en la siguiente (Figura 12) (Gregory y
Andrade, 1996).

Los sintomas en el follaje son marchitez, enanismo y amarillamiento del follaje
y pueden aparecer en cualquier estado de desarrollo de la planta. Las hojas
marchitas palidecen, toman una coloracion verde claro y finalmente se tornan de
color castano, sin que se produzca enrollamiento de los bordes a medida que se van

secando los foliolos (Yu et al., 2003).
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Figura 12. Sintomas de R. solanacearum en planta de papa.

Los sintomas pueden encontrarse en los tubérculos de papa. El tubérculo
infectado de papa puede revelar una decoloracion gris-marrén. Mientras la infeccion
progresa, la decoloracion puede extenderse a la corteza del tubérculo con un
exudado de lechoso (exudado mucilaginoso), que indica la presencia de células
bacterianas, también puede ser observada en secciones recién cortadas de
tubérculos infectados. Exudado bacteriano también puede ser visible en los ojos 0
en el punto donde el estoldn se conecta al tubérculo (Figura 13). Estos signos o
sintomas no pueden ser visibles temprano en el desarrollo de la enfermedad. (Smith
y Saddler, 2001).

Figura 13. Sintomas de R. solanacearum en Tubérculos de papa.

Cuando el tubérculo estda infectado de forma clara, si se corta
transversalmente y se aplica una ligera presion, salen del anillo vascular gotas
blanquecinas de exudado bacteriano. Este exudado se mezcla con la tierra y la
mezcla de exudado bacteriano y suelo se seca y se adhiere a la superficie del
tubérculo. Los tubérculos dejados en la tierra siguen su proceso de podredumbre;
las bacterias continuan destruyendo los tejidos que rodea al anillo vascular y
finalmente se rompe la piel apareciendo grietas. En este momento otros organismos
penetran en el tubérculo y aceleran la podredumbre; o que queda es una masa

viscosa de olor desagradable (Figura 14) (Pastrik y Maiss, 2000).
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Figura 14. Dafio causado por R. solanacearum, la exudacién
permite adhesion de tierra.

En tallos jovenes, los lios vasculares infectados por Ralstonia solanacearum
(Rs), pueden llegar a ser visibles como rayos largos y estrechos de color marrén
oscuro. En plantas jévenes y jugosas de variedades sumamente susceptibles, el
desplome del tallo también puede ser observado. En infecciones bien avanzadas, las
secciones transversales del tallo o del estoldn pueden revelar una decoloracion
marrén de los tejidos infectados (Figura 15) (Swanson et al., 2005).

La zona vascular del tallo se vuelve marron cuando es invadida por las
bacterias. El taponamiento de los vasos del anillo vascular del tallo es lo que
produce el marchitamiento y muerte de la planta, al cortar el suministro de agua a la
zona superior de la misma. Un signo que puede servir para hacer el diagnostico es
la presencia de gotitas brillantes de color castafio grisaceo que exudan del xilema
cuando se hace un corte transversal en el tallo. Si se ponen en contacto dos
superficies de corte del tallo infectado y luego se alejan lentamente, se pueden ver

hilos delgados de mucosidad (Caruso et al., 2002).

Figura 15. Tallo de papa infectado de Ralstonia solanacearum.
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Ralstonia solanacearum se manifiesta sin amarillamiento previo de las hojas
que se enrollan y comienzan a musitarse solamente en las horas mas calidas del
dia, mientras que los peciolos se encorvan hacia abajo como si la marchitez fuera
debida a la falta de agua. Cuando la enfermedad evoluciona mas lentamente, la
marchitez de la parte aérea es en un principio unilateral; al cortar el tallo se observa
una coloracién parda de los tejidos vasculares. Es importante sefialar que esta
marchitez puede ser confundida con los sintomas provocados por la bacteria Gram
positiva Clavibacter michiganensis subsp. Sepedonicum (Podredumbre anular). Sin
embargo se puede diferenciar ya que R. solanacearum produce la marchitez del
follaje verde, mientras que C. michiganensis, induce la marchitez de un follaje
clorético amarillento (Bowman et al., 1982).

Ciclo de la enfermedad y epidemiologia.

Ralstonia solanacearum, infecta una planta y penetra por el sistema de
absorcion radicular y entra en el sistema vascular, distribuyéndose a los vasos del
tejido xilémico (tubo conductor) de forma vertical u horizontal (Watanebe, 2006).

La bacteria se dispersa principalmente a través del suelo, sobreviviendo en
este medio por largos periodos de tiempo. Ademas es posible su transmision por
medio del agua, equipo o por materiales infectados. Por ejemplo, se puede
diseminar por medio del transplante y la propagacion de plantas infectadas, cuando
se realizan cortes sin desinfectar el equipo que previamente ha tenido contacto con
una planta infectada y una importante forma de diseminacion se da por medio del
riego (APHIS, 2004).

Cuando la bacteria afecta los cultivos de un pais, regidbn o zona, las
posibilidades de diseminacién son multiples, como suelo infectado, aguas, labores
culturales, etc., ya que es un patogeno del suelo y tiene la capacidad de persistir en
él, aun sin el hospedante especifico. Dicha capacidad va a depender de la raza
presente, lo que dificulta la aplicacion de medidas de control eficientes (Hernandez
et al., 2005).

Los tubérculos infectados, son los principales medios de difusibn de
Ralstonia solanacearum (Rs). El desarrollo de la enfermedad depende de
(temperatura y de humedad), la temperatura de 25° C favorecen la multiplicacién
bacteriana. Los tubérculos infectados, pero sin sintoma de Rs, puede abrigar la

bacteria y después transmitir el patogeno a los tubérculos de la progenie como
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infeccidn latente. El patdgeno puede sobrevivir en suelo. Ademas, las herramientas
de trabajo que se utilizan para plantar y cosechar puede también llevar la
enfermedad a los campos sanos, porque estan en contacto con el suelo infestado. El
suelo también infestado adherido a los zapatos de los granjeros o animales también
contribuye a la difusion de la enfermedad. La entrada de la bacteria en raices de
papa (Solanum tuberosum L.), es faciltada por las heridas hechas por las
herramientas durante la cultivacion. Rs, puede estar presente adentro de los sacos;
donde ponemos los tubérculos infectados. Cuando ponemos los tubérculos sanos de
la semilla en esos sacos, se infectan (Boudazin ef al., 1999).

El estado latente de la bacteria Ralstonia solanacearum plantea las mayores
dificultades. Las bacterias son invisibles, salvo en pruebas especializadas. Los
tubérculos parecen estar sanos, pero diseminaran la enfermedad en donde se
siembren. Pueden comerse, ya que los mamiferos son inmunes al organismo y en
su forma latente no alteran el sabor ni el valor nutritivo de los tubérculos. Esto ultimo
puede parecer una bendicidn, pero las bacterias pueden sobrevivir el recorrido por el
sistema digestivo. Ni las plantas de tratamiento de aguas servidas les hacen dano, y
cuando llegan al agua, las plantas acuaticas les sirven como punto de escala para
su posterior proliferacion conforme se dispersan por medio de sistemas de irrigacion
y regresan nuevamente a la tierra (CIP, 2004).

La marchitez bacteriana persiste en el suelo durante todo el aflo. También se
propaga de manera eficiente en suelos infectados, asi como en el agua de riego. En
general, la raza 3, esta bacteria sobrevive mejor bajo condiciones de alta humedad
en suelo y temperatura baja. La raza 3 por lo general disminuye la virulencia, cuando
las temperaturas exceden los 35° C. La enfermedad es mas severa en 24-35° C y
rara vez se encuentra en climas templados donde la temperatura media de invierno
para cualquier mes cae por debajo de 10° C (Stansbury ef al., 2001).

Manejo de la enfermedad.

El uso de semilla sana y la siembra en suelos libres del patégeno son los
principales componentes para controlar y erradicar la marchitez bacteriana. Sin
embargo, muchos son los factores adicionales que influyen en la incidencia de la
bacteria tales como las condiciones ambientales (la temperatura y la humedad del
suelo), la rotacidon con plantas no hospedantes, el uso de variedades menos
susceptibles y de practicas culturales (saneamiento y control de nematodos). Por lo

tanto, sbélo una estrategia de control integrado puede tener éxito para reducir la
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incidencia de la Rs, e incluso erradicarla. Esta estrategia es especifica para cada
lugar. De los factores de control existentes y disponibles, se deben seleccionar los
que son factibles, apropiados y latentes para descartar la presencia de R.
Solanacearum. En areas endémicas donde hay escasez de tubérculos-semilla
sanos, una alternativa es el uso de semilla sexual de papa (TPS) o esquejes
provenientes de micropropagacion bajo condiciones controladas (French et al.,
1995).

Si un cultivo ha sido infectado con Rs, se debe evitar la siembra de papa u
otros cultivos hospedantes por lo menos durante dos afos. Se puede efectuar una
rotacion con cereales o pastos para eliminar el inéculo del suelo. La duracién de la
rotacidn necesaria para eliminar el in6culo varia, ya que la supervivencia de R.
solanacearum en el suelo depende de las condiciones ambientales (temperatura,
humedad) y de las caracteristicas del suelo (factores bidticos y abibdticos). Después
de la cosecha de un cultivo infectado con Rs, se deben eliminar del campo los
rastrojos de papa y quemarlos. La maquinaria, los vehiculos, los cascos de los
animales usados para la traccion y los zapatos del personal que provienen de un
campo infestado deben ser lavados por lIo menos con agua antes de ingresar a otro
campo. Se debe evitar el flujo del agua de un campo infestado hacia los campos
vecinos. En las areas infestadas, es preferible usar el agua de pozo en vez de las
aguas provenientes de los rios 0 canales de irrigacion. Ademas, se debe evitar el
transporte de tubérculos-semilla o papa de consumo provenientes de areas
infectadas para evitar la diseminacién de la enfermedad. Aunque muchas veces es
dificil controlar la comercializacion de papa, ésta es una de las mejores medidas
disponibles de prevencion (French, 1994).

Una vez que se haya detectado la enfermedad en un area, debe ser
declarada en cuarentena para evitar la diseminacion de la Rs hacia zonas no
infectadas. Las medidas cuarentenarias restringen la produccion de semilla de papa
y prohiben la comercializacién de papa de consumo hacia los paises o0 regiones que
no han sido afectadas con Rs. Esta situacion afecta la economia de las regiones en
cuarentena (French, 1994).

Importancia econémica de Ralstonia solanacearum.
Esta bacteria es responsable de pérdidas considerables que se producen en

muchos cultivos horticolas y en algunas solanaceas como es el cultivo de la papa
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donde deja inutilizadas grandes extensiones de tierras contaminadas con el agente
(Iglesia et al., 2008).

Ralstonia solanacearum, esta distribuida por todo el mundo y tiene un amplio
rango de hospedantes con variaciones fenotipicas y genotipicas, representando una
grave amenaza para las producciones (Wicker et al., 2002).

Cuando esta bacteria se instala en un pais o region, las posibilidades de
diseminacion son multiples (suelo infectado, aguas, labores culturales, etc.), ya que
es un patdégeno de suelo y persiste en él por muchos afos aun sin el hospedante
especifico. Es importante considerar el origen de las semillas portadoras de las
primeras infecciones para aplicar las medidas fitosanitarias. Entre los aspectos mas
importante en relacion con esta enfermedad se encuentra el diagndstico y deteccion
del agente causal, para ello se usan técnicas seroldogicas (ELISA). En Cuba la
enfermedad es cuarentenada, pero se presentan las condiciones propicias de
humedad y temperatura para el desarrollo y sobrevivencia de esta bacteria.
Actualmente la padecen todas las islas del Caribe y paises del continente
Americano, provocando grandes dafnos anualmente en la cosecha o dejando tierras
sin poder ser utilizadas por estar contaminadas (Alvarez et al., 2008).

En la actualidad, toda Europa occidental mantiene un estricto sistema de
cuarentena, pruebas y certificacidon. Recientemente, la llegada a los Estados Unidos
de cepas parecidas a las de la papa en geranium planted una amenaza inmediata y
seria a la enorme industria estadounidense de la papa. Contener los brotes de
marchitez bacteriana en Europa y los Estados Unidos costd millones, mantener una
cuarentena para esta enfermedad implica un gasto enorme y recurrente, pero hay
demasiado en juego. Una industria gigantesca, el suministro de un alimento basico y
muchos sustentos dependen de la viabilidad sostenida de la produccién de papa. Y
en los paises en desarrollo éste suele ser un asunto de vida o muerte (Prior et al.,
20095).

La marchitez bacteriana de la Papa (Ralstonia solanacearum), es un grave
problema econdmico en Egipto, los campos infestados son sometidos a medidas de
cuarentena. Para investigar la supervivencia del patégeno y determinar el tiempo
necesario para mantener los campos infestados en cuarentena (Messiha et al,
2009).
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La mancha bacteriana de la papa ha sido reportada en 10 paises en Africa,
Burundi, Egipto, sur Africa, Tanzania y Uganda ocasionando serios problemas
econdmicos (Elphinstone, 1996).

Las plantas de papa presentaron sintomas de podredumbre parda, en
algunos campos de Portugal, y se confirmo su existencia. Se implemento un
programa nacional para vigilar a Ralstonia solanacearum (Cruz et al., 2008).

Ralstonia solanacearum biovar 2, el agente causante de la podredumbre
parda de la papa, ha sido responsable de grandes pérdidas de cultivos en el
noroeste de Europa durante la ultima década. Los conocimientos sobre el
comportamiento ecoloégico de R. solanacearum y sus antagonistas se requiere para
desarrollar los procedimientos adecuados para su control y erradicacién en los
campos infestados (van et al., 2002).

Los brotes de la enfermedad de la podredumbre parda causada por Ralstonia
Solanacearum raza 3 se han traducido en pérdidas de 291 toneladas de papa, un
valor aproximado de USD 171 000 desde el afio 2005 mas de tres temporadas de
cultivo. La propagacion gradual de la enfermedad de cuarentena en Mauricio ha
merecido un estudio de la poblacion del patégeno (Khoodoo et al., 2009).

Ralstonia solanacearum causa la marchitez bacteriana de la papa,
principalmente en cultivos de papa en Iran. Se encontrd que R. solanacearum, raza
3, biovar 2, tiene 100 % de similitud a la cepa de biovar 2 de la papa en el Peru. Este
es el primer informe de la presencia de R. solanacearum biovar 2 en Iran y el primer
informe de la existencia de este grupo de R. solanacearum fuera de América del Sur
(Nouri et al., 2009).

6 Descripcion de Ralstonia solanacearum.
Ralstonia solanacearum.

R. solanacearum es un bacilo Gram negativo, de 0.5 a 0.7 yum de ancho por

1.5 a 2.0 ym de largo. Presenta motilidad gracias a la presencia de uno a cuatro

incluso mas flagelos polares (Figura 16) (Jones et al., 1991).

Figura 16. Micrografia de R. Solanacearum.
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La especie ha sido subdividida en 5 biovars. La raza 1, afecta a las
solanaceas y plataneras. La raza 2, provoca la enfermedad del moko en platano. La
raza 3, en papa y tomate. También la papa es afectada por la raza 1 en las zonas
tropicales de baja altitud y por la raza 3 en zonas de montafa (Seal et al., 1992).

Ralstonia solanacearum es el agente causal de la mancha bacteriana que
infecta mas de 200 plantas de diferentes especies, que abarcan 50 familias
botanicas. La raza 3, es responsables de importantes pérdidas economicas a la
industria de la papa y amenazan la produccién de cultivos ornamentales en todo el
mundo (Guidot et al., 2009).

Caracteristicas bioquimicas de Ralstonia solanacearum.

Los medios selectivos de crecimiento de la bacteria son: Agar TZC (Medio
Tetrazolio de Kelman) y SMSA. Estos son los mas recomendados para el
aislamiento de R. solanacearum, porque son muy especificos e incluso con algunas
modificaciones, que podrian incluir la adicion de antibidticos, permiten el crecimiento
unicamente de esta bacteria. Ademas los medios se podrian usar para la
caracterizacion de la raza y el biovar con que se cuenta (Directiva del consejo UE,
1998).

Medio SMSA: Los ingredientes por litro son: casamino acido (casiena
hidrolizada) 1 gr; peptona 10 gr; glicerol; 5 ml; agar 17gr; se ajustd aun pH 6.5y
esterilizd a 121°C/ 20 minutos; se enfrid el medio y adhirieron 5 ml de solucién stock
de 2,3 5-Cloruro de Trifenil Tetrazolio 6 Cloruro de tetrazolio. La solucion stock fue
esterilizada por 5 minutos a 121 °C y almacenada a 4 °C (cristal violeta 5 mg;
Polimixina B 100 mg; Bacitracina 25 mg; cloroanfenicol 5 mg; Penicilina 0.5 mg;
Cicloheximida 100 mg (se disolvieron los ingredientes de la solucion stock 30
minutos antes de utilizarla en 5 ml de 70% de etanol). Medio TZC: ingredientes por
litro: Casamino acido (casiena hidrolizada) 1 gr; peptona 10 gr; glucosa 5 gr; agar
17gr; se ajustd a pH 6.5 y esterilizd a 121°C/ 20 minutos. Los medios se incubaron
durante siete dias a 34 °C (Schaad et al., 2001).

En el medio de TZC, las colonias tipicas de aislados virulentos de R.
Ssolanacearum son de color crema, planas, irregulares, con anillos de color rojo
sangre en el centro. Las colonias avirulentas de R. solanacearum son butirosas y de
color rojo fuerte (Anon, 1997).

En el medio SMSA, las colonias tipicas de los aislados virulentos de R.
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solanacearum son de color blanco lechoso, planas, irregulares y fluidas, y presentan
centros de un marcado color rojo sangre. Las formas avirulentas de R.
Solanacearum desarrollan colonias menos fluidas, cuyo color oscila entre
completamente rosa y rojo en el medio SMSA (Engelbrecht, 1994).

Deteccién de Ralstonia solanacearum mediante pruebas serologicas.

Para conocer las propiedades antigénicas de Ralstonia solanacearum se
utiliza (Enzime Linked Inmunosorbent Assay). Es una prueba confiable y rapida para
la deteccion de bacterias fitopatdgenas, ya que permite detectar, en 6rganos de
plantas, cantidades muy pequenas de estos agentes y ademas permite estimar su
concentracion en el tejido enfermo. La sensibilidad de ELISA (ensayo de
inmunoadsorcién con enzimas ligadas) es superior a otras pruebas de diagndstico,
por lo que ha sido extensamente utilizada para la deteccion de patdgenos en
humanos, animales y plantas (Flores, 1997).

La técnica ELISA es una prueba confiable y rapida para la deteccion de
organismos fitopatdgenos como bacterias, virus, hongos, ya que permite detectar, en
organos de plantas, cantidades muy pequefias de estos agentes y ademas permite
estimar su concentracion en el tejido enfermo. El ensayo denominado sandwich de
doble anticuerpo (DAS) es la variante mas comunmente utilizada de ELISA y
constituye en la adsorcion de anticuerpos especificos a una placa de poliestireno, los
antigenos o fitopatdgenos reaccionan con los anticuerpos adheridos a la placa
(Cruz, 1997).

Diagnostico molecular de Ralstonia solanacearum.

La reaccion en cadena de la polimerasa, conocida como PCR por sus siglas
en ingles (Polymerase Chain Reaction), es una técnica de biologia molecular
descrita en 1986 por Kary Mullis, cuyo objetivo es obtener un gran numero de copias
de un fragmento de ADN particular, partiendo de un minimo; en teoria basta de partir
de una unica copia de ese fragmento original, o molde (Pastrik and Rainey, 1999).

PCR en tiempo real mejora la sensibilidad de la deteccion y la especificidad y
proporciona una herramienta importante para la deteccidn rutinaria de R.
Solanacearum en muestras de suelo y para estudios epidemioldgicos y ecoldgicos
(Huang et al., 2009).

PCR facilita la deteccidn de patdégenos en pequenas. El método es de gran

importancia en la gestion de la enfermedad de la podredumbre parda o mancha

33



bacteriana de la papa. Es suficiente para ser incluida en los programas control
integrado de la enfermedad de marchitamiento (Grover ef al., 2009).

PCR mejora la sensibilidad de la deteccion de Ralstonia solanacearum vy
proporciona una herramienta importante para su deteccion rutinaria de muestras de
agua del medio ambiente y para estudios epidemioldgicos (Caruso et al., 2003).

7 Métodos de control de Ralstonia solanacearum.
Control quimico de Ralstonia solanacearum.

El método de control de patdégenos mas generalizado en la agricultura,
especialmente en la lucha contra enfermedades fungosas y bacterianas, es el
quimico. El primer fungicida, descubierto en 1882, se conocié como la pasta
bordelesa (Alexopoulos et al., 1996), y marcé el comienzo del control quimico de las
enfermedades en plantas.

El control quimico de la enfermedad en tomate provocadas por Rs se basa en
el uso de tratamientos con productos cupricos de oxicloruro de cobre, sulfato
cuprico, oxido cuproso, o Kasugamicina. Asi como rociar plantas con estreptomicina
antes del trasplante y aplicar mezclas de mancozeb y cobre tras el trasplante y antes
de la incidencia de la enfermedad (Blancard, 2000). Tales métodos de control
previenen la multiplicacion bacteriana pero no son siempre controles adecuados del
indculo llevado en la semilla. Desafortunadamente, el uso frecuente de pesticidas y
los antibidticos contra la planta y bacterias patdgenas ha llevado a la seleccion de
poblaciones bacterianas resistentes contra los antibiéticos. Aunado a lo anterior
existen restricciones gubernamentales en el uso de los compuestos de cobre, que
son ampliamente utilizados para el control de las enfermedades bacterias en la
planta, estos compuestos han sido limitados en los paises de la unidon europea por la
regla 473/2002 debido a su impacto en el ambiente, y por su toxicidad para el
hombre, provocan irritacion en la piel, en el tracto respiratorio y los 0jos. Ademas son
de un alto costo no se consigue facilmente y se dispone de un limitado numero de
productos y en su mayoria afectan a organismos benéficos (Blancard, 2000).

El control quimico contra Ralstonia solanacearum es antieconémico, por lo general

no se recomienda (Hereida et al., 1995).
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Control biolégico.

El control biolégico es una de las tantas herramientas disponibles para utilizar
en el programa de manejo integrado de enfermedades de las plantas. En afos
recientes, se han incrementado los casos exitosos de control biolégico el cual se
basa en emplear un agente de control con propiedades similares al patégeno y
aprovechar una serie de interacciones ecoldgicas: competencia, antagonismo o
antibiosis (Ducrot, 2005).

El desarrollo de agentes de control bioldgico es mas complicado que el
control quimico, ya que introduce un tercer ser vivo en la interaccién. Los
mecanismos de control biolégico para bacterias son basicamente los mismos que
para el control biologico de hongos. Uno de los mas frecuentes es la produccion de
metabolitos, capaces de actuar especificamente sobre las bacterias 0 de amplio
espectro o de bacteriocinas activas frente a microorganismos de un cierto genero o
especie (Fravel, 1989).

El control biolégico de la gobernadora (L. tridentata) ha probado tener efectos
bactericidas al evaluar in vitro diversas dosis del extracto etandlico contra las
bacterias fitopatdbgenas Pseudomonas solanacearum, Erwinia amylovora.los
extractos de L. tridentata mostraron una excelente accién bactericida contra
Pseudomonas solanacearum aun a las dosis minimas (Velasquez, 1983).

Los extractos vegetales, su actividad antimicrobiana ha sido relacionada con
la actividad bioldgica de los mismos. Si consideramos que los compuestos obtenidos
de las plantas en su mayoria son biodegradables e inocuos y que en México se
encuentran aproximadamente el 10% de las especies de plantas superiores del
mundo y mas del 50% de ellas son exclusivamente de nuestro pais (CONABIO,
2006).

En Japdn se analizaron 14 plantas silvestres por su actividad microbiana
contra Ralstonia solanacearum. El extracto de G. carolinianum mostro actividad
antimicrobiana contra los patégenos que causan la sarna comun de la papa y la
podredumbre del suelo de la papa. Porque podria utilizarse como un agente
biolégico para el control de la marchitez bacteriana de la papa (Ooshiro et al., 2004).

En los ultimos afos ha habido un creciente interés en el uso de compuestos
bioldgicamente activos, extraidos de especies de plantas que presentan la

capacidad de eliminar a microorganismos patdégenos por si mismas, esto debido
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principalmente, a la resistencia que los microorganismos han desarrollado a los
antibiéticos (Daferera et al., 2003).

La agricultura del nuevo milenio debe establecer nuevas alternativas de
control que produzcan un menor impacto ambiental, ya que dia con dia va en
aumento el porcentaje de consumidores que demandan alimentos sanos vy libres de
productos quimicos (Ponce et al., 2004).

Aceites esenciales.

Los aceites esenciales obtenidos de plantas son una alternativa para el
control de bacterias. Los aceites esenciales son mezclas de sustancias obtenidas de
plantas, que presentan como caracteristicas principales su compleja composicion
quimica y su caracter fuertemente aromatico (Sanchez, 2006).

Los aceites esenciales son biodegradables, amigables con el ambiente y
poseen bajos o inexistentes niveles de toxicidad, o que permite que sean utilizados
en cualquier ambiente (Cheng et al., 2009).

Las plantas tienen una capacidad casi ilimitada para sintetizar sustancias
aromaticas, siendo la mayoria fenoles o sus derivados oxigeno-sustituidos. En
general son metabolitos secundarios (es decir, que no tienen un papel esencial en el
metabolismo de la plantas) de acuerdo a Walton y Brown (1999).

Los aceites esenciales pueden ser extraidos por diferentes métodos, el mas
utilizado; el de destilacion por arrastre de vapor de agua (Figura 17), donde la
muestra vegetal se coloca en un recipiente (tipo clavenger cerrado) y es sometida a
una corriente de vapor de agua, asi la esencia es arrastrada y posteriormente
condensada, recolectada y separada de la fraccion acuosa. El fundamento de esta
técnica, consiste en una vaporizacién a temperaturas inferiores a la ebullicion de
cada uno de los componentes volatiles por efecto de una corriente directa de vapor
de agua, el cual ejerce la doble funcién de calentar la mezcla hasta su punto de
ebullicion y adicionar tensidén de vapor a la de los componentes volatiles del aceite
esencial; los vapores que salen del matraz extractor se enfrian en un condensador
donde regresan a la fase liquida, de los dos productos agua y aceite finalmente se

separan en un dispositivo o vaso (Ortega, 2011).

36



Figura 17. Destilacidén por arrastre de vapor de agua.

Estos productos nombrados comunmente esencias son sustancias olorosas
volatiles contenidas normalmente en los vegetales. Su volatilidad los diferencia de
los aceites fijos que producen los lipidos, los cuales son particularmente abundantes
en las Retaceas, Umbeliferas, Mirtaceas y Labiadas (Torres, 2004).

Tomillo.

Las plantas aromaticas son importantes para la obtencion de aceites
esenciales como es el caso del tomillo (Thymus vulgaris L) pertenece a la familia de
labiadas. El nombre genérico proviene del verbo griego Thym, perfumar, en alusién
al intenso y agradable aroma de la planta (Mufoz, 1996).

El tomillo es una planta medicinal muy importante para el sector horticola. Es
un arbusto perenne con tallos de madera y alcanza una altura de 30 a 50 cm. es una
planta tipica de la regidon mediterranea. El tomillo posee propiedades antisépticas,
desinfectantes, antiespasméddico, desodorante, sedante y sus principales
componentes son timol y carvacol (Muioz, 1993).

El tomillo es de hoja perenne o0 semiperenne es una planta herbacea. Es
nativa de Europa. Las plantas son ampliamente utilizadas, frescas y secas, como
una hierba culinaria. Su aceite esencial se utiliza como ingrediente en una amplia
variedad de alimentos, asi como en perfumeria, jabones y lociones. Ademas tiene
propiedades antimicrobianas (El-Hela, 2007).

Orégano.

El orégano Lippia graveolens pertenece al género Lippia, familia
verbenaceae, es una planta fuertemente aromatica nativa del sur de Norteamérica,
México, Guatemala, Nicaragua, Honduras, Panama, Guatemala y Colombia (Castro,
2004).
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El Orégano mexicano (Lippia graveolens) se caracteriza por ser una planta
perenne, que crece en climas semiaridos y se utiliza tradicionalmente como
antiséptico intestinal, antiespasmddico, analgésico y antiinflamatorio y tiene
propiedades antibacterianas (Castillo et al., 2007).

La distribucion del orégano en la Republica Mexicana es en los estados de
Chihuahua, Durango, Jalisco, Zacatecas, Puebla, Querétaro, Tamaulipas, Oaxaca y
Sinaloa (Huerta, 1997). La produccion nacional de orégano en México, es alrededor
de 4,000 toneladas, obtenidas de las poblaciones de los estados de Chihuahua,
Coahuila, Guanajuato y Querétaro; cubriendo las demandas de las industrias,
cosméticas, alimenticias y farmacéuticas de Estados Unidos de Norteamérica y de
Japoén, a donde se exportan mas del 90% de la produccién Mexicana (Osorno et al.,
2009).

Se ha demostrado que los géneros Origanum (orégano) y Thymus vulgaris
(tomillo) entre otros, tienen propiedades antioxidantes, relacionadas con los
compuestos fendlicos, carvacrol y el timol que pueden ser utilizados bajo ciertas
condiciones como fungicidas y bactericidas (Aballa y Rosen, 2001).

Mecanismos de accién de aceites esenciales contra Ralstonia solanacearum.

Los aceites esenciales han demostrado poseer caracteristicas insecticidas,
antioxidantes, anti-bacteriano, antifungicos, antiviral (Burt, 2004; Kordali ef al., 2005).
Se ha demostrado que los géneros Origanum (orégano) y Thymus (Tomillo) tienen
propiedades antioxidantes, relacionadas con los compuestos fendlicos, carvacrol y el
timol que pueden ser utilizados bajo ciertas condiciones como fungicidas vy
bactericidas, para inducir la lisis rapida de la célula bacteriana (Figura 18) (Basim et
al., 2004).

Los mecanismos de accidn de los diversos compuestos organicos de las
plantas son variables; por ejemplo, la toxicidad de los fenoles se atribuye a la
oxidacion de compuestos en la célula del carvacol; se ha reportado que se
encuentra presente en aceite esencial de orégano en un 60 a 70% y en tomillo 45%,
la inhibicién de crecimiento de muchos patogenos por carvacol ha sido reportada en
varios articulos sin embargo no se ha definido el mecanismo de accidn de este
(Cowan, 1999).
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Figura 18. Planta de orégano (Lippia graveolens) y tomillo (Thymus
vulgaris) para aceites esenciales.

Los triterpenos pueden actuar siguiendo diversos mecanismos en
dependencia de su naturaleza quimica. Los triterpenos de naturaleza alcohdlica
pueden alterar la naturaleza coloidal del protoplasma celular provocando su muerte
(Pelczar y Reid, 1992).

De los alcaloides se ha postulado que se intercala con el ADN, el de las
lectinas y polipétidos se conoce que pueden formar canales idnicos en la membrana
microbiana o causar la inhibicidn competitiva por adhesion de proteinas microbianas
a los polisacaridos receptores del hospedero (Cowan, 1999). Otro estudio reporta
que los componentes del aceite esencial interfieren con las funciones de
permeabilidad de membrana celular (Lambert et al., 2004).

En la busqueda de sustancias naturales que permitan desarrollar nuevas
estrategias para controlar y eliminar de plagas se han realizado numerosas
investigaciones con aceites esenciales, y se ha observado que actuan como bio-
controladores debido a la presencia de metabolitos secundarios los cuales estan
implicados en el control biolégico contra organismos fitopatdgenos, y en ciertos
casos, activando procesos de defensa en la planta, brindando una proteccion
preventiva (Castillo, 2004; Kagale et al., 2004; Ducrot, 2005), los cuales son las
fracciones liquidas volatiles que contienen las sustancias responsables del aroma de
las plantas, son mezclas complejas de hasta 100 componentes, entre ellos:
terpenoides, fenoles aromaticos, éteres, ésteres, aldehidos y cetonas que
determinan el aroma caracteristico de la planta donante (Batish et al., 2008; Shiva,
2007). Los aceites esenciales son biodegradables, amigables con el ambiente y
poseen bajos o inexistentes niveles de toxicidad, o que permite que sean utilizados

en cualquier ambiente (Cheng et al., 2009). Lo anterior se ha reflejado en el interés
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que han mostrado los investigadores para obtener nuevos conocimientos sobre el
potencial de las plantas aromaticas, sobre las bacterias fitopatdgenas, como se
describe en la siguiente investigacién donde se evalud la actividades antibacterianas
de los aceites esenciales de las plantas medicinales contra el crecimiento del
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis utilizando los aceites esenciales
obtenidos de las plantas de orégano (Origanum syriacum), tomillo (Thymbra
spicata), menta (Mentha spicata) y lavanda (Lavandula stoechas ssp. stoechas). El
resultado indicd que el aceite esencial del tomillo fue el mas eficaz de inhibir el
crecimiento de Cmm, seguido por los aceites de orégano, menta y lavanda (Soylu et
al., 2003).

Los aceites esenciales derivados de plantas como el timol y la palmarosa son
biofumigantes efectivos contra R. solanacearum en invernaderos, pero se necesitan
evaluaciones en campo antes de su uso practico para el manejo de la enfermedad
(Pradhanang et al., 2005).
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RESUMEN

A nivel mundial el cultivo de la papa, constituye ser de los cuatro cultivos mas
importantes para la alimentacion humana. En afnos recientes se ha detectado en
algunas regiones de Estados Unidos y Canada, la bacteria Ralstonia solanacearum
(Rs) la cual provoca la enfermedad denominada Marchitez bacteriana (Mb) o
pudricién parda. Esta bacteria tiene la particularidad de diseminarse por semilla.
Dada la cercania con esos paises, y siendo México un pais importador de semilla,

las probabilidades de una eventual introduccidn de esta enfermedad son
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significativas, especialmente en areas con amplias extensiones de papa. El estado
de Sonora es una de las regiones mas importantes en relacion a la produccién de
papa. Por lo anterior, se realizd la presente investigacion, teniendo como objetivo
detectar la presencia de Ralstonia solanacearum en semilla y material vegetativo de
Solanum tuberosum L. La investigacion consistid en el incremento de Ralstonia
Solanacearum, pruebas de patogenicidad en semilla, plantula y fruto con fines de
familiarizacion de los signos de Rs; ademas incluyo la obtencidn de semilla,
muestreo de plantas en estado de plantula, floracién y madurez fisiolégica de papa
en las zonas agricolas del estado de Sonora, y su correspondiente analisis
fitopatoldgico mediante Técnica de Randhawa y ELISA. Asimismo se llevaron a
cabo, pruebas de patogenicidad en aquellas muestras que resultaron positivas a la

presencia de Rs. Los resultados indican la presencia de Rs en semilla nacional.

Palabras clave: Diagnostico fitopatoldgico, marchitez bacterial de la papa.

ABSTRACT

In the World, the potato is the four most important crops for human
consumption. In recent years it has been detected in some USA Regions and
Canada, the bacterium Ralstonia solanacearum (Rs), which causes the disease
called bacterial wilt (Mb) or brown rot. This bacterium has the distinction of spread by
seed. Given the proximity of these countries, and Mexico being an importer of seed,
the odds of an eventual introduction of this disease are significant, especially in areas
with large tracts of potato. The state of Sonora is one of the most important regions in
relation to potato production. Therefore, this research was conducted, aiming to
detect the presence of Ralstonia solanacearum in seed and planting of Solanum
tuberosum L. The research consisted of increasing Ralstonia solanacearum
pathogenicity tests on seed, seedling and fruit familiarization purposes of the signs of
Rs, plus included obtaining seed, plant sampling at seedling stage, flowering and
physiological maturity potato in agricultural areas of the state of Sonora, and their
analysis phytopathological by Randhawa and ELISA technique. Also took place,
pathogenicity tests on those samples that were positive for the presence of Rs. The

results indicate the presence of Rs in national seed.

Key words: Phytopatologic diagnotic, Bacterial Wilt of potato.

53



INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum L.) ocupa el cuarto lugar a nivel mundial

(Grageda et al.,, 2001). La papa es una especie de multiplicacion vegetativa. Su
propagacion esta por lo tanto asegurada por el tubérculo, érgano de reserva rico en
agua y en substancias nutritivas. Desde el punto de vista anatdomico, el tubérculo es
un tallo modificado con entrenudos cortos (Rouselle y Crosnier, 1999).
Existen tres métodos posibles para multiplicar la papa en campo por siembra de
semilla, por esquejes de tallos y por plantacion de tubérculos, aunque solamente se
utiliza el ultimo en la practica corriente de produccidn de papa de siembra
(Moctezuma, 2006). El cultivo de la papa se desarrolla bien en un rango amplio de
tipos de suelo; sin embargo, los mas adecuados son los de textura ligera o franca,
ya que facilitan el crecimiento de los tubérculos (Grageda et al., 2001). En los
ultimos 10 anos, los principales estados productores han sido: Sinaloa, estado de
México, Nuevo Ledn, Chihuahua, Sonora y Guanajuato (SIAP, 2012). En el estado
de Sonora, se prefieren tubérculos de color crema o blancos por lo cual se
recomienda utilizar la variedad white rose, gigant, Alpha y atlantic (Macias et al.,
2006).

La papa es susceptible a enfermedades causadas por bacterias, hongos,
nematodos, virus. Una enfermedad es la Marchitez Bacteriana o pudricién parda de
la papa, que es causada por la bacteria Ralstonia solanacearum, constituyéndose la
segunda enfermedad que limita la produccion de papa; ademas afecta a un gran
numero de familias de plantas, entre las cuales se encuentran la papa (Solanum
tuberosum), el tomate (Lycopersicon esculentum), el pimiento (Capsicum anuum), el
platano (Musa sp.), como los cultivos mas afectados (Priou et al., 2006). Es una de
las enfermedades mas graves de la papa, pues reduce siempre la productividad
hasta en un 89% en un lapso de 4 a 12 dias bajo condiciones favorables de altas
temperaturas (30 °C) y humedad relativa (70 %). Los sintomas iniciales de Rs, es la
observacién de un amarillamiento leve en un solo lado de la hoja 0 en una rama y no
en la siguiente. Los sintomas avanzados son la marchitez severa y la sequedad, qua
preceden a la muerte de la planta; los haces vasculares se oscurecen y, si se hace
un corte transversal al tallo, se nota la exudacién de un mucilago gris-castano,
excepto en los casos leves. Esto se puede verificar mediante la observacién de un

fluido filamentoso de color blanco lechoso que emana de los haces vasculares al
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cortar y sumergir un pedazo del tallo en agua limpia. La infeccion latente del
tubérculo ocurre cuando se siembran semillas infectadas en lugares frios, o cuando
los tubérculos son infectados al final de la temporada. La marchitez bacteriana
evoluciona rapidamente a temperatura altas (Priou et al., 2006).

En la Republica Mexicana, especificamente en el noroeste de México la
superficie dirigida al cultivo de hortalizas principalmente (tomate, Papa, chile y
sandia), ha aumentado considerablemente en los ultimos afos (SIAP, 2012). Debido
a que México no produce su propia semilla obliga a que los productores a adquirir
semilla de origen extranjero, principalmente de Estados Unidos, ya que las
variedades y/o hibridos adquiridos, producen frutos que rinden las caracteristicas
preferidas por el consumidor, originando ademas, que la semilla que ingresa al pais
sea una puerta de entrada para microorganismos. La sintomatologia de esos
problemas indica que es semejante a la de Ralstonia solanacearum. Asimismo,
actualmente se esta generando controversia entre los productores, en los campos
agricolas del estado de Sonora, México.

El objetivo de la investigacion, fue conocer la situacion actual de Ralstonia
Solanacearum en el cultivo de la papa (Solanum tuberosum L.), en material
vegetativo de importacion, en aquella de consumo humano y que se utiliza como
semilla; durante las diferentes etapas fenologicas del cultivo en la zona agricola del
estado de Sonora.

MATERIAL Y METODOS
La investigacién se realizé en dos etapas:

La primera consistidé en el incremento de Ralstonia solanacearum (Rs) con
medios de cultivo especificos, pruebas de patogenicidad en semilla, plantula y fruto
con fines de familiarizacidén en los signos de Rs y su identificacion mediante técnica
ELISA.

La segunda etapa incluyd la obtencidon de tubérculo-semilla de importacion,
papa de consumo que es utilizada como semilla por productores, un muestreo de
plantulas, hojas desarrolladas y frutos (tubérculo semilla) de papa en las zonas
agricolas del estado de Sonora, y su correspondiente analisis fitopatolégico para la
deteccion mediante uso de medios de cultivo especificos y ELISA. Asimismo se
llevaron a cabo, pruebas de patogenicidad en aquellas muestras (érganos
vegetativos muestreados) que resultaron positivos a la presencia de Rs. La

deteccidn se llevo cabo en el Campus Santa Ana de la Universidad de Sonora.
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Primera etapa.

Incremento de Ralstonia solanacearum (Rs). Se inici6é con el incremento de
Rs y fue desarrollada segun el protocolo establecido por Randhawa (1996),
utilizandose medios de cultivos especificos. De acuerdo con la técnica descrita por
Kiraly (1974), se obtuvieron 10 tubos de ensaye en solucion salina al 0.85% de NaCl
con una concentracion de 10® unidades formadoras de colonias UFC./ml., verificada
con ayuda de un hematocimetro (Kiraly, 1974). Las suspensiones bacterianas en
tubos fueron almacenadas en refrigeracién a 4°C para estabilizar la bacteria y evitar
un shock en la inmunizacion.

Pruebas de patogenicidad. Las pruebas de patogenicidad (PP) se
desarrollaron con la finalidad de familiarizarse con la sintomatologia de Rs las
cuales fueron realizadas en tubérculo-semilla y plantula de papa. En el caso de
tubérculo-semilla, 20 semillas fueron partidas a la mitad y fueron inoculadas en el
haz por 200 ml con una suspension bacteriana de 10° UFC/ml; se ubicaron en
camaras humedas en condiciones favorables de la enfermedad; asimismo, otras 20
semillas, se consideraron como control negativo al pasar por el mismo proceso, pero
haciendo uso de agua destilada estéril en la incision. Respecto a las PP en
plantulas, 40 semillas previamente desinfectadas, fueron germinadas en placas de
germinacion con sustrato estéril; las condiciones en que se produjeron las plantulas
fue a 25° C haciendo uso de agua corriente de llave estéril para el riego; al cabo de
30 dias después de la emergencia, 20 plantulas fueron inoculadas con la solucion
bacteriana de Rs a una concentracién de 108 UFC./ml con la ayuda de un cotonete
de algoddn sobre los cotiledones de las plantulas; las restantes 20 plantulas fueron
consideradas como control negativo al pasar por el mismo proceso con cotonete
mas agua destilada estéril. Las semillas, plantulas utilizados para en las PP,
posterior a la inoculacién, fueron cubiertas con bolsas de polietileno y ubicadas en
una camara de incubacidbn con una humedad relativa entre 80-90% y una
temperatura de 35-41°C en un periodo de cuatro a siete dias; condiciones que
acorde a Randhawa (1996) son las apropiadas para inducir los signos de la
enfermedad.

Identificacion de Rs en material vegetativo de las PP. Para el proceso de
identificacién de Rs se desarrollo la técnica seroldgica ELISA, siguiendo el protocolo
general de identificacién de bacterias AGDIA. El kit de Rs fue donado por el proyecto

al que pertenece esta investigacién. La técnica consistio en hacer uso de pipetas
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estériles y depositando a cada pozo de la placa, 100 ul de anticuerpo del kit con una
solucion amortiguadora de cubierta a 1X. La placa fue incubada en una camara
humeda durante la noche en el refrigerador a 4 °C. Posteriormente se lavo la placa
vaciando el contenido de los pozos en un recipiente para residuos. Se llenaron los
pozos hasta desbordar de una solucion amortiguadora a 1X denominada PBST,
después se vacio la placa rapidamente una y otra vez. Se repiti6 la accidn de 4 a 8
veces. La placas se colocaron boca bajo y se golpeo ligera y firmemente en una
toalla de papel doblada para secar los pozos. Posteriormente, segmentos de 5 cm?
de material vegetativo (considerando parte sana y enferma) de las pruebas de
patogenicidad, se maceraron con la ayuda de un mortero y un mazo hasta obtener
suficiente extracto, utilizando bolsas de polietileno para macerar tejido en el interior
de ellas. Se obtuvo el liquido total de cada muestra macerada; se diluyd el extracto
en tubos Ependorf con un almacenador intermediario de extraccidén de la muestra en
un cociente de 1:10 (volumen de extracto: volumen de almacenador intermediario).
De cada muestra, se extrajo 100 pl de la muestra y se deposito en cada pozo de la
placa. En esta fase y acorde al diagrama realizado, se depositaron en tres celdas
100 ul del control positivo de Rs y del control negativo —solucién amortiguadora de
extraccion (SAE)-. Tres celdas con SAE seran consideradas como controles o
testigos negativos (Control 1 =C1=, Control 2 =C2= y Control 3 =C3=). Se incubd la
placa dentro de una camara humeda durante la noche en el refrigerador a 4 °C. Se
lavd la placa realizando movimientos de un tirdn rapido para descargar el contenido
de los pozos en un recipiente para residuos, sin mezclar el contenido. Se llenaron
todos los pozos de una solucién amortiguadora de lavado, y se vacié al instante.
Utilizando nuevas pipetas estériles para cada muestra y prevenir la contaminacion,
se depositaran 100 ul en los pozos de la enzima conjugada y se mezclo el
contenido de cada celda. Se incubd la placa en una camara humeda por 2 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente, la placa al revés y se golpeo ligera vy
firmemente en una toalla de papel doblada, los pozos fueron secados. Esta accidn
se repite de 4 a 8 veces. En condiciones de oscuridad se anadié a cada pozo 100 ul
de solucién reveladora denominada PNP. Se incubd la placa por 30 a 60 minutos en
una camara humeda y para la reaccidén agregando 50 ul a 3M de hidréxido de sodio
en cada pozo. Los resultados fueron interpretados hasta 60 minutos después de la
incubacién y mientras los pozos con control negativos permanecieran claros. Las

placas fueron evaluadas en un lector ELISA a 405 nm.
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Segunda etapa.

Obtencién de semilla de importacién, tubérculo de consumo que
utilizada como semilla, muestreo de plantulas, hoja desarrollada y fruto
(tubérculo-semilla) de papa en Sonora, y su analisis fitopatolégico para la
deteccion de Rs

Para la obtencidn de los diversos Organos vegetativos, se obtuvo la
colaboracion de la Confederacién Nacional de Productores Horticolas (CNPH); para
el caso de obtencion de semilla cada uno de los productores, facilitaron una cantidad
de 20-50 semillas para el analisis. En el muestreo en plantulas, se obtuvo aquellas
que no presenten la primera hoja verdadera durante los primeros quince dias
después de su emergencia. Para el caso de hojas desarrolladas, se consideraron
aquellas entre las cinco y quince hojas a partir del tronco de la base del tallo de la
planta en fase de floracién. Para la obtencion de fruto, se consideraron los mas
proximos a corte y de posterior venta. Cabe indicar que aquellas plantulas, hojas o
frutos de plantas que muestren una sintomatologia similar a la de Rs también fueron
colectados. El muestreo de lotes se reprodujo al considerar en el muestreo nacional
de papa por la SARH (1994). EI muestreo se realizé en el 10% del total de la
superficie cultivable de los municipios de (Agua Prieta, Caborca, Cajeme,
Hermosillo, Moctezuma, Navojoa, Sahuaripa, Santa Ana y Ures) productores de
papa del estado de Sonora (Figura 19). Ubicados en las coordenadas geograficas:
Agua Prieta 31°17' de latitud norte y a los 109°33' de longitud al oeste; Caborca
30°42' de latitud norte y 112°09' longitud al oeste; Cajeme 27° 29' de latitud norte y a
los 109° 56' de longitud al oeste; Hermosillo 29° 05' de latitud norte y 110° 57' de
longitud al oeste; Moctezuma 29° 47' de latitud norte y a los 109° 40' de longitud al
oeste; Navojoa 27° 03' de latitud norte y a los 109° 25' de longitud al oeste;
Sahuaripa 29° 03' de latitud norte y a los 109° 14' de longitud al oeste; Santa Ana
30°33'de latitud norte y a los 111°07' de longitud al oeste; Ures 29° 25' de latitud
norte y a los 110° 23' de longitud al oeste (Enciclopedia de México, 2005).
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Figura 19. Muestreo de papa (Solanum tuberosum L) en los municipios del
estado de Sonora.

En el 10% de la superficie de cada municipio. Se realizd lo siguiente: cada
lote de 5 hectareas fue considerado una superficie de muestreo. Cada hectarea de
esa superficie fue un punto de mustreo. En cada punto se trazo una linea diagonal
imaginaria de esquina a esquina, y en esa recta trazada se colectaron 10 muestras.
Se obtuvieron donaciones de productores. Cada una de las muestras colectadas,
previamente identificada, se envolvid con papel humedo y se colocaron en una
hielera para ser trasladada al laboratorio para su analisis.

Deteccién de Rs en semilla de importacion y tubérculo de consumo que
es utilizado como semilla mediante técnica Randhawa (1996). De acuerdo con
Randhawa (1996), cada muestra de semilla; consistente en 10 semillas provenientes
de cada uno de los lotes de los productores cooperantes, se pesaron por separado,
se lavo en agua corriente durante 30 min y se colocaron en charolas de plastico con
capacidad de 2 L. Cada charola, con su respectiva muestra de semilla se deja con
una cantidad de 100 ml. de agua destilada, y a cada una de estas charolas se le
anadié 2 ml. de solucién amortiguadora fosfatasa con un pH = 7. A la mezcla de
agua con fosfatasa conteniendo cada muestra de semillas se le llama “suspension
madre”. Las charolas se incubaron durante 12 horas en refrigeracion a 4°C con la

finalidad de que se liberara la bacteria a la suspensidn madre. Después de la
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incubacién, se tomd 10 ml. de suspension madre de cada una de las charolas, se le
realizaron cuatro diluciones a tal suspension (10:1, 10:2, 10:3, 10:4), y de la ultima
dilucién se tomd 0.1 ml. que se sembrd en medio de cultivo especifico en cajas de
petri por el método de dispersion por varilla (Roger et al,, 1981). Los medios se
incubaron durante siete dias a 34° C. Posteriormente se incubaron los medios
inoculados a una temperatura de 35° C durante 7 dias.

Deteccién de Rs en semilla, tubérculo de consumo que es utilizado
como semilla, plantula, hoja desarrollada y fruto por la técnica ELISA. Para la
deteccidon de Rs, con respecto a la técnica serologica ELISA, se considero el
protocolo descrito en la deteccion del microorganismo en las PP.

Deteccién de Rs en semilla, plantula, hoja desarrollada y fruto por la
técnica PCR. Se obtuvieron primers comerciales de la regidn intergénica 16Sr y se
corrieron pruebas de deteccion para reafirmar la nula o positiva presencia.

Pruebas de patogenicidad a bacterias positivas con los diferentes
métodos de deteccidn. Para la reafirmacion de las bacterias Rs que resultaron ser
positivas en los anteriores métodos de deteccidn, fueron llevando a cabo pruebas de
patogenicidad acorde a Randhawa, (1996). Las PP fueron aplicadas en plantulas de
25-30 dias después de la emergencia, como se describidé anteriormente en las PP de
la primera etapa. Se reaislo la bacteria de tejidos enfermos mediante la técnica de
Randhawa y confirmandose el patégeno por ELISA.

Diseiio experimental.

El diagnostico de enfermedades como ciencia practica, incluye varias técnicas
para identificacion del agente causal de determinada enfermedad (Dhingra et al.,
1985).

Histéricamente, las técnicas de diagndstico han sido acotadas en base a
sintomas, medios selectivos, caracterizacidn morfologica y biologica, pruebas
bioquimicas (ELISA), microscopia y plantas diferenciales entre otras (Lievens et al.,
2003).

Actualmente con los avances en investigacion se han establecido métodos
nuevos de biologia molecular para establecer la identidad de un patégeno. Técnicas
tales como PCR, hibridacién molecular y marcadores moleculares han sido de gran
ayuda en los métodos de diagnostico, aunque cabe mencionar que siempre es
recomendable establecer al menos dos métodos independientes en la realizacion de

un buen diagnostico (Ronai y Yakubovskaya, 2005).

60



Normalmente, en los estudios relacionados con el diagndstico en fitosanitario,
no se usa un diseno experimental determinado (Jain et al.,, 1998, Mesquita et al.,
1998; Kamel et al., 2003; Ward et al., 2004; Schena et al., 2006; Emilie ef al., 2006),
dado que el principal interés de este tipo de estudios esta en la aportacidn cientifica
que tengan que ver con la ampliacion del conocimiento-aportacidon, validacién, y
complementacion de las técnicas (Holguin-Pefa, 2008). El disefio experimental per
Se, siempre sera un complemento importante siempre y cuando sea de particular
interés la comparacién de tratamientos (Lelliott et al., 2004; Dardon et al., 2006;
Rodriguez, 2008; Holguin-Pefia, 2008). En este caso lo que es recomendable
cuando se implementan experimentos en campo, son meétodos de muestreo
adecuados segun sea el caso (Lelliot ef al., 2004). Por lo anterior y debido a que el
presente estudio de investigacion es de caracterizacion-diagnéstico y no de cohorte,
no se utilizé un disefo experimental.

RESULTADOS Y DISCUSION
Primera etapa.

Al realizar las pruebas de patogenicidad para la familiarizacién de sintomas
Ralstonia solanacearum (Rs) en semilla-tubérculo y plantulas de papa, los
resultados indican que de las semillas embebidas en la suspension bacteriana de
10° UFC/mL., entre los 7 y 15 dias bajo condiciones favorables de la enfermedad, el
haz vascular de la semilla se oscurecid y, al hacer un corte transversal un mucilago
bacteriano grisaceo fue exudado por los ojos y por el extremo del estolén en los
tubérculos. Existieron rebrotes de color blanco-grisaceo exudados del anillo vascular
oscurecido de los tubérculos cortados. Por su parte en las plantulas inoculadas al
hacer un corte transversal a nivel de tallo, se notd la exudacién de un mucilago gris-
castano. Esto se pudo verificar al hacer un corte transversal en la base del tallo de la
plantula y observandose un fluido filamentoso de color blanco lechoso que emand de
los haces vasculares y sumergir un pedazo del tallo en agua limpia y estéril. De igual
forma, las primeras hojas verdaderas para el caso de plantula, se observaron
manchas irregulares de aspecto blanquesino con relacidon al area sana, y finalmente
se presentd la muerte de la plantula. Para esto, primeramente se presentaron
manchas irregulares en un principio claras y posteriormente obscuras, y al cabo de
siete a catorce dias la muerte. Un resultado opuesto fue para aquellas PP que se
dirigieron como control negativo mediante el uso de agua destilada estéril, en

semilla-tubérculo y plantula, observandose que los érganos utilizados se mostraron

61



sanos, excepto en semilla donde el area pinchada, mostraba una oxidacion de color
café claro (2 mm) que al presionarlo, mostraba la misma consistencia sélida que el
area sana.

Respecto a la siembra de “suspensiones bacterianas” obtenidas de las
pruebas de patogenicidad sobre medios de cultivos SMSA y TZC, los resultados
indican que sobre el medio TZC, las colonias desarrolladas mostraron un color
blanco rosado, mientras que sobre el medio SMSA, las colonias de bacterias
desarrolladas mostraron una forma irregular, de color blanco y con centros de color
rosado al cabo de 72 hrs de incubacidén a 30 °C. Un similar resultado fue obtenido
para aquellas PP que fueron inoculadas con el control positivo (Rs), mientras que
para aquellas muestras generadas de las PP que sirvieron como control negativo
(agua destilada estéril), el resultado sobre ambos medios utilizados fueron colonias
secas no mucoides.

Mediante la confirmacion por la técnica ELISA, se obtuvo un resultado positivo
para la cepa control (Rs), asi como también para las suspensiones bacterianas
aisladas de las pruebas de patogenicidad antes mencionadas y de aquellas crecidas
sobre los medios de cultivo SMSA y TZC. Lo contrario ocurrid con el testigo control
utilizado como control negativo.

Segunda etapa.

El muestreo de papa se realizd en los municipios de Agua Prieta, Caborca,
Cajeme, Hermosillo, Moctezuma, Navojoa, Sahuaripa, Santa Ana, Ures. Conforme
al método de muestreo (SARH 1994) y deteccion de Rs, en el (Cuadro 5). Se indica
la superficie que se dirige a la produccion de papa en el estado de Sonora. Se puede
identificar la superficie muestreada (889.8), sobresaliendo el municipio de Navojoa y

Cajeme con 394 y 240.6 ha, respectivamente.
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Cuadro 5. Superficie sembrada del cultivo de papa en los diferentes municipios del
estado de Sonorg; superficie muestreada en la deteccibn de Ralstonia
Solanacearum.

Distrito Superficie sembrada (ha)
Total Riego Temporal Superficie Superficie
muestreada muestreada

de tipo tipo
riego 10% temporal

Navojoa 3940 3940 0 394 0
Cajeme 2406 2406 0 240.6 0
Hermosillo 371 371 0 37.1 0
Ures 115 115 0 11.5 0
Caborca 2000 2000 0 200 0
AguaPrieta 35 35 0 3.5 0

Sahuaripa 5 0 5 0 0.5
Santa Ana 30 30 0 3 0
Moctezuma 1 1 0 0.1 0

Total 8903 8898 5 889.8 0.5

(SAGARPA, 2009).

Los resultados del diagnostico fitopatoldgico muestran positiva la presencia de
Rs para los municipios de Navojoa, Hermosillo, Aguaprieta en tubérculo de consumo
que puede ser utilizado como semilla (Cuadro 6). Al desarrollar las pruebas sobre
los medios SMSA, TZC y PPO, los resultados fueron positivos ya que las colonias
visibles sobre medio SMSA fueron después de 36 a 48 horas de crecimiento en 30
°C y, blancas con centros rosados a coloreadas de nata e irregularmente redondas;
sobre el medio TZC, las colonias aparecieron blancas con centros rosados. Cabe
indicar que de aquellas colonias bacterianas crecidas sobre medio SMSA y TZC
obtenidas de muestras de papa para consumo, indicaron que las células
bacterianas resultaron Gram negativa, forma de barra, estrictamente aerdbica,
medida de 0.5-0.7 x 1.5-2.0 yum; Estas colonias al hacer analizadas por las técnicas
ELISA y PCR resultaron ser positivas.

En semilla de importacion, los resultados arrojados fueron negativos. En las
pruebas de SMSA, PPO y ELISA, No obstante ello, es importante notar que en
aquella procedente del extranjero, existié variabilidad de respuesta para los
municipios de Agua Prieta, Sahuaripa, Moctezuma, Hermosillo y Ures al resultar

positivas con el medio especifico TZC, pero negativas a la prueba PPO y ELISA.
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Cuadro 6. Deteccidn de Ralstonia solanacearum en semilla de papa procedente de
Canada y Estados Unidos de América (EUA) y aquella que es de consumo humano.

Técnicas de Diagndstico

Prueba Prueba Prueba Técnica
SMSA TZC PPO Serolégica

Papa procedente de Canaday
EUA

Navojoa - - - -
Cajeme -
Hermosillo -
Ures -
Caborca -
Agua Prieta -
Sahuaripa -
Santa Ana - - - -
Moctezuma -

+ + 0+ 4+
1 1
1 1

+
1
1

Papa muestreada en casas
comerciales que es dirigida a
consumo humano y que puede
ser dirigida como semilla

Navojoa + + + +
Cajeme - - - i,
Hermosillo + + + +
Ures - - - -
Caborca - - - .
Agua Prieta + + + +
Sahuaripa - - - .
Santa Ana - - - -
Moctezuma - - - -
Control positivo Rs + + + +
Control negativo (agua destilada

estéril) - - - -

+:Prueba positiva; -:prueba negativa; Medios de cultivos especificos: SMSA 'y TZC.
Rs: Ralstonia solanacearum; PPO: prueba de oxidasa.

Respecto a los analisis realizados en plantula, hoja desarrollada obtenida en
etapa de floracion y tubérculo-fruto muestreado en madurez fisioldgica, los
resultados indican que para aquellas muestras obtenidas de los municipios de Agua
Prieta, Navojoa y Hermosillo y Caborca, resultaron negativas al hacer uso de medios
especificos (SMSA y TZC) y las pruebas serologicas, excepto en la prueba PPO que

resultd positivas para hoja y fruto (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Deteccidn de Ralstonia solanacearum en plantula, hoja y fruto (tubérculo)
muestreado en areas agricolas que se dirigen al cultivo de papa en Sonora, México.

Técnicas de

s
Prueba Prueba Prueba Técnica
SMSA TZC PPO Serolégica

Navojoa

Plantula - - - -

Hoja - - + -

Fruto - - + -
Cajeme

Plantula - + + -

Hoja - + + -

Fruto - + + -
Hermosillo

Plantula - - - -

Hoja - - + -

Fruto - - + -
Ures

Plantula - + + -

Hoja - + + -

Fruto - + + -
Caborca

Plantula - - - -

Hoja - - + -

Fruto - - + -
Agua Prieta

Plantula - - - -

Hoja - - + -

Fruto - - + -
Sahuaripa

Plantula - + + -

Hoja - + + -

Fruto - + + -
Santa Ana

Plantula - - - -

Hoja - - - -

Fruto - - - -
Moctezuma

Plantula - - - -

Hoja - - - -

Fruto - - - -
Control positivo Rs + + + +

Control negativo - - - -

+ Prueba positiva; - prueba negativa; Medios de cultivos especificos: SMSA 'y TZC.
PPO: prueba de oxidasa. Control negativo con agua destilada estéril.
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Por otra parte al analizar las muestras vegetativas procedentes de Sahuaripa,
Cajeme y Ures, los analisis arrojaron resultados negativos en medio especifico
SMSA y pruebas serologicas, lo contrario ocurrid en medio de cultivo TZC y prueba
PPO. Se desarrolld una prueba adicional a las colonias aisladas de los diferentes
puntos de muestreo, resultando ser Gram negativa, forma de barra, estrictamente
aerdbica, medida de 0.3-0.5 x 1.0-1.5 ym. Para el municipio de Moctezuma, los
resultados indican negativa la presencia de Rs. Un resultado favorable fue obtenido
para el control positivo en las pruebas SMSA, TZC, PPO y ELISA.

Respecto a las PP de las muestras positivas de tubérculo de consumo, las
semillas embebidas en la suspensién bacteriana de 102 UFC/mL, entre los cinco y
15 dias bajo condiciones favorables de la enfermedad, presentaron una acuosidad
en el haz vascular de la semilla. Asimismo se detectd que en tubérculos inoculados
con Rs, aparecieron unos exudados blanquecinos de consistencia pastosa. Al
evolucionar la infeccion se produjo un oscurecimiento de todo el anillo vascular, los
tejidos adyacentes comenzaron a descomponerse, presentando una coloracion
amarillenta, crema o marrén, finalmente termind pudriéndose. Al corroborar estos
sintomas por la técnica ELISA; el resultado fue positivo para Rs. Para el caso de
plantulas, las pruebas de patogenicidad mostraron en las primeras hojas verdaderas,
manchas irregulares de aspecto blanquecino con relacidn al area sana, y finalmente
se presentd la muerte de la plantula; para esto, primeramente se presentaron
manchas irregulares, en wun principio claras y posteriormente obscuras,
amarillamiento leve que presenta la enfermedad de la marchitez bacteriana de la
planta, la cual es observada primero en un solo lado de la hoja 0 en una rama, y al
cabo de siete a catorce dias, ocurrid la muerte; un resultado positivo para Rs fue
obtenido por ELISA, al analizar los é6rganos de las PP en etapa de plantula. Lo
contrario ocurrid para aquellos 6rganos de la PP inoculadas con agua destilada
estéril.

CONCLUSIONES
Primera y segunda etapa.

La presencia de la bacteria Rs resultd ser negativa en semilla procedente del
extranjero. No obstante ello, se detectd la presencia del agente causal de la
marchitez bacteriana en papa de consumo nacional que algunos productores
podrian utilizar como semilla. La presencia de Ralstonia solanacearum, se

comprobd mediante el uso de medios de cultivo especificos denominado SMSA y
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TZC en condiciones controladas, prueba PPO, pruebas de patogenicidad. Se
concluye que las pruebas de deteccion por separado no deben ser utilizadas como
un meétodo unico de deteccidon. Ralstonia solanacearum resultd ser positivo en
tubérculo de consumo, en las diferentes etapas vegetativas (plantula, hoja
desarrollada y fruto-tubérculo) en que se tomaron muestras para deteccion de la
enfermedad bacteriana, éstas resultaron ser negativas en todos los casos, siendo
ello corroborado bajo las mismas técnicas de deteccidbn implementadas. Sin
embargo, al ser positiva la presencia de Rs en tubérculo de consumo, representa un
riesgo de una eventual manifestacién de la enfermedad, es necesario que las areas
productoras realicen actividades para evitar que la enfermedad se desarrolle, tales
como verificacion de semilla certificada, limpieza y desinfeccion de maquinarias,
entre otras, y mas aun, realizar pruebas en papas provenientes de importacion, para

evitar la entrada de semilla conteniendo la bacteria.
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RESUMEN

Ralstonia solanacearum (Rs), es una bacteria fitopatdbgena de gran
importancia a nivel mundial conocida como marchitez bacteriana. Es una
enfermedad que devasta numerosos cultivos entre ellos se encuentra la papa. Con
el propdsito de encontrar una alternativa natural para controlar la bacteria Rs se
evalud el poder bactericida de los aceites esenciales de orégano (Lippia graveolens)
y tomillo (Thymus vulgaris). La técnica utilizada para el analisis de la actividad
antibacteriana fue la difusion en agar, utilizando discos de papel filtro estériles, se
utilizaron diluyentes 1:1, 1:5y 1:10 y se colocaron 7.5, 10, 15 ul de cada una de las
concentraciones de los aceites. Se utilizd alcohol al 70% en uno de los discos de
papel filtro como control negativo. Ademas, se utilizd un disco de estreptomicina (10
ugl/disco) y otro de ampicilina (10 ug/disco). Se utilizd medio de cultivo agar dextrosa
y papa previamente inoculado con la cepa en estudio. Después de la incubacion, se
midieron los halos de inhibicidbn del crecimiento bacteriano en milimetros. Los

analisis fueron por triplicado. Los aceites esenciales de orégano y tomillo mostraron
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efectos inhibitorios sobre el crecimiento de Ralstonia solanacearum en la dilucién
1:1 que resulto ser mas efectiva que el resto de las diluciones evaluadas, y la
cantidad aplicada mas efectiva fue de 15 ul de aceite esencial de orégano y tomillo.
Los aceites esenciales de orégano y tomillo mostraron mejor efecto inhibitorio que
los antibidticos utilizados. Los aceites esenciales se consideran como una
alternativa para el control de Rs.
Palabras clave: Marchitez bacteriana; inhibiciéon; Biobactericida; Biocontrol.
ABSTRACT

Ralstonia solanacearum (Rs) is a phytopathogenic bacterium of great
importance worldwide known as bacterial wilt. It is a disease that devastates many
crops including potato. In order to find a natural alternative to control bacterium Rs, it
was evaluated the bactericidal power of essential oils of oregano (Lippia graveolens)
and thyme (Thymus vulgaris). The technique used for analysis of the antibacterial
activity was spread on agar, using sterile filter paper discs were used diluents 1:1,
1:5 and 1:10 and placed 7.5, 10, 15 ul of each of concentrations of the oils. Was
used 70% alcohol in one of the filter paper discs as negative control. Furthermore,
we used a disc streptomycin (10 yg / disc) and another of ampicillin (10 ug / disk).
We used culture medium potato dextrose agar previously inoculated with the strain
under study. After incubation, we measured the inhibition of bacterial growth in
millimeters. Analyses were in ftriplicate. The essential oils of oregano and thyme
showed inhibitory effects on the growth of Ralstonia solanacearum in 1:1 dilution
that proved to be more effective with the rest of the dilutions tested, and the most
effective amount applied was 15 ul of essential oil of oregano and thyme. The
essential oils of oregano and thyme showed better inhibitory effect of antibiotics used
the essential oils are consider as an alternative for the control of Rs.
Keywords: bacterial wilt; inhibition; biobactericide; biocontrol.

INTRODUCCION

Ralstonia solanacearum, es una bacteria fitopatogena de gran importancia a
nivel mundial conocida como marchitez bacteriana (Jones et al., 1991). El organismo
causal de esta enfermedad previamente estaba denominada Pseudomonas
Solanacearum. La mancha bacteriana también es conocida como podredumbre
parda. Esta bacteria vive en el suelo (Smith et al., 1995). La bacteria se dispersa
principalmente a través del suelo, sobreviviendo en este medio por largos periodos

de tiempo. Ademas es posible su transmision por medio del agua, equipo o por
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materiales infectados. Se puede diseminar por medio del trasplante y la propagacién
de plantas infectadas, cuando se realizan cortes sin desinfectar el equipo que
previamente ha tenido contacto con una planta infectada y una importante forma de
diseminacion se da por medio del riego (APHIS, 2004). Ralstonia solanacearum, es
una bacteria Gram negativa perteneciente a la familia de las Pseudomonadaceas.
Se trata de un bastoncillo mévil por medio de un flagelo (Seal et al.,, 1992). Es una
enfermedad que devasta numerosos cultivos de importancia econémica entre ellos
se encuentra la papa (Pradhanang et al.,, 2003). En papa (Solanum tuberosum L.),
los sintomas inducidos por R. solanacearum aparecen generalmente en el follaje de
las plantas. Estos sintomas consisten en marchitamiento de las hojas mas jévenes
en las partes terminales de las ramas. Ademas, los sintomas iniciales de
amarillamiento leve en un solo lado de la hoja 0 en una rama y no en la siguiente
(Gregory y Andrade, 1996). En tallos jovenes, infectados por Ralstonia
solanacearum (Rs), pueden llegar a ser visibles como rayos largos y estrechos de
color marrén oscuro. En infecciones bien avanzadas, las secciones transversales del
tallo o del estolon pueden revelar una decoloracién marrdn de los tejidos infectados
(Swanson et al., 2005). Los sintomas pueden encontrarse en los tubérculos de papa.
El tubérculo infectado de papa puede revelar una decoloracion gris-marrén. Mientras
la infeccidn progresa, la decoloracién puede extenderse a la corteza del tubérculo
con un exudado de lechoso (mucilaginoso), que indica la presencia de células
bacterianas, también puede ser observada en secciones recién cortadas de
tubérculos infectados exudado bacteriano también puede ser visible en los 0jos 0 en
el punto donde el estoldn se conecta al tubérculo. Estos signos o sintomas no
pueden ser visibles temprano en el desarrollo de la enfermedad (Smith y Saddler,
2001). Cuando el tubérculo esta infectado de forma clara, si se corta
transversalmente y se aplica una ligera presion, salen del anillo vascular gotas
blanquecinas de exudado bacteriano. Este exudado se mezcla con la tierra y la
mezcla de exudado bacteriano y suelo se seca y se adhiere a la superficie del
tubérculo. Los tubérculos dejados en la tierra siguen su proceso de podredumbre;
las bacterias continuan destruyendo los tejidos que rodea al anillo vascular y
finalmente se rompe la piel apareciendo grietas. Por tanto queda una masa viscosa
de olor desagradable (Pastrik y Maiss, 2000). El control quimico es antieconémico,
por lo general no se recomienda (Hereida et al, 1995). En los ultimos afios ha

habido un creciente interés en el uso de compuestos bioldgicamente activos,
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extraidos de especies de plantas que presentan la capacidad de eliminar a
microorganismos patogenos por si mismas, esto debido principalmente, a la
resistencia que los microorganismos han desarrollado a los antibioticos (Daferera et
al., 2003). La agricultura del nuevo milenio debe establecer nuevas alternativas de
control que produzcan un menor impacto ambiental, ya que dia con dia va en
aumento el porcentaje de consumidores que demandan alimentos sanos vy libres de
productos quimicos (Ponce et al., 2004). Los aceites esenciales obtenidos de
plantas son una alternativa para el control de bacterias. Los aceites esenciales son
mezclas de sustancias obtenidas de plantas, que presentan como caracteristicas
principales su compleja composicion quimica y su caracter fuertemente aromatico
(Sanchez, 2006). Son biodegradables, amigables con el ambiente y poseen bajos o
inexistentes niveles de toxicidad, lo que permite que sean utilizados en cualquier
ambiente (Cheng et al., 2009). Los aceites esenciales han demostrado poseer
caracteristicas insecticidas, antioxidantes, antibacteriano, antifungico y antiviral
(Burt, 2004; Kordali et al., 2005). Los aceites esenciales pueden ser extraidos por
diferentes métodos, el mas utilizado; el de destilacion por arrastre de vapor de agua,
donde la muestra vegetal se coloca en un recipiente (tipo clavenger cerrado) y es
sometida a una corriente de vapor de agua, asi la esencia es arrastrada y
posteriormente condensada, recolectada y separada de la fraccion acuosa. El
fundamento de esta técnica, consiste en una vaporizacion a temperaturas inferiores
a la ebulliciéon de cada uno de los componentes volatiles por efecto de una corriente
directa de vapor de agua, el cual ejerce la doble funcidén de calentar la mezcla hasta
su punto de ebullicion y adicionar tensidén de vapor a la de los componentes volatiles
del aceite esencial, los vapores que salen del matraz extractor se enfrian en un
condensador donde regresan a la fase liquida, de los dos productos agua y aceite
finalmente se separan en un dispositivo decatador o vaso (Ortega, 2011). Las
plantas aromaticas son importantes para la obtencidon de aceites esenciales como es
el caso del tomillo su nombre cientifico es Thymus vulgaris L pertenece a la Familia
de labiadas. El nombre genérico proviene del verbo griego Thym, perfumar, en
alusién al intenso y agradable aroma de la planta. Es una planta aromatica (Murfoz,
1996). El Tomillo es una planta medicinal muy importante para el sector horticola. Es
un arbusto perenne con tallos de madera y alcanza una altura de 30 a 50 cm. es una
planta tipica de la regidon mediterranea. El tomillo posee propiedades antisépticas,

desinfectantes, antiespasméddico, desodorante, sedante y sus principales

73



componentes son timol y carvacol (Munoz, 1993). El tomillo es de hoja perenne o
semiperenne es una planta herbacea. Es nativa de Europa. Las plantas son
ampliamente utilizadas, frescas y secas, como una hierba culinaria. Su aceite
esencial se utiliza como ingrediente en una amplia variedad de alimentos, asi como
en perfumeria, jabones y lociones. Ademas tiene propiedades antimicrobianas (El-
Hela, 2007). EI Orégano mexicano (Lippia graveolens) se caracteriza por ser una
planta perenne, que crece en climas semiaridos y se utiliza tradicionalmente como
antiséptico intestinal, antiespasmddico, analgésico y antiinflamatorio y tiene
propiedades antibacterianas (Castillo et al., 2007). El orégano Lippia graveolens
pertenece al género Lippia, Familia verbenaceae, es una planta fuertemente
aromatica nativa del sur de Norteamérica, México, Guatemala, Nicaragua, Honduras,
Panama, Guatemala y Colombia (Castro, 2004). La distribucion del orégano en la
Republica Mexicana es en los estados de Chihuahua, Durango, Jalisco, Zacatecas,
Puebla, Querétaro, Tamaulipas, Oaxaca y Sinaloa (Huerta, 1997). La produccion
nacional de orégano en México, es alrededor de 4,000 toneladas, obtenidas de las
poblaciones de los estados de Chihuahua, Coahuila, Guanajuato y Querétaro;
cubriendo las demandas de las industrias, cosméticas, alimenticias y farmacéuticas
de Estados Unidos de Norteamérica y de Japon, a donde se exportan mas del 90%
de la produccion Mexicana (Osorno et al., 2009). Se ha demostrado que los géneros
Origanum (orégano), Thymus vulgaris (tomillo) entre otros, tienen propiedades
antioxidantes, relacionadas con los compuestos fendlicos, carvacrol y el timol que
pueden ser utilizados bajo ciertas condiciones como fungicidas y bactericidas (Aballa
y Rosen, 2001). Hoy en dia, los aceites esenciales representan una nueva
alternativa para el control de bacterias fitopatégenas y para el manejo del cultivo de
papa; ya que no causa dafnos al ambiente, ni a la salud. En base a lo anterior surgid
la presente investigacion, donde se evalud el poder bactericida de los aceites
esenciales de orégano (Lippia graveolens) y tomillo (Thymus vulgaris) contra la
bacteria Ralstonia solanacearum que provoca la enfermedad de la Marchitez
Bacteriana en el cultivo de papa.
MATERIALES Y METODOS

Tercera etapa.

Consistido en la evaluacién de la actividad antibacteriana de dos aceites

esenciales se realizd en el laboratorio de microbiologia y Micotoxinas del
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Departamento de Investigacién y Posgrado en Alimentos de la Universidad de
Sonora, en la ciudad de Hermosillo, Sonora, México. Mediante pruebas in vifro bajo
condiciones controladas de temperatura a 30 °C y humedad de 90 %.

Obtencién de aceites

Los dos aceites esenciales utilizados fueron: Orégano (Lippia graveolens) y

Tomillo (Thymus vulgaris L.).
El Orégano (Lippia graveolens) fue recolectado de plantas procedentes de Naica,
Chihuahua, localizado en las coordenadas geograficas a 27° 51’ 17" N y 105° 29’ 33”
Oeste. Ademas se utilizd una muestra comercial de Tomillo (Thymus vulgaris L.) la
cual se adquirié del comercio local ubicado en Hermosillo, Sonora, el aceite esencial
de tomillo es de la marca Soria Natural. Distribuido por la casa Herbofarm Madrid,
Espanfna, los cuales son obtenidos por arrastre de vapor de agua en gran escala con
un grado de pureza de 99%.

El aceite esencial se obtuvo por arrastre de vapor, siguiendo el Método Oficial
de la Asociacidén de Analisis Quimicos A.O.A.C. 6.006 (1975), dividiendo los
compuestos volatiles del aceite esencial y empleando un destilador tipo Clavender
de capacidad de 2 litros. La calidad de los aceites esenciales seleccionados para
este estudio oscilaron entre 98 y 99% de pureza acorde a (Ortega et al., 2005; Yesil
et al., 2007).

Cultivos bacterianos

La cepa bacteriana utilizada en el estudio fue Ralstonia solanacearum, fue
aislada y caracterizada de las pruebas de patogenicidad de papa procedente de
casas comerciales del estado de sonora.

Determinacioén de la actividad antibacteriana de aceites esenciales.
Preparacién del inoculo.

La cepa bacteriana se desarrolld en un cultivo de 24 h a 30° C, en caldo
Nutritivo (Difco, Sparks, MD) (extracto de res 3,0 g y peptona 5,0 g) y se ajustd a una
concentracion de 10° UFC/ml con PBS (Phosfate Buffered Saline). El inoculo
bacteriano se sembrd de forma masiva en placas de agar dextrosa y papa, utilizando
un hisopo de algoddn estéril, para conseguir un crecimiento microbiano uniforme
(Borboa et al., 2010).
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Método de difusion en disco.

Una vez inoculadas las placas con la bacteria, fueron colocados en el centro
de la misma, discos de papel filtro de aproximadamente 10 mm de diametro, en los
cuales, se aplicaron diferentes cantidades de los aceites esenciales en estudio.
Actividad antimicrobiana.

Los aceites esenciales fueron preparados a diferentes concentraciones
usando alcohol etilico al 70% como diluyente. Las concentraciones usadas fueron
1:1, 1:5 y 1:10. De forma aséptica se colocaron 7.5, 10, 15 yl de cada una de las
concentraciones de los aceites esenciales sobre los discos de papel filtro.

Se utilizd alcohol al 70% en uno de los discos de papel filtro como control
negativo y para descartar la actividad antimicrobiana del mismo. Ademas, se utilizd
un disco de estreptomicina (10 yg/disco) y otro de ampicilina (10 yg/disco), como
control de referencia. Después de impregnar los discos con el respectivo
tratamiento, las placas fueron incubadas a 30° C por 24 horas. Posterior al periodo
de incubacion, se midieron los halos de inhibicion del crecimiento bacteriano en
milimetros utilizando una regla. Los analisis se llevaron a cabo por triplicado.
Analisis estadistico

El disefio experimental fue Trifactorial AxBxC. Donde el factor A fueron los 2
aceites (orégano y tomillo). El factor B: las tres diluciones (1:1, 1:5, 1:10), el factor C:
las 3 cantidades aplicadas 7.5, 10 y 15 ul. Los datos se analizaron en programa
Statistix 8.0 (2003).

RESULTADOS Y DISCUSION

Tercera etapa.

Tanto los aceites esenciales de orégano como de tomillo presentaron halos
de inhibicidbn, como prueba de actividad antimicrobiana contra Ralstonia
solanacearum, en todas las concentraciones y cantidades aplicadas.

Orégano.

La actividad antibacteriana promedio obtenida de todas las concentraciones y
diferentes cantidades de extracto de orégano aplicadas fue de 25.8 mm. Los valores
promedio de inhibicion encontrados fueron 38.3, 20.5, y 20.2 mm de diametro, para
las concentraciones 1:1, 1:5y 1:10, respectivamente. En un estudio similar en el que

se evalud la actividad antibacteriana de los aceites de cuatro diferentes variedades
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de orégano sobre la bacteria Clavibacter michiganensis subespecie michiganensis
(Cmm) se encontraron valores promedio de 47.5, 35.6 y 30.8 mm de diametro para
las mismas concentraciones y en las que se uso la cantidad aplicada de 15 ul
(Borboa et al., 2010). Estos resultados de inhibicién son mayores a los encontrados
en el presente experimento; esto puede deberse no solo a la diferente sensibilidad
de las bacterias en estudio, sino también a la diferente composicion de los aceites
de orégano utilizados. La concentracion de aceite esencial de orégano que mostrd
una mayor actividad antibacteriana contra la bacteria Ralstonia solanacearum fue la
de 1:1 en las diferentes cantidades aplicadas de 7,5 yl con 35.16 mm, 10 yl con 39
mm y 15 yl con 40.83 mm de diametro, como se muestra en la figura 20. Por otro
lado los resultados de inhibicidbn de Ralstonia solanacearum fueron muy similares
cuando fueron aplicadas 7.5 y 10 ul del extracto en las concentraciones 1:5 (valor
promedio: 19 mm) y 1:5 (valor promedio: 19.5 mm). Sin embargo, la cantidad
aplicada tuvo mayor efecto cuando se aplicaron 15 ul del extracto, sobretodo en la

concentracion 1:5 (23.8 mm).
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Figura 20. Comparacion de valores medios de inhibicién de crecimiento de Ralstonia
Solanacearum por efecto de aceite esencial de Orégano en diluciones 1:1, 1:5, 1:10
a diferentes cantidades aplicadas 7.5, 10y 15 ul a las 24 horas del ensayo.

Tomillo

La actividad antibacteriana promedio obtenida de todas las concentraciones y
diferentes cantidades de extracto de tomillo evaluadas fue de 26.2 mm. Los valores
promedio de inhibicion encontrados fueron 36.3, 28.0, y 14.1 mm de diametro, para

las concentraciones 1.1, 1:5 y 1.10, respectivamente. Estos resultados fueron
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menores que los obtenidos por (Borboa et al., 2010) quienes obtuvieron 50.3, 33.0, y
21.0 mm para las mismas concentraciones (Borboa et al., 2010).

La concentracion de aceite de tomillo que mostré mayor halo de inhibicion de
crecimiento de la bacteria Ralstonia solanacearum fue la concentracion 1:1 en las
diferentes cantidades aplicadas, con 33.5 mm, 35.2, y 40.5mm, cuando se aplicaron

7.5, 10 y 15 ul, respectivamente, como se muestra en la figura 21.
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Figura 21. Comparacion de los valores medios de halo de inhibicion de crecimiento
de Ralstonia solanacearum por efecto de aceite esencial de Tomillo en diluciones
1:1, 1:5, 1:10 a diferentes cantidades aplicadas 7.5, 10 y 15 ul. In vitro.

Al realizar la comparacién entre los aceites esenciales de orégano Lippia
graveolens y tomillo Thymus vulgaris L de los valores medios de halo de inhibicion
en el crecimiento de Ralstonia solanacearum (P>0.05) no existe diferencia
significativa en Orégano: 25.907 a, y Tomillo: 27.204 a. Los dos aceites se
consideran con efecto inhibitorio del crecimiento de Ralstonia solanacearum efecto
que en otras investigaciones se comprobd sus capacidades inhibitorias del
crecimiento en bacterias patdégenas de plantas tales como: Agrobacteria
tumefaciens, C. michiganensis subespecie michiganensis, Erwinia amylovora, E.
caratovora E. Xanthomonas vesicatoria (Sivropoulou ef al., 1996; Smith et al., 1997,
Soylu et al., 2003).

Respecto a la comparacion de los valores medios de las diluciones
(1:1,1:5,1:10 ) de los aceites esenciales de Orégano y tomillo en halo de inhibicién
de crecimiento de Ralstonia solanacearum. Figuras 22 y 23. En la cual existe

diferencia significativa (pJ0.05) en la dilucion 1:1, a diferencia de las siguientes
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diluciones 1:5: 245 b y 1:10: 17.750 c. Ademas un resultado similar con la dilucion
1:1 fue obtenido en el estudio de inhibicion de crecimiento de Clavibacter
michiganensis subespecie michiganensis con aceites de orégano y tomillo (Borboa
et al., 2010).

En la Comparacion de los valores medios de cantidades aplicadas (7.5, 10,15
ul.) de aceites esenciales de Orégano y tomillo en halo de inhibicion de crecimiento
de Ralstonia solanacearum, (P<0.05) hubo diferencia significativa en cantidad
aplicadade 15 yl: 30 a, 7.5 yl: 22.7 b, 10 ul: 26.05 b. Figura 22 y 23.

Figura 22. Halo de inhibicién de Figura 23. Halo de inhibicién de
crecimiento de Ralstonia crecimiento de Ralstonia
solanacearum con aceite solanacearum con aceite
esencial de Orégano (Lippia esencial de tomillo Thymus
graveolens) dilucion 1:1, 15 ul. Vulgaris L dilucién 1:1,15 yul

Respecto a los valores de halo de inhibicién de crecimiento de la bacteria
Ralstonia solanacearum por efecto de los aceites de orégano y tomillo se muestran
en la Cuadro 8. En la cual se indica que (P>0.05) no existe diferencia significativa

entre medias de orégano 40.833 a y tomillo 40.500 a.
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Cuadro 8. Valores medios de halo de inhibicibn de crecimiento de Ralstonia
solanacearum por efecto de aceites (trifactorial AXBxC).

Aceite Diluciones Cantidad Medias
aplicada
Orégano 1:1 15 ul 40.833 a
Tomillo 1:1 15 ul 40.500 a
Orégano 1:1 10 ul 39.000 ab
Tomillo 1:1 10 ul 35.167 abc
Orégano 1:1 7.5 ul 35.167 abc
Tomillo 1:5 15 ul 34.500 abcd
Tomillo 1:1 7.5 ul 33.500 abcde
Tomillo 1:5 10 ul 27.833 abcdef
Tomillo 1:10 15 ul 24.500 bcdef
Orégano 1:5 15 ul 23.833 cdef
Tomillo 1:5 7.5 ul 23.000 cdef
Orégano 1:10 15 ul 20.833 def
Orégano 1:10 7.5 ul 20.333 ef
Tomillo 1:10 10 ul 19.833 efg
Orégano 1:5 10 ul 19.500 efg
Orégano 1:5 7.5 ul 18.667 fg
Orégano 1:10 10 ul 15.000 fg
Tomillo 1:10 7.5 ul 6.000 g

(P>0.05). Valores con la misma letra no existe diferencia significativa.

CONCLUSION

Tercera etapa.

Los aceites esenciales de orégano y tomillo mostraron efectos inhibitorios
sobre el crecimiento de la bacteria Ralstonia solanacearum en la dilucion 1:1 resulto
(P<0.05) ser mas efectiva, que el resto de las diluciones evaluadas, y la cantidad
aplicada mas efectiva fue de 15 ul de aceite esencial de orégano y tomillo.

Los aceites esenciales de orégano y tomillo mostraron (P<0.05) mejor efecto
inhibitorio que los antibidticos utilizados Estreptomicina (10 yg) y Ampicilina. Por lo
anterior los aceites esenciales son una excelente alternativa para evitar el uso de
antibiéticos en el control de la bacteria Ralstonia solanacearum.

Es de gran importancia realizar otras investigaciones para evaluar la actividad
fito-toxica de los aceites esenciales de Orégano y tomillo sobre la germinacion de la

semilla de papa y durante ciclo vegetativo.
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ANEXO

1.- Deteccidn de la pudricion parda (Ralstonia solanacearum) de la papa (Solanum
tuberosum L) en el estado de Sonora, México.
Revista universidad y ciencia (enviado).

2 .-Ralstonia solanacearum: una enfermedad bacteriana.
Revista de Riego (publicado).

3.- Evaluacion de la actividad antibacteriana in vitro de aceites esenciales de

orégano y tomillo contra Ralstonia solanacearum.
Revista Tropical and Subtropical Agroecosystems (enviado).
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