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Resumen

El moko del banano, causado por Ralstonia solanacearum filotipo Il raza 2 (cepa C8), genera
pérdidas de hasta el 100 % en plantaciones de banano (Musa spp. L.) en América Latina. Como
parte de los protocolos de erradicacion se inyectan las plantas con herbicida antes de proceder
a la erradicacion. Poco se conoce sobre el efecto del glifosato sobre el patdégeno. Este estudio
evalud el efecto bacteriostatico y bactericida del glifosato Glifopac® (480 g/L) sobre la bacteria
mediante ensayos in vitro. Se determind la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y
Concentracion Minima Bactericida (CMB) utilizando placas de microtitulacion (96 pocillos)
con medio CPG y lectura de espectrofotometria (OD600). Las concentraciones evaluadas
fueron de 1 562 ppm a 100 000 ppm, mediante diluciones seriadas. Los resultados permitieron
conocer que si existe algiin efecto controlador del herbicida sobre el crecimiento bacteriano.
Por lo tanto, se determin6 que la CMI del glifosato fue de 3 125 ppm, mientras que la CMB se
establecio en 12 500 ppm.
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Capitulo I

1. Introduccion

El banano (Musa spp. L.) representa uno de los cultivos con mayor importancia a nivel global,
tanto por la relevancia econdmica como por su gran contribucion a la seguridad alimentaria en
las regiones tropicales. Segun datos de la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (FAO,2023), la produccion mundial del banano supera los 120
millones de toneladas anuales, siendo América Latina el principal exportador con paises como
Ecuador, Colombia y Costa Rica que generan ingresos muy significativos derivados de la
exportacion de este fruto (Blomme et al., 2017). Sin embargo, la sostenibilidad de la industria
se encuentra amenazada por enfermedades fitosanitarias de alto impacto, entre las que se
destaca la Fusariosis del banano causada por Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4 tropical
(FocR4T). Este hongo provoca amarillamiento progresivo de hojas basales, colapso vascular y
muerte de la planta. En paises con la enfermedad se han reportado pérdidas econdomicas
estimadas en US$500 a 150 millones afectando mas de 1000 - 1500 hectareas en América
Latina entre 2020 y 2024 (Suzuki et al., 2020). Su dispersion se da a través de cormos
contaminados, suelo, agua de riego, herramientas, maquinarias, entre otros. Sin ningin método
de control efectivo mas all4 de la erradicacion y cuarentena, por ello la biisqueda de resistencia

en la variedad Cavendish es el inico camino sostenible (Garcia- Bastidas et al., 2020).

A estas enfermedades se suman més amenazas virales y bacterianas emergentes, que, aunque
no estan presentes en el continente, su incursion representaria una seria amenaza para la
industria bananera. Por ejemplo, el virus del cogollo racimo del banano (Banana Bunchy Top
Virus- BBTV), que es transmitido de forma persistente por el afido Pentalonia nigronervosa,
induce hojas cortas, clorédticas y racimos deformes con apariencia de “escoba de bruja”,
causando pérdidas del 70 al 100% y obligando a erradicar por completo la plantacion (Hooks

et al., 2022). El principal método de control esta basado en plantas libres de virus.

La marchitez por Xanthomonas (BXW) causada por Xanthomonas vasicola pv. musacearum,
otro patdogeno de importancia que produce amarillamiento, marchitez rapida, pudricion de
frutos y muerte rapida, con pérdidas superiores al 80% y con un gran impacto sobre su
dispersion, por herramientas, insectos y flores. Se maneja mediante desinfeccion y remocion

de flores masculinas (Nakato et al., 2018).



Sin embargo, una de las principales enfermedades es Moko bacteriano, causado por Ralstonia
solanacearum (Smith 1896) filotipo II, que provoca marchitez bacteriana y pérdidas de hasta
100% en plantaciones (Delgado et al., 2014; Ramirez et al., 2020).Esta patologia, que también
es conocida como enfermedad de la marchitez bacteriana del banano, se caracteriza por la
invasion del xilema por parte de la bacteria, causando un bloqueo del flujo de agua y nutrientes,
resultando en un colapso foliar, necrosis vascular, inclusive del fruto, y muerte prematura de

la planta (Mansfield et al., 2012).

Ralstonia solanacearum pertenece al complejo de especies Ralstonia solanacearum (RSSC),
un grupo altamente diverso de bacterias Gram negativas, aerobias y moviles, que tienen un
amplio rango de hospederos que incluyen mas de 200 especies vegetales en 50 familias
botanicas (Prior et al., 2016). Especificamente en el caso del banano, las cepas de la raza 2
(filotipo II) son las responsables del Moko afectando cultivos a temperaturas tropicales (27-
30°C). Este patdgeno se disemina a través de herramientas de poda contaminadas, insectos que
son vectores como lo es el escarabajo de la broca del banano (Cosmopolites sordidus) y el agua
de riego contaminada (Cellier et al., 2015). La bacteria produce exopolisacaridos que llegan a
obstruir los vasos conductores, induce respuestas de hipersensibilidad en el hospedero y
suprime mecanismos de defensa vegetal mediante efectores secretados por su sistema de
secrecion tipo III (SSII), lo que facilita una rapida colonizacion sistematica (Peeters et al.,

2013).

1.1 Antecedentes

Historicamente, el Moko se reporta principalmente en América Latina y el Caribe (LAC) desde
finales del siglo XIX, con el primer registro documentado en Trinidad en la década de 1890
(Rorer, 1911). Desde entonces se ha expandido a través de LAC y en menor medida en Asia,
teniendo afectaciones en variedades comerciales como Cavendish (AAA) y platano (AAB),
con impactos econémicos estimados en millones de ddlares anuales debido a la erradicacion
obligatoria de las plantas infectadas y la interrupcion que se tiene para su exportacion (Blomme

etal., 2017).

En Colombia se estiman pérdidas del 20% debido al Moko bacteriano en plantaciones de
platano, intensificadas por la variabilidad genética de las cepas locales, que pertenecen a al
menos tres grupos filogenéticos distintos (Ramirez et al., 2020). A pesar de que existen avances

en la comprension molecular de la patogénesis, el control del Moko sigue teniendo sus desafios



debido a la ausencia de variedades comerciales resistentes y una limitada eficacia del uso
adecuado de medidas culturales, como lo es el uso de plantas libres de enfermedad o la
desinfeccion de las herramientas en las plantaciones (Blomme et al., 2017). Por lo anterior, la
exploracion del uso de compuestos quimicos con potencial inhibitorio directo sobre la bacteria
representa una alternativa prometedora, principalmente en entornos in vitro que permiten

evaluar mecanismos de accion sin tener interferencia ambiental.

En Ecuador, la bacteria Ralstonia solanacearum filotipo II, representa una amenaza creciente
para el impacto econémico que amenaza la sostenibilidad de la industria que genera miles de
empleos y exportaciones anuales (Delgado et al., 2014). El primer reporte confirmado de la
enfermedad fue en 2013, en plantaciones de platano en El Carmen, Manabi, probablemente
introducida via material de propagacion desde Colombia, donde ha sido endémica desde los
afios 1960; desde entonces se ha propagado a provincias costeras como Los Rios, Esmeraldas
y Santo Domingo de los Tsachilas, afectando principalmente platanos locales y progresando
hacia el banano de exportacion (Delgado et al., 2014). La dispersion ocurre principalmente por
herramientas contaminadas, insectos vectores y suelo infectado, generando pérdidas del 20 a
100% en predios que no son manejados. Lo cual impulsa a estrategias de manejo, enfocadas en
cuarentenas, desinfecciéon y monitoreo, sin embargo, persisten desafios en la adopcion de
medidas de bioseguridad por pequenios productores (Agrocalidad, 2011). Esta situacion ha
motivado la exploracion de alternativas como el control biologico, cultural y quimico, como el
uso del glifosato en formulaciones para erradicacion selectiva de las plantas infectadas,
integrando un manejo sostenible que minimice impactos ambientales y resistencias (Ministerio

de Agricultura, Ganaderia y Pesca, 2021).

El glifosato es un herbicida sistémico no selectivo ampliamente utilizado en la agricultura.
Actua inhibiendo la enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) en la via del
shikimato, esencial para la biosintesis de aminoacidos aromaticos en plantas y
microorganismos (Duke et al., 2012). A pesar de que su principal toxicidad va dirigida a
plantas, estudios recientes han demostrado efectos antimicrobianos sobre bacterias
fitopatogenas, incluyendo inhibicion del crecimiento bacteriano a concentraciones
micromolares mediante la interrupcion de la sintesis proteica y la acumulacion de metabolitos

que modulan la respuesta al estrés (Nielsen et al., 2018).



Ensayos preliminares en platano (AAB) genotipo triploide con dos copias de Musa acuminata
y una de M. balbisiana, comin en consumo local muestran reduccion del 85% en incidencia
de Moko con inyeccion de glifosato a 500 ppm sin dafo visible del hospedero (Vallejo et al.,

2024)

En Ecuador, como parte de los protocolos oficiales de erradicacion de R. solanacearum filotipo
IT en sitios de produccién de muséaceas, se recomienda la inyeccion de glifosato al 20% en
plantas sintomaticas y asintomaticas dentro de la zona roja de delimitacion, con dosis de 60
mL para plantas adultas y 30 a 50 mL para colinos, con el fin de promover la descomposicion
completa del tejido vegetal y limitar la supervivencia del patégeno en los residuos
(Agrocalidad, 2025). Sin embargo, aunque se han reportado resultados excelentes al eliminar
plantas infectadas cuando se controla el brote, se sabe poco sobre la eficacia real del glifosato
como agente bactericida contra R. solanacearum filotipo II. Esto se debe a que su principal
funcién es herbicida y no se conocen estudios especificos que evaltien si se puede matar la

bacteria de manera directa.

1.2 Justificacion

Esta investigacion emerge de la necesidad de desarrollar estrategias de control accesibles y
eficaces contra el Moko, dado su impacto devastador en la produccion de banano en regiones
endémicas como lo es LAC. El Moko no solo reduce la productividad en hasta un 80 a 100%
en las plantaciones afectadas, sino que también impone costos muy elevados por las medidas
de contencion, como la remocidn de plantas infectadas y la rotacion de cultivos, lo que afecta
considerablemente la economia de los pequefios y medianos productores (Yuliar et al., 2015).
Este proyecto es vital porque el Moko continua extendiéndose, causando estragos en las fincas
bananeras de Ecuador. Su realizacion es crucial ya que ofrece soluciones a una amenaza que
podria desestabilizar la economia, aumentar la pobreza en las zonas rurales, y reducir
significativamente la actividad agricola del banano, que en 2018 gener6 ingresos de $3,000
millones, representando el 30% del PIB Agricola Ademas, el sector bananero proporciona
empleo directo e indirecto a 2.5 millones de personas, lo que equivale al 13.8% dela poblacion
del pais (Asociacién de Exportadores de Banano del Ecuador, 2019; Food and Agriculture
Organization of the United Nations, 2018).

Evaluar el efecto inhibitorio del glifosato sobre R. solanacearum mediante ensayos in vitro es
un enfoque novedoso que sienta las bases para el desarrollo de estrategias de manejo integrado

de la enfermedad del Moko. Este estudio busca contribuir a la generacion de datos que serviran



de respaldo para el uso racional y optimizado del glifosato en el campo agricola, minimizando
los altos costos asociados al manejo del Moko, y favoreciendo una produccién mas eficiente
de banano en las regiones endémicas. Los ensayos in vitro permitiran tener una evaluacion
controlada y reproducible de la eficacia del glifosato que proporcione informacion clave sobre
su potencial como una herramienta fitosanitaria antes de ser comprobado bajo condiciones de

campo.

1.3 Objetivo

Evaluar el efecto inhibitorio y bactericida del glifosato sobre Ralstonia solanacearum filotipo

IT mediante ensayos in vitro.

1.3.1 Objetivos Especificos

- Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del glifosato contra R.
solanacearum mediante ensayos de sensibilidad mediante microtitulaciones y lecturas de

espectrofotometria.

- Determinar la Concentracion Minima Bactericida (CMB) del glifosato contra R.
solanacearum mediante ensayos de sensibilidad mediante microtitulaciones e incubacion

en placa.

1.4 Hipotesis
El glifosato ejerce un efecto inhibitorio dosis-dependiente y bactericida sobre R. solanacearum

(filotipo II) a concentraciones >10,000 ppm.



Capitulo 2
2. Materiales y métodos

2.1 Materiales

Para evaluar el efecto del glifosato sobre la bacteria R. solanacearum filotipo I, se realiz6 un
experimento in vitro, utilizando placas de microtitulacion y placas Petri con medio de cultivo
CPG (4cido casamino-peptona-glucosa-agar). Asimismo, se evalué el crecimiento bacteriano
mediante el uso de espectrofotometria empleando un Lector de placas de 96 pocillos BioTeck
Epoch.

Se empled la cepa (C8) de R. solanacearum filotipo II previamente aislada de tejido de banano
(Musa spp.) que presentaba sintomas de marchitez bacteriana. La cepa se identific6 mediante
la observacion de sus caracteristicas morfologicas y pruebas bioquimicas, y posteriormente se

mantuvo criopreservada a -80°C hasta la reactivacion para los ensayos experimentales.

2.1.1 Reactivos y medios de cultivo

- Medio CPG so6lido y liquido
o Medio CPG liquido
El medio CPG liquido se prepard para un volumen final de 100 mL, utilizando las siguientes
proporciones:
e Acido casamino: 0.1 g
e Peptona: 1.0 g
e Glucosa: 0.5 ¢

e Agua destilada: completar a 100 mL.

o Medio CPG sdlido
Para la preparacion de 400 mL de medio CPG solido, se emplearon las siguientes cantidades:
e Acido casamino: 0.4 g
e Peptona:4.0g
e Glucosa:2.0g
e Agar bacteriologico: 6.0 g
e Agua destilada: completar a 400 mL
- Solucién comercial de glifosato (Glifopac® 480 g/L)

- Agua destilada estéril



Etanol al 70% para desinfeccion

Solucion salina al 0.85% de NaCl

2.1.2 Equipos y material de laboratorio

- Cabina de flujo laminar

- Incubadora (28°C)

- Micropipetas

- Puntas estériles para micropipetas

- Tubos conicos de 15y 50 mL

- Placas Petri estériles

- Placas de microtitulacion (ELISA) de 96 pocillos
- Espectrofotémetro (ODso0o)

2.1 Reactivacion de R. solanacearum

Las bacterias crioconservadas en -80°C fueron reactivadas inoculando en medio liquido CPG,
el cual se incubo a 28°C durante 48 horas. Posterior a ello, se realizé una siembra por estria en

medio CPG sdélido con el fin de tener colonias aisladas.

2.3 Identificacion molecular de R. solanacearum

Con el fin de confirmar la identidad de la cepa reactivada se us6é PCR tiempo final, empleando
los marcadores 759-760 especificos para la especie y Nmult para filotipo (Fegan et al., 2005)
Se revelaron los resultados de la PCR mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%. Para la
deteccion de R. solanacearum mediante PCR se utilizan los primers (Opina et al., 1997):
Para especie R. solanacearum:

759 (5' GTC GCC GTC AACTCACTTTCC 3"y

760 (5' GTC GCC GTC AGC AAT GCG GAA TCG 3")

Componente Concentracion  Concentracion final Volumen pl
inicial
GoTaq Master Mix 2x 1x 7.5
(Promega)
Primer Forward 10 pl 0.4 uM 0.6
Primer Reverse 10 pl 0.4 uM 0.6
H>O ultrapura - - 53

ADN - - 1.0



Programa PCR 759-760:

Temperatura Tiempo Ciclos
95°C 5 minutos 1
95°C 30 segundos
60°C 30 segundos 35
72°C 45 segundos
72°C 5 minutos 1
Para filotipo 1I:
Nmult.21:1F: 5'-CGTTGATGAGGCGCGCAATTT-3;
Nmult: 21:2F: 5'-AAGTTATGGACGGTGGAAGTC-3', — P' filotipo II
Nmult:22: InF: 5'-ATTGCCAAGACGAGAGAAGTA-3;
Nmult:23:AF: 5'-ATTACGAGAGCAATCGAAAGATT-3'
Nmult:22: RR: 5'-TCGCTTGACCCTATAACGAGTA-3'
Componente Concentracion inicial Concentracion final Volumen pl
GoTaq Master Mix 2x Ix 10
Primer F1 10 uM 0.4 uM 0.6
Primer F2 10 uM 0.4 uM 0.6
Primer F3 10 uM 0.4 uM 0.6
Primer F4 10 uM 0.4 uM 0.6
Primer Reverse 10 uM 0.4 uM 1.0
H>O ultrapura - - 5.6
ADN - - 1.0
Programa PCR multiplex:
Temperatura Tiempo Ciclos
96°C 5 minutos 1
94°C 15 segundos
55°C 30 segundos 35
72°C 30 segundos
72°C 10 minutos |

Para observar si hay amplificacion se realizé un gel de Agarosa (al 2%) usando un voltaje de

140 durante 50 minutos.



El producto de glifosato utilizado en el ensayo serd Glifopac®, que tiene una concentracion
comercial de 480 g/L, que es equivalente a 480 000 ppm. Partiendo de esta concentracion, se
realiz6 una dilucién madre a una concentraciéon de 100 000 ppm, concentracién recomendada
por el fabricante. Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas con un factor de dilucién
1:2, obteniendo diluciones de 100 000, 50 000, 25 000, 12 500, 6 250, 3 125 y 1 562 ppm,
generando un rango comprendido entre 100 000 ppm y 1 562 ppm.

2.5 Tratamientos

El experimento evalu6 el efecto de diferentes concentraciones de glifosato frente al crecimiento
de R. solanacearum filotipo Il bajo condiciones in vitro. Las pruebas se llevaron a cabo en
placas de microtitulacion de 96 pocillos donde se dividieron en dos secciones: la columna 1 a
5 corresponden al control negativo, la columna 6 se dejara un espacio de separacion, y las
columnas 7 a 11 se destinaran al control positivo (Figura 1). En cada uno de los pocillos se
adicionaron 190 pl de medio CPG liquido y con sus respectivas diluciones de glifosato segin

la concentracion asignada.

”
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Figura 1. Distribucion de los tratamientos en microplaca de 96 pozos. Creado en Biorender.

La Tabla 1 presenta el esquema del disefio experimental, incluyendo los tratamientos que se

evaluaron y los volimenes que se utilizaron en cada caso. Las condiciones de incubacion



fueron de 28°C durante 48 h. Se midid la densidad optica a 600 nm (ODsoo) de la placa de

microtitulacién mediante el uso de espectrofotometria.

Para los controles se establecieron las siguientes condiciones experimentales:

- Control negativo:190ul de medio CPG + concentracion de glifosato + 10ul de solucion
salina al 0.85% NacCl, sin bacteria.

- Control positivo: 190ul de medio CPG + la concentracion de glifosato correspondiente +
10ul de suspension bacteriana de R. solanacearum ajustada a 1.5 x 107 UFC/mL en

solucion salina al 0.85% NaCl.

Tabla 1. Tratamientos y concentraciones de glifosato

Tratamientos Concentraciones de Volumen de medio Suspension
(Pocillos) glifosato (ppm) CPG (pL) con glifosato bacteriana (uL)
Al-A5 0
B1-B5 100 000
CI1-C5 50 000
Control negativo DI1-D5 25000
(sin bacteria) E1-E5 12 500 190 10 (solucion
F1-F5 6 250 salina)
G1-G5 3125
H1-H5 1562
Al10-All 0
B10-B11 100 000
C10-C11 50 000
Control positivo D10-D11 25000 190 10 (1.5 x 107
(con bacteria) E10-E11 12 500 UFC/mL)
F10-F11 6250
G10-Gl11 3125
H10-H11 1562

Nota: Cada tratamiento se realizo por triplicado para garantizar la reproducibilidad de los

resultados.

2.6 Determinacion de CMI y evaluacion del crecimiento bacteriano.

Después de preparar las microplacas con cada respectivo tratamiento, fueron incubadas a 28°C
durante 48 horas. Transcurrido este tiempo, se procedid con la lectura del crecimiento
bacteriano mediante el uso de espectrofotometria midiendo la densidad 6ptica a 600 nm
(ODsoo) para determinar la CMI del glifosato frente a R. solanacearum filotipo II.

La CMI se definié como la menor concentracion de glifosato que es capaz de inhibir el 90%
del crecimiento bacteriano, expresado en unidades de absorbancia, en comparacién con los

controles negativos.



Ademas, se seleccion6 el control negativo (medio CPG con las mismas concentraciones de
glifosato, pero sin bacteria) y el control positivo (bacteria con cada una de las concentraciones
de glifosato). La placa con medio CPG se dividi6é en dos secciones, y en cada seccion se
depositaron 50pul de las muestras seleccionadas. Posteriormente, las placas se incubaron a 28
°C durante 48 horas para evaluar la viabilidad bacteriana y corroborar los resultados obtenidos
con ayuda del espectrofotometro. (Anexo 1. Distribucion de concentraciones de glifosato y

bacteria en la microplaca de 96 pozos.



Capitulo 3

3. Resultados

3.1 Confirmacion molecular de R. solanacearum mediante amplificacion de fragmentos
especificos.

Los productos obtenidos en la amplificacion por PCR fueron analizados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% con el objetivo de confirmar la identidad y filotipo de la
cepa evaluada. En el primer andlisis, correspondiente a los indicadores 759/760, se observo
una banda nitida de aproximadamente 280 pb en el carril donde se deposité el ADN de la
muestra (Figura 2). Esta banda coincide con el tamano esperado para la especie R
solanacearum (Opina et al., 1997), corroborando la presencia del fragmento especifico y, por

lo tanto, la identidad molecular de la cepa.

Indicadores 759/760 Indicador Nmult
R AW e L E ST Y F O s
! [
Marcador Marcador
100pb 100pb

Ml M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 MI0 Ml M2 M3 M4 M5 )

372pb
280 pb

Figura 2. Electroforesis de productos de PCR para confirmacién molecular de R. solanacearum

Por otro lado, los resultados obtenidos con los indicadores Nmult revelaron bandas claramente
definidas de 372 pb (Figura 2). Este tamafo corresponde al filotipo II, que es caracteristico de

cepas presentes en América Lantina y asociado a diversas infecciones vasculares en cultivos



tropicales y subtropicales. La amplificacion del fragmento especifico confirmo6 la asignacion
de la cepa al filotipo I y valida la clasificacion filogenética preliminar realizada en laboratorio.
En conjunto, la presencia de ambos productos amplificados, 280 pb para los indicadores
759/760 y 372 pb para los indicadores Nmult, confirmando de manera robusta la identidad de

la cepa Ralstonia solanacearum filotipo II.

3.2 Determinacion de la CMI y efecto bacteriostatico

Se evalud el efecto inhibitorio del glifosato comercial (Glifopac® 480 g/L de ingrediente
activo) sobre el crecimiento de Ralstonia solanacearum en medio liquido CPG mediante la

técnica de microdilucion en placas de 96 pocillos.

En la figura 3 se observa el comportamiento de R. solanacearum filotipo Il después de 48 horas
de exposicion a diferentes concentraciones de glifosato. El control positivo presento la
absorbancia elevada (OD 0.2 £+ 0.01), lo cual confirma el crecimiento de la bacteria bajo

condiciones sin herbicida.

Ensayo de sensibilidad - Glifosato
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Concentracion de Glifosato (ppm)

Figura 3. Efecto del glifosato sobre R. solanacearum filotipo II (OD600 nm, 48 h)



La absorbancia se redujo de manera consistente desde la concentraciéon de 1562 ppm hasta
valores cercanos a cero en las concentraciones siguientes y con baja variabilidad entre réplicas.
Este comportamiento indica que el glifosato ejerce un efecto inhibitorio sobre el crecimiento
bacteriano. En las concentraciones 3 125, 6 250, 12 500, 25 000, 50 000 y 100 000 ppm la
absorbancia fue cero, lo que confirma una inhibiciéon completa de R. solanacearum. Por lo
tanto, se determin6 la CMI en 3 125 ppm. Este umbral corresponde al efecto bacteriostatico
del glifosato, es decir, la capacidad del compuesto para detener el crecimiento y la

multiplicacion de la bacteria.

3.3 Determinacion de la CMB

Luego de 48 horas de incubacion, no se registrd crecimiento de R. solanacearum en las
concentraciones de 12 500, 25 000, 50 000 y 100 000 ppm, indicando actividad bactericida del
glifosato. Por lo tanto, la CMB del glifosato se establecié en 12 500 ppm, por ser la minima

concentracion en la que R. solanacearum no mostrd crecimiento tras la exposicion con el

herbicida.

Tabla 2.Crecimiento de R. solanacearum luego de 48 horas de incubacion a diferentes
concentraciones de glifosato.

Concentraciones R. Solanacearum con Glifosato Glifosato

(agar CPG) (+) (agar CPG) (-)

Control positivo




100 000 ppm

50 000 ppm

25 000 ppm

12 500 ppm




6 250 ppm

3 125 ppm

1 562 ppm

Nota: Las imagenes corresponden a las placas de agar CPG incubacion con las muestras
obtenidas de la microtitulacion después de 48 horas de incubacion a 28 °C. Las diferencias
observadas en la formacion de colonias reflejan el efecto bactericida del glifosato sobre R.

solanacearum filotipo 11, siendo 12 500 ppm la CMB.



Capitulo 4

4. Discusiones

Los resultados obtenidos en esta investigacion demuestran que el glifosato ejerce un efecto
inhibitorio sobre la bacteria patdgena R. solanacearum filotipo II, determinando una CMI de 3
125 ppm, indicando que a partir de esta concentracion el herbicida es capaz de detener el
crecimiento bacteriano en condiciones in vitro. Por otro lado, la CMB se establecio en 12 500
ppm, lo que evidencia que a esta concentracion el glifosato elimina la viabilidad celular tras 48
horas de exposicion. Este hallazgo es de relevancia, ya que evidencia que el glifosato presenta
actividad antimicrobiana directa sobre un patdgena de importancia cuarentenaria en Ecuador

como lo es R. solanacearum filotipo II, responsable del moko del banano.

4.1 Comparacion con estudios previos

En el caso de R. solanacearum filotipo 1I, la literatura disponible sobre el efecto directo del
glifosato es limitada. Sin embargo, existe evidencia indirecta en campo, particularmente en el
manejo del moko, donde la inyeccion del glifosato en plantas infectadas hace que acelere el
proceso de descomposicion del tejido vegetal, lo que reduce la supervivencia del patogeno
(Agrocalidad, 2025). Estos protocolos se enfocan en la destruccion del hospedero y no en la
accion directa sobre la bacteria. El presente estudio aporta evidencia experimental bajo
condiciones in vitro, que sugiere que el glifosato si puede ejercer una accion directa inhibiendo
el crecimiento bacteriano, lo cual no habia sido documentado e investigado de manera explicita
para la raza 2 del patogeno.

Los valores obtenidos en este estudio muestran que R. solanacearum presenta una alta
sensibilidad in vitro al glifosato, con una CMI de 3 125 ppm y una CMB de 12 500 ppm. Estos
resultados se encuentran dentro del rango reportado por investigaciones previas, aunque la
magnitud exacta de la sensibilidad varia entre autores, filotipos y condiciones experimentales.
Kishore y Shah (1988) revisaron que diversas bacterias sensibles al glifosato presentan
inhibicion del crecimiento en un rango de 10 000 a 20 000 ppm, lo que indica que las
concentraciones necesarias para detener la proliferacion bacteriana tienden a ubicarse en un
intervalo relativamente alto. En comparacion, la CMI encontrada en este estudio (3 125 ppm)
es considerablemente menor (aproximadamente 3 a 6 veces mas baja), lo que sugiere que R.

solanacearum podria ser mas susceptible en condiciones in vitro que otras especies analizadas



por estos autores, o que la formulacion utilizada (Glifopac® 480 g/L) presenta una actividad
inhibitoria mas marcada.

De forma maés especifica, Sharma et al. (2022) evaluaron la diversidad genética de filotipos del
complejo RSSC, demostrando que la sensibilidad a compuestos inhibidores como el glifosato
varia entre grupos genéticos, con inhibicidon parcial alrededor de 5 000 ppm y supresion
completa a concentraciones superiores a 15 000 ppm en cepas similares. Los valores obtenidos
en esta investigacion se alinean con esta tendencia, ya que la concentracion bactericida total
(12 500 ppm) se encuentra dentro del rango sefialado por Sharma et al., mientras que la
inhibicion parcial observada en su estudio coincide con el comportamiento de crecimiento
reducido registrado en este ensayo a concentraciones cercanas a la CMI. Esta coincidencia
sugiere que R. solanacearum puede presentar patrones de sensibilidad que dependen del
filotipo y que las diferencias entre estudios pueden responder tanto a factores genéticos como
metodoldgicos (tipo de medio, formulacion de glifosato, tamafo del indculo, etc.).

La sensibilidad al glifosato también ha sido documentada en otros fitopatdgenos bacterianos.
Shukla et al. (2020) reportaron que Xanthomonas campestris pv. campestris muestra una
reduccion significativa del crecimiento en un rango de 5 000 a 15 000 ppm, valores que son
comparables con los umbrales de inhibicion observados en R. solanacearum para la CMB en
este estudio (12 500 ppm). Asimismo, Pseudomonas syringae mostrd una inhibicion marcada
alrededor de 10 000 ppm, lo que refuerza la idea de que distintas bacterias fitopatogenas
presentan niveles de sensibilidad similares frente al glifosato, ubicandose tipicamente entre 5
000 y 15 000 ppm (Newcombe & Kinkel, 2002). Esta convergencia sugiere que la via del
shikimato y la accion del inhibidor pueden generar respuestas fisioldgicas comparables entre
patdgenos vegetales con metabolismo similar.

En conjunto, estas comparaciones muestran que los valores obtenidos en este estudio no solo
se encuentran dentro del rango reportado por la literatura, sino que ofrecen evidencia de que R.
solanacearum es particularmente sensible en condiciones in vitro. La CMI mas baja observada
respecto a otros estudios puede atribuirse a factores como el filotipo especifico, la formulacion
comercial empleada o la composicion del medio de cultivo, mientras que la CMB de 12 500
ppm coincide estrechamente con reportes previos para otros fitopatogenos. Estos hallazgos
posicionan al glifosato como un compuesto con capacidad real de inhibicién y accidén
bactericida frente a R. solanacearum bajo condiciones controladas, aunque las diferencias
metodoldgicas entre estudios obligan a interpretar los valores dentro de su contexto

experimental.



4.1.1 Relacion con la fisiologia y patogénesis de R. solanacearum

La necesidad de aplicar concentraciones elevadas (> 12 500 ppm) puede estar asociada a la
estructura especializada de R. solanacearum, la cual incluye una capsula rica en
expolisacaridos, que funciona como una barrera frente a compuestos toxicos. (Peeters et al.,
2013). Ademas de su rapido crecimiento en medios ricos como el CPG puede requerir
cantidades mayores de inhibidor para impactar de manera significativa su metabolismo
primario (Peyraud et al., 2016)

Asimismo, al ser una bacteria vascular adaptada a ambientes complejos, puede poseer
mecanismos de detoxificacion que reducen la sensibilidad a herbicidas en comparacion con
bacterias que no son fitopatdgenas. Este tipo de comportamientos también han sido evaluados
en otras especies de Ralstonia, particularmente en patogenos de tomate, donde la inhibicion
metabolica requiere tiempos de exposicion mayores a concentraciones elevadas (Mansfield et

al., 2012).

4.1.2 Relevancia para el manejo del moko en campo

Aunque los ensayos se realizaron bajo condiciones in vitro, los valores obtenidos tienen claras
implicaciones practicas para el manejo integrado del moko en campo. Las concentraciones
efectivas identificadas se encuentran dentro del rango que se alcanza en el xilema de plantas
de musaceas cuando se aplican las dosis oficiales de erradicacion mediante inyeccion de
glifosato al 20 % (Agrocalidad, 2025). Este hecho sugiere que parte del éxito observado en la
eliminacion de focos de la enfermedad no se debe tnicamente a la destruccion del tejido

vegetal, sino también a un efecto bactericida directo sobre Ralstonia solanacearum filotipo II.

Sin embargo, debe destacarse que el uso de las condiciones in vitro no reproduce
completamente el tejido vegetal, donde la movilidad del herbicida, la interaccion con
compuestos del xilema y la estructura anatomica podrian modificar su concentracion efectiva.
Por ello, estos resultados funcionan como punto de partida para futuras investigaciones y

ensayos en condiciones de invernadero o campo.



Conclusiones

Los resultados obtenidos en este estudio permiten concluir que el glifosato ejerce un efecto
inhibitorio directo sobre Ralstonia solanacearum filotipo II (cepa 8) bajo condiciones in vitro,
evidenciando que este herbicida, ademds de su funcién primaria como agente fitotoxico,

presenta actividad antimicrobiana frente a este patogeno de importancia cuarentenaria.

Se determind que la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) del glifosato frente a R.
solanacearum ocurre a 3 125 ppm, punto en el cual el crecimiento bacteriano se ve detenido
en medio liquido, aunque la bacteria conserva viabilidad y es capaz de recuperarse cuando es
sembrada en placas CPG. Esto demuestra que, a concentraciones bajas, el glifosato ejerce un
efecto bacteriostatico, limitando la multiplicacién bacteriana, pero sin provocar la muerte
celular.

En contraste, la concentracién minima bactericida (CMB) se identificé en 12 500 ppm, ya que
a este nivel no se observo crecimiento en las siembras en placa tras 48 horas. Esto indica que
la bacteria pierde completamente su viabilidad, lo que confirma un efecto bactericida. Las
concentraciones inferiores, incluyendo 1 562 y 6 250 ppm, permitieron el desarrollo de colonias
en CPG, evidenciando que R. solanacearum mantiene una tolerancia fisiolégica importante en

presencia de dosis del herbicida.

El hecho de que la CMB sea cuatro veces mayor que la CMI muestra que existe un rango claro
entre la inhibicion del crecimiento y la muerte celular. Una vez superado este umbral critico,
el glifosato no solo detiene la replicacion bacteriana, sino que también induce un colapso
metabolico irreversible. Este fenomeno es consistente con el mecanismo de accion del
herbicida, basado en la inhibicion de la via del shikimato, esencial para la biosintesis de
aminodcidos aromaticos. La interrupcion sostenida de esta ruta conduce a una falla metabdlica
que compromete de forma definitiva la viabilidad de la célula bacteriana.

En conjunto, estos resultados sugieren que el glifosato tiene un efecto dual sobre R.
solanacearum: bacteriostatico a 3 125 ppm y bactericida a partir de 12 500 ppm. Dado que la
concentracion bactericida identificada se aproxima a las concentraciones que pueden
alcanzarse en aplicaciones agricolas, es posible que su uso contribuya a reducir la carga
bacteriana en tejidos vegetales afectados por el moko, complementando las estrategias de

erradicacion actualmente recomendadas.



Este estudio representa un primer acercamiento experimental al efecto directo del glifosato
sobre R. solanacearum filotipo Il raza 2 y establece una base cientifica para investigaciones
futuras que podran evaluar la dindmica temporal del efecto bactericida, la respuesta en
diferentes filotipos o cepas, las posibles sinergias con agentes de biocontrol como 7richoderma
spp. o bacteriéfagos, y la validacion de los resultados en condiciones de invernadero y campo.
En conjunto, los resultados obtenidos permiten sugerir que bajo condiciones adecuadas y
dentro de un enfoque de manejo integrado, el glifosato podria considerarse como una
herramienta complementaria para el control del moko del banano, siempre bajo regulaciones y

supervision técnica que garanticen su uso responsable.
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Anexos
Anexo 1. Distribucion de concentraciones de glifosato y bacteria en la microplaca de 96 pozos

En la siguiente tabla se representa la organizacién de los tratamientos utilizados en la

microplaca de 96 pozos, indicando concentraciones de glifosato, control positivo (Bacteria +

glifosato), y el control negativo (medio sin bacteria).

1 2 3 4 5 7 8 9 10 1 12
+ + + + +
CPG + NaCl | CPG + NaCl | CPG + NaCl [ CPG + NaCl | CPG + NaCl Nggl(fBac NanIfBac Ng(':al(fBac N;:('):I(EBac NacglfBac
100,000ppm+| 100,000ppm | 100,000ppm | 100,000ppm | 100,000ppm 100,000ppm | 100,000ppm | 100,000ppm | 100,000ppm |100,000ppm+
NaCl +NaCl +NaCl +NaCl +NaCl + Bac + Bac + Bac + Bac Bac
50,000ppm + | 50,000ppm + | 50,000ppm + [ 50,000ppm + | 50,000ppm + 50,000ppm +|50,000ppm + | 50,000ppm +|50,000ppm +| 50,000ppm +
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl Bac Bac Bac Bac Bac
25,000ppm + | 25,000ppm + | 25,000ppm + [ 25,000ppm + | 25,000ppm + 25,000ppm + [ 25,000ppm +|25,000ppm + |25,000ppm +| 25,000ppm +
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl Bac Bac Bac Bac Bac
12,500ppm + | 12,500ppm +| 12,500ppm + | 12,500ppm + | 12,500ppm + 12,500ppm +| 12,500ppm |12,500ppm +|12,500ppm +| 12,500ppm
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl Bac + Bac Bac Bac + Bac
6,250ppm |6,250ppm +]6,250ppm +| 6,250ppm. 6,250ppm 6,250ppm. 6,250ppm 6,250ppm |6,250ppm +|6,250ppm +
+NaCl NaCl NaCl + NaCl + NaCl + Bac + Bac + Bac Bac Bac
3,125ppm +[3,125ppm +| 3,125ppm 3,125ppm |3,125ppm + 3,125ppm +|3,125ppm +|3,125ppm +| 3,125ppm | 3,125ppm +
NaCl NaCl + NaCl + NaCl NaCl Bac Bac Bac + Bac Bac
1,562ppm +[1,562ppm +| 1,562ppm 1,562ppm 1,562ppm 1,562ppm 1,562ppm 1,562ppm 1,562ppm 1,562ppm
NaCl NaCl + NaCl + NaCl + NaCl +Bac +Bac +Bac +Bac +Bac
Inocular Inocular
1 2 3 4 5 7 8 9 10 1 12
+ + + + +
CPG + NaCl | CPG + NaCl | CPG + NaCl [ CPG + NaCl | CPG + NaCl N;:CZfBac Ng(;?Bac N;:CF;’I?Bac N;:C}?I?Bac Ng(;?Bac
190 + 10 190 + 10 190 + 10 190 + 10 190 + 10 190 + (10 uL [ 190 + (10 uL [ 190 + (10 uL | 190 + (10 uL | 190 + (10 uL
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl Bac) Bac) Bac) Bac) Bac)
190 + 10 190 + 10 190 + 10 190 + 10 190 + 10 190 + (10 uL [ 190 + (10 uL [ 190 + (10 uL | 190 + (10 uL | 190 + (10 uL
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl Bac) Bac) Bac) Bac) Bac)
190 + 10 190 + 10 190 + 10 190 + 10 190 + 10 190 + (10 uL | 190 + (10 uL | 190 + (10 uL | 190 + (10 uL | 190 + (10 uL
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl Bac) Bac) Bac) Bac) Bac)
190 + 10 190 + 10 190 + 10 190 + 10 190 + 10 190 + (10 uL [ 190 + (10 uL [ 190 + (10 uL | 190 + (10 uL | 190 + (10 uL
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl Bac) Bac) Bac) Bac) Bac)
190 + 10 190 + 10 190 + 10 190 + 10 190 + 10 190 + (10 uL [ 190 + (10 uL | 190 + (10 uL | 190 + (10 uL | 190 + (10 uL
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl Bac) Bac) Bac) Bac) Bac)
190 + 10 190 + 10 190 + 10 190 + 10 190 + 10 190 + (10 uL [ 190 + (10 uL [ 190 + (10 uL | 190 + (10 uL | 190 + (10 uL
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl Bac) Bac) Bac) Bac) Bac)
190 + 10 190 + 10 190 + 10 190 + 10 190 + 10 190 + (10 uL [ 190 + (10 uL [ 190 + (10 uL | 190 + (10 uL | 190 + (10 uL
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl Bac) Bac) Bac) Bac) Bac)
Inocular Inocular




