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RESUMEN
	
La teca (Tectona grandis) se utiliza en plantaciones 
comerciales por su rápido crecimiento y la alta 
calidad de su madera. En Huimanguillo, Tabasco, 
México, en 2009, se detectó una enfermedad en 
plantas de teca que provocó daños estimados 
de 30% de los viveros con dicha especie. Los 
síntomas característicos de esta enfermedad son 
marchitez y atizonamiento del follaje. De hojas se 
aisló una bacteria, se purificó y se inoculó en la 
planta de teca de cinco meses de edad; hubo 
marchitez, necrosis en follaje en 50% de la lámina 
foliar, necrosis en tallo y muerte de la planta. 
De acuerdo con la identificación morfológica, 
fisiológica, bioquímica y molecular, se determinó 
que el agente causal de dicha enfermedad es 
Ralstonia solanacearum biovar 4.
  
ABSTRACT

Teak (Tectona grandis) has been used for 
commercial plantations in Mexico due to its 

fast growth and high wood quality. In 2009 Teak 
plantations in Huimanguillo (State of Tabasco) 
showed a new disease affecting 30 % of planted 
trees. Main symptoms included wilting and 
leaf blight. A bacterial strain was isolated from 
leaves. It is inoculated in seedlings teak of five 
months with the bacterial strain. The inoculated 
seedlings developed wilting, necrosis in the leaf 
surface, stem and plant death. Morphological, 
physiological, biochemical and molecular studies 
made on the bacterial strain led to its identification 
as Ralstonia solanacearum biovar 4.

INTRODUCCIÓN

La teca (Tectona grandis L. f.) es la especie fores-
tal más utilizada en zonas tropicales para planta-
ciones forestales comerciales en México, por su 
rápido crecimiento, la alta calidad de la madera 
y su resistencia al ataque de hongos e insectos 
(Cháves y Fonseca, 1991). En 2007, se destinó a 
la teca una superficie de 34,700 ha, distribuida 
en los estados de Campeche, Chiapas, Nayarit, 
Tabasco y Veracruz (CONAFOR, 2010), con un 
continuo crecimiento cada año. Los patógenos 
que causan daño en la teca se han reportado 
en la India, el Lejano Oriente, África y en plan-
taciones de América (Weaver, 1993). Arguedas 
(2007 a, b) y Flores et al. (2010) mencionan que 
los patógenos de la teca reportados en Améri-
ca central afectan diferentes partes del árbol. 
En brotes jóvenes y follaje se han detectado a 
Cercospora rangita, Cochliobolus sp., Nigrospora 
sp., Olivea tectonae, Pestalotiopsis sp., Phomop-
sis sp., y Pseudoepicocum sp. A nivel de tallo, se 
encuentran a Agrobacterium tumefaciens, Erwi-
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nia sp., Botryodiplodia sp., Botryosphaeria sp., 
Ceratocystis sp., Corticum salmonicolor, Dothio-
rella sp, Fusarium sp., Macrophomina sp., Nectria 
nauritiicola y Phomopsis sp. En raíces se reportan 
a Cylindrocladium sp., Dematophora sp., Fusa-
rium oxysporum, Fusarium spp. y Phytophthora 
spp. Los daños que ocasionan en México estos 
patógenos en las diferentes etapas de desarrollo 
de la planta no se conocen, por ser la teca una 
especie recién introducida. En el sur del país, en 
la parte tropical, se presentó una enfermedad 
en plantas de teca de ocho meses de edad que 
causó marchitamiento y necrosamiento del folla-
je, lo que ocasionó una pérdida de 30 a 50% de la 
producción en vivero, (comunicación personal, 
Leopold Fucikvosky Zak, 2011). Un daño similar se 
asoció en Costa Rica con la bacteria del género 
Ralstonia, en plantas jóvenes de teca (Arguedas, 
2007a). Para México se reporta la bacteria en 
clones de Eucalyptus urophylla, en viveros fores-
tales de Tabasco (Méndez et al., 2010). El género 
Ralstonia comprende varias especies de impor-
tancia agrícola que causan la marchitez de las 
solanáceas, en regiones tropicales, subtropicales 
y cálidas (Rodríguez, 2010). Por ser la teca una es-
pecie utilizada en plantaciones comerciales en 
nuestro país y no se ha reconocido al patógeno 
que causa dicha marchitez, el presente trabajo 
tiene como objetivo identificar el agente causal 
del tizón foliar de la teca en vivero, en Huiman-
guillo, Tabasco.

MATERIALES Y MÉTODOS

Colecta y aislamiento de la bacteria
Se muestrearon plantas de teca en camas de 
crecimiento y se seleccionaron aquellas que 
manifestaron marchitez y atizonamiento en 
follaje. Se realizaron cortes de tejido enfermo y 
se desinfestaron con hipoclorito de sodio a 2%, 
mismas que fueron colocadas en tubos de ensaye 
con 10 ml de agua estéril y se sembraron por estría 
cruzada en medio PDA y B de King (BK), las cuales 
se incubaron a 28 oC durante 48 h. Las colonias de 
bacterias se purificaron y se conservaron en tubos 
de ensaye con agua a 4 oC.

Caracterización e identificación del patógeno
La bacteria se identificó por sus características mor-
fológicas, así como por pruebas fisiológicas y bio-
químicas, de acuerdo con el protocolo de Schaad 
et al. (2001) y Rodríguez (2006). El biovar se deter-

minó con base en la producción de ácidos a partir 
de los disacáridos, como lactosa, maltosa y D (+) 
celobiosa, y la oxidación de los alcoholes, como 
manitol, sorbitol y dulcitol. 

Pruebas de patogenicidad 
Se utilizó una colonia bacteriana de 48 h de 
crecimiento que se inoculó por el método 
de punción. Éste consistió en tomar, con un 
palillo de madera estéril (50 x 5 mm) masa 
bacteriana e insertarla en la axila de la hoja en 
10 plantas de teca con cinco meses de edad. 
Se dejaron dos plantas como testigos que se 
trataron de la misma forma, pero usando agua 
destilada estéril. Todas las plantas inoculadas 
se mantuvieron en cámara húmeda durante 
24 h (90 HR y 26 oC), y luego se transfirieron a 
un invernadero. Se realizaron observaciones 
diariamente por un período de 70 d.

Análisis mediante la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) 
El ADN se extrajo con el protocolo AP (Sambrook 
y Russell, 2001) de la cepa bacteriana (TG1) de 48 
h de crecimiento aislada de hoja. La calidad se 
evaluó en un gel de agarosa a 1% (Promega, EUA) 
y se cuantificó con un espectrofotómetro Nano-
drop 1000 (Thermo scientific). La amplificación de 
la reacción del ADN se preparó con un volumen 
final de 25 mL que contenía 1X Taq buffer ADN po-
limerasa, 200 mM dNTPs, 10 ng ADN, 0.2 mM de 
cada iniciador (FD1/5’-AGAGTTTGATCCTGGCT-
CAG-3’ y RD1/5’-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’), 
1.5 mM MgCl2 y 2U Go Taq polimerasa ADN (Pro-
mega, EUA). La amplificación se llevó a cabo con 
una desnaturalización inicial a 97 oC por 3 min., 
seguido por 30 ciclos de desnaturalización con 94 
oC durante 1 min., 55 oC por 30 seg. y 72 oC por 1 
min. Finalmente; un ciclo de extensión final de 72 
oC durante 7 min. (Rodrígues et al., 2003). Todas las 
reacciones de PCR se llevaron a cabo en un ter-
mociclador Multigene Gradient (Mod. TC9600-9); 
los productos de PCR de bacterias se verificaron 
por electroforesis en gel de agarosa a 1% y se ti-
ñeron con bromuro de etidio; la banda se visualizó 
en un sistema de fotodocumentación (Gel Logic 
200, Kodak). El producto tuvo una secuencia en 
ambas direcciones y se envió a Macrogen (Ga-
san-dong, Seoul, Korea). Éstas se compararon con 
las reportadas en la base de datos del banco de 
genes del NCBI (National Center for Biotechnology 
Information, www.ncbi.nih.gov). 
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RESULTADOS

Síntomas, aislamiento e identificación
Los síntomas observados en el vivero fueron un 
marchitamiento con un cambio de coloración de 
verde amarillento a amarillento en el follaje; con 
presencia de manchas café claro que coalescen, 
mismas que se tornaron de color café marrón pro-
vocando la caída de hojas (figura 1a). En el tallo 
hubo desprendimiento de la corteza, con pre-
sencia de lesiones hundidas, húmedas y de color 
café claro a oscuro. Además, se observó pérdida 
de turgencia en los tejidos, probablemente por 
los polisacáridos producidos por la bacteria que 
provocan el bloqueo del transporte del agua y 
causan una decoloración del xilema. En las mues-
tras colectadas de follaje se obtuvieron, en forma 
persistente, colonias de bacterias blanco fluida 
con ligera elevación y contorno entero al princi-
pio y después deslizándose. La bacteria creció a 
28 oC en medio BK y más lentamente en medio 
PDA. Además, esta bacteria es positiva en la reac-
ción de hipersensibilidad en tabaco, negativa en 
la tinción de Gram y fluorescente en BK y produ-
ce inclusiones de beta-hidroxibutirato, es oxidasa 
positiva, reduce nitratos a nitritos; y es negativa 
para dihidrolasa de arginina. Con base en la mor-
fología, fisiología y características bioquímicas, el 
aislamiento fue identificado como Ralstonia sola-

nacearum. Esta bacteria no produjo ácido a partir 
de lactosa, maltosa y celobiosa y sí utilizó manitol, 
sorbitol y dulcitol, con lo cual se determinó que 
pertenece al biovar 4 (tabla 1).

Pruebas de patogenicidad
Las plantas de teca inoculadas con la bacteria, 
mostraron síntomas similares a los observados en el 
vivero. Los síntomas de marchitamiento iniciaron 
a los cinco días después de la inoculación (ddi) 
y presentaron un amarillamiento en el margen y 
parte apical de la hoja con manchas pequeñas 
de color marrón claro a los ocho ddi. Estas lesiones 
coalescieron, se tornaron necróticas y cubrieron 
50% de la lámina foliar a los 20 ddi (Figura 1b). 
A los 38 ddi hubo caída de hojas y necrosis del 
tallo y la muerte de la planta a los 70 ddi. En 
tanto, las plantas inoculadas con agua destilada 
(testigo) se mantuvieron sanas. Para completar 
los postulados de Koch se realizaron aislamientos 
de la zona infectada, y se obtuvieron colonias 
bacterianas de las mismas características que la 
inoculada inicialmente. 

Análisis mediante la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR)
La cepa TG1 tuvo un fragmento de aproxima-
damente 1,600 pb (pares de bases) cuando se 
amplificó por PCR con los iniciadores universales 

Tabla 1. Características fisiológicas y bioquímicas de Ralstonia solanacearum aislada de hojas de teca (Tectona grandis) 
procedente de Tabasco, México

Prueba TG1 Schaad et al. (2001)
Hipersensibilidad en tabaco + NR
Oxidasa + +
Tinción de Gram - -
Crecimiento a 41 oC - -
Reducción de NO3 a NO2 + +
Gránulos de poli-β-Hidroxybutirato + +
Tolerante a NaCl a 2% - - 
Hidrolasa de arginina - - 
Hidrólisis de almidón - - 
Licuefacción de gelatina - - 
Oxidación de:
Lactosa - - 
Maltosa - - 
D (+) celobiosa - - 
Utilización de:
Manitol + +
Sorbitol + +
Dulcitol + +

TG1: Cepa bacteriana de Ralstonia solanacearum; + = reacción positiva, - = reacción 
negativa, NR = no reporta.
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FD1 y RD1. La secuencia de TG1 de Ralstonia so-
lanacearum (número de acceso en el GenBank 
JN585828) se alineó con secuencias de esta mis-
ma especie, depositadas en el Banco de Genes 
del NCBI, con una similaridad de 100%. 

DISCUSIÓN

En este estudio se reporta por primera vez el tizón 
foliar en plantas jóvenes de teca en Tabasco. La 
cepa se identificó como Ralstonia solanacearum, 
coincidiendo con lo reportado por Gómez (2005); 
Schaad et al. (2001) y Rodríguez (2010), quienes 
la identifican con base en las características 
morfológicas, fisiológicas y bioquímicas. Se 
observó que R. solanacearum no utilizó lactosa, 
maltosa y celobiosa, pero si manitol, sorbitol y 

Figura 1. Plantas de teca (Tectona grandis) de vivero 
y pruebas de patogenicidad. a) Plantas con tizón foliar 

a nivel de vivero. b) Plantas inoculadas por punción con 
presencia de marchitamiento y necrosis en el margen 

de la lámina foliar.

dulcitol, con lo cual se determinó que pertenece 
al biovar 4 coincidiendo con Schaad et al. (2001), 
quienes utilizaron estas fuentes de carbono 
para separar biovares. Este biovar ha sido 
reportado en un amplio rango de hospedantes 
de importancia agrícola en Asia (Schaad et al., 
2001; Allen et al., 2005). Se confirmó la identidad 
de la bacteria por la caracterización molecular 
con la técnica de PCR con los oligonucleótidos 
universales FD1 y RD1, que amplifican el gen 
ADNr 16s  (Rodrigues et al., 2003). Además, se 
han reportado los oligonucleótidos 759/780 que 
amplifican el gen IpxC (Perea et al., 2011), y OLI1/
Y2, que amplían parte del 16S ADNr (Seal et al., 
1999) para la identificación de esta bacteria. 
Fouché et al. (2006) mencionan la PCR-RFLP para 
la identificación de R. solanacearum biovar 3 que 
causa marchitamientos vasculares en E. grandis x 
E. camaldulensi en Sudáfrica y Uganda. Además, 
existen otras métodos, como Rep-PCR, RAPD, AFLP 
y SDS-PAGE para la identificación de variabilidad 
génetica de R. solanacearum (Chavarro y Ángel, 
2006). Recientemente, el género Ralstonia se 
clasificó en el grupo II de homología de ARNr, 
donde reubicaron a R. solanacearum, R. pickettii 
y R. eutropha (Alcaligenes eutrophus), y las 
Pseudomonas fluorescentes se ubicaron en el 
grupo I de homología de ARNr de homología de 
ARNr con base en secuencias de nucleótidos del 
gen 16S ARNr, hibridación de ARNr-DNA y lípidos 
celulares (Yabuucchi et al., 1995; Schaad et al., 
2001).

Las pruebas de patogenicidad en plantas de 
tabaco y teca, evidenciaron la patogenicidad 
de la bacteria, cumpliéndose los postulados de 
Koch. En tabaco la reacción de hipersensibilidad 
fue positiva coincidiendo con lo reportado por 
Coutinho et al. (2000), quienes reportan síntomas 
de necrosis en hoja y marchitamiento de la planta 
a los tres ddi con R. solanacearum. En teca hubo 
síntomas de marchitamiento vascular, presencia 
de manchas necróticas a los ocho ddi, que 
coalescieron y provocaron la caída de hojas y 
muerte de la planta a los 70 ddi. Síntomas similares 
fueron observados por Weaver (1993) en vivero 
y plantaciones jóvenes de Tectona grandis en 
India, Indonesia, Malasia y Sumatra. En Eucalyptus 
sp. se ha reportado el biovar 1 y 3 (Coutinho et 
al., 2000; Alfenas et al., 2006; Fouché et al., 2006). 
El biovar 3, induce síntomas de marchitamiento 
a los tres ddi y muerte de la planta a los 14 ddi 
en plantas en clones de Eucalyptus grandis x E. 
camaldulensis (Coutinho et al., 2000).
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CONCLUSIONES

La bacteria causante del tizón foliar en teca, 
se identificó como Ralstonia solanacearum de 
acuerdo con las pruebas fisiológicas, bioquímicas 
y moleculares. De acuerdo con la utilización de 
diferentes fuentes de carbono, la cepa estudiada 
pertenece al biovar 4. La R. solanacearum fue 
patogénica en plantas de tabaco y teca. Este es 
el primer reporte de esta enfermedad en viveros 
forestales de teca en México.
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