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RESUMEN

Introduccién. La Pudricion Suave del
Fruto (PSF) es una enfermedad precosecha que
afecta a las musaceas. En renovacion de planta-
ciones, las pérdidas por esta enfermedad alcan-
zan desde 0,3 hasta 1,2 thalafio! de fruta.
Objetivo. Describir los sintomas de la PSF, a par-
tir de los agentes asociados para evaluar a nivel
in vitro posibles alternativas microbiologicas y
quimicas para su control. Materiales y métodos.
La descripcion de los sintomas, identificacion de
agentes asociados y pruebas de patogenicidad se
realizaron a partir del analisis de tejido enfermo
de frutos de 11 y 12 semanas de edad. El poten-
cial de 13 formulaciones comerciales de cepas
puras y mezclas de microorganismos, 4 formula-
ciones de cobre y una formulacion de yodo fue-
ron evaluadas contra los agentes asociados a la
PSF, mediante la metodologia del doble enfren-
tamiento. Se midio el didmetro menor y mayor
del anillo de inhibicidn, a las 24, 48 y 120 horas.
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ABSTRACT

Identification of banana soft rot
associated microorganisms, and in vitro
evaluation of microbiological and chemical
control alternatives. Introduction. Fruit soft
rot, a preharvest disease, affects banana fruit. In
annual harvest plantations, its losses reach from
0,3 to 1,2 t.ha'lyear! of fruit. Objective. Identify
associated microorganisms, describe disease
symptoms, and evaluate in vitro microbiological
and chemical control alternatives. Materials and
methods. Symptom description, determination
of associated microorganisms and pathogenicity
tests were analyzed from diseased tissue. Using
double confrontation methodology, inhibition
potential of thirteen commercial formulations
of pure strains and mixtures of microorganisms,
four copper and one iodine formulations were
evaluated on disease associated agents. Minor and
major diameter of inhibition were measured at
24, 48 and 120 hours. Data ANOVA analysis was
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Se realiz6é un analisis de variancia (ANDEVA)
con una prueba LSD Fisher y una probabilidad
del 5%. Resultados. El agente asociado a PSF
fue aislado de tejido enfermo e identificado como
Erwinia chrysanthemi (Dickeya chrysanthemi).
Debido a que siempre fue aislada del tejido
enfermo, su patogenicidad se logré comprobar
mediante los postulados de Koch. Se presume
una participacion conjunta de Erwinia caroto-
vora (Pectobacterium carotovorum) debido a
que siempre fue asilada del tejido enfermo. El
mejor efecto antagonista in vitro sobre Erwinia
chrysanthemi se obtuvo con los microorganis-
mos Bacillus pumilus cepa QST2808 y Bacillus
subtilis cepa QST713. El mejor efecto in vitro de
las fuentes quimicas evaluadas se obtuvo con la
dosis completa y media dosis de sulfato de cobre
al 28,8%, y la dosis mas alta de Iodo-Etanol al
2,5%. Conclusién. Se logro identificar el agente
asociado a la enfermedad, ademas, se propo-
nen alternativas microbiologicas y quimicas con
potencial inhibitorio in vitro para considerarse
en pruebas de campo.

INTRODUCCION

La Pudricion Suave del Fruto (PSF) en
banano (Fruit soft rot), sindbnimo de Pudricion
Suave del Dedo, Pudre de Dedo y Dedo Podri-
do, es una enfermedad precosecha que afecta el
fruto. En Centroamérica y el Caribe, en parti-
cular Costa Rica, Trinidad y Tobago, Honduras,
Nicaragua y Panama (Stover y Simmonds 1987,
Guzman y Wang 1998, Thwaites et al. 1999). Fue
descrita en Costa Rica, Limon, existen registros
desde 1991 aunque se reporté baja incidencia.
La misma cobrd importancia a partir de 1994,
probablemente por la adopcion de la desflora en
campo y la renovacion de plantaciones (Villalta
et al. 2019). Se reportaron casos severos de inci-
dencia de esta en Matina y Pococi en 1995 y 1996
(Guzman y Wang 1998).
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made using LSD Fisher test. Results. Diseased
tissue associated agent was identified as Erwinia
chrysanthemi (sin. Dickeya chrysanthemi). Its
pathogenicity was proved by Koch'’s postulates.
It is also presumed that Erwinia carotovora
(sin. Pectobacterium carotovorum) has joint
participation in this pathosystem, since it was
always isolated from diseased tissue. The best
in vitro antagonistic effect was observed with
Bacillus pumilus strain QST2808 and Bacillus
subtilis strain QST713. Regarding to chemical
alternatives, the best in vitro effect was observed
with copper sulphide 28.8% complete dose,
followed by its half dose, and Ethabol iodine
30 ml.L'. Conclusion. Disease associated
microorganisms were identified, besides, there
is proposed microbiological and chemical
alternatives with in vitro potential that could be
considered in field trials.

Se reporta como una enfermedad entre las
que afectan el fruto, resultado final de las opera-
ciones productoras de banano, una vez sometido
a altas exigencias de calidad. La PSF constituye
una causa importante de rechazo de fruta en las
plantas empacadoras por dafios desde la produc-
cion (Guzman y Wang 1998). Se ha observado
que, en plantaciones comerciales de banano, a
partir del cuarto ciclo de produccion, la inciden-
cia alcanza entre 0,05 y 0,1%, que representa una
pérdida entre 36 y 72 kg de fruta.ha™'.afio”!. En
los proyectos de renovacion de plantaciones, la
incidencia va desde 0,1 a 7%, equivalente a 0,3 y
1,2 Ton de fruta.hal.afio!. La cantidad de fruta
afectada por la enfermedad asciende cuando se
suman los frutos afectados indirectamente, como
resultado del goteo de los exudados de las pudri-
ciones y por el manejo operativo de las plantas
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empacadoras, que preventivamente rechazan
fruta adyacente a los que presentan sintomas de
la enfermedad por el riesgo de maduracion pre-
matura (Villalta et al. 2019).

Las pudriciones bacterianas suaves en
Muséceas son causadas por especies del género
Erwinia (Gowen 1995). La PSF es atribuida a
Erwinia chrysanthemi (sin. Dickeya chrysanthe-
mi)y Erwinia carotovora subsp. carotovora (Sto-
ver y Simmonds 1987, Choi et al. 1988, Samson ef
al. 2005, Snehalatharani y Khan 2010). En Costa
Rica, antes de 1998, se habia investigado esta
enfermedad lo requerido, sin embargo, estudios
contemporaneos a este trabajo han presentado
resultados sobre los agentes causales y algunos
factores que participan en el desarrollo de la
enfermedad (Guzman et al. 2017, Villalta et al.
2019). Debido a que la sintomatologia de las
enfermedades bacterianas es generalmente simi-
lar, se ha afirmado que varios organismos pueden
coexistir en una infeccion de este tipo (Gowen
1995), y en otros casos, estas bacterias afectan
también el pseudotallo y tejidos en descomposi-
cién de la planta de banano (Ramirez et al. 2014).

En relacion con las alternativas de control
de la enfermedad, las recomendaciones giran
alrededor de medidas sanitarias y culturales. Por
ejemplo, remover restos de la planta en descom-
posicién, minimizar heridas en los o6rganos de
la planta, desinfeccion de las herramientas que
se utilizan en las labores de calidad preventiva
de la fruta como apuntalar, embolsar, desmanar,
desdedar, desflorar y el deschire (Agrios 2005,
Martinez et al. 2000, Guzman et al. 2017), ade-
mas de la eliminaciéon en campo de frutos que
presentan sintomas aparentes, y la suspension de
las practicas de calidad preventiva en campo para
reducir su posible dispersion. La suma de las prac-
ticas de control propuestas no ha logrado, hasta el
momento, disminuir la incidencia de la PSF y las
pérdidas econdmicas que genera, por lo que se
hace necesario evaluar otras practicas de control.

La evaluacion in vitro de productos for-
mulados a base de antagonistas contra la PSF
es una alternativa poco estudiada en el pais. En
Cuba, en arcas afectadas por la pudricion del

pseudotallo causada por Erwinia sp; Jiménez y
Cordovés (1992), evidenciaron que especies ais-
ladas de la rizosfera de plantas de banano tenian
efecto antagonista in vitro contra aislamientos
de Erwinia chrysanthemi. En esta misma linea
de trabajo, se ha observado buen efecto antago-
nista de cepas de Bacillus subtilis (Goorani El
y Hassanein 2008). También, algunas cepas de
Trichoderma han sido evaluadas para el control
in vitro de bacterias y patdgenos de suclo que
generan pudriciones (Hoyos ef al. 2008). Obser-
vaciones similares fueron hechas por Nagaraj et
al. (2012) quienes encontraron niveles aceptables
de control sobre Erwinia con Bacillus subtilis y
Pseudomonas fluorescens.

Adicionalmente, se considera que las alter-
nativas quimicas podrian constituir herramientas
valiosas en un programa integrado de manejo de
la PSF. Dos alternativas quimicas con alto poten-
cial, cuyo efecto in vitro no ha sido estudiado en
nuestro pais, son el uso de compuestos cupricos
y desinfectantes a base de yodo. El cobre ha sido
descrito como uno de los fungicidas y bacterici-
das mas antiguos. El hidroxido cuprico, oxicloru-
ro cuprico, sulfato cuprico y el 6xido cuproso han
sido registrados en el control de enfermedades
causadas por hongos e infecciones bacterianas
(Ordax 2008, Arauz 2011). En Costa Rica, para el
control de Erwinia sp. en plantaciones de mango,
Coto y Wang 1995 obtuvieron buen control de
este patogeno a partir del Caldo bordelés (80%
Sulfato de Cobre) en aplicaciones foliares. Los
productos comerciales formulados con Iodo han
sido utilizados para el control de pudriciones
vasculares y marchitamiento en banano y pla-
tano, por lo que tiene un alto potencial para el
control de la PSF (Gomez et al. 2001).

El objetivo general de este trabajo fue
determinar los microorganismos asociados a
la enfermedad conocida como pudricion suave
del fruto de banano (Musa sp.). Dos objetivos
especificos fueron planteados, en primer lugar,
describir los sintomas de la Pudricion Suave del
Fruto (PSF) y adicionalmente, determinar alter-
nativas de control microbiologicas y quimicas a
nivel in vitro.
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MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizo en el 2016, en
Rio Frio (Latitud 10° 20’ N, Longitud 83° 57° O),
del canton de Sarapiqui. Las pruebas de labora-
torio se realizaron en el Laboratorio de Aguas y
Ensayos Biologicos de Standard Fruit Company,
en esta misma localidad, y en los laboratorios de
Fitopatologia y Técnicas Moleculares Aplicadas
a la Fitoproteccion del Centro de Investigacio-
nes en Proteccion de Cultivos (CIPROC), de la
Universidad de Costa Rica, Montes de Oca. Las
pruebas in vitro se realizaron en el laboratorio
de Microbiologia Agricola del Centro de Inves-
tigaciones Agronomicas, de la Universidad de
Costa Rica, Montes de Oca, y en el laboratorio
de Aguas y Ensayos Biologicos de Standard Fruit
Company de Costa Rica S.A. (Dole), Rio Frio,
Sarapiqui, Heredia.

Identificacion de los microorganismos
asociados a la PSF

Recoleccion de la muestra. Se recolectd
una muestra de 15 frutos enfermos, con el sin-
toma tipico de la enfermedad en planta empaca-
dora. La muestra estaba compuesta de fruta que
presentaba menos del 50% de tejido necrotico.
Se descartaron frutos que presentaban ruptura
de cascara para reducir las posibilidades de con-
taminacion por patégenos secundarios.

Procesamiento de la muestra. Los frutos
enfermos fueron lavados con agua desioniza-
da estéril y desinfectados con alcohol al 70%
durante un minuto y cloro al 1% durante un
minuto. Luego, fueron enjuagados 3 veces con
agua desionizada estéril para remover restos de
cloro y alcohol. Con ayuda de un bisturi esteri-
lizado, se realizé una incision rectangular en la
cascara, en la zona de avance de la enfermedad,
para exponer la pulpa del fruto. Posteriormente,
se utilizaron aproximadamente 10 g de pulpa y
se macerd en 90 ml de agua desionizada estéril,
en una bolsa plastica. Este macerado se incubd
durante 24 horas a 26+1°C y bajo condiciones de
oscuridad.
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Por medio de la técnica de diluciones
seriadas, se diluy6 el macerado hasta 10%. Cada
dilucioén se cultivo en platos Petri, con el medio
MacConkey. Finalmente, los platos Petri fueron
incubados durante 24 horas a 26+1°C y bajo
condiciones de oscuridad. Transcurrido este
tiempo, se observo el crecimiento microbiano
en cada plato.

Clasificacién y purificacion del creci-
miento microbiano. El crecimiento microbiano
fue clasificado de acuerdo con la morfologia de
la colonia bacteriana, por color, forma, super-
ficie y tipo de borde. Este procedimiento fue
llevado a cabo en medio Agar Tripticasa de Soya
(ATS). Cada morfotipo fue separado y purificado
para efectuarle las pruebas de patogenicidad e
identificacion.

Pruebas de patogenicidad. Este procedi-
miento se llevo a cabo bajo condiciones controla-
das de laboratorio, con fruta sana de 11 semanas
de edad, proveniente de plantaciones comerciales
con baja incidencia de la enfermedad. Los frutos
recolectados fueron lavados con agua desioni-
zada estéril y desinfectados con alcohol al 70%
durante un minuto y cloro al 1% durante un
minuto. Luego, fueron enjuagados 3 veces con
agua desionizada estéril para remover restos de
cloro y alcohol. Posteriormente, con ayuda de un
palillo de madera, previamente esterilizado, se
tomo una porcion de cada morfotipo bacteriano
y se inoculd en la fruta sana introduciéndolo
1 cm. La zona de inoculacion fue cubierta con
papel Parafilm. En total, se inocularon 10 frutos
por cada morfotipo. Diez frutos fueron utilizados
como testigos e inoculados con agua desionizada
estéril, mediante el mismo procedimiento.

Los frutos inoculados fueron colocados
en camara humeda a temperatura ambiente.
Se realizaron inspecciones, a las 24, 48 y 120
horas después de inoculacion, para determinar
la aparicion de los sintomas caracteristicos de la
enfermedad. Posteriormente, para la identifica-
cion, se seleccionaron los morfotipos bacterianos
que manifestaron los sintomas caracteristicos de
la enfermedad.
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Identificacion de agentes causales de la
enfermedad. La identificacion de los agentes
causales se llevo a cabo a partir de los aisla-
mientos que resultaron positivos en las pruebas
de patogenicidad. A estos aislamientos se les
realizaron pruebas bioquimicas como la prueba
de crecimiento en medio Agar Papa Dextrosa
(PDA), rayado en discos de papa, prueba cata-
lasa, prueba oxidasa, prueba TSI y tincion de
Gram. Posteriormente, se realizoé la identifica-
cion de las bacterias segun el sistema BIOLOG
GEN III y la técnica molecular de secuenciacion
mediante la Reaccion en Cadena de la polimera-
sa (PCR), a partir de la region 16S del ARN.

El procedimiento para llevar a cabo la
identificacion mediante PCR, se realizo directa-
mente con muestras de las colonias en el plato de
cultivo, en el Laboratorio de Técnicas Molecula-
res aplicadas a la Fito proteccion del CIPROC,
de la Universidad de Costa Rica (UCR), como se
describe a continuacion.

Extraccion de acido desoxirribonucleico
(ADN). La extraccion de ADN se realiz6 a partir
de colonias frescas de las bacterias del plato de
cultivo, con el método CTAB (Murray y Thomp-
son 1985). El ADN fue cuantificado mediante
un espectrofotometro Bio Photometer Plus 6132
(Eppendorf) y se llevo a una concentracion final
de 80 ng.ul’.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa y
secuenciacion del ADN. La Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR) se realiz6 con los ceba-
dores especificos para el gen ribosomal 16S:
27F (5- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3")
y 1492R  (5'-TACGGYTACCTTGTTAC-
GACTT-3"), descritos por Lane ef al. 1985, que
amplifican la secuencia total del gen.

La reaccion se llevo a cabo en un volumen
final de 25 pl, que consistian en 15,25 pl de agua
desionizada ultra pura, 2,5 pl de Buffer 10X
(1X), 2,5 pl de dNTPs (ImM), 1,25 pl de cada
cebador (0,5 uM) y 0,25 ul de DreamTaq DNA
Polymerase (1U/ul) (Fermentas©). Se utilizé un
control negativo que consistia en una reaccion
sin ADN. La reaccion de amplificacion se llevo
a cabo a partir del siguiente perfil térmico:

pre-desnaturalizacion inicial a 96°C durante 2
minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturali-
zacion a 96°C durante 1 minuto, anillamiento
a 56°C por 1 minuto, extension a 72°C por 2
minutos, seguidos de una extension final a 72°C
durante 10 minutos.

El producto de PCR, de aproximadamente
1500 pares de bases (pb), se confirmdé mediante
electroforesis en gel de agarosa (0,8%), compa-
randolo con un marcador de peso molecular de
100 pb, Gene Ruler de Fermentas. El producto
de PCR se digirio con una endonucleasa llamada
Exonuclease 1 (Fermentas). La secuenciacion se
realiz6 al producto purificado de PCR a una con-
centracion de 50 ng.pl! por la empresa Macrogen
Inc; Corea. Se obtuvo secuencias en ambas direc-
ciones para cada muestra generada a partir de
ciclos fluorescentes, con un secuenciador modelo
3730XL (Applied Biosystems).

Alineamiento de las secuencias y ana-
lisis filogenéticos. La calidad de las secuencias
se confirmé con un alineamiento bidireccional y
por comparacion con los cromatogramas con el
programa Bio Edit (Hall 1999), se corto las ter-
minaciones 5’ y 3’ de las cadenas para facilitar el
alineamiento. Ademas, se utiliz6 la herramienta
informatica Basic Local Alignment Search Tool
(Blast) del National Center for Biotechnology
Information (NCBI), por sus siglas en inglés, a
partir del cual se comparé la secuencia generada
frente a las secuencias de la base de datos del
banco de genes (Gene Bank).

Descripcion de sintomas de la PSF. Se
realizaron inspecciones en planta empacadora
en racimos en edad de cosecha (11 y 12 sema-
nas) para determinar la presencia de frutos que
presentaran diferentes estados de desarrollo de
la enfermedad. Posteriormente, estos frutos fue-
ron observados minuciosamente en el laborato-
rio para determinar las similitudes entre ellos,
asi como la sintomatologia caracteristica de la
enfermedad. En campo, racimos de diferen-
tes edades fueron inspeccionadas para detectar
posible desarrollo de frutos enfermos en edades
tempranas.
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Evaluacion in vitro de 13 formulaciones
comerciales de microorganismos antagonis-
tas sobre Erwinia chrysanthemi (sin. Dickeya
chrysanthemi), agente asociado a la PSF. Se
utilizé la metodologia de doble enfrentamiento
(Chérif y Benhamou 1990). Cada unidad experi-
mental const6 de un plato Petri, con 4 discos de
papel filtro, 2 impregnados con el tratamiento y

2 con los controles, el positivo con agua destilada
y el negativo con un antibidtico (Gentamicina 1,2
ppm). En total 13 tratamientos y 10 repeticiones
por tratamiento. Los tratamientos fueron selec-
cionados segun el posible potencial antagonista
de los microorganismos incluidos en la formula-
cion de los productos ofrecidos en el mercado y
de acuerdo con la revision de literatura (Tabla 1).

Tabla 1.  Caracterizacion microbiologica de las formulaciones comerciales de cepas puras y mezclas de microorganis-
mos evaluados en las pruebas de antagonismo con Erwinia sp. La dosis corresponde a la recomendacion del
fabricante para uso en campo. UFC.ml"\. Unidades formadoras de colonias por mililitro de producto comercial.
*Informacion no disponible debido a que el producto esta registrado para uso diferente. **Informacion confidencial
del fabricante.

Tratamiento Composicion (segun etiqueta) Empresa suplidora UFC.ml"! Dosis
(segun
etiqueta)
T1 Serenade® Bacillus subtilis (cepa QST 713) Bayer 1,0 x 10" 1 L.ha'
T2 Sonata ® Bacillus pumilus (cepa QST 2808) Bayer 1,0 x 10° 1 L.ha'!
T3 BSLIN® Bacillus subtilis (cepa mog04) Laboratorio Dr. Obregon 1,0 x 10° 14,8 L.ha'!
T4 Actinel® Streptomyces griseoviridis Laboratorio Dr. Obregén 1,0 x 10'° 16 L.ha™!
T5 Biota Max Trichoderma (T. viridae, T. Tecnobac S.A. Trichoderma 2,5 57 g.ha’!
koningii, T. harzianum, T. x 10°
polysporum), Bacillus (B. subtilis, Bacillus 2,5 x 10°
B. laterosporus, B. licheniformis, P. polymyxa 5 x 10°
B. megaterium, B. pumilus),
Paenibacillus polymyxa
T6 Environoc Trichoderma sp; Saccharomyces Biodyne 1x108 1,6 L.ha™!
401 sp; Bacillus sp; Pseudomonas Costa Rica
sp; Lactobacillus sp; Yarrowia
sp; Rhodopseudomonas sp;
Cellulomonas sp.
T7 Magic Green  Streptomyces sp; Azospirillum sp; ~ Granja Avicola - 30 L.ha'!
Bacillus subtilis, Lactobacillus Santa Marta
sp; Nitrosomonas multiformis,
Streptococcus sp; Aspergillus
penicilloides, Mucor sp;
Trichoderma spp.
T8 Bactericida  Penicillium sp. Horizon Bioagro 2,5x 102 2 L.ha'!
Horizon
T9 Ultrazyme Lactobacillus sp. Cypher 3,6 x 107 3 kg.ha'!
T10 Terrabiosa Bacterias varias especies Agricola Piscis 5x10° 50 L.ha'!
Ti1 Ferbiol Bacterias lacticas Agricola Piscis 9,5 x 10° 10 L.ha'!
Levaduras 6,1 x 10°
Actinomicetos 2,0 x 10°
T12 Fruit wash Microorganismos benéficos Biowish - 2 kg.ha'!
T13 Environoc Bacillus sp; Candida ssp; Biodyne Costa Rica Sk 1,6 L.ha"!
501 Lactobacilus sp; Pseudomonas sp.;

Sacchromyces sp; Streptomyces sp.
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Los productos comerciales formulados a
base de microorganismos se enfrentaron a Erwi-
nia chrysanthemi (sin. Dickeya chrysanthemi).
Se emplearon 10 repeticiones por tratamiento.
El enfrentamiento se llevo a cabo en platos Petri
en medio de cultivo Agar Nutritivo (AN) para 10
productos y Agar Tripticasa de Soya (ATS) para
los 2 restantes. En cada plato se rayo y distribuyo,
en 4 direcciones, con hisopos estériles, una sus-
pension igual al estandar Mc Farland #0,5, que
equivale a 1,5x108 UFC.ml"! de E. chrysanthemi.
Posteriormente, se prepard un volumen de 0,1 L
de la dosis proporcionada en la etiqueta del trata-
miento, del cual se tomd una alicuota de 7 mL y
se coloco en los discos de papel filtro. Los platos
Petri se colocaron en condiciones de oscuridad,
en una incubadora (Shelton Sm 16) a 26£1°C.

Se midi6 el didmetro menor y mayor del
anillo de inhibicion de cada tratamiento, a las 24,

Tabla 2.

48 y 120 horas. El analisis de los datos se realizo
mediante un analisis de variancia (ANDEVA)
con una prueba LSD Fisher y una probabilidad
del 5%, con el paquete estadistico InfoStat.

Evaluaciéon in vitro de formulaciones
de Todo y cobre sobre Erwinia chrysanthemi
(sin. Dickeya chrysanthemi). Se utiliz6 la meto-
dologia de doble enfrentamiento (Chérif y Ben-
hamou 1990). Cada unidad experimental consto
de un plato Petri, con 4 discos de papel filtro, 2
impregnados con el tratamiento y 2 con los con-
troles, el positivo con agua destilada y el nega-
tivo con un antibidtico (Gentamicina 1,2 ppm).
En total quince tratamientos y 10 repeticiones
por tratamiento. Los tratamientos consistieron
en formulaciones comerciales de cobre y yodo
ofrecidas en el mercado (Tabla 2).

Formulaciones comerciales de cobre y yodo evaluadas en las pruebas de antagonismo con Erwinia sp.

La dosis corresponde a la recomendacion del fabricante para uso en campo.

Tratamiento Descripcion/dosis Concentracion Dosis L.Ha™!
T1 Copper speed 100% CuS0O4 6% P/v 0,4
T2 Copper speed 50% CuSO4 6% P/v 0,2
T3 Copper speed 25% CuSO4 6% P/v 0,1
T4 Fulmicobre 100% Cu3(PO3)2 5% p/v 1
T5 Fulmicobre 50% Cu3(PO3)3 5% p/v 0,5
T6 Fulmicobre 25% Cu3(PO3)4 5% p/v 0,25
T7 Foliveex cobre 100% CuSO4 98% p/p 10
T8 Foliveex cobre 50% CuS0O4 98% p/p 5
T9 Foliveex cobre 25% CuSO4 98% p/p 2,5
T10 Nutricop 20 100% CuSO4 28,8% p/v 4
T11 Nutricop 20 50% CuSO4 28,8% p/v 2
T12 Nutricop 20 25% CuSO4 28,8% p/v 1
T13 Vanodine 5 ml.L"! Todo-Etanol 2,5% 0,125
T14 Vanodine 10 ml.L"! Iodo-Etanol 2,5% 0,25
T15 Vanodine 30 ml.L"! Todo-Etanol 2,5% 0,75
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Los productos comerciales formulados
a base de yodo y cobre se enfrentaron a E.
chrysanthemi. Se emplearon 10 repeticiones por
tratamiento. El enfrentamiento se llevd a cabo
en platos Petri en medio de cultivo Agar Nutri-
tivo (AN) para 10 productos. En cada plato se
rayo y distribuy6, en 4 direcciones, con hisopos
estériles, una suspension igual al estandar Mc
Farland # 0,5, que equivale a 1,5x10% UFC.ml"!
de E. chrysanthemi. Posteriormente, se prepard
un volumen de 0,1 L de la dosis proporcionada en
la etiqueta de cada tratamiento, del cual se tomo
una alicuota de 7 mL y se colocé en los discos
de papel filtro. Los platos Petri se colocaron en
condiciones de oscuridad, en una incubadora
(Shelton Sm 16) a 26+1°C.

Se midi6 el didmetro menor y mayor del
anillo de inhibicion de cada tratamiento, a las 24,
48 y 120 horas. El analisis de los datos se realizo
mediante un analisis de variancia (ANDEVA)
con una prueba LSD Fisher y una probabilidad
del 5%, con el programa estadistico InfoStat.

RESULTADOS Y DISCUSION

Clasificacion y purificacién del creci-
miento microbiano. De la etapa de aislamiento
de la sintomatologia caracteristica de la PSF se
obtuvo como resultado 7 morfotipos bacterianos.
De estos, 3 morfotipos presentaron forma irre-
gular, bordes ondulados, superficie plana y colo-
racion parda o café claro, en medio MacConkey,
caracteristicos de enterobacterias como Erwina,
concordante con las observaciones de Guzman y
Wang (1998) en la identificacion morfologica de
Erwinia sp. Los 3 morfotipos fueron inoculados
en fruta para probar su patogenicidad.

Identificacion de los agentes asociados a
la PSF. Los resultados obtenidos en las pruebas
bioquimicas realizadas concuerdan con lo encon-
trado por varios autores para el género Erwinia
(Tabla 3). Los 3 morfotipos tuvieron un resultado
positivo en las pruebas de crecimiento en medio
agar papa dextrosa (PDA), en agar nutritivo
(AN), y en discos de papa. Estas pruebas son
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positivas para los géneros de bacterias pectino-
liticas, osea que tienen la capacidad de producir
enzimas degradadoras de la pectina, como Erwi-
nia chrysanthemi'y Erwinia carotovora, que se
traduce en la degradacion de tejidos suculentos
en la planta (Cedefio ef al. 1990, Soriano et al.
2000, Ramirez et al. 2014). Se ha documentado
que estas pruebas son claves para determinar la
patogenicidad de Erwinia chrysanthemi (Beau-
lieu et al. 1993), y al respecto, Guzman y Wang
(1998), a partir de bacterias del género Erwi-
nia, obtuvieron resultados positivos para estas
pruebas.

Tabla 3. Caracterizacién bioquimica de los aislamientos
SFC2, SFC4 y SFC7, obtenidos del sintoma de la

Pudricion Suave del Fruto (PSF).

Prueba Resultado

Catalasa +
Oxidasa -

Rayado en discos de papa + desnaturaliza el tejido

TSI +A/A
Tincién Gram -
Crecimiento en PDA +
Crecimiento en AN +

Para los 3 morfotipos, la tincion Gram fue
Gram negativa, catalasa positiva, oxidasa nega-
tiva, y TSI positiva para la fermentacién de azu-
cares. Como sefiala la literatura, la gran mayoria
de bacterias fitopatogenas son Gram negativas
(Kunstmann et al. 2006, Ramirez et al. 2014),
por otra parte, en su trabajo, Ramirez et al. 2009,
sefalan en la caracterizacién bioquimica de bac-
terias del género Erwinia, que estas son catalasa
positiva y oxidasa negativa, ademads, describen la
capacidad de este género para fermentar azlca-
res, lo que resulta en el viraje del color del medio
de rojo a amarillo, en la prueba TSI.

Los morfotipos fueron analizados median-
te la técnica bioquimica BIOLOG GEN III y la
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técnica molecular de secuenciacion mediante
PCR. El resultado de ambas pruebas refuer-
za que los morfotipos SFC2, SFC4 y SFC7

Tabla 4.
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corresponden a Erwinia chrysanthemi (sin. Dic-
keya chrysanthemi) y Erwinia carotovora (sin.
Pectobacterium carotovorum) (Tabla 4).

Identificacion de los aislamientos SFC2, SFC4 y SFC7 mediante el sistema BIOLOG GEN III y secuenciacion

mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), de acuerdo con la amplificacion del ARN de la region 16S.

Aislamiento

BIOLOG GEN III

Secuenciacion mediante PCR

SFC2 Erwinia carotovora
(Pectobacterium carotovorum)
SFC4 Erwinia carotovora
(Pectobacterium carotovorum)
SFC7 Erwinia sp

99% similitud con Erwinia
chrysanthemi

99% similitud con Erwinia
chrysanthemi'y Dickeya dadantii

99% similitud con Erwinia
chrysanthemi

Con estos resultados se puede afirmar
que los agentes asociados a la PSF son Erwi-
nia chrysanthemi (sin. Dickeya chrysanthemi y
Dickeya dadantii) y Erwinia carotovora (sin.
Pectobacterium carotovorum). Estos resultados
concuerdan con los agentes causales de las
pudriciones blandas descritos recientemente en
la literatura (Guzman et al. 2017, Villalta et al.
2019), que senalan a Erwinia chrysanthemi (sin.
Dickeya dadantii), como el agente causal de
pudriciones blandas en banano. El hallazgo de
Erwinia carotovora (sin. Pectobacterium caro-
tovorum) podria sugerir la participacién conjunta
de este organismo, ya que siempre fue aislada
de los sintomas de la enfermedad y se logré
comprobar, mediante los postulados de Koch, su
patogenicidad.

Descripcion de los sintomas caracteris-
ticos de la PSF. Los sintomas de esta enferme-
dad se observaron en fruta verde, a partir de 6
semanas de edad y se acentuaron cuando la fruta
alcanz6 edad comercial alrededor de 11 semanas.
Los sintomas caracteristicos fueron manchas
acuosas debajo de la epidermis del fruto, que
desencadenaron areas necrosadas a lo largo del
fruto. Los sintomas iniciaron por lo general en
el extremo distal, que abarco aproximadamente
0,5 cm de radio. La enfermedad avanza paulati-
namente hasta llegar al pedinculo. Internamente,
en un estado avanzado, los tejidos de la pulpa se
degradan, producto de la acciéon enzimatica de
los agentes causales y presentan mal olor, que da
origen al sintoma tipico de una pudricion blanda
(Jeger et al. 1995, Guzman y Wang 1998, Guz-
man et al. 2017) (Figura 1).
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Figura 1. Sintomas caracteristicos de la PSF en frutos individuales de 12 semanas de edad.
a. Necrosis externa en los tejidos de la cascara del fruto.
b. Aspecto de los tejidos internos de la pulpa de un fruto afectado por la enfermedad.

La enfermedad progresa rapidamente; al externa, seguido de un goteo de exudados hacia

término de 24 horas, la necrosis externa es evi- la fruta de manos inferiores y adyacentes que
dente ¢ internamente, la pudricion puede alcan- causa manchas, estrias y decoloraciones que
zar entre 1 y 2 tercios del fruto (Guzman y Wang convierten fruta en condiciones dptimas para ser
1998). En etapas avanzadas, los tejidos de la cas-  comercializada en fruta de desecho (Figura 2).

cara colapsan, producto de la pudricion interna y
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Figura 2. Sintomas caracteristicos de la PSF en racimos de 12 semanas de edad.

a. Fruto integro con necrosis caracteristica.

b. Fruto colapsado en la parte superior del racimo que genera goteo de exudados sobre fruta de manos inferiores y

adyacentes.

Pruebas de patogenicidad. Los 3 mor-
fotipos probados, fueron denominados SFC2,
SFC4 y SFC7, y reprodujeron los sintomas carac-
teristicos de la PSF. Los sintomas iniciales de la
enfermedad, pequefias areas de apariencia hime-
da en la cascara fueron observados 24 horas
después de la inoculacion y se extendieron hasta
alcanzar la totalidad del fruto, aproximadamente
120 horas después. Guzman y Wang (1998), en
su trabajo con Erwinia sp, sefialan que al cabo de

5 dias de inoculacion (120 h), se alcanzo6 un 90%
del fruto necrosado, dato que refuerza la rapidez
con que estos patdogenos afectan el fruto.

En este trabajo también se pudo constatar
lo expuesto por Guzman y Wang 1998 y Guzman
et al. 2017, quienes sefialaron que una vez obser-
vado el sintoma externo en la cascara del fruto,
los tejidos internos de la pulpa se encontraron
degradados y con apariencia acuosa (Figura 3).
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Figura 3. A. Aspecto de la pulpa de un fruto sano.
B. Aspecto de la pulpa de un fruto afectado por
la enfermedad.
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Efecto antagonista in vitro de trece for-
mulaciones comerciales de microorganismos
antagonistas sobre Erwinia chrysanthemi (sin.
Dickeya chrysanthemi). El diametro de inhibi-
cion sobre Erwinia chrysanthemi (sin. Dickeya
chrysanthemi) se observd a partir de 48 horas
después de la inoculacion. Como se indica en la
Figura 4, el mayor didmetro de inhibicion del cre-
cimiento de la bacteria fue obtenido con Bacillus
subtilis (cepa QST 713) y Bacillus pumilus (cepa
QST 2808), a las 120 horas. Ambos productos
lograron aproximadamente el doble del diame-
tro de inhibicion del resto de tratamientos. Con
el testigo positivo (agua destilada) y negativo
(Gentamicina 1,2 ppm), el didmetro de inhibicion
alcanzado fue 0 cm y 2,5 cm respectivamente.

El efecto de ambos tratamientos puede
deberse a que las cepas de las bacterias, B. sub-
tillis y B. pumilus, han sido seleccionadas por
su capacidad de antagonismo con patogenos de
plantas causantes de multiples enfermedades. La
literatura indica que entre un 4 y 5% del genoma
de ambas especies esta dedicado a la produccion
de antibioticos. Tienen el potencial para producir
mas de 2 docenas de moléculas antimicrobianas
diferentes, ademas de las enzimas liticas, celu-
lasas, proteasas, 1,4-B-glucanasas e hidrolasas,
las cuales contribuyen a la degradacion de las
paredes y membranas de las células del patogeno
(Baysal et al. 2013).
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Figura 4.

Inhibicion del crecimiento in vitro de Erwinia chrysanthemi (sin. Dickeya chrysanthemi) debido al efecto antagonista

de los tratamientos a las 120 horas. Tratamientos seguidos de una misma letra no son significativamente diferentes

(LSD Fisher 0,05).

Observaciones realizadas por Sharga y
Lyon (1998), Reinoso et al. (2006), Nissen et al.
(2008), Goorani El y Hassanein (2008) y Matar
et al. (2009), indican la efectividad de ambas
bacterias en la inhibicion del crecimiento in
vitro de especies de Erwinia. Por otra parte, en
otros cultivos, se observo efecto inhibitorio por
parte de estas bacterias al probarse en el control
in vitro de 2 subespecies de Erwinia carotovora
subsp. atroseptica (Pectobacterium carotovo-
rum) y Erwinia carotovora subsp. carotovora
(Pectobacterium carotovorum), causantes de la
pudricion suave de la papa (Cladera et al. 20006).
Por otra parte, Rashid et al. 2013, lograron un
diametro de inhibicion de aproximadamente 2
cm con Bacillus subtillis en pruebas de control
biolégico in vitro contra Erwinia sp.

Se ha observado que los compuestos pro-
ducidos por Bacillus mantienen su actividad en
medios de cultivo hasta 8 horas después de pro-
ducidos, y su actividad in vitro aumenta luego de
24 horas de la inoculacién del microorganismo,
cuando este ha logrado establecerse en el medio

(Bottone y Peluso 2003). Lo anterior puede expli-
car que el efecto inhibitorio de los 2 tratamientos
comenzd a observarse después de las 24 horas
de inoculacion y el maximo se alcanzo a las 120
horas después, al terminar la fase de crecimiento
exponencial e iniciar la fase estacionaria de estos
microorganismos (Bottone y Peluso 2003).

Efecto de inhibicion in vitro de fuentes
comerciales de Iodo y cobre sobre Erwinia
chrysanthemi (sin. Dickeya chrysanthemi). El
crecimiento de E. chrysanthemi (sin. Dickeya
chrysanthemi) se vio inhibido por las formula-
ciones de cobre y yodo. Los tratamientos que
mostraron mayor efectividad fueron la dosis
completa de Sulfato de Cobre 28%, media dosis
de Sulfato de cobre 28% y la dosis mas alta de
TIodo etanol 30 ml.L-' (Figura 5). Cabe resaltar
que la dosis mas alta de Iodo etanol tuvo un des-
empeio similar a las mejores fuentes de cobre.
Los resultados obtenidos pueden deberse a que
el Sulfato de Cobre (28% P/V) presenta un con-
tenido porcentual de cobre mayor a los demas
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tratamientos evaluados. Por otra parte, el Sulfato
de Cobre (98% P/V) no mostréo un desempefio
adecuado. A raiz de estos resultados, es necesa-
rio investigar la influencia de la concentracion
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y naturaleza sélida o liquida de las fuentes de
cobre en la inhibicion sobre E. chrysanthemi (sin.
Dickeya chrysanthemi).
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Figura 5. Inhibicion del crecimiento in vitro de Erwinia chrysanthemi (sin. Dickeya chrysanthemi) debido al efecto de los
tratamientos a las 48 horas. Tratamientos seguidos de una misma letra no son significativamente diferentes (LSD

Fisher 0,05).

El efecto observado se debe al efecto
bacteriostatico y bactericida descrito por la lite-
ratura para el lodo y el cobre (Gomez et al. 2001,
Ordax 2008, Arauz 2011), sin embargo, es impor-
tante determinar su uso potencial y la posible
fitotoxicidad en fruta causada por estas fuentes
de cobre y Iodo.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El agente asociado a la enfermedad PSF
fue aislado de tejido enfermo e identificado
como Erwinia chrysanthemi (sin. Dickeya
chrysanthemi).

Se presume que hay una participacion
conjunta de Erwinia carotovora (sin. Pectobac-
terium carotovorum), ya que siempre fue aislada
de los sintomas de la enfermedad y se logréd
comprobar, mediante los postulados de Koch, su
patogenicidad.
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El mejor efecto antagonista in vitro sobre
Erwinia chrysanthemi (sin. Dickeya chrysanthe-
mi) se obtuvo con los microorganismos Bacillus
pumilus cepa QST 2808 y Bacillus subtilis cepa
QST 713.

Por parte de las fuentes quimicas, el mejor
efecto in vitro sobre Erwinia chrysanthemi (sin.
Dickeya chrysanthemi) se obtuvo con la dosis
completa y media dosis de Sulfato de Cobre al
28,8%, y la dosis mas alta de lodo-Etanol al 2,5%.

Se recomienda investigar el antagonismo
in vitro, a partir del incremento de formulaciones
comerciales de microorganismos antagonistas y
controladores biolégicos, para dar énfasis a pro-
ductos elaborados a partir de cepas puras.

Se recomienda investigar la influencia de
mas fuentes a base de cobre y yodo, de diferente
concentracion, de naturaleza solida o liquida
sobre la inhibicion de Erwinia chrysanthemi (sin.
Dickeya chrysanthemi).
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