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DETERMINACION DE VECTORES DE ENFERMEDADES BACTERIANAS Y
VIROSIS EN EL CULTIVO DE BANANO MUSAS SPP.
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Tutor:
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RESUMEN:

El estudio se llevo a cabo en un predio bananero del cantén EI Guabo, con el objetivo de
identificar los vectores responsables de la transmision de enfermedades bacterianas y virosis en
el cultivo de banano. Se realizd un muestreo en el area de estudio, utilizando técnicas de
recoleccion de insectos plaga, incluyendo métodos manuales y el uso de redes entomoldgicas.
Los resultados obtenidos revelaron la presencia de varios insectos vectores, que se identificaron
como portadores de patdgenos que afectan la produccion de banano. Se documentaron especies
especificas de insectos del orden Coledptera, Diptera y Hemiptera, que mostraron una
correlacion significativa con la incidencia de enfermedades en las plantas de banano. Se
realizaron analisis de laboratorio para confirmar la presencia de bacterias y virus en las muestras
recolectadas. Se documentaron un total de 31 aislamientos de insectos, de los cuales 16 fueron
clasificados como Gram negativos y 10 como Gram positivos, indicando una diversidad de
patdgenos presentes. Se identificaron varias bacterias a partir de los aislamientos obtenidos de
insectos vectores en el cultivo de banano. Entre ellas, Acinetobacter sp. fue aislada en los
cultivos PR1 (-1) y PNG (-2) 9, presentando caracteristicas morfol6gicas de cocobacilos gram-
negativos que no fermentan lactosa; se detectdé Providencia sp. y Enterococcus sp., cada una
observada en tres distintos aislamientos PR7 (-2) 1, PNP (-2) 1 y PNG (-2) 3; también se
identificaron Staphylococcus sp. y Burkholderia sp. en dos aislamientos, mientras que Dickeya
chrysanthemi cf., Klebsiella oxytoca cf., Pseudomonas sp., Proteus sp., Streptococcus sp. y
Achromobacter sp. fueron identificadas en un solo tipo de aislamiento cada una. Ademas, se
observo que la inoculacion mecanica y la inoculacion a través de insectos vectores resultaron

en sintomas como el rayado clorético y necrosamiento de nervaduras.

Palabras clave: Bacterias, Virus, Insectos vectores



DETERMINATION OF BACTERIAL DISEASE VECTORS AND VIRUSES IN THE
BANANA CROP MUSAS SPP.
Authors:
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Zambrano Sanchez Carlos Alberto
Tutor:

Ing. Agr. José Nicasio Quevedo Guerrero
ABSTRACT:

The study was carried out in a banana farm in El Guabo canton, with the objective of
identifying the vectors responsible for the transmission of bacterial diseases and viruses in the
banana crop. Sampling was carried out in the study area, using pest insect collection techniques,
including manual methods and the use of entomological nets. The results obtained revealed the
presence of several insect vectors, which were identified as carriers of pathogens affecting
banana production. Specific insect species of the order Coleoptera, Diptera and Hemiptera were
documented and showed a significant correlation with the incidence of diseases in banana
plants. Laboratory analyses were performed to confirm the presence of bacteria and viruses in
the collected samples. A total of 31 insect isolates were documented, of which 16 were classified
as Gram negative and 10 as Gram positive, indicating a diversity of pathogens present. Several
bacteria were identified from isolates obtained from insect vectors in the banana crop. Among
them, Acinetobacter sp. was isolated in cultures PR1 (-1) and PNG (-2) 9, presenting
morphological characteristics of gram-negative coccobacilli that do not ferment lactose;
Providencia sp. and Enterococcus sp. were detected, each observed in three different isolates
PR7 (-2) 1, PNG (-2) 1 and PNG (-2) 1, each observed in three different isolates PR7 (-2) 1,
PNP (-2) 1 and PNG (-2) 3; Staphylococcus sp. and Burkholderia sp. were also identified in two
isolates, while Dickeya chrysanthemi cf., Klebsiella oxytoca cf., Pseudomonas sp., Proteus sp.,
Streptococcus sp. and Achromobacter sp. were identified in only one isolate type each. In
addition, it was observed that mechanical inoculation and inoculation through insect vectors

resulted in symptoms such as chlorotic streaking and vein necrosis.

Key words: Bacteria, Viruses, Insect vectors
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1. INTRODUCCION

El cultivo de banano es una actividad agricola crucial en muchas regiones tropicales,
especialmente en Ecuador, donde juega un papel significativo en la economia y en la creacion
de empleo rural. Sin embargo, la productividad de estos cultivos se ve constantemente
amenazada por diversas enfermedades bacterianas y virales. Estas enfermedades no solo
reducen el rendimiento y la calidad del banano, sino que también tienen un fuerte impacto en la
estabilidad econémica y laboral de las areas productoras (Heslop-Harrison & Schwarzacher,
2022).

En Ecuador, enfermedades bacterianas como la marchitez por Ralstonia solanacearum
(moko del banano) han sido reportadas como una amenaza significativa para los productores.
Este patdgeno puede ser transmitido por insectos, herramientas agricolas contaminadas y agua
de riego, lo que facilita su dispersion en las plantaciones. Investigaciones recientes han
subrayado la importancia de una vigilancia constante y la implementacién de medidas de control
integradas para mitigar la propagacion de esta enfermedad (Jiménez et al., 2019; Castro & Ortiz,
2020).

Ademas de las enfermedades bacterianas, las virosis, tales como el Banana bunchy top
virus (BBTV) y el Banana streak virus (BSV), también afectan gravemente a las plantaciones
de banano en Ecuador. Estos virus son transmitidos por afidos y cochinillas, que actian como
vectores principales. Estudios recientes han avanzado en la comprension de la biologia y
ecologia de estos vectores, proporcionando bases para el desarrollo de estrategias de manejo

mas efectivas (Ramirez et al., 2021; Morales & Paredes, 2022).

Los principales insectos considerados plaga o vectores que trasmiten enfermedades son:
Afidos (Aphis gossyphii, Rhopalosphum maydis, Myzus persicae, Macrosiphum pisi,
Rhopalosiphum prunifoliae); cochinillas (Planococcus citri Pseudococcus sp); y nematodos
(Helicutylenchus sp. Pratylenchus sp. y Meloidogyne sp). Transmisores en mayor parte de virus
como el Virus del Mosaico del Pepino (CMV), el Virus del Estriado del Banano (BSV), Virus
del mosaico de la bractea (BBrMV) y Virus del bunchy top (BBTV). Y en menor parte de



bacterias del genero Pseudomonas o Ralstonia (Fernandez et al, 2021; Rivas y Rosales, 2003
Aguilar et al, 2021; Blomme et al, 2017; Rivas y Rosales, 2003; Mitchell y Gordon, 1966).

Los vectores de estas enfermedades, que son organismos que transmiten patégenos de
una planta a otra, son esenciales en la propagacion de infecciones bacterianas y virales en los
cultivos de banano (FAO, 2023). Controlar estos vectores de manera efectiva es fundamental

para mantener la salud de los cultivos de banano y garantizar la sostenibilidad de la produccion.

La identificacion temprana de los vectores y la implementacion de medidas preventivas
pueden prevenir brotes significativos de enfermedades y reducir las pérdidas econémicas
asociadas. EI monitoreo regular de los cultivos permite detectar la presencia de vectores antes
de que alcancen niveles perjudiciales, facilitando una respuesta rapida y efectiva (Heslop-
Harrison & Schwarzacher, 2022).

Se han implementado diversas estrategias de manejo integrado de plagas (MIP) que
combinan métodos bioldgicos, culturales, mecanicos y quimicos para controlar los vectores.
Estas estrategias incluyen el uso de variedades de banano resistentes a enfermedades, la
aplicacion de préacticas agricolas sostenibles y el monitoreo constante de las poblaciones de
vectores (Meier-Stephenson et al., 2024). Por ejemplo, el uso de insecticidas biolégicos y la
introduccion de enemigos naturales de los vectores han demostrado ser métodos efectivos para

reducir la incidencia de enfermedades en los cultivos de banano (Ortiz & Torres, 2020).

1.1. Objetivos de estudio

Objetivo General:

Determinar los insectos vectores de enfermedades bacterianas y virosis en el cultivo de
banano.
Objetivos Especificos:
e Capturar y clasificar los insectos vectores de transmisiones de enfermedades bacterianas
y virosis en el cultivo de banano.
e Identificar las enfermedades bacterianas que transmiten cada uno de los insectos
vectores.

e Determinar los insectos vectores de virosis en el cultivo de banano.

10



2. MARCO TEORICO
2.1. Origen del banano

El origen del banano no esta completamente definido. Segun el antrop6logo Dr. Herbert
Spiden, es probable que el banano comestible se originara en las regiones tropicales del sur de
Asia, incluyendo el noreste de India, Birmania, Camboya, partes del sur de China, y grandes
islas como Sumatra, Java, Borneo, Filipinas y Formosa. En estos lugares existen variedades
silvestres sin semillas del verdadero banano de consumo domestico. La actividad bananera ha
seguido una cronologia historica desde 1516, cuando se introdujo en varios lugares del
continente, incluyendo Centroamérica y las costas de Colombia (James, 2009).

Evidencias sugieren que el banano fue una de las primeras plantas domesticadas por el
ser humano, hace unos 10,000 afios A.C. Desde la era neolitica, existe una variedad silvestre en
la jungla africana conocida como Musa acuminata. Los bananos sin semillas actuales, con
alrededor de 2000 afios, surgieron de una mutacion en alguna planta. Desde su domesticacion,
el banano se reproduce mediante brotes del rizoma, llamados hijuelos, lo que resulta en plantas

clonadas de sus antecesores y presenta poca variabilidad genética (Silva, 2019).

2.2. Historia del Banano en el Ecuador

Desde finales de los afios 1940, la produccién de banano se convirtié en una forma de
escapar de la recesién econémica de los afios treinta, bajo el gobierno de Galo Plaza y con la
asesoria de la United Fruit Company. Aprovechando una coyuntura internacional favorable y
las ventajas comparativas del pais, como la productividad del suelo, el boom bananero beneficio
a grupos econdmicos de nivel medio, a diferencia del auge cacaotero que favorecio a las élites.
Este crecimiento se baso en la mediana propiedad, aumentando la masa asalariada y potenciando
la urbanizacion desde 1950 (Sudaka, 2006).

Entre 1948 y 1950, Clemente Yerovi fue Ministro de Economia en el gobierno de Galo
Plaza Lasso, impulsando la exportacion de banano y convirtiendo a Ecuador en el primer
exportador de banano en el mundo. Tras un periodo de inestabilidad politica, Plaza buscaba
aumentar la produccion del pais y lograr un crecimiento econémico. Cuando Plaza asumié el
poder en 1948, Ecuador exportaba 3.8 millones de racimos de banano. Para 1952, la exportacion
aumento a 16.7 millones de racimos, lo que representd un crecimiento del 421% (Mendoza,
2016).
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2.3. Produccion de Banano

Las provincias con el mayor rendimiento de banano para la exportacion por hectarea en
Ecuador son Los Rios, Guayas y El Oro. Segun datos de 2010, a nivel nacional se produjeron
3.41 toneladas de rechazo y residuo de banano por hectarea de cultivo. En términos provinciales,
Los Rios lidera con 7.71 toneladas, seguido por Cafiar con 5.16 toneladas, Guayas con 4.50
toneladas y EI Oro con 4.48 toneladas. Ademas, el 39% de la produccién de banano se origina
en la provincia de Los Rios, seguida por Guayas con el 27% y El Oro con el 25%. En cuanto a
la venta de banano para la exportacion, el 38% proviene de Los Rios, el 28% de Guayas Yy el
25% de El Oro (Gonzabay, 2017).

2.4. Clasificacion Taxonémica del cultivo de banano

Tabla 1. Clasificacion taxonémica del banano

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida

Orden: Zingiberales
Familia: Musaceae

Género: Musa

Especie: Paradisiaca
Nombre Cientifico: Musa x paradisiaca.

Fuente: ( Gémez, 2017)

2.5. Enfermedades bacterianas en el cultivo de banano

Las bacterias son responsables de diversos tipos de enfermedades, siendo los
marchitamientos vasculares los méas destacados (Thwaites et al., 2000). A excepcion de
Filipinas, la enfermedad del Moko, causada por la raza 2 de Ralstonia solanacearum, esta
confinada al hemisferio occidental. Esta enfermedad ha erradicado a la variedad 'Bluggoe'
(ABB), altamente susceptible, en varias areas productoras de esta region.

En contraste, la enfermedad sanguinea, causada por una especie de Ralstonia
(posiblemente solanacearum), se encuentra en el hemisferio oriental, limitada a unas pocas islas
del archipiélago indonesio. Ambas enfermedades, Moko y sanguinea, presentan sintomas
similares en los bananos y son transmitidas por insectos voladores. Recientemente,

Xanthomonas campestris pv. musarum, patogeno responsable del marchitamiento bacteriano en
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ensete, ha sido vinculado a una devastadora epidemia de bananos en Uganda (Thwaites et al.,
2000; Tushemereirwe et al., 2003; Eden-Green, 2004).

Ademas, una podredumbre de la fruta Ilamada Bugtok, causada por R. solanacearum,

esta restringida a Filipinas. Aunque menos importantes, las podredumbres del rizoma y del

pseudotallo, causadas por Erwinia spp., estdn mas ampliamente distribuidas (Thwaites et al.,

2000).

Las principales enfermedades bacterianas presente en el cultivo de banano son las

siguientes:

Tabla 2: Descripcion de enfermedades bacterianas en banano.

Bacteria

Enfermedad

Descripcion

Erwinia spp. = Pectobacterium spp.
Pectobacterium chrysanthemi

P. carotovorum subsp. Carotovorum
Dickeya paradisiaca formerly

Pudricion acuosa o
pudricién blanda del
pseudotallo y rizoma

Reduccion de  crecimiento  del
pseudotallo, pudricion necrética y
blanda en las bréacteas externas y
rizoma.

Ralstonia solanacearum Raza 2

Pudricion o Marchitez
bacteriana (Moko/Bugtok
disease)

Maduracion prematura de la fruta y
decoloracion, decoloracion del
pseudotallo, decoloracién de la pulpa
de la fruta y del tallo/raquis del racimo.

Ralstonia syzygii subsp. celebesensis

Enfermedad de la sangre
del banano/ banana blood
disease

Amarillamiento y marchitez de las
hojas y la pulpa del fruto, y
decoloracion del tallo y raquis.

Xanthomonas campestris pv.
musacearum, recientemente
descubierta como: Xanthomonas
vasicola pv. musacearum.

Mancha bacteriana del
banano o Banana
Xanthomonas Wilt (BXW)

Répida clorosis y marchitamiento de
hojas jovenes, ademas de Ila
decoloracion vascular. Caracteristico
exudado amarillo. No confundir con R.
solanacearum

Fuente: Fernandez et al, (2021); Aguilar et al, (2021); Blomme et al, (2017); Rivas y Rosales,

(2003); Mitchell y Gordon, (1966).

2.5.1. Pudricién acuosa o pudricion blanda del pseudotallo y rizoma

Antecedentes

Histéricamente, Erwinia spp. ha sido identificado como un grupo de bacterias

fitopatdgenas de gran relevancia en la agricultura. Sin embargo, investigaciones recientes han

resultado en la reclasificacion de algunas especies de Erwinia bajo el género Pectobacterium,

mientras que otras se han clasificado dentro de Dickeya. Esta nueva clasificacion se basa en
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andlisis gendémicos y fenotipicos mas detallados (Toth et al., 2021). Entre estas especies
reclasificadas, destacan Pectobacterium chrysanthemi y Pectobacterium carotovorum subsp.

carotovorum.

= Agente causal
Pectobacterium chrysanthemi y Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum son
bacterias gramnegativas responsables de enfermedades en una gran variedad de plantas. Estas
bacterias pertenecen a la familia Enterobacteriaceae y son conocidas por su capacidad para
producir enzimas pectinoliticas que descomponen las paredes celulares de las plantas, causando

enfermedades como la pudricion blanda (Charkowski, 2018).

*  Transmision
La diseminacidn de estas bacterias puede ocurrir por varios medios, tales como el agua,
el suelo, herramientas contaminadas y material vegetal infectado. Las condiciones de alta
humedad, temperaturas célidas y vectores como insectos y nematodos favorecen la propagacion
de la enfermedad (Toth et al., 2021).

= Sintomatologia
Pectobacterium spp. se manifiestan a través de lesiones himedas y blandas en los tejidos
vegetales, que eventualmente se convierten en &reas necréticas. La enfermedad puede
presentarse como pudricién blanda en tubérculos, tallos y hojas, acompafiada de un olor fétido

caracteristico debido a la descomposicion de los tejidos vegetales (Czajkowski et al., 2019).

= Histopatologia
La infeccién comienza cuando las bacterias se adhieren a la superficie de la planta,
penetrando a través de heridas o aberturas naturales. Una vez dentro, las bacterias secretan
enzimas que descomponen la pectina de las paredes celulares, provocando la maceracion de los
tejidos vegetales. Esta degradacion libera nutrientes que facilitan el crecimiento y la

propagacion de las bacterias (Mansfield et al., 2012).

= Ciclo de la Enfermedad
El ciclo de la enfermedad comienza cuando las bacterias encuentran un huésped

susceptible. Las condiciones ambientales favorables promueven la multiplicacion y dispersién
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de las bacterias. Después de la colonizacion y la aparicion de sintomas, las bacterias pueden
sobrevivir en restos vegetales, en el suelo y en hospedadores alternativos, esperando condiciones

propicias para reiniciar el ciclo (Ma et al., 2007).

= Control
El manejo incluye métodos culturales, quimicos y biologicos. La rotacion de cultivos y
la eliminacion de restos vegetales infectados son fundamentales para reducir la inoculacion
inicial. El uso de variedades resistentes y la aplicacion de bactericidas pueden ser efectivas.
Ademas, el uso de agentes de control biologico, como bacteriéfagos y antagonistas microbianos,

ha mostrado potencial en el control de estas enfermedades (Czajkowski et al., 2019).

Figura 1. Sintomatologia de pudricion blanda por Pectobacterium chrysanthemi en el cultivo
de banano:

A) diametro del fuste muy reducido y racima pequefia; B) ruptura del pseudotallo; C)
pudricién necroética y blanda en las capas externas del pseudotallo; D) pudricion acuosa en el
del rizoma, dafio del picudo (flecha roja)

Fuente: (Aguilar et al., 2021).
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2.5.2. Pudricién o Marchitez bacteriana (Moko/Bugtok disease)

* Antecedentes

El moko del platano es una enfermedad que provoca el marchitamiento de las plantas.
En 1840, esta enfermedad causo grandes pérdidas en Guyana y, a finales del siglo XIX, devastd
casi por completo el cultivar Moko en Trinidad. La propagacion de la enfermedad en América
Central estuvo inicialmente vinculada al desarrollo de plantaciones comerciales en Honduras,
Panama y Costa Rica. En América Latina, el moko del platano se ha detectado en paises como
Belice, Colombia, Costa Rica, Ecuador, El Salvador, Granada, Nicaragua, Panam4, Surinam,
Venezuela, Brasil, Per(i, Guatemala, Honduras, Jamaica y el sureste de México (Alvarez et al.,
2013).

= Agente causal
El moko del platano es provocado por la raza 2 de la bacteria Ralstonia solanacearum,
que ha demostrado una considerable diversidad genética, lo que ha llevado a su clasificacion
como el complejo de especies de R. solanacearum (RSSC, por sus siglas en inglés) (Fegan y
Prior, 2005). Este patdgeno pertenece al filotipo Il, equivalente a la divisién 2, y abarca
aislamientos clasificados en las biovares 1, 2 y 2T, siendo principalmente encontrados en

América.

=  Transmision
La transmision de R. solanacearum puede ocurrir de diversas maneras. El agua es uno
de los principales medios de dispersion, facilitando la propagacion de la bacteria a través del
riego o inundaciones. Ademas, la bacteria puede ser transmitida mediante herramientas
contaminadas, suelo infectado y material vegetal. Los insectos también juegan un papel crucial
en la diseminacion de la enfermedad, actuando como vectores que facilitan la transmisién de

planta a planta (Hayward, 2020).

= Sintomatologia
Los sintomas del moko son similares a los del mal de Panama, ya que ambas
enfermedades provocan marchitamiento vascular y decoloracion de los vasos vasculares. En las

plantas jovenes, tras la infeccion en las raices, los sintomas del moko son caracteristicos: las
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hojas mas jovenes, de la primera a la tercera, se tornan verde amarillentas y eventualmente

colapsan en o justo por encima de la unién del peciolo y la lamina (Alvarez et al., 2013).

Las hojas mas viejas también se marchitan y colapsan rapidamente. Cuando la infeccién
se produce a través de heridas hechas por herramientas contaminadas usadas para la poda, los
hijuelos se ennegrecen y se achaparran en un periodo de 2 a 4 semanas, pudiendo desarrollar

una hoja que se expande y luego se marchita (Alvarez et al., 2013).

El sintoma mas distintivo del moko, tras la invasion de razas transmitidas por insectos a
través del peddnculo, es el ennegrecimiento de la flor masculina (perilla), que detiene su
desarrollo y puede exudar gotas de bacteria. La fruta puede volverse amarilla'y su cascara puede
agrietarse. Al cortar la fruta, la pulpa presenta una pudricién firme de color café, que

eventualmente se torna gris (Alvarez et al., 2013).

= Histopatologia
La infeccion por R. solanacearum comienza cuando la bacteria entra a traves de las
raices, ya sea por heridas o por aperturas naturales. Una vez dentro del sistema vascular, la
bacteria coloniza los vasos xilematicos, donde se multiplica y se mueve hacia arriba en la planta.
Esto provoca una obstruccién del flujo de agua y nutrientes, resultando en los sintomas

caracteristicos de marchitez y colapso de la planta (Alvarez et al., 2019).

» Ciclo de la enfermedad
El ciclo de la enfermedad de R. solanacearum inicia con la introduccion de la bacteria
en el suelo o en el agua. La bacteria puede sobrevivir en el suelo durante largos periodos y se
introduce en las plantas a través de las raices. Después de colonizar los vasos xilematicos, la
bacteria se multiplica y se disemina, causando sintomas de marchitez y colapso. La bacteria
puede liberarse al ambiente a través de exudados bacterianos, reiniciando el ciclo de infeccion
(Hayward, 2020).

=  Control
En plantaciones afectadas por el moko, es fundamental implementar programas
continuos de inspeccion de plantas y erradicacién, asi como la desinfeccion regular de
herramientas de poda o deshije. La deteccion temprana de la enfermedad es crucial, junto con

la desinfeccion rigurosa de las herramientas y la destruccion con herbicidas de las plantas
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enfermas y las que las rodean. Las plantas tratadas deben permanecer en el campo (Alvarez et
al., 2013).

Ademas, se debe retirar la flor masculina o perilla después de que haya emergido la
ultima "mano” femenina. En plantaciones donde los productores son reacios a adoptar estas
précticas, el moko puede aparecer de manera epidémica (Alvarez et al., 2013).

Figura 2. Sintomatologia de moko en planta joven
Fuente: (Sotomayor, 2014).

2.5.3. Enfermedad de la sangre del banano/ banana (blood disease)

La enfermedad de la sangre del banano, conocida como "Banana Blood Disease” (BBD),
es una amenaza importante para la produccién de banano en diversas regiones del mundo. Esta
enfermedad es especialmente preocupante debido a su capacidad para destruir plantaciones
enteras, afectando tanto a pequefios agricultores como a grandes productores.

* Antecedentes
La BBD se reporto por primera vez en Indonesia en la década de 1960 y ha sido un
problema recurrente en varias regiones del sudeste asiatico desde entonces (Sundararaj et al.,
2020). En las ultimas décadas, la enfermedad ha ganado atencién debido a su rapida propagacion

y al impacto devastador en la produccién de banano a nivel mundial.

= Agente causal
La bacteria Ralstonia syzygii subsp. celebesensis es la responsable de la BBD. Esta
bacteria pertenece al grupo de las Proteobacteria y es altamente patogénica para diversas

variedades de banano, incluidas las de gran importancia economica (Aritonang et al., 2019).
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*  Transmision
La BBD se transmite principalmente a través de heridas en las plantas, las cuales pueden
ser causadas por practicas agricolas, herramientas contaminadas o insectos vectores. Ademas,
el riego y el movimiento de plantas infectadas contribuyen a la diseminacion de la enfermedad
(Firman et al., 2021).

= Sintomatologia
Los sintomas de la BBD incluyen el marchitamiento de las hojas, decoloracién vascular
de color rojo oscuro (de ahi el nombre “sangre del banano™) y la muerte eventual de la planta.
Las plantas infectadas también presentan un exudado bacteriano rojo cuando se cortan, lo que
es un indicio distintivo de la infeccion (Putra et al., 2020).

= Histopatologia
Histologicamente, la infeccion por R. syzygii subsp. celebesensis se caracteriza por la
obstruccion del tejido vascular, especialmente en el xilema, debido a la acumulacién de la
bacteria y la respuesta defensiva de la planta. Esta obstruccion impide el transporte de agua y

nutrientes, lo que resulta en los sintomas observados (Chao et al., 2020).

= Ciclo de la enfermedad
El ciclo de la BBD comienza con la entrada de la bacteria a través de heridas. Una vez
dentro del sistema vascular, la bacteria se multiplica rapidamente y se disemina a otras partes
de la planta. La propagacion a plantas cercanas ocurre a través de la dispersion de bacterias por
el suelo, agua o insectos vectores. Las plantas infectadas eventualmente mueren, lo que facilita

la liberacion de més bacterias al entorno (Supriadi et al., 2019).

= Control
El control de la BBD requiere una combinacion de estrategias culturales, quimicas y
bioldgicas. Entre las practicas culturales se incluyen la eliminacion y destruccion de plantas
infectadas, el uso de herramientas esterilizadas y la implementacién de barreras fisicas para
evitar la propagacion. Los tratamientos quimicos han sido limitados debido a la naturaleza
sistemica de la bacteria y la dificultad para alcanzar todas las areas infectadas de la planta. Los
enfoques bioldgicos, como el uso de bacteri6fagos y microorganismos antagonistas, estan

siendo investigados con resultados prometedores (Herawati et al., 2020).
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Figura 3. Sintomas de enfermedades de la sangre causadas por Ralstonia syzygii subsp.
Celebesensis:

A) Racimo de platano cortado por la mitad con una coloracion marron rojiza caracteristica de
la pulpa; B) El raquis y la flor masculina estan arrugados y descoloridos; C) Seccion
longitudinal del pseudotallo con decoloracién marron rojiza de las hebras vasculares en el
nucleo: D) Sintomas de marchitamiento observados en las etapas avanzadas de la enfermedad.

Fuente: (Rincon et al., 2022).

2.5.4. Mancha bacteriana del banano o Banana Xanthomonas Wilt (BXW)

* Antecedentes
La BXW se detectd por primera vez en Etiopia durante la década de 1960 y, desde entonces, se
ha extendido a otros paises africanos como Uganda, Tanzania, Ruanda y Burundi (Nakato et al.,
2019). La rapida propagacion de esta enfermedad y su efecto devastador en la produccion de

banano han aumentado la atencién y los esfuerzos de investigacion en las ultimas décadas.

= Agente causal
La bacteria Xanthomonas vasicola pv. musacearum es la causante de la BXW. Esta
bacteria pertenece al grupo de las Proteobacteria y es altamente patogénica para varias
variedades de banano, incluidas las de gran importancia econémica (Aritonang et al., 2021).

*  Transmision
La BXW se transmite principalmente a través de heridas en las plantas, causadas por
practicas agricolas, insectos vectores y herramientas contaminadas. Ademas, el riego y el
movimiento de plantas infectadas también facilitan la diseminacion de la enfermedad (Ocimati
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et al., 2019). Las abejas y otros insectos polinizadores también juegan un papel crucial en la
transmision de esta bacteria (Mwebaze et al., 2021).

= Sintomatologia
Los sintomas de la BXW incluyen el marchitamiento de las hojas, la aparicién de estrias
amarillas en el follaje y la muerte eventual de la planta. Las plantas infectadas también muestran
una decoloracién amarilla de los tejidos internos y un exudado bacteriano de color amarillento

cuando se cortan los pseudotallos (Tripathi et al., 2022).

= Histopatologia
La infeccidn por X. vasicola pv. musacearum se caracteriza histologicamente por la
invasion del tejido vascular, especialmente el xilema, lo que causa la obstruccion del flujo de
agua y nutrientes. Esta obstruccién resulta de la proliferacion de la bacteria y la respuesta

defensiva de la planta, produciendo los sintomas observados (Wasukira et al., 2020).

= Ciclo de la enfermedad
El ciclo de la BXW comienza con la entrada de la bacteria a través de heridas en la
planta. Una vez dentro del sistema vascular, la bacteria se multiplica rapidamente y se disemina
a otras partes de la planta. La propagacion a plantas cercanas ocurre a través de la dispersion de
bacterias por el suelo, el agua, los insectos vectores y herramientas contaminadas. Las plantas
infectadas eventualmente mueren, liberando mas bacterias al entorno y perpetuando el ciclo de
infeccion (Mbaka et al., 2021).

= Control
El control de la BXW implica una combinacion de estrategias culturales, quimicas y
bioldgicas. Las practicas culturales incluyen la eliminacion y destruccion de plantas infectadas,
el uso de herramientas esterilizadas y la implementacion de barreras fisicas para evitar la
propagacion de la enfermedad. Los tratamientos quimicos han sido limitados debido a la
naturaleza sistémica de la bacteria y la dificultad para alcanzar todas las areas infectadas de la
planta. Los enfoques bioldgicos, como el uso de bacteriéfagos y microorganismos antagonistas,

estan siendo investigados con resultados prometedores (Kubiriba et al., 2020).
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Figura 4. A) Marchitez ocasionado por X. campestris pv. musacearum, B) y C) Exudados
amarillentos en pseudotallo y raquis de platano

Fuente: (Senasica, 2016).

2.6. Enfermedades virales en el cultivo de banano

Existen cuatro enfermedades importantes del banano causadas por virus (Jones, 2000;
Ploetz et al., 2003a). La enfermedad mas dafiina es el bunchy top, que puede resultar en pérdidas
totales si no se diagnostica temprano y no se mantiene un estricto saneamiento. EI mosaico de
las bréacteas, causado por el virus del mosaico de las bracteas del banano (BBMV), tiene una

distribucion mas limitada en el este y es menos destructivo que el bunchy top.

En contraste, el rayado del banano, causado por el virus del rayado del banano (BSV), y
el mosaico del banano, causado por el virus del mosaico del pepino (CMV), se encuentran en la
mayoria de las areas de cultivo de banano. Por lo general, estos virus causan dafios menores,
aungue existen cepas severas de cada uno de ellos. Antes de la descripcion del BSV vy el rayado
(Lockhart, 1986), los sintomas de rayado a menudo se confundian con los del mosaico (Stover,
1972; Wardlaw, 1961).

Las principales enfermedades virales presentes en el cultivo de banano son las

siguientes:
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Tabla 3: Descripcion de enfermedades virales en banano.

Virus

Enfermedad Descripcion

Cucumovirus

Virus del mosaico del
platano (BMV)
Virus del Mosaico del
Pepino (CMV)

Clorosis intervenal y en casos graves pudricion de

la parte interna de la hoja y el cilindro central. Las

plantas quedan achaparradas y se afecta la calidad
de la fruta.

Género
Bandavirus,
familia
Caulimoviridae

Clorosis intervenal tipo mosaico, lineas separadas y
patrones en forma de diamante a lo largo de las
venas. Con la edad, el tejido foliar afectado se

torna progresivamente de color oscuro, y
eventualmente llega a ser negro o café oscuro.

Virus del Estriado del
Banano (BSV)

Familia
Nanoviridae
Genero
Babuvirus sp.

Clorosis marginal en hojas, se achaparran y dan la
apariencia de un amacollamiento en la parte
superior de la planta. De este tltimo sintoma

proviene el nombre de "bunchy top". Cuando las
plantas son infectadas desde pequefias, el racimo no

Virus del bunchy top
(BBTV)

emerge y si lo hace, la fruta no es de buena calidad
Los sintomas en los peciolos se dan como puntos o
estrias amarillentas. El sintoma tipico es un
mosaico caracteristico en las brécteas florales y que
también en algunos casos se puede observar en los
frutos

Virus del mosaico de la
bractea (BBrMV)

Grupo
Potivirus

Fuente: Manzo et al. (2014); Garrido et al, (2005); Rivas y Rosales, (2003).

2.6.1. Virus del Bunchy Top (BBTV)
* Antecedentes
El virus del bunchy top es la enfermedad viral mas importante que afecta al cultivo del
platano, causando graves dafios en las plantaciones. Fue documentada por primera vez en la isla
de Fiyi en 1879y tuvo un impacto devastador en la industria platanera de Australia en la década
de 1920, practicamente eliminandola (Staiton et al., 2015). EI BBTV se ha extendido por el
Pacifico Sur, Asiay Africa, pero hasta la fecha no se ha detectado en México ni en otras regiones

productoras de platano en América Latina y el Caribe.

= Agente causal
El virus responsable del bunchy top pertenece a la familia Nanoviridae y al género
Babuvirus. Este virus tiene un genoma compuesto por seis componentes, cada uno con
aproximadamente 1000 nucleotidos de longitud, denominados DNA-R, DNA-U3, DNA-S,
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DNA-M, DNA-C y DNA-N (anteriormente conocidos como DNA-1 a DNA-6, respectivamente,
segln King et al., 2012). EI BBTV se transmite de manera persistente a traves del pulgon negro
del banano, Pentalonia nigronervosa Coq. (Thomas & Iskra-Caruana, 2000). Aunque el BBTV
no se propaga por savia, puede transmitirse mediante cormos, hijuelos y plantas producidas por
cultivo de tejidos (Thomas et al., 1995). Todas las especies de musaceas son susceptibles al
BBTV.

*  Transmision
El BBTV es transmitido principalmente por el pulgdbn del banano (Pentalonia
nigronervosa). Este insecto se alimenta de la savia de plantas infectadas y transmite el virus a
plantas sanas durante su alimentacion. Ademas, el virus puede propagarse a través del uso de

material vegetal infectado para la siembra (Anitha et al., 2019).

= Sintomatologia
Los primeros signos de infeccién por el BBTV aparecen como estrias y puntos de color
verde oscuro en las hojas y peciolos. Luego, las hojas desarrollan clorosis marginal, su
crecimiento se restringe, se vuelven achaparradas y erectas, y la parte superior de la planta
adquiere un aspecto de "bunchy top™. En plantas infectadas tempranamente, el racimo no emerge
correctamente, y si lo hace, la fruta es de mala calidad. Esta desorganizacion del crecimiento se
debe a que el virus afecta las células del floema, que se reproducen de manera excesiva y

desorganizada (Staiton et al., 2015).

= Histopatologia
Histopatologicamente, el BBTV causa alteraciones en las células del floema de la planta,
como la acumulacién de proteinas virales en los plasmalemas y la destruccién de los elementos
conductores. Esto resulta en un transporte ineficiente de nutrientes y agua, contribuyendo a los

sintomas caracteristicos de la enfermedad (Rajamaki et al., 2018).

» Ciclo de la Enfermedad
El ciclo de la enfermedad del BBTV comienza cuando los pulgones vectores adquieren
el virus al alimentarse de plantas infectadas. El virus se replica dentro del insecto y es
transmitido a plantas sanas durante su alimentacion. Dentro de la planta, el virus se mueve
sistematicamente a traves del floema, infectando nuevas areas y perpetuando el ciclo de la
enfermedad (Thwaites et al., 2022).
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= Control
Las cuarentenas son la estrategia principal para evitar la introduccion del BBTV en areas
libres de esta enfermedad. En regiones afectadas, se recomienda usar material vegetativo libre
de virus para nuevas plantaciones. La eliminacion de plantas infectadas, que sirven como fuentes
de inoculo, es crucial. También se deben restringir el movimiento y uso de material de
plantacidn, realizar inspecciones regulares en las plantaciones afectadas y promover programas
educativos y de extension para los productores. Estas medidas son esenciales para manejar la

enfermedad en las areas donde esta presente (Thomas & Iskra-Caruana, 2000).

Figura 5. A) Sintomas tipicos de Banana bunchy top virus:

B) Sintomas de "gancho J"; C) Amarillamiento y rizado de los méargenes foliares en platano
infectado con Banana bunchy top virus

Fuente: (Halbert & Baker, 2015; Heu, 2009).

2.6.2. Virus del mosaico de la bractea (BBrMV)

* Antecedentes
El Virus del Mosaico de la Bractea del Banano (BBrMV) fue detectado por primera vez
en Filipinas en la década de 1980. Posteriormente, se ha identificado en diversas regiones
productoras de banano, incluyendo India, Sri Lanka y varias partes del sudeste asiatico. Su
posible introduccion en América Latina y el Caribe es preocupante debido a las implicaciones

econOmicas para estas areas productoras (Dale et al., 2021).
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= Agente Causal
El BBrMV es un virus de ARN monocatenario de sentido positivo. Como miembro del
género Potyvirus, su genoma codifica varias proteinas clave necesarias para la infeccion y la

replicacion dentro de la planta huésped (Sharma et al., 2019).

=  Transmision
El BBrMV se propaga principalmente a través de afidos, especialmente Pentalonia
nigronervosa, mediante transmision no persistente. También se disemina mediante material de

plantacion infectado, como cormos e hijuelos (Singh et al., 2020).

= Sintomatologia
Las plantas infectadas con BBrMV presentan sintomas caracteristicos en las bréacteas y
flores del banano, incluyendo manchas cloréticas, rayas y un patrén de mosaico. Otros sintomas
pueden ser la deformacion de las flores y el crecimiento anormal de las plantas jovenes
(Thangavelu et al., 2019).

» Histopatologia
Histopatologicamente, el BBrMYV altera las células del tejido vascular, especialmente el
floema, causando acumulacién de inclusiones virales y cambios estructurales, lo que interfiere
con el transporte de nutrientes y agua, contribuyendo a los sintomas observados (Gupta et al.,
2018).

» Ciclo de la Enfermedad
El ciclo de la enfermedad del BBrMV comienza cuando los afidos vectores adquieren el
virus al alimentarse de plantas infectadas. Luego, transmiten el virus a plantas sanas durante la
alimentacion. Dentro de la planta, el virus se replica y se mueve sistémicamente, infectando

nuevas areas y perpetuando la infeccién (Kumar et al., 2020).

= Control
El manejo del BBrMV requiere controlar vectores con insecticidas y practicas culturales
adecuadas, usar material de siembra libre de virus y eliminar plantas infectadas. Ademas, es
esencial implementar programas de monitoreo y educar a los agricultores sobre practicas de

manejo integrado (Tripathi et al., 2022).
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'y g
Figura 6. Sintomas causados por BBrMV:
A) Mosaico y lesiones fusiformes en el pseudotallo; B) Patrén del mosaico café- rojizo en las

bracteas de la inflorescencia; C) Lesiones cloroticas fusiformes en la lamina foliar.
Fuente: (Thomas & Magnaye, 1996)

2.6.3. Virus del Mosaico del Platano (CMV O BMV)
* Antecedentes
El virus fue identificado por primera vez en Australia en 1930 y desde entonces se ha
encontrado en la mayoria de las regiones donde se cultiva platano (Lockhart y Jones, 2000). El
Virus del Mosaico del Pepino (CMV) ha sido detectado en varias plantas huésped, incluyendo
el pepino, desde la década de 1910 (Sasaya et al., 2020). Ambos virus pertenecen a diferentes

familias: Bromoviridae y Geminiviridae, respectivamente.

= Agente causal
El agente causal del BMV es un virus de ARN de cadena positiva, clasificado dentro del
género Potyvirus (Pérez-Egusquiza, 2019). Por otro lado, el CMV es un virus de ARN de cadena

simple perteneciente al género Cucumovirus (Sasaya et al., 2020).

=  Transmision
Estos virus son transmitidos por diferentes vectores. Mientras que el BMV es
principalmente propagado por afidos, el CMV puede ser transmitido por afidos, moscas blancas

e incluso semillas infectadas (Pérez-Egusquiza, 2019; Sasaya et al., 2020).

= Sintomatologia
Las hojas de plantas afectadas muestran un patron de clorosis entre las venas, y en casos
graves, descomposicion interna de la hoja y el cilindro central, afectando el crecimiento y la
calidad de la fruta (figura 7). Generalmente, las plantas con sintomas leves pueden recuperarse,
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lo que puede hacer que la enfermedad se vuelva endémica sin un impacto econdémico
significativo (Lockhart y Jones, 2000; Frison y Putter, 1989).

= Ciclo de la enfermedad
Tanto el BMV como el CMV tienen ciclos de enfermedad complejos que involucran la
replicacion viral dentro de las células vegetales, sequida de su propagacion a través de los tejidos

vasculares de la planta (Pérez-Egusquiza, 2019; Sasaya et al., 2020).

= Control
Es necesario implementar un programa de manejo preventivo. Las medidas
recomendadas incluyen el uso de plantas libres de virus, evitar la siembra de cultivos de la
familia Cucurbitaceae u otros hospederos del virus cerca de las plantaciones de platano,
erradicar las arvenses susceptibles al CMV, eliminar plantas infectadas y desinfectar las
herramientas agricolas con hipoclorito de sodio o calor (Frison y Putter, 1989). Ademas, es

crucial un control efectivo de los afidos, los principales vectores del CMV.

por CMV:

A) Mosaico tipico; B) Necrosamiento de nervaduras secundarias con clorosis internerval
definida; C) Necrosamiento de la hoja cigarro; D) Pérdida de la lamina foliar y necrosamiento
de tejido
Fuente: (Villegas & Cafias, 2009)
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2.6.4. Virus del Estriado del Banano (BSV)
* Antecedentes

El Virus del Estriado del Banano (BSV) fue identificado por primera vez en Costa de
Marfil en 1958. Desde entonces, se ha detectado en Asia y Australia, y también en paises de
América Latina y el Caribe, incluyendo Brasil, Colombia, Costa Rica, Cuba, Ecuador, Haiti,
Honduras, Jamaica, Nicaragua, Puerto Rico, Venezuela, y en Florida, Estados Unidos (Frison y
Sharrock, 1998). El impacto del BSV varia; en algunas areas es menor, mientras que, en otras
como Costa de Marfil, puede causar pérdidas de hasta el 90%. Este virus se distingue por su

capacidad de integrar su ADN en el genoma de las plantas de Musa y Ensete.

= Agente causal

El Virus del Estriado del Banano (BSV) pertenece al género Bandavirus dentro de la
familia Caulimoviridae (Comstock y Lockhart, 1990). Este virus tiene un genoma de ADN de
doble cadena de aproximadamente 7.5 kilobases, encapsulado en particulas bacilares de 30 por
130 nanometros (Lockhart y Olszewski, 1996). Existe una notable diversidad gendmica entre
las cepas del BSV, lo que dificulta la indexacion de material vegetal libre de virus. Toda la
progenie de plantas afectadas desarrolla sintomas, y los huéspedes del BSV se limitan al género
Musa (Frison y Sharrock, 1998).

=  Transmision
El Virus del Estriado del Banano (BSV) se propaga principalmente a través de la
cochinilla de los citricos, como Planococcus citri y Pseudococcus sp, que se establecen en la
parte inferior de las hojas, racimos y flores. Sin embargo, la difusion principal ocurre mediante
material de siembra infectado, ya que el BSV no se transmite mecanicamente. Hay pruebas
solidas de su transmision por semillas y material vegetativo infectado, pero no por el suelo ni

herramientas agricolas (Nabor-Romero, 2014).

= Sintomatologia
Los primeros signos del Virus del Estriado del Banano (BSV) incluyen clorosis
intervienal con un patron de mosaico, lineas separadas y patrones en forma de diamante a lo
largo de las venas. A medida que avanza, el tejido foliar afectado oscurece hasta volverse negro
o café oscuro. La infeccion por BSV estéa relacionada con la muerte de las puntas y la necrosis

interna del pseudotallo, disminuyendo el vigor y crecimiento de las plantas, reduciendo el peso
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de los racimos y deformando los frutos. Los sintomas pueden ser intermitentes y no todas las
hojas muestran signos de estriado (Frison y Sharrock, 1998).

= Ciclo de la enfermedad
El ciclo de vida del BSV implica la replicacion del virus dentro de las células vegetales
infectadas, seguida de su difusién a través del sistema vascular de la planta (Chabannes et al.,
2017).

= Control
El control del virus del estriado del platano implica la eliminacién de las plantas
infectadas, las cuales pueden ser tratadas con insecticidas para eliminar la cochinilla que actua
como vector del virus. Ademas, es importante garantizar que las plantas utilizadas en cultivo de
tejidos estén certificadas para prevenir la transmision del virus (Frison y Sharrock, 1998). La
heterogeneidad del BSV representa un desafio significativo para la deteccion seroldgica

confiable.

Figura 8. Sintomas causados por BSV:
A) Rayado tipico con clorosis intermitente; B) rayado alternado entre clorético y necrético; C)

Distorsion en la filotaxia, hojas en forma de abanico; D) Lineas paralelas a la nervadura
central y manchones cloroticos; E) Descalcetamiento de la base del pseudotallo

Fuente: (Villegas & Cafias, 2009)
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2.7. Vectores de trasmision de enfermedades

Tabla 4: Vectores de enfermedades bacterianas y virosis en el cultivo de banano

Vector

Enfermedad

Bacteriana Virosis

Dendroctonus ponderosae

Erwinia spp. = Pectobacterium spp.
Pectobacterium chrysanthemi

P. carotovorum subsp. Carotovorum
Dickeya paradisiaca formerly

Helicutylenchus sp.
Pratylenchus sp. y
Meloidogyne sp

Ralstonia solanacearum Raza 2
Ralstonia syzygii subsp. celebesensis

Drosophila melanogaster
Meigen

Xanthomonas campestris pv. musacearum,
recientemente descubierta como:
Xanthomonas vasicola pv. musacearum.

Pentalonia nigronervosa

Virus del bunchy top/Banana Bunchy Top
Virus (BBTV)

Aphis gossyphit,
Rhopalosphum maydis
Myzus persicae
Rhopalosiphum
prunifoliae

Virus del mosaico del platano (BMV) o
Virus del Mosaico del Pepino (CMV)

Pentalonia nigronevosa
Aphis gossypii
Rhopalosiphum maydis

Virus del mosaico de la bractea (BBrMV)

Planococcus citri
Pseudococcus sp

Virus del estriado o rayado del
banano/Banana Streak virus (BSV)

Fuente: Martinez et al, (2023); Fernandez et al, (2021) Manzo et al. (2014); Garrido et al,
(2005); Rivas y Rosales, (2003); Mitchell y Gordon (1966).
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Ubicacién del area de estudio

El area de estudio destinada fue la hacienda Sarahi la cual se encuentra ubicada en el
Canton El Guabo via a Pasaje, Provincia de EI Oro en las coordenadas geograficas 3°15'01"S -
79°49'18"W, (Figura 9).

MAPA DE UBICACION

-8886000

8886500 -8885500 -8885000

8886500 -8886000 -8885500 8885000

0 170 340 630 1020 1360 COORDENADAS PLANAS U.TM
ESCALA GRAFICA: ™™ SISTEMA DE PROYECCION WG S84 - ZONA 17 SUR

Figura 9. Ubicacion georreferenciada del area de estudio

3.2 Materiales

e Bacteria

Tabla 5: Reactivos y equipos de laboratorio empleados en el estudio.

Reactivos Equipo de laboratorio
e Agar MacConkey o deoxicolato e Cajas de Petri
e Alcohol industrial 90% e Azade siembra
e Alcohol potable 70% e Autoclave
e Agua destilada e Mechero
e Cristal violeta e Tubos de ensayo
e Lugol e Gradillas de metal
e Acetona e Vasos precipitados de 50 a 500 ml
e Safranina e Probeta de 100 ml

[ ]

Camara de flujo laminar
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¢ Cinta de papel

¢ Rollo strench
Microscopio
Estetoscopio

Porta y cubre objeto
Aceite de inmersion
Pisetas

Pipeta

Balanza analitica
Microondas

e Agitador magnético
e Red entomologica

e Virus

Tabla 6: materiales de campo usados en el estudio.

Materiales

Baldes de 20 L
Fundas negras
Sustrato

Palas

Cinta adhesiva
Plantas de banano

3.3 Métodos
3.3.1 Fase de campo

e Muestreo y recoleccién de insectos plaga

La captura de insectos plaga se realizé in situ en la hacienda Sarahi, la captura fue de
forma manual mediante el deschante y la limpieza de la base de la planta para el caso de los
insectos del orden Coleoptera. Se empled una red entomoldgica para insectos del orden Diptera
y hemiptera.
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A) Chinche harinosa; B) Picudo negro; C) D) E) Picudo rayado.

e Adecuacion del material vegetal e inoculacion de virus
Se colocaron diez baldes de 20 litros, previamente perforados, que se cubrieron con una
funda negray se llenaron con sustrato. Luego, se procedi6 a sembrar los plantines de meristemos

Cavendish.
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Se realiz6 dos métodos de inoculacion, el método mecénico (propagacion vegetativa)
que consistid en realizar un injerto con material vegetal infectado en el pseudotallo en 4 plantas,
y el método de inoculacion mediante vector, el cual se coloco insectos del orden Coledptera

(Picudo negro y Picudo rayado) en 6 plantas.

~ LI i\ B o T
Figura 12. A) Planta infectada con virosis; B) Inoculacion Mecanica; C) Inoculacion por

insectos Vectores
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3.3.2 Fase de laboratorio
e Identificacion de insectos
La fase de laboratorio se llevo a cabo en el laboratorio de fitopatologia de la empresa
Agrisum. La correspondiente identificacion de insectos se llevo a cabo mediante identificacion
morfologica, basandonos en la observacion visual, utilizando herramientas como lupas,
microscopio, claves dicotomicas y guias bibliograficas, para examinar caracteristicas fisicas,
incluyendo la estructura del cuerpo, las alas, las antenas y las patas. Adicionalmente,
empleamos la fotografia para capturar imagenes que pudieran facilitar la identificacion.

- Figura 13. Identificacion morfoldgica de insec;ts.
A) Picudo rayado; B) Férceps de insecto tijereta; C) Cabeza de picudo rallado, vista lateral; D)
Cabeza de tijereta.
e Elaboracion del medio de cultivo para bacterias

Para la preparacion de medio de cultivo se utilizé el agar MacConkey o deoxicolato a 50

g/L este medio es altamente selectivo y diferencial adecuado para la deteccion y conteo de
organismos coliformes, asi como para la deteccion y aislamiento de especies de Salmonella 'y
Shigella en muestras patologicas y alimenticias. Las sales biliares y el cristal violeta inhiben

considerablemente la flora Gram-positiva. Se utiliza el indicador de pH rojo neutro para
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verificar la degradacion de lactosa por microorganismos fermentadores, lo que, junto con la

absorcion del indicador, da un color rojo a las colonias.

Tambien puede observarse una zona de precipitado biliar debido a la disminucion
localizada del pH. Los organismos que no fermentan la lactosa producen colonias incoloras y

traslucidas. Las placas con el medio inoculado deben incubarse de 18 a 24 horas a 35 + 2 °C.

Para determinar el peso necesario para las cajas de Petri se realizé una regla de tres en

base al volumen requerido.

50g - 1L
X =>0250L
X=12.5 g para 250 ml.

Para la homogenizacion de esta solucién es necesario agitador magnético a
aproximadamente 200 a 600 rpm. Luego se coloca el medio de cultivo en el microondas durante
3 minutos. El resultante se vertié en un matraz de 500 ml para colocarlo en el autoclave a 121
°C 0 15 psi por 15 minutos. Se enciende previamente la cdmara de flujo laminar por 20 min con
luz UV, luego de esto y a la par del medio de cultivo se procede a dosificar 13 ml en cada caja

de Petri y dejamos reposar hasta el momento de la inoculacion.

e Aislamiento y purificacién de bacterias
Para la siembra de bacterias utilizamos la técnica de puncion la cual consiste en tomar
una parte del micelio con un asa micoldgica (o asa recta) e inocular el microorganismo a estudiar
mediante una puncién suave en el centro de la placa. Realizamos el lavado de insectos,

procedimiento previo esencial para poder realizar una siembra bacteriana de manera efectiva.

Este proceso asegura que las bacterias aisladas y cultivadas provengan del interior del
insecto y no de contaminantes externos. Cada insecto es colocado en un tubo de ensayo con 10
ml de agua destilada como sustancia madre. Cada nivel de disolucion se pipeteo 1 ml, en medio

MacConkey. En el aislamiento o inoculacién se empled 0,1 ml de la disolucién 10.;.

Para terminar, se sella la caja con el rollo strench y se etiqueta. Se encubaron a 28°C por
24 ha48 h. Se procedid con la purificacion, para lo cual con ayuda del asa de siembra se aislaron
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bacterias de cajas poco contaminadas a una disolucion de 10.4 para obtener la cepa pura con un

tiempo de inoculacion de 48 h (Figura 14).

Figura 14. Aislamiento y purificacion de bacterias

3.3.3. Pruebas diferenciales
= Tincién Gram

Esta tincidn se realizd para observar la forma de la célula bacteriana y su agrupacion.
Primero se prepard un frotis, luego se agreg6 cristal violeta y se dejé actuar por 1 minuto,
seguidamente se retird el exceso y enjuagé con agua destilada, luego se coloco lugol y se dejo
actuar por 1 minuto, seguidamente se retir6 el exceso y enjuagoé con agua destilada, luego se
coloco acetona y se dejé actuar por 30 segundos, seguidamente se retird el exceso y enjuago
con agua destilada y por dltimo se colocé safranina se dejo actuar por 45 segundos,
seguidamente se retir6 el exceso y enjuago6 con agua destilada, se seco al mechero. Se agregd

una gota de aceite de inmersion y se observo al microscopio a 100x (Figura 15).
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Figura 15. Observacion bajo microscopio, muestra: Picudo rayado

e Desarrollo en agar McConkey

El medio McConkey es un medio selectivo y diferencial disefiado para aislar y
diferenciar bacterias de la familia Enterobacteriaceae y ciertos organismos no fermentadores.
Este medio, desarrollado por (McConkey ,1905). Se utiliza para sembrar las muestras mediante
estrias en placas, las cuales se incuban a 28°C durante 24 horas. La prueba se considera positiva
si se observan colonias de color rosado o rojo, lo que indica la presencia de bacterias capaces

de fermentar la lactosa.

3.3.4. Caracterizacion e identificacion del agente causal
e Caracteristicas culturales y morfologicas
Caracteristicas de colonia en medio MacConkey: Una colonia es una poblacion de
células microbianas que se origina a partir de una sola célula, la cual ha producido varias
generaciones en un medio de cultivo sélido. Diferentes especies microbianas forman colonias
que varian en tamario, forma y color, dependiendo de las condiciones del medio de cultivo
(BRADSHAW, 1973). Estas caracteristicas, que se pueden observar a simple vista, son

importantes para su clasificacion:

39



Tamario
Forma
Borde
Elevacion
Superficie
Consistencia

Aspecto

YV V V V V V V V

Pigmento

La caracterizacion morfologica se llevo a cabo mediante Tincion de Gram simple para
observar la forma y el patrén de agrupacion de las células bacterianas. Primero, se prepard un
frotis y luego se aplico azul de metileno, dejandolo actuar durante 1 minuto. Luego, se enjuago
con agua corriente y se seco al calor del mechero. Finalmente, se afiadio una gota de aceite de

inmersion y se examind bajo el microscopio a 100x.
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4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Descripcién taxondmica de insectos capturados

A continuacidn, se presenta la descripcion taxondmica de los insectos capturados durante

el estudio, los cuales pertenecen a los érdenes Coledptera, Dermaptera, Hymenoptera y Diptera.

La identificacion precisa de estos insectos es crucial para comprender el riesgo de estos como

vectores de virus y bacterias que afectan al cultivo de banano.

Tabla 7. Taxonomia de insectos del orden Coledptera.

Reino: Animalia Animalia Animalia Animalia
Division: Arthopoda Arthopoda Arthopoda Arthopoda

Clase: Insecta Insecta Insecta Insecta
Orden: Coledptera Coleoptera Coleoptera Coledptera
Familia: Curculionidae Curcullonidae Histeridae Curcullonidae
Genero: Metamasius Cosmopolites Saprinus Rhynchophorus
Especie: M. hemipterus C. sordidus S. cyaneus R. palmarum
Nombre Metamasius Cosmopolites Saprinus cyaneus | Rhynchophorus

Cientifico: hemipterus L. sordidus Germar Erichson palmarum

Estas cuatro especies del orden coledptero son los principales insectos cuya poblacion

es mayor dentro del area de estudio; por lo cual, conocer las especies exactas permite poder

implementar programas de monitoreo y control especifico, reduciendo el impacto econémico

de las plagas.
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Tabla 8. Taxonomia de insectos del orden Dermaptera, Hymenoptera, Diptera.

Reino: Animalia Animalia Animalia Animalia
Division: Arthopoda Arthopoda Arthopoda Arthopoda
Subdivision: | Héxapoda

Clase: Insecta Insecta Insecta Insecta
Subclase: Prerygota

Orden: Dermaptera Diptera Diptera Hymenoptera
Familia: Forficulidae Stratiomydae Drosophilidae Formicidae
Subfamilia | Forticulinae Drosophilinae

Genero: Forficula Hermetia Drosophila Paratrechina
Especie: F. ruficollis Hermetia illucens | D. melanogaster Paratrechina fulva
Npmb}r_e ] FOFf'C“.'a Hermetia illucens Drosophila . Paratrechina fulva
Cientifico: ruficollis melanogaster Meigen

Los insectos identificados en la tabla 8 (Forficula ruficollis, Hermetia illucens,

Drosophila melanogaster y Paratrechina fulva) no son vectores principales de virus o bacterias

especificas del banano, pero su presencia puede contribuir indirectamente a la diseminacion de

patdgenos y problemas sanitarios en los cultivos (Niyongere et al., 2015; Watanabe et al., 2013).

4.2 Estadistico descriptivo de insectos capturados

Tabla 9. Tabla de estadistico descriptivo del Numero de insectos capturados por cada Orden

en los 3 Lotes.

95% del intervalo de
confianza para la media

Desv. Desv. Limite Limite
N Media Estand. CV % Error inferior superior Min. Max.
Coledptera 3 7.33 2.08 28.37 1.20 2.16 12.50 5.00 9.00
Diptera 3 23.33 9.87 42.30 5.70 -1.17 47.84 12.00 30.00
Derméptera 3 3.67 115 31.33 0.67 0.80 6.54 3.00 5.00
Himendptera 3 5.67 2.08 36.68 1.20 0.50 10.84 4.00 8.00
Total 12 10.00 9.27 92.70 2.68 4.1078 15.89 3.00 30.00
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La tabla de estadisticos descriptivos muestra el nimero de insectos capturados en tres
lotes para los 6rdenes Coleoptera, Diptera, Dermaptera e Himendptera. Los resultados indican
que Diptera tiene la mayor media de capturas con 23.33 insectos y también muestra la mayor
variabilidad relativa con un coeficiente de variacion (CV) del 42.30%. Le sigue el Orden
Coleoptera con una media de 7.33 insectos y un CV del 28.37%. Los érdenes Derméptera e
Himendptera presentan menores capturas medias de 3.67 y 5.67 insectos, respectivamente, con
CV del 31.33% y 36.68%. En general, hay una variabilidad considerable en el nimero de
capturas, como lo refleja el CV total del 92.70%.

N° de Lote
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I
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25.00

20.00

15.00
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Figura 16. Promedio de insectos capturados en cada Orden por Lote.

4.3. Aislamiento y codificacion

A partir de la coleccion de muestras de los diferentes insectos capturados en plantacion
de banano con problemas de bacteriosis, se obtuvieron un total de 31 aislamientos (Figura 8),
de los cuales 10 son de procedencia del insecto Metamasius hemipterus L, 4 del insecto

Drosophila melanogaster Meigen, 1 del insecto Paratrechina fulva, 1 del insecto Hermetia
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illucens, 1 del insecto Saprinus cyaneus Erichson, 1 del insecto Forficula ruficollis, 3 del insecto

Cosmopolites sordidus Germar, 10 del insecto Rhynchophorus palmarum. Los cuales se

encuentran codificadas respectivamente en la Tabla 10.

Tabla 10: Codificacion de los aislamientos obtenidos de la captura de insectos en las plantas

de banano.
N° INSECTO CODIGO
1 Metamasius hemipterus L. PR1(-1) 1
2 Metamasius hemipterus L. PR3(-2) 1
3 Metamasius hemipterus L. PR4(-2) 1
4 Metamasius hemipterus L. PR7(-2) 1
5 Metamasius hemipterus L. PR5(-2) 1
6 Metamasius hemipterus L. PR5(-2) 2
7 Drosophila melanogaster Meigen B1(-1)1(-4)
8 Drosophila melanogaster Meigen B1(-1) 2 (-4)
9 Drosophila melanogaster Meigen Bl (-1) 3(-4)
10 Drosophila melanogaster Meigen B1(-1) 4 (-4)
11 Paratrechina fulva HB (-2) 1
12 Hermetia illucens D1(-2) 1 (-4)
13 Saprinus cyaneus Erichson E(-2)1(-4)
14 Saprinus cyaneus Erichson E (-2) 2 (-4)
15 Forficula ruficollis T(-2)1(-4)
16 Forficula ruficollis T(-2) 2 (-4)
17 Forficula ruficollis T (-2) 3(-4)
18 Cosmopolites sordidus Germar PNP (-2) 1 (-4)
19 Cosmopolites sordidus Germar PNP (-2) 2 (-4)
20 Cosmopolites sordidus Germar PNP (-2) 3 (-4)
21 Cosmopolites sordidus Germar PNP (-2) 4 (-4)
22 Rhynchophorus palmarum PNG (-2) 1 (-4)
23 Rhynchophorus palmarum PNG (-2) 2 (-4)
24 Rhynchophorus palmarum PNG (-2) 3 (-4)
25 Rhynchophorus palmarum PNG (-2) 4 (-4)
26 Rhynchophorus palmarum PNG (-2) 5 (-4)
27 Rhynchophorus palmarum PNG (-2) 6 (-4)
28 Rhynchophorus palmarum PNG (-2) 7 (-4)
29 Rhynchophorus palmarum PNG (-2) 8 (-4)
30 Rhynchophorus palmarum PNG (-2) 9 (-4)
31 Rhynchophorus palmarum PNG (-2) 10 (-4)
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Figura 17. Crecimiento y desarrollo de los aislamientos bacterianos

4.4. Prueba diferencial

4.4.1. Tincion de Gram

La tincion de Gram es una técnica que permite distinguir entre bacterias Gram negativas,
que se tifien de rojo o rosado, y bacterias Gram positivas, que se tifien de violeta (Bradshaw,
1973). De los 31 aislamientos obtenidos, se seleccionaron 16 que resultaron ser Gram negativos,

10 resultaron ser Gram positivos y 5 muestras contaminadas. (Tabla 9 y Figura 13).

Figura 18. Prueba de tincion de Gram para determinar bacterias Gram positivas 0 negativas.
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Tabla 11: Tincién Gram realizados a los aislamientos bacterianos obtenidos de la plantacion

de banano.

N° CODIGO TINCION DE GRAM
1 PR1(-1) 1 -

2 PR3(-2) 1 +

3 PR4(-2) 1 +

4 PR5(-2) 1 -

5 PR5(-2) 2 -

6 PR7(-2) 1 +

7 B1(-1)1(-4) -

8 B1(-1) 2 (-4) -

9 B1(-1) 3 (-4) -

10 B1(-1) 4 (-4) -

11 HB (-2) 1 +

12 D1 (-2) 1 (-4) -

13 E(-2)1(-4) Contaminado
14 E (-2) 2 (-4) -

15 T(-2)1(-4) Contaminado
16 T(-2) 2 (-4) +

17 T(-2) 3 (-4) +

18 PNP (-2) 1 (-4) +

19 PNP (-2) 2 (-4) Contaminado
20 PNP (-2) 3 (-4) -

21 PNP (-2) 4 (-4) -

22 PNG (-2) 1 (-4) -

23 PNG (-2) 2 (-4) -

24 PNG (-2) 3 (-4) +

25 PNG (-2) 4 (-4) -

26 PNG (-2) 5 (-4) -

27 PNG (-2) 6 (-4) Contaminado
28 PNG (-2) 7 (-4) Contaminado
29 PNG (-2) 8 (-4) +

30 PNG (-2) 9 (-4) -

31 PNG (-2) 10 (-4) +

Ref.: (-) Gram negativa; (+) Gram positiva.
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Figura 19. Grafico de tincion de Gram.

4.4.2. Crecimiento en medio McConkey

El agar MacConkey es un medio selectivo disefiado para el aislamiento y diferenciacion
de bacterias de la familia Enterobacteriaceae y otros bacilos entéricos fermentadores y no
fermentadores de lactosa (MC CONKEY, 1905). Las bacterias que fermentan lactosa forman
colonias de color rosado en este medio, mientras que las no fermentadoras producen colonias

incoloras o transparentes.

Este medio permite diferenciar y separar bacterias del género Erwinia, que fermentan
lactosa, del género Providencia, Proteus, Pseudomonas que no la fermentan. De 31 aislamientos,
6 produjeron colonias rosadas en este medio selectivo y diferencial, de las cuales 2 cuales fueron
identificadas como gram negativas. Los 25 aislamientos restantes produjeron colonias incoloras
o translucidas. Investigaciones indican que después de 24 horas de incubacion, Pectobacterium
(antes conocido como Erwinia) desarrollé colonias rojo-rosadas, una caracteristica de las
bacterias fermentadoras de lactosa (RUIZ, 2015; MARCELO, 2017).

Se observo el crecimiento bacteriano En el medio de cultivo MacConkey donde se
visualizé que las muestras A y B de color rosado existen colonias de bacterias de la familia

Enterobacteriaceae, mismas que fermentan lactosa. Por otro lado, las muestras C y D aparecen
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cepas incoloras en este mismo medio debido a que no fermentan lactosa, Tal como lo describe

ARROYAVE et al. (2013) el cual mencionan que las colonias de bacterias como Pseudomonas,

Rhizobium, y Ralstonia cultivadas en agar MacConkey son incoloras, indicando que no

fermentan lactosa (Figura 15).

Figura 20. Colonias de bacterias en agar MacConkey:

4.5. Caracterizacion e identificacion del agente causal

4.5.1. Caracteristicas culturales y morfolégicas

Tabla 12: Caracteristicas morfologicas de los aislamientos bacterianos aisladas en Banano.

N° Cadigo Color Transparencia  Forma Elevacion Borde Superficie

1 PR1(-1) 1 Café Translucido Circular Convexa Ondulado Lisa

2 PR3(-2) 1 Crema- Translucido Circular Convexa Entero Lisa
amarillo

3 PR4(-1) 1 Crema- Translucido Circular Convexa Entero Lisa
amarillo

4 PR5(-2) 1 Rosado Translucido Circular Convexa Entero Lisa

5 PR5(-2) 2 Rosado Translucido Circular Convexa Entero Lisa

6 PR7(-2) 1 Rosado Translucido Circular Convexa Entero Lisa
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7 B1(-1)1 Blanco Translucido Circular Convexa Entero Lisa

8 B1(-1)2 Blanco Translucido Circular Convexa Entero Lisa

9 B1(-1)3 Blanco Translucido Circular Convexa Entero Lisa

10 B1(-1)4 Blanco Translucido Circular Convexa Entero Lisa

11 D1(-2)1 Crema- Translucido Irregular Convexa Filamentoso Lisa
amarillo

12 E(-2)2 Crema- Opaco Circular Convexa Ondulado Lisa
amarillo

13 HB(-2)1 Crema- Translucido Circular Convexa Entero Lisa
amarillo

14 T(-2)2 Rosado Translucido Circular Convexa Entero Lisa

15 T(-2)3 Rosado Translucido Circular Convexa Entero Lisa

16 PNP(-2)1  Rosado Traslucido Circular Convexa Entero Lisa

17 PNP(-2)3  Crema- Traslucido Circular Convexa Ondulado Lisa
amarillo

18 PNP(-2)4  Crema- Translucido Circular Convexa Ondulado Lisa
amarillo

19 PNG(-2)1 Crema- Traslucido Circular Convexa Ondulado Lisa
amarillo

20 PNG(-2)2 Crema- Opaco Circular Convexa Ondulado Lisa
amarillo

21 PNG(-2)3 Rosado Translucido Circular Convexa Entero Lisa

22 PNG(-2)4  Crema- Translucido Circular Convexa Ondulado Lisa
amarillo

23 PNG(-2)5 Crema- Translucido Circular Convexa Ondulado Lisa
amarillo

24 PNG(-2)8 Rosado Translucido Circular Convexa Entero Lisa

25 PNG(-2)9  Crema- Translucido Circular Convexa Ondulado Lisa
naranja

26 PNG (-2)10 Crema- Translucido Circular Convexa Ondulado Lisa
naranja

Los resultados de la caracterizacion de los aislamientos bacterianos revelan una
morfologia circular en todas las muestras de colonias a excepcién de la numero 11 (D1 (-2) 1) y
gue presenta forma irregular. Ademas, entre las caracteristicas predominantes se encuentran una

coloracion crema-amarillo, traslucido, elevacion convexa, y una superficie lisa.
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4.5.2. Estadistico descriptivo de bacterias identificadas

Tabla 13. Tabla de estadistico descriptivo del Numero de Bacterias identificadas por cada

Orden en los 3 Lotes.

95% del intervalo de
confianza para la media

Desv. Desv. Limite Limite
N Media Estand. CV % Error inferior superior Min. Max.
Coleoptera 3 2.67 153 57.30 0.88 -1.13 6.46  1.00 0.88
Diptera 3 2.00 0.00 0 0.00 2.00 200 2.00 0.00
Dermaptera 3 1.00 0.00 0 0.00 1.00 1.00 1.00 0.00
Himendptera 3 1.00 0.00 0 0.00 1.00 1.00 1.00 0.00
Total 12 1.67 0.98 58.68 0.28 1.04 2.2923  1.00 0.28

La tabla muestra estadisticas descriptivas sobre el nimero de bacterias identificadas en

tres lotes para los drdenes Coledptera, Diptera, Dermaptera e Himenoptera. Coledptera tiene la

mayor media de bacterias identificadas con 2.67, acompafiado del mayor coeficiente de

variacion (CV) de 57.30%, indicando una considerable variabilidad. En cambio, Diptera,

Dermaéptera e Himendptera tienen medias de 2.00, 1.00 y 1.00 bacterias respectivamente, sin

variabilidad en los datos como lo refleja su desviacion estandar de 0.00. En términos de valores

observados, las identificaciones de bacterias varian de 1 a 4 tal como se observa en la figura.

4.00

1.00

Media del mimero de Bacterias identificadas en cada Orden de
insecto por Lote

0.00

Coleoptera Diptera Dermaptera Hymenoptera

N de Lote

m4
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;s
s
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Figura 21. Promedio de identificacion de Bacterias en cada Orden por Lotes.
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4.5.3. Identificacion de bacterias aisladas

e Acinetobacter sp.

El género Acinetobacter se encontré en los aislamientos PR1 (-1) 1y PNG (-2) 9. Los
datos de identificacion bacteriana indican que pertenece al Phylum Pseudomonadota, orden
Pseudomonadales. La caracteristica presentada en cuanto al crecimiento en el medio
MacConkey fue la formacion de colonias pequefias, circulares, y de color cafe, que no son
fermentadoras de lactosa. Morfoldgicamente, se presentd como cocobacilos gram-negativos, lo
que significa que tienen una forma intermedia entre cocos y bacilos, se presenta individual. No
se logro determinar la especie, sin embargo, se obtuvo que los vectores asociados a estos

aislamientos son Metamasius hemipterus L. y Rhynchophorus palmarum.

Hernandez & GOmez (2021) describen a Acinetobacter sp. como cocobacilos
gramnegativos que pueden parecer cocos al microscopio. Rani & Vijayalakshmi (2017) indican
gue no fermentan lactosa, presentan un color café y forman colonias transparentes. Diaz et al.
(2023) reportan la presencia de Acinetobacter sp. en insectos asociados al banano, mientras que
Kumar et al. (2018) destacan su hallazgo en coledpteros, subrayando las importantes
implicaciones ecoldgicas y sanitarias debido a que estos insectos pueden diseminar bacterias

resistentes.

e Staphylococcus sp.

La identificacion de Staphylococcus sp Encontrados en los aislamientos PR3 (-2) 1, PR4
(-2) 1y HB (-2) 1 se realizd mediante el anlisis de sus caracteristicas culturales y morfolégicas.
Morfolégicamente, Staphylococcus es un coco gram-positivo, que tipicamente se agrupa en
racimos o "racimos de uvas" al observarse bajo el microscopio. Culturalmente, en medio de
cultivo MacConkey, Staphylococcus forma colonias transllcidas o incoloras de coloracion

crema_amarillo.

Segun Cervantes et al. (2014), estas bacterias son cocos grampositivos que pueden
presentarse en pares, de manera aislada, o formando racimos. La formacion de racimos es una
caracteristica muy comun de este género. Ademas, Guzman et al. (2017) menciona la
importancia de los cultivos en agar MacConkey, destacando que los cultivos de Staphylococcus

no son fermentadores que generalmente se presentan con una apariencia transparente.
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Segun Jiménez et al. (2022), se ha observado que la presencia de Staphylococcus en el
picudo puede tener implicaciones para la sanidad vegetal, ya que estos insectos pueden actuar
como vectores de bacterias patdgenas. La presencia de Staphylococcus en los vectores
Metamasius hemipterus L. y Paratrechina fulva sugiere que estos insectos pueden ser vectores

importantes para la diseminacion de estas bacterias en los cultivos de banano.

e Dickeya chrysanthemi cf.

La identificacion de Dickeya chrysanthemi (anteriormente conocida como Erwinia
chrysanthemi) en el aislamiento PR5 (-2) 1 se dio mediante sus caracteristicas culturales y
morfolégicas distintivas. podemos deducir que las caracteristicas observadas en el cultivo de
estudio son colonias de color rosado-rojizo, circular, enteros, lisos al examinar bajo el
microscopio, se identificaron bacilos gramnegativos, que se caracterizan por ser rectos y cortos.

Se observan como células individuales o en pares.

Segin FAHY y PERSLEY (1983), las colonias de Erwinia chrysanthemi (actualmente
conocida como Dickeya chrysanthemi) y Erwinia carotovora (ahora Pectobacterium
carotovorum) suelen ser circulares, convexas, lisas y enteras, aungque también pueden presentar
margenes irregulares. Las investigaciones han demostrado que Metamasius hemipterus puede
transportar D. chrysanthemi cf. tanto en su superficie externa como en su sistema digestivo,
contribuyendo a la transmision de esta bacteria a través de sus actividades de alimentacion y

movimiento (Gonzélez et al., 2022).

Su aislamiento en asociacion con Metamasius hemipterus L. subraya la importancia de
este insecto como vector de patdgenos vegetales. La diseminacion de Dickeya por estos vectores
puede tener implicaciones significativas para la agricultura, especialmente en cultivos de alto

valor econémico como las plantas ornamentales y horticolas (Charkowski, 2018).

e Kilebsiella oxytoca cf.

En el aislamiento PR5 (-2) 2 se encontré K. oxytoca, el cual morfolégicamente es un
bacilo gram-negativo, de forma recta y tamafio mediano. Una caracteristica clave de K. oxytoca
es de una apariencia mucoide en las colonias. En el agar MacConkey, produce colonias mediano,
con bordes enteros y de color rosadas debido a su capacidad para fermentar lactosa rapidamente,

lo que distingue a esta especie de otras enterobacterias.
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Segun Podschun & Ullmann (2020), es un bacilo gram-negativo, con un tamafio de 1-2
micrometros de largo y 0.5 micrometros de ancho, que presenta una cédpsula prominente
responsable de la apariencia mucoide de sus colonias (Podschun & Ullmann, 2020). Un estudio
realizado por Kamel et al. (2022) revel6 que la presencia de Klebsiella oxytoca en el sistema

digestivo de M. hemipterus.

e Enterococcus sp.

Se pudo observar en los aislamientos PR7 (-2) 1, PNP (-2) 1, PNG (-2) 3y PNG (-2) 8
la formacion de colonias pequefias y generalmente transltcidas o de un color rosado. Sin
embargo, no fermenta la lactosa, lo que lo diferencia de muchas enterobacterias gramnegativas
que forman colonias de color rosa o rojo intenso debido a su capacidad para fermentar la lactosa.

Morfol6gicamente, Enterococcus sp. se presenta como €ocos grampositivos que se
agrupan en pares. Segun (Diaz et al., 2010), son gram positivas esféricas u ovoides que pueden
ir de 0.6 a 2 micras no son formadores de lactosa y que se presentan en pares 0 en cadenas cortas.
Rasadiya et al. (2023), mencionan que hicieron cultivos e aislamientos de enterococcus en agar
MacConkey y encontraron colonias de color rosado magenta brillantes las cuales se
consideraron como enterococcus. Acufia (2009), realiz6 un estudio de diversidad bacteriana en
el intestino de larva de coledpteros y encontrd varias especies de enterococos.

e Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp. es una bacteria gramnegativa encontrada en el aislamiento D1 (-2) 1,
y es conocida por no fermentar lactosa, produciendo colonias incoloras o translicidas
(amarillo_cafe). Se caracterizan por ser grandes, lisas, bordes irregulares. Morfol6gicamente,

Pseudomonas son bacilos rectos.

Puma & Palomino (2019), describe caracteristicas importantes de las colonias de
Pseudomonas, sefialando que tienen bordes ondulados e irregulares, una superficie lisa y una
consistencia cremosa. Las bacterias son bacilos gramnegativos. Segin Ashdown & Clarke
(1992), mencionan que algunas especies de Pseudomonas comienzan a tomar una tonalidad
amarillo-café después de 24 horas. Saati (2021), menciona algo importante que la pseudomona
se ha encontrado varias especies de pseudomonas asociadas a insectos sea tanto en su entorno

como también formando de la microbiota natural de los insectos.
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e Providencia sp.

En los aislamientos E (-2) 2, PNG (-2) 1, PNG (-2) 5y PNP (-2) 3 se encontrd la bacteria
gramnegativa Providencia sp., la cual pertenece a la familia Enterobacteriaceae que forma
colonias incoloras o ligeramente transllcidas debido a la incapacidad de fermentar la lactosa
presente en el medio, Las colonias de Providencia sp. suelen ser de tamafio mediano, lisas y de
bordes enteros. Morfolégicamente, al microscopio, Providencia aparecen bacilos pequefios y

unidos solos y en pares.

Segin Nagham (2020), menciona que se utilizo agar MacConkey para aislar
Providencia, destacando que las colonias de esta bacteria suelen ser hialinas, es decir,
transparentes y brillantes, a veces opacas, con bordes enteros y no fermentadoras de lactosa.
Chacon (2009) realizé un estudio en un escarabajo y encontrd una bacteria con caracteristicas
similares a las observadas en el cultivo: bacilos pequefios y no muy alargados, frecuentemente

en pares.

e Streptococcus sp.

Esta bacteria grampositiva se encontro en los aislamientos T (-2) 2y T (-2) 3 la cual
presentd colonias rojizas pequefias, redondeadas y opacas. Morfoldgicamente, Streptococcus
aparece como cocos esféricos que se agrupan en diplococos bajo el microscopio. Segun
(Gaschignard et al., 2020), describen las caracteristicas de Streptococcus, destacando que son

bacterias grampositivas de forma cocoide ovalada, que se agrupan en pares 0 en cadenas.

Windsor & Elliott (2009), mencionan que realizaron cultivos de Streptococcus en agar
MacConkey y observaron colonias de color rojizo. Este dato es especialmente relevante, ya que
actualmente la mayoria de las investigaciones se basan en técnicas moleculares y suelen usar

agar sangre para el cultivo de estas bacterias.
e Burkholderia sp.

Se observo poblaciones en los aislamientos PNP (-2) 4, PNG (-2) 2 y PNG (-2) 10 de
esta bacteria gramnegativa que puede ser no fermentadora de lactosa. Las colonias son lisas,
brillantes y de tamafio pequefio a mediano. Muestran un ligero color amarillo debido a la
produccién de pigmentos. Morfoldgicamente, son bacilos rectos o ligeramente curvados se

encuentran solos (agrupados).
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Segun Palleroni (2015), describe varias caracteristicas de la bacteria son bacilos
gramnegativos que pueden encontrarse solos o en empalizada (en cadenas o agrupados).
También se menciona que algunas especies no fermentan lactosa, presentando un color naranja
en las colonias, y que pueden habitar en animales y suelos, siendo patdgenas o no patdgenas. La
bacteria Burkholderia sp. ha sido identificada como una de las bacterias asociadas con el insecto

Cosmopolites sordidus Germar, conocido comdnmente como el picudo negro del banano.

e Proteus sp.
Se encontro6 poblaciones en los aislamientos B1 (-1) 3 (-4), B1 (-1) 4 (-4), B1 (-1) 2 (-4)
y Bl (-1) 1 (-4), identificado como un bacilo gram-negativo, estos son bacilos rectos y
tipicamente se agrupan en pares o cadenas cortas. Ademas, las colonias palidas o incoloras, son
lisas y presentan un aspecto mucoso. En medio de cultivo como el agar MacConkey, Proteus no

fermenta lactosa.

Segun Dharmadhikari & Peshwe (2009), mencionan que Proteus sp. es gramnegativa y
no fermenta lactosa, caracterizandose por formar colonias transldcidas en agar MacConkey. Al-
Bassam & Al-Kazaz (2013), menciona que Proteus sp. son bacilos gramnegativos y una
caracteristica notable es que estos bacilos se encuentran en pares. Segun (Broderick & Lemaitre,
2012), la presencia de Proteus sp. en Drosophila melanogaster ha sido documentada en estudios
que investigan la microbiota intestinal de este insecto, destacando la capacidad de D.
melanogaster para albergar una diversidad de bacterias, incluidas algunas que pueden tener

efectos significativos en su fisiologia y comportamiento.

e Achromobacter sp

Esta bacteria gramnegativa encontrada en el aislamiento PNG (-2) 4, tipicamente no
fermenta lactosa, por lo que en el medio de cultivo MacConkey, produjo colonias incoloras o
translucidas, lisas, de bordes definidos, y tamafio mediano. Su morfologia bajo el microscopio

es la de bacilos rectos, y pueden agruparse individualmente.

Segun Chester & Cooper (1979), las colonias de esta bacteria son transparentes y no
fermentan lactosa. Ademas, a nivel microscépico, se describe que son bacilos que se encuentran
solos, en pares 0 a veces curvados. (Pérez et al., 2020) destaca un hallazgo significativo la

presencia de Achromobacter sp. en un coleoptero.
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Figura 22. Grafico de Bacterias identificadas en cada aislamiento.

El gréafico de barras presenta la frecuencia de distintos generos bacterianos identificados
en cada muestra aislada, con una representacion clara de la distribucion de estos géneros.
Providencia sp. y Enterococcus sp. muestran una notable incidencia, cada uno con
observaciones en 3 distintos aislamientos. Otros géneros como Staphylococcus sp.,
Acinetobacter sp. y Burkholderia sp. presentan observaciones en 2 aislamientos cada uno,

indicando una moderada prevalencia.

Por otro lado, géneros como Dickeya chrysanthemi cf., Klebsiella oxytoca cf., Proteus
sp., Pseudomonas sp., Streptococcus sp. y Achromobacter sp. se detectaron en un solo tipo de

aislamiento cada uno.

4.6. Identificacion de virus

La identificacion de virus en las plantas de banano que fueron infectadas a través de dos
modos de inoculacion (mecéanica e insectos vectores), dieron como resultado sintomas como
rayado clorético y necrotico (RCN), clorosis intermitente (CI), y necrosamiento de nervadura

secundaria (NNS). Las enfermedades asociadas a estos sintomas son el virus del estriado de
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banano (BSV) y el virus del mosaico del pepino (CMV), con los géneros virales Badnavirus y
Cucumovirus respectivamente. Este Gltimo se present6 en plantas cuyo modo de inoculacion
fue a través de insectos vectores, lo que podria indicar que la presencia de insectos aumento la

probabilidad de infeccion de mas de una especie de virus, tal como se indica en la tabla.

Tabla 14: Identificacion de sintomas y enfermedades ocasionadas por virus en plantas

inoculadas.
Muestra Modo de Sintomas Virus
) ., - Enfermedad )
N° inoculacion Zona  Organo Id (especie)
1 Mecanica Aérea Hoja RCN:; ClI BSV Badnavirus
2 Mecanica Aérea Hoja RCN:; ClI BSV Badnavirus
3 Mecénica Aérea Hoja RCN; ClI BSV Badnavirus
4 Mecénica Aérea Hoja RCN; ClI BSV Badnavirus
5 Ins. vectores  Aérea Hoja RCN:; ClI BSV Badnavirus
6 Ins. vectores  Aérea Hoja RCN;CIN BSV;CMv  Badnavirus;
Cucumovirus
7 Ins. vectores  Aérea Hoja RCN:; ClI BSV Badnavirus
8 Ins. vectores  Aérea Hoja RCN; ClI BSV Badnavirus
9 Ins. vectores  Aérea Hoja RCN BSV Badnavirus
_ Badnavirus;
10 Ins. vectores Aérea Hoja RCN: NNS BSV; CMV  cucumovirus

Ref.: RCN= Rayado clorético y necrético; Cl= Clorosis Intermitente; NNS= Necrosamiento
de nervadura secundaria; CIN= Clorosis internerval; BSV= Virus del estriado de banano;
CMV= Virus del Mosaico del Pepino.

La relacion entre los sintomas observados y los virus identificados sugiere una
especificidad en la manifestacion de la infeccion viral en plantas de banano. La incidencia de
sintomas como el rayado clorético y necrético (RCN) y la clorosis intermitente (CI) esta
consistentemente asociada con el Badnavirus, especificamente el virus del estriado de banano
(BSV). Esto indica que BSV podria ser el principal contribuyente a estos sintomas en las

condiciones experimentales establecidas.
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Figura 23. Grafico de identificacion de virus en plantas inoculadas.

La sintomatologia expresada en la zona aérea de la planta, especificamente en las hojas,
las cuales presentaron sintomas comunes de RCN y CI dando como resultado la identificacion
de las enfermedades BSV y CMV causadas por las especies de virus Badnavirus y Cucumovirus,
de los cuales se encontr6é que Badnavirus esta presente en las 10 plantas muestreadas (100%) y

Cucumovirus en 2 plantas muestreadas (20%).

Estudios previos han demostrado que los Badnavirus son comunes en cultivos de
banano, y su diagndstico es crucial para el manejo de enfermedades en estos cultivos. La
identificacion precisa de los virus mediante sintomas permite a los agricultores aplicar medidas

de control especificas, reduciendo asi las pérdidas en rendimiento (Iskra-Caruana et al., 2010).

Segun Legg et al. (2015), la comprension de los mecanismos de transmision es
fundamental para desarrollar estrategias de control efectivas. Ademas, la presencia de
Cucumovirus, especificamente el virus del mosaico del pepino (CMV), cuando se usan insectos
vectores, sugiere la posibilidad de infecciones mixtas, que podrian complicar el diagnéstico y

manejo de estas enfermedades en el campo (Tripathi et al., 2019).
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5. CONCLUSIONES

El presente estudio ha permitido la identificacion y clasificacion de diversos insectos
vectores implicados en la transmision de enfermedades bacterianas y virales en el cultivo de
banano. A través de métodos de captura sistematica y analisis taxonomico, se documentaron
especies especificas que actian como vectores, lo que proporciona una identificacion precisa de
estos vectores, crucial para la implementacion de medidas de control que minimicen la
propagacion de patdgenos y, por ende, las pérdidas econdmicas asociadas a la calidad y

produccién de banano.

El estudio permiti6 identificar las enfermedades bacterianas asociadas a cada uno de los
insectos vectores capturados. De los 31 aislamientos que se realizaron, 16 resultaron ser Gram
negativos y 10 Gram positivos. Se identificaron bacilos gramnegativos, que se han relacionado
con la etiologia de enfermedades significativas en banano. Esta identificacion es esencial para
comprender las interacciones entre los vectores y los patdégenos. Se establecié una correlacion

significativa entre los vectores y las enfermedades.

El uso de dos modos de inoculacion, mecanica y a través de insectos vectores,
proporciona informacion valiosa sobre las vias de transmisién de los virus en plantas de banano.
Mientras que la inoculacion mecanica llevé a la manifestacion uniforme de sintomas como RCN
y ClI, lainoculacién a traves de insectos vectores también indujo el necrosamiento de nervadura
secundaria (NNS) en algunas muestras. Esto podria indicar que los insectos vectores no solo
actlan como portadores, sino que también podrian afectar la expresion de sintomas debido a

factores adicionales, como el estrés inducido por los insectos.
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7. ANEXOS

Figura 24: Inoculacion y purificacion en medio de cultivo MacConkey, muestra: Picudo
rayado

Figura 25: Cepa pura, muestra: Picudo rayado.

Figura 26: Cepa pura, muestra: Picudo rayado.
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Figura 29:

Cepa pura, muestra: Picudo rayado.
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Figura 32: Cepa pura, muestra:

Mosca de la fruta
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Figura 34: Cepa pura, muestra: Mosca de la fruta

Figura 35: Cepa pura, muestra: Paratrechina fulva
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Figura 36: Cepa pura, muestra: Hermetia illucens

Figura 38: Cepa pura, muestra;: Forficula ruficollis
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Figura 39: Cepa pura, muestra: Cosmopolites sordidus Germar

Figura 40: Cepa pura, muestra: Cosmopolites sordidus Germar

Figura 41: Cepa pura, muestra: Cosmopolites sordidus Germar
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Figura 44: Cepa pura, muestra: Rhynchophorus palmarum
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Figura 46: Cepa pura, muestra: Rhynchophorus palmarum

Figura 47: Cepa pura, muestra: Rhynchophorus palmarum
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Figura 48: Cepa pura, muestra: Rhynchophorus palmarum
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Figura 50: Observacion bajo microscopio,
Acinetobacter sp.

Figura 51: Observacion bajo miroscopio,
Staphylococcus sp.
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Figura 52: Observacfén béjo microscbpio,
Dickeya Chrysanthemi cf.

Figura 54: Observacion bajo microscopio,
Pseudomonas sp.

Figura 53: Observacion bajo microscopio,
Klebsiella oxytoca cf.

Figura 55: Observacion bajo microscopio,
Proteus sp.



Figura 57: Observacion bajo microscopio,
Providencia sp.

Figura 56: Observacion bajo microscopio,
Streptococcus sp.

Figura 58: Observacion bajo microscopio, Figura 59: Observacion bajo microscopio,
Burkholderia sp. Achromobacter sp.
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