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ABSTRACT

Plantain production (Musa spp.) in Central, South America and the
Caribbean is limited by bacterial diseases. In Puerto Rico, the production of the
plantain “Hua Moa” is affected by a disease called bunch abortion or choke neck.
Although it is common to observe soft rot tissue suggesting interactions with
biotic agents, no research has been conducted to explain the disease in terms of
abiotic or biotic agents. This study tried to identify bacteria and their role in
relation to the choke neck disease. Bacteria were isolated from pseudostems of
“‘Hua Moa” in three locations in Puerto Rico, using common and semi-selective
growth media. Pathogenicity was determined using potato and plantain
pseudostem discs in humid chambers under in vitro conditions. Under
greenhouse conditions the pathogenicity of four bacteria were tested on whole
plants on the clones Maricongo, Grand nain, Enano, FHIA-01 and “Hua Moa”. A
field experiment was conducted during 10 months on “Hua Moa” plants
inoculated with Pseudomonas aeuriginosa. A total of 167 strains were isolated
from diseased plants from which Burkholderia gladioli, Erwinia chrysanthemi and
P. aeuriginosa were determined pathogenic. E. chrysanthemi was virulent in all
clones tested under greenhouse conditions. Significant differences between
treatments were not found under field conditions suggesting that P. aeuriginosa
have no relation with the disease. At the other hand, E. chrysanthemi may be
responsible of the soft rots developed on “Hua Moa” plantain once the choke

neck disease is initiated.



RESUMEN

Las enfermedades bacterianas son una limitante en la produccion del
platano (Musa spp.) en paises de Centro, Sur América y el Caribe. En Puerto
Rico, la produccién de platano tipo “Hua Moa” es afectada por una condicién
conocida como aborto del racimo o “choke neck”. Aunque es comun observar
tejido con pudriciones blandas, lo que sugiere interaccion con agentes bidticos,
no se ha realizado investigacion para explicar la condicion en términos de
agentes abidticos o bidticos. Este estudio tratdé de identificar las bacterias y su
funcién con relacion al aborto del racimo en platano “Hua Moa”. Se aislaron
bacterias de pseudotallos de “Hua Moa” en tres localidades de Puerto Rico
usando medios de crecimiento comunes y semiselectivos. La patogenicidad fue
determinada usando discos de papa y pseudotallo de platano en camaras
humedas bajo condiciones in vitro. La patogenicidad de cuatro bacterias fue
evaluada bajo condiciones de invernadero en clones de Maricongo, Grand nain,
Enano, FHIA-01 y “Hua Moa”. Se realizé un experimento de campo durante 10
meses usando plantas de “Hua Moa” inoculadas con Pseudomonas aeruginosa.
Se obtuvieron un total de 167 bacterias dentro de las cuales se identificaron a
Burkholderia gladioli, Erwinia chrysanthemi y P. aeruginosa como patégenas. E.
chrysanthemi fue la mas virulenta en todos los clones evaluados en condiciones
de invernadero. En el ensayo de campo no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos, sugiriendo que la bacteria inoculada no
tienen relacién con la enfermedad. Por otro lado E. chrysanthemi puede ser
responsable de la pudricion blanda en platano “Hua Moa” una vez se presenta la

condicion del aborto del racimo.
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1. INTRODUCCION

El platano (Musa spp.) es uno de los cultivos mas importantes a escala
mundial; sin embargo, ha sido muy poco estudiado en comparacion a otras
especies de explotacion comercial. Es clasificado como alimento basico de
millones de personas en los paises tropicales en vias de desarrollo, ya que
aporta gran parte de los requerimientos nutricionales como carbohidratos, fibras,
vitaminas (A, Bs y C) y minerales (potasio, fosforo y calcio), ademas de ser una
importante fuente de ingresos para los mercados locales e internacionales
(Frison y Sharrock, 1998).

En el 2002 se produjeron, a escala mundial 28,819,664 toneladas métricas
de platano, con un rendimiento promedio de 5,903 kg/Ha. De este total en el
area del Caribe se produjeron 999,631 toneladas métricas, con un rendimiento
promedio de 7,428 kg/Ha (FAO, 2003). Para el caso especifico de Puerto Rico,
la mayoria de la produccion de platano y guineo se encuentran en zonas
montafiosas, siendo la segunda cosecha econdmicamente mas importante
después del café (Diaz, 2002), reportdndose para Puerto Rico 82,000
toneladas métricas de platano con un rendimiento promedio de 8,632 kg/Ha
(FAO, 2003).

La productividad puede ser afectada por varios factores bidticos y abidticos
que inciden en el cultivo en la zona tropical y subtropical, entre éstos se
encuentran las bacterias fitopatogénicas. Las bacterias mas importantes son

1



2
Ralstonia solanacearum Smith, agente causal de la enfermedad del moko
(Stover, 1972) y Erwinia carotovora Jones, agente causal de las pudriciones
blandas (Cedefio et al., 1990). Estas producen enfermedades cuyos sintomas
son marchitez y pudricion, respectivamente. La enfermedad del moko se ha
diseminado por las principales zonas productoras de Centro América y Sur
América, sin ser aun reportada en las islas del Caribe, excepto en Trinidad y
Granada donde ya esta presente (Ploetz et al., 1994). Esta enfermedad se ha
convertido en la enfermedad bacterial mas devastadora de este cultivo en toda
la zona tropical y subtropical donde se siembra, causando pérdidas de hasta un
100% (Stover, 1972).

La pudricion blanda del pseudotallo es causada por Erwinia spp. y se ha
reportado su presencia en Costa Rica, Panama, Venezuela, Colombia y en
algunas islas del Caribe como Republica Dominicana, Haiti (Stover, 1972) y
Puerto Rico (Diaz, Com. Per. 2000). Esta puede causar pérdidas de hasta un
50% (Stover, 1972).

Otro factor que puede afectar la producciéon del platano es un fendmeno que
ha sido reportado como estrechez o trauma del cuello (“choke neck”); ésta
condicion fue observada inicialmente en clones de “Dwarf Cavendish” (Musa
AAA) observandose una retencion del racimo debido a la compactacion de las
hojas pecioladas con internudos cortos, lo cual congestiona la salida del racimo,

afectando  significativamente el rendimiento puesto que reduce
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considerablemente la calidad y precio de la fruta (Robinson, 1998). En algunos
casos se ha observado necrosis y pudricién del tejido que rodea la zona donde
es retenido el racimo. Estos sintomas se presentan en la parte superior del
pseudotallo hasta la parte media del mismo (Zapata, Com. Per. 2000). En Puerto
Rico, este fendbmeno se ha observado en el clon de platano hawaiano “Hua Moa”
(Musa AAB) y ha sido llamado “aborto del racimo” por los agricultores de la
zona. Para explicar este fendbmeno se sugieren las siguientes causas: las
temperaturas frias, estrés de sequia (Stover y Simmonds, 1987; Robinson 1998;
Crane y Balerdi, 1998), ataque de nematodos barrenadores tal como
Radopholus similis (Robinson, 1998) y bacterias fitopatdgenas asociadas al
cultivo (Zapata, Com. Per. 2001).

Las bacterias patdgenas y el aborto del racimo, son causales de grandes
pérdidas econdmicas en otros paises. La introduccidon de material vegetal en
Puerto Rico con el fin de aumentar la productividad y diversidad de genotipos y
la importacion masiva de material de propagacién a la isla, después de los
huracanes, favorecen la posibilidad de introduccion de patégenos. Por lo tanto,
es necesario identificar las bacterias que se relacionan con este cultivo, su rol en
diferentes zonas del pais y si estas tienen relacién con el aborto del racimo o

estrechez o trauma del cuello en el cultivo “Hua Moa”.



2. OBJETIVOS

Aislar, caracterizar e identificar poblaciones bacterianas presentes en
pseudotallos del platano “Hua Moa” en tres localidades de Puerto Rico.
Determinar el potencial patogénico de las bacterias en otros clones de

platano.

Determinar la posible relacién de las bacterias patégenas con el aborto

del racimo.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1 Enfermedades bacteriales de tipo vascular
3.1.1 Marchitez bacterial o enfermedad del moko

La enfermedad del moko es una de las enfermedades mas viejas y mejor
conocida en platanos y guineos. Rorer (1911) fue el primero en describir esta
enfermedad y en 1940 Schomburg identificd a una bacteria en la Guyana como
el agente causal de esta enfermedad (Cit. en Stover, 1972).

La enfermedad ha sido descrita en Venezuela, Brasil, Peru, Trinidad,
Guyana, Costa Rica, Honduras, Panama, Guatemala, México y dentro de las
islas del caribe se ha encontrado solamente en Trinidad y Granada (Ploetz, et al,
1994). Se ha reportado también fuera de América en Filipinas e Indonesia.
(Robinson, 1998). Dentro de los clones mas susceptibles a esta enfermedad se
encuentran los de tipo “Cavendish”, mientras que los platanos de tipo cuerno son
raramente afectados (Stover y Simmonds, 1987).

La mayoria de los sintomas caracteristicos de esta enfermedad aparecen en
hijuelos jovenes que han sido cortados una vez (rebrotes). Cuando comienza el
rebrote, éstos se tornan necréticos y atrofiados (Stover, 1972). Los sintomas que
se observan en plantas adultas son clorosis y marchitez de hojas viejas, pérdida

de color en las hojas jovenes (verde o amarillo palido) y colapso entre la
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base laminar y el peciolo (Robinson, 1998). Internamente, el tejido vascular
presenta un cambio de color de manera progresiva y cuando se hace un corte
en el pseudotallo o en el rizoma, se observa un exudado bacterial del cual el
organismo causal puede ser aislado (Thwaites et al., 1999). El sintoma indicativo
de la infecciéon es la presencia de dedos amarillos prematuros en el racimo, los
cuales presentan una pudricion seca de color marrén en la pulpa (Robinson,
1998). Buddenhagen y Sequeira (1958) observaron que la infeccion esta
asociada a dafios en las raices debido a condiciones desfavorables del suelo. La
bacteria infecta el rizoma a través de heridas y puede ser transmitida de planta a
planta por herramientas empleadas para la poda (Ploetz, et al, 1994).

Otro mecanismo de transmision son los insectos del orden Hymenoptera
(Trigona spp.), los cuales son atraidos por el exudado bacterial y pueden llevar
la enfermedad a otras plantas. Los sintomas en este caso se observan primero
en las flores y pedunculos, los cuales se tornan necréticos y posteriormente
arrugados; la bacteria invade los frutos causando una maduracion prematura y
pudricibn de la misma. Eventualmente, la bacteria se vuelve sistémica
enfermando toda la planta (Thwaites et al., 1999).

El agente casual de esta enfermedad es la bacteria Ralstonia solanacearum
conocida anteriormente como “Pseudomonas solanacearum o Burkholderia
solanacearum” (Yabuuchi et al., 1995). Es una bacteria aerdbica, Gram-negativa

con flagelacion polar y catalasa positiva (Doudoroff y Palleroni, 1974). Esta
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presenta una alta heterogeneidad a nivel intraespecifico y ha sido subdividida en
cinco biotipos de acuerdo al catabolismo de carbohidratos y en tres razas de
acuerdo a su hospedero, reportandose la raza uno como patdégena en un gran
numero de cultivos, especialmente solanaceas; la raza dos afecta
exclusivamente al cultivo del platano y el guineo, la raza tres es especifica para
papa (Garcia, et al., 1999).

El control efectivo de esta enfermedad radica en evaluaciones constantes de
las plantaciones, erradicando plantas enfermas, desinfeccion de herramientas
entre cada poda, inyectar un herbicida sistémico como glifosato a plantas e

hijuelos que no han sido removidos, entre otros (Robinson, 1998).

3.1.2 “Blood disease” o “Penyakit Darah”

A partir de 1906 esta enfermedad fue reportada en una isla al sur de
Indonesia y a finales de 1980 fue observada en Java, Sumatra, Kalimantan y las
islas Moluccan; hasta el momento no ha sido reportada fuera de Indonesia
(Thwaites et al., 1999). Se ha encontrado que afecta a platanos, guineos vy
algunas especies silvestres de Heliconia 'y Musa (Eden-Green, 1994).

La infeccion ocurre a través de la inflorescencia y es transmitida por los
insectos de manera similar a la enfermedad de moko. Entre los sintomas se
encuentran amarillamiento de las hojas seguido de marchitez, necrosis y colapso

de las mismas; la flor masculina y los frutos pueden tornarse necroticos vy
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pequefios (Thwaites et al., 1999). Internamente, los haces vasculares exhiben
una coloracion rojiza que se puede extender a través de la planta o se puede
concentrar en la fruta, la cual también muestra una coloracion rojiza por lo cual
se deriva el nombre de la enfermedad (Eden-Green, 1994).

Gaumann (1923) reporté como causante de esta enfermedad a una bacteria
Gram negativa la cual llamé Pseudomonas celebensis. Rangaswami vy
Rangarajan (1965) la clasificaron como miembro del género Xanthomonas, pero
el nombre nunca fue validado. Actualmente, se realizan numerosos estudios a
nivel genético para determinar a que grupo pertenece, por lo tanto el agente
causal de esta enfermedad no ha sido oficialmente clasificado. Hasta el
momento la estrategia efectiva para el control de esta enfermedad es el uso de

plantas sanas o libres del patégeno (Thwaites et al., 1999).

3.1.3 Otras enfermedades vasculares

Existen otras enfermedades de tipo vascular que afectan platanos, guineos y
otras especies de Musas, como Abaca y Ensete, para las cuales aun se
desconoce el agente casual, pero se cree que son causadas por bacterias
similares a Ralstonia solanacearum. Estas enfermedades han sido llamadas

‘enfermedad vascular Javanenses”, “marchitez bacterial de Abaca” y “marchitez

bacterial de Ensete” (Thwaites et al., 1999).



3.2 Enfermedades bacteriales de la fruta
3.2.1. “Bugtok”

La primera persona en describir esta enfermedad fue Roperos (1965) el cual
la reporto en los clones “Saba” y “Cardaba”, dos de los cultivares de platano mas
populares en las Filipinas (Cit. en Thwaites et al., 1999). "Bugtok" es un término
local que se utiliza en la parte sur de las Filipinas, para describir a la fruta
infectada, la cual se decolora y se endurece aun madura (Soguilon et al., 1995).

Soguilon et al. (1995) describen como el sintoma mas caracteristico de ésta
enfermedad la pérdida de color de la pulpa del fruto, la cual es mas intensa en el
centro; internamente se pueden observar rayas vasculares de color café, tanto
en el pedunculo del fruto como en el tallo y en el pseudotallo. Esta enfermedad
es posiblemente transmitida por insectos del género Thrips sp. a través de la
inflorescencia, produciéndose una distorsion del pedunculo (Thwaites et al.,
1999).

Actualmente, analisis genéticos han demostrado una relacion estrecha entre
la bacteria causante de “Bugtok” y la causante del moko (Thwaites et al., 1999).
Esta enfermedad puede controlarse protegiendo las inflorescencias con bolsas
plasticas justo al momento de la fructificacion, asi como también practicas
culturales de limpieza tanto de herramientas como del terreno y de la planta

(Soguilon et al., 1995).
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A nivel de los frutos, Stover (1972) reportd una enfermedad en clones de
guineos pertenecientes al grupo gendmico Musa AAA en Honduras y Nicaragua.
Esta enfermedad es conocida como “pudricion bacterial de la punta de los
dedos” y algunas veces ha sido llamada “mokillo”. Los sintomas que se
manifiestan en los dedos son la presencia de un color amarillo en la punta e
internamente una textura gelatinosa que toma un color amarillo a rojizo. Esta
enfermedad es atribuida a bacterias del género Pseudomonas y actualmente se
desconoce acerca del ciclo de ésta, pero se cree que la transmision es por

insectos (Thwaites et al., 1999).

3.3 Pudriciones del cormo y el pseudotallo

Las pudriciones son ocasionadas por la maceracion de los tejidos con
multiples enzimas producidas por el patégeno tales como pectinasas, celulasas
y proteasas; las cuales actuan en las paredes celulares de la planta y provocan
las podredumbres blandas, acuosas y con olores fuertes que dan como
resultado la pérdida estructural del tejido (Cother y Sivasithamparam, 1983).
Dentro del grupo de bacterias con esta capacidad se encuentran diferentes
especies de Erwinia spp. las cuales afectan un gran numero de plantas (Dye,
1983).

Se han sugerido tres grupos para la clasificacidén de las especies de Erwinia
spp. que son patogénicas en plantas: “grupo Amylovora” causan necrosis seca y

sintomas de marchitez, no forman enzimas pectidicas ni pigmentos amarillos;
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“‘grupo Carotovora” causan pudriciones blandas, ya que tienen actividad
pectolitica; “grupo Herbicola” producen un pigmento amarillo insoluble en agua.
Existe un cuarto grupo llamado Erwinias atipicas, las cuales son especies que
forman micelio y cuya posicién taxondmica es dudosa; en este grupo no se

incluye ningun patdégeno de plantas (Dye 1983).

3.3.1. Pudricion bacterial del rizoma

Stover (1959) describe por primera vez esta enfermedad en Honduras.
Wardlaw (1972) la reporta en otros paises de Centro América y Shillingford
(1974) la reportdé en Jamaica (Cit en Thwaites et al., 1999). Se ha observado
que afecta clones diploides (Musa AA) y algunos cultivares de guineos triploides
(Musa AAA) (Thwaites et al., 1999). Cuando los sintomas estan presentes, el
rizoma se observa débil y en tal caso el viento o el peso de la fruta puede hacer
caer la planta. Internamente, la corteza presenta regiones acuosas de color café
o amarillo las cuales tienen margenes de color café bien definido; en estado
severo cuando hay suficiente pudricion, estas regiones forman cavidades que
pueden ser confundidas por tuneles causados por nematodos (Thwaites et al.,
1999).

Stover (1972) aisl6 a Erwinia carotovora de plantas afectadas.
Posteriormente, se realizaron aislamientos de tejido enfermo procedentes de

Jamaica, Honduras y Panama donde se identifico a Erwinia chrysanthemi
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(Dickey, 1981). Para el control de este patdogeno se recomienda el uso de

“semilla” seleccionada (Thwaites et al., 1999).

3.3.2 Pudricion blanda del pseudotallo

La pudricion blanda o acuosa del pseudotallo en plantaciones de musaceas
es causada por bacterias del género Erwinia spp. Esta enfermedad esta
distribuida por toda Latinoamérica, principalmente en Colombia, Venezuela,
Ecuador, Panama, Costa Rica y Honduras (Stover, 1972).

La pudricion blanda esta asociada en gran parte a hortalizas, pero también
es patdégeno natural de un amplio grupo de ornamentales y de cultivos como el
maiz, arroz, remolacha, fiame y yautia. Es particularmente dafina en papa,
donde ha sido muy estudiada, y los métodos que se aplican en este cultivo para
la deteccion de esta enfermedad son aplicables a otros cultivos donde se
sospecha la presencia de este patégeno. Erwinia tiene gran capacidad
saprofitica, por lo que puede sobrevivir en el suelo, agua de riego y raices de
malezas. Ademas, puede ser transportada por numerosos insectos ya que este
patogeno puede sobrevivir dentro del mismo por varias horas. Las condiciones
que favorecen el desarrollo de la enfermedad son alta humedad y temperaturas
entre 25 y 35°C. (Guzman y Sandoval, 1996).

Stover (1972) report6 la presencia de dos especies de bacterias del género

Erwinia (E. chrysantemi y E. carotovora) afectando el cormo y el pseudotallo,
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tanto en guineos como en platanos. Recientemente, se ha sefialado a Erwinia
carotovora subsp. atroseptica como el agente causal de la pudricién blanda en el
platano “Hartén” (Musa AAB) (Cedefio et al., 1990). La enfermedad se
caracteriza por presentar clorosis en la hoja bandera y por el posterior
doblamiento a la altura del pseudopeciolo, marchitamiento general de la planta
en forma ascendente hasta afectarla completamente (Gémez et al., 2001). Se
observan manchas oscuras de apariencia humeda que, en condiciones
ambientales favorables, se agrandan en todas las direcciones hasta circundar el
pseudotallo. Los tejidos infectados aparecen macerados, muestran abundante
acuosidad y emiten un fuerte olor (Cedeno et al., 1990). Las vainas foliares
internas presentan coloraciones que van desde marrdn claro hasta marrén
oscuro (Gémez et al., 2001). El control de la pudricion blanda es dificil y
depende de las practicas culturales de sanidad; como evitar lesiones, un buen

control de insectos y la rotacion de cultivos (Agrios, 1997).

3.4 Aborto del racimo o cierre del cuello “Choke neck”

Este fendmeno es bien conocido en areas de latitudes altas donde las
temperaturas estan por debajo de los 16°C, lo cual ocasiona un dafo o
distorsién en la fruta y problemas en la salida del racimo cuando emerge del
pseudotallo (Stover y Simmonds, 1987). Robinson (1998) describe este

fendbmeno como una retencion del racimo que ocurre cuando la inflorescencia
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estd tratando de emerger a través del pseudotallo y es detenida por la
compactacion de las hojas pecioladas con entrenudos cortos; éstas
congestionan la salida del racimo, afectando la calidad y precio de la fruta.

Se conocen diferentes grados de cierre del cuello, observandose que en la
forma intermedia el racimo sale facilmente del pseudotallo pero tiende a
orientarse de manera horizontal mas que vertical y el pedunculo es mas corto de
lo normal. En casos severos, el racimo se observa emergiendo un poco a través
del pseudotallo, sefialando hacia arriba, lo cual ocasiona que algunos frutos
queden expuestos a la radiacién solar produciéndoles quemaduras. Cuando el
efecto del cierre es mas severo, el racimo no sale a través del cuello de la planta
e internamente el pedunculo continua elongandose de tal manera que dentro del
pseudotallo toma una forma de ‘S’ (Robinson, 1998).

Robinson (1998) menciona que una sequia prolongada ocasiona que las
plantas se tornen pequefas, que haya una reduccion en la salida de hojas y se
presente el aborto del racimo. El ataque de nematodos de tipo barrenador
ocasiona una mala absorcién de agua y nutrientes, lo cual puede a su vez
ocasionar en la planta sintomas tales como hojas cloréticas, racimos pequefos y
cierre del cuello (Robinson, 1998). Crane y Balerdi (1998) sugieren que un
estrés de sequia severo, al igual que las bajas temperaturas pueden causar el

cierre del cuello y el colapso del pseudotallo.
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El clon “Dwarf Cavendish” (Musa AAA) se ha reportado como uno de los mas
afectados por este fendmeno (Robinson, 1998). En Puerto Rico, este fendmeno
ha sido observado en el clon “Hua Moa” o “Hawaiano” (Musa AAB) (Irizarry y
Goenaga, 2001). Este clon es originario de Tahiti; posteriormente fue llevado a
Hawaii desde donde se introdujo a Estados Unidos en 1960 (Lessard, 1992).
Esta variedad fue introducida a Puerto Rico por el Departamento de Agricultura
de los Estados Unidos (USDA) en el 1991 procedente de Hawaii, con el fin de
ser usada para el aumento en la produccién de platano en el pais ya que
presenta rasgos deseables de rendimiento. Este clon produce un racimo de tipo
‘cuerno falso” con frutas pequefias y gruesas, la fruta contiene una pulpa de
textura suave que se usa principalmente en la elaboracion de tostones (Irizarry y
Goenaga, 2001). Crane y Balerdi (1998) lo describen como un clon que requiere
de mucho cuidado ya que es muy susceptible a la enfermedad conocida como

“‘mal de panama”, a la poca tolerancia al frio y a la sequia.

3.5 Control biolégico

Debido a la importancia comercial del cultivo de platanos y guineos, a los
pocos productos quimicos disponibles que existen para controlar bacterias y al
alto costo de los mismos, se ha hecho indispensable el desarrollo de clones
resistentes. De igual forma, se han desarrollado métodos culturales de control,

tales como materiales de propagacion sanos, rotacion de cultivos, erradicacion
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de plantas afectadas, desinfeccidn de herramientas y mas recientemente el uso
de microorganismos antagonistas; este ultimo ha sido considerado como una
estrategia promisoria para el control de bacterias fitopatogenas (Anuratha y
Gnanamanickam, 1990).

El control biolégico se presenta como una alternativa potencial libre de riesgo
frente a los numerosos y crecientes problemas derivados del uso de los
plagicidas. En un sentido amplio y segun la definicion de Cook y Baker (1983),
el control biolégico envuelve todas aquellas practicas que disminuyen la
incidencia de enfermedades y que excluyen el uso de sustancias quimicas. En
un sentido mas restringido, el control biolégico es el uso de organismos que
interfieren con la supervivencia de patégenos o con el desarrollo de
enfermedades. En la naturaleza existe una interaccion continua entre
organismos patogenos y antagonistas de forma tal que estos ultimos
contribuyen a que no haya enfermedad en la mayoria de los casos (Cook y
Baker, 1983; Mondino y Vero, 1999).

Los mecanismos mediante los cuales los antagonistas ejercen su accion
pueden ser complejos y variados. Se han descrito cuatro mecanismos de accidn
de los antagonistas para controlar el desarrollo de patogenos. El primero y mas
estudiado es la antibiosis; esta se refiere a la produccion de sustancias tdxicas
por parte de un microorganismo para contrarrestar a otros microorganismos. La

competencia se puede definir como el comportamiento desigual de dos o mas
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organismos ante un mismo requerimiento; siempre y cuando la utilizacion del
mismo por uno de los organismos reduzca la cantidad disponible para los demas
(Cook y Baker, 1983; Mondino y Vero, 1999). El parasitismo se refiere al
mecanismo que consiste en la utilizacion de un agente patégeno como fuente de
alimento a otros organismos antagonistas (Melgarejo et al., 1989). El cuarto
mecanismo es la depredacién donde el antagonista se alimenta de materia
organica entre la cual ocasionalmente se encuentra el patéogeno (Campbell
1989; Mondino y Vero, 1999).

Ejemplos de control biolégico se han reportado por Sivamani vy
Gnanamanickam (1988), quienes han empleado Pseudomonas fluorecens para
el control de la enfermedad del “mal de panama” en guineos causada por
Fusarium oxysporum en el sur de la India. En otro caso, reportado por Anuratha
y Gnanamanickam (1990), se utilizan cepas de Bacillus spp. y Pseudomonas
fluorescens como control biolégico de pudriciones bacteriales causadas por R.
solanacearum en guineo, berenjena y tomate en la India y en la region del

Pacifico sur.



4. MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion fue dividida en las siguientes partes: inicialmente se hizo
el muestreo, caracterizacion e identificacion de poblaciones bacterianas
procedentes de tejido sano y de tejido con sintomas de aborto en pseudotallos
de platano “Hua Moa”. Luego se continué con la determinacion del potencial
patogénico y bioldgico de estas bacterias, su relacion con el aborto del racimo y

una determinacion de la virulencia en otros clones de platano y guineo.

4.1 Muestreo, caracterizaciéon bioquimica y morfolégica de colonias
bacterianas y determinacion in vitro de su potencial patogénico

Durante el periodo de noviembre de 2001 a enero de 2003, se realizaron dos
muestreos de tejido en pseudotallos de plantas de platano “Hua Moa” de
apariencia sanas (representativos de las plantas control) y otros con sintomas
visibles de aborto del racimo. El muestreo consistié en la toma de trozos de
pseudotallo, de aproximadamente 3 a 4 cm de longitud, cercanos al racimo.

Los muestreos se realizaron en tres localidades de Puerto Rico: Santa Isabel,
Corozal y Gurabo. Los muestreos realizados en Santa Isabel, en la empresa
agricola comercial “MARTEX", se realizaron en un lote de produccion en
noviembre de 2001 y enero de 2003. Para los muestreos en Corozal y Gurabo,
realizados en noviembre de 2002 y enero de 2003, se sembraron 32 y 26

cormos del clon “Hua Moa” en marzo de 2002 respectivamente.
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El procesamiento de los tejidos traidos de las diferentes localidades, los
aislamientos, la purificacion y la posterior identificacion de las bacterias
obtenidas, fue realizado en el laboratorio de bacterias fitopatogenas del
Departamento de Proteccion de Cultivos del Recinto Universitario de Mayaguez,
ubicado en la Finca Alzamora.

Los trozos de 3 a 4 cm de pseudotallos sanos o con sintomas de pudricion
en la zona donde el racimo era retenido (Figura 1) fueron procesados de la
siguiente manera: los trozos fueron desinfectados con hipoclorito de sodio
comercial al 5% durante tres minutos y posteriormente lavados tres veces con
agua destilada esterilizada. Una vez desinfectados los tejidos se cortaron trozos
mas pequefos que fueron puestos en una solucion de caldo nutritivo diluida al
10% durante 10 minutos. Ademas, se tomaron muestras utilizando hisopos de
algodon esteériles (Puritan, Guilford, Maine, U.S.A), los cuales eran pasados por
la zona donde se encontraba la pudricion y luego puestos en caldo nutritivo al
10%. Similarmente se tomaron muestras de liquidos acumulado en la planta que
surgia al momento del corte del pseudotallo. Luego, se dispersé 0.1 ml de cada
una de estas suspensiones en placas de Petri con agar nutritivo (NA - DIFCO®
Lab. 213000) y adicionalmente en dos medios semi-selectivos para aislar
bacterias del tipo Pseudomonas (Pseudomonas lIsolation Agar, PIA - DIFCO®
Lab. 0927-01-9) y Erwinia (Miller-Schroth, MS). Los medios PIA y NA se

prepararon siguiendo las instrucciones estipuladas en la etiqueta del reactivo,
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mientras que MS se preparo de acuerdo a lo descrito por Jones y Geider (2001).
A todos los medios se les adiciond ciclohexamida al 1% para evitar o reducir el

crecimiento de hongos.

Figura 1. Sintomas de pudriciéon del pseudotallo en platano “Hua Moa”: Ay
B) Pudricién blanda en la parte interna; C) Necrosis y pudricién en estado
avanzado y D) Aborto de racimo con pudricion.
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Los aislamientos bacterianos se incubaron a 29°C por un tiempo de 24 a 48
horas. Las colonias que crecieron en éstos diferentes medios fueron
seleccionadas morfolégicamente segun su color, tamafo, margen, elevacion y
brillo. Las colonias se purificaron transfiriéndolas tres veces consecutivas en los
medios correspondientes de donde se aislaron y se les asigné un numero
consecutivo dado en el laboratorio de bacterias fitopatdbgenas de la finca
Alzamora.

La identificacion y caracterizacion de las bacterias se realiz6 mediante cuatro
pruebas de laboratorio. En primer lugar, la prueba de hidréxido de potasio (KOH)
al 3% es una prueba indirecta de la reaccion Gram (Suslow, et al., 1982);
segunda, la prueba de Catalasa permite diferenciar bacterias aerdbicas vs.
anaerodbicas; tercera, la reaccién a la prueba de Oxidasa diferencia bacterias
entéricas vs. no entéricas; y por ultimo, a las bacterias Gram positivas se les
determind la produccidn de esporas por tincion (Benson, 1985).

Se realizaron pruebas de patogenicidad utilizando tejido de pseudotallo de
platano del clon Maricongo y papa para las bacterias aisladas y purificadas; con
el propdsito de determinar el potencial patogénico. Las bacterias fueron
activadas en NA en incubadora (Precision Scientific®) a una temperatura de
29°C por 24 horas. Se prepard una suspension bacterial a 0.7 Armstrong (A) de
absorbancia en caldo nutritivo diluido al 10%. Se emplearon secciones de

pseudotallo de aproximadamente 35 cm de largo provenientes de hijuelos del
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clon Maricongo, los cuales procedian de la Estacion Experimental Agricola
UPRM, CCA, de Isabela.

Este clon fue seleccionado para este ensayo debido a que es el mas
cultivado en Puerto Rico y habia semilla disponible (contrario al clon “Hua Moa”).
Por otro lado, el tejido de papa permite hacer una seleccidén de las bacterias de
tipo Erwinia de manera rapida y confiable. Las secciones de tejido de platano (35
cm de largo) y de papas enteras fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio al
10% durante tres minutos y enjuagadas tres veces con agua destilada
esterilizada. Se cortaron discos, los cuales fueron colocados en cajas de Petri de
vidrio esterilizadas de 6 cm de diametro por 1 cm de alto. Estas fueron
colocadas dentro de placas de Petri mas grandes (14 cm de diametro por 2 cm
de alto) para un total de 3 discos por caja, las cuales sirvieron como camara
humeda (Figura 2).

El método de inoculacion en los discos se realizé siguiendo un disefo
experimental completamente aleatorizado (DCA) con tres repeticiones, donde
cada disco correspondia a una repeticion. En cada uno de ellos se aplicaron
25 ul de la suspension bacterial en un area marcada con palillos plasticos (para
diferenciar entre oxidacién natural y necrosis) en el caso del platano. En los
discos de papa la suspension bacterial fue aplicada directamente en el centro;
haciendo previamente una pequena puncion de 1mm de profundidad. Para cada

prueba se utilizé un control aplicando 25 ul de caldo nutritivo diluido al 10%.
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Los discos inoculados fueron incubados a temperatura ambiente y en
oscuridad durante 8 dias, al cabo de los cuales se midio el area necrética (en
centimetros) producida por las bacterias inoculadas. Posteriormente, estos datos
fueron analizados estadisticamente mediante un analisis de varianza y una
prueba de DMS (Diferencia Minima significativa). Se utilizé el programa Infostat®
(InfoStat/Profesional, 2002). Con estos resultados se realizé una seleccion de
las bacterias mas virulentas para luego emplearlas en el ensayo de invernadero

y campo.

Area marcada

Figura 2. Camara humeda empleada para la prueba de patogenicidad en
discos de platano marcados con palillos plasticos.
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Las bacterias que mostraron patogenicidad (Tabla 1) se identificaron
utilizando la técnica de BIOLOG®, basada en la utilizacién y oxidacion de 95
fuentes de carbono que resultan en la produccion de un perfil metabdlico
detectable por la reduccion de tetrazolio (Garland, 1999). El procedimiento se
realizé en tubos con 18 ml de una solucion fluida en los cuales se suspendieron
las bacterias purificadas de 24 horas de crecimiento con las siguientes
caracteristicas: 0.7 A de absorbancia, 590 nm de longitud de onda, 36—42% de
tramitancia. Se dispersaron 150 ul de la suspensién bacteriana en cada uno de
los 96 pozos de la microplaca y se incubaron por 24 horas; realizando la
identificacion del género y la especie mediante un programa computarizado el
cual determina la probabilidad e indice de similitud mediante la oxidacion de

carbonos.
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Tabla 1. Numero total de bacterias seleccionadas por respuesta a la prueba
de patogenicidad para la identificacion mediante la técnica BIOLOG®

N° Bacteria Localidad
2051 Santa Isabel
2055 Santa Isabel
2056 Santa Isabel
2067 Santa Isabel
2072 Santa Isabel
2086 Santa Isabel
2144 Santa Isabel
2151 Santa Isabel
2153 Santa Isabel
2162 Santa Isabel
2390 Gurabo
2399 Gurabo
2404 Gurabo
2405 Gurabo
2407 Corozal
2408 Corozal
2410 Corozal
2415 Corozal
2416 Corozal
2420 Corozal
2483 Santa Isabel
2487 Santa Isabel
2494 Santa Isabel
2497 Santa Isabel

4.2 Relacion de las bacterias patégenas con el aborto del racimo.

Debido al largo ciclo de vida que presenta el platano (10 a 11 meses) y que
al momento de la inoculacion soélo se contaba con los resultados de las pruebas
de patogenicidad de Santa Isabel, las muestras de bacterias que se
seleccionaron para este ensayo fueron la 2086 y la 2162. Este trabajo se realiz6
bajo condiciones de campo en la Finca Alzamora del Recinto Universitario de

Mayaguez. En febrero del 2002 se sembraron 32 cormos (de apariencia sana)
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de platano “Hua Moa” procedentes de una siembra en la E.E.A. de Corozal. Se
utilizé un disefio experimental de bloques completos aleatorizado (DBCA), con 4
bloques, 4 tratamientos (2086, 2162, una mezcla de las dos bacterias y un
control de solucién salina) en dos ensayos separados por aproximadamente 100
mts. La distancia de siembra fue de 2.7 mts. entre plantas y de 2.7 mts. entre
hileras. La siembra y mantenimiento del cultivo se llevaron a cabo siguiendo las
practicas agronémicas del conjunto tecnoldgico para la produccién de platanos y
guineos de la Estacién Experimental Agricola de la Universidad de Puerto Rico
(Andénimo, 1997). Se realizaron tres inoculaciones de las bacterias en los meses
de mayo, agosto y noviembre del 2002.

Se realizaron tres inoculaciones a intervalos de 3 meses cada una; la primera
inoculacion fue realizada en el mes de mayo de 2002, tres meses después de
sembrados los cormos. Para la preparacion de la solucion bacterial, éstas fueron
suspendidas en solucion salina al 0.85% con el cultivo bacterial de 24 horas de
crecimiento en NA a 29°C. Para la primera y ultima inoculacion se aplicaron 5 ml
de la suspension en la base de cada hoja a cada planta; en la segunda
inoculacién se aplicaron los 5 ml de la suspension bacterial con jeringa
directamente a los pseudotallos. Para evaluar el aborto del racimo se esperaron
30 dias después de observada la salida de la inflorescencia y se determiné el
numero de plantas con aborto y sin aborto. La evaluacion se realiz6 mediante

una escala establecida en esta investigacion. Esta fue dada de la siguiente
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manera: 1 a 3 plantas sanas o sin aborto, (1: salida y desarrollo completo del
racimo, 2: primer grupo de manos desde la inflorescencia al pedunculo sin
desarrollo y 3: poco desarrollo del total de manos); 4 a 6 o intermedio (4: ultima
mano del racimo dentro del pseudotallo, 5: mitad de la penultima mano dentro
del pseudotallo y 6: ultima y penultima mano retenidas completamente dentro del
pseudotallo) y 7 a 9 o severo (7: salida de las dos primeras manos del racimo 8:
cuando sélo se observa una pequeia fraccion de la inflorescencia masculina
‘pampana” y 9: cuando el racimo no salié del pseudotallo) (Figura 3). También
se tomaron datos del peso total del racimo y de una de las manos de cada

racimo con caracteristicas mercadeables.

Figura 3. Escala utilizada para la evaluacion de los diferentes niveles de
aborto del racimo en el campo. A) 1-3 Racimo completamente fuera del
pseudotallo con un buen desarrollo; B) 4-6 Aborto intermedio donde la
ultima y pendltima mano estan dentro del pseudotallo y C) 7-9 Aborto
severo donde el racimo queda dentro del pseudotallo.
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Después de la evaluacion externa se cortaron las plantas para determinar el
dafio interno y hacer reaislamientos de las bacterias y asi poder correlacionar si
el dafio observado era debido a las bacterias inoculadas. Con estos datos se
realiz6 un analisis de varianza y una prueba de DMS utilizando el programa

Infostat®.

4.3 Determinacion del grado de patogenicidad en otros clones

Para determinar la virulencia en platano y guineo a nivel de invernadero, se
inocularon tres clones de platano (Enano comun, Maricongo y “Hua Moa”) y dos
clones de guineo (FHIA-01 y Grand nain). Se utilizaron cuatro bacterias que
mostraron el mayor grado de virulencia a nivel de laboratorio (2072, 2399, 2415
y una mezcla de 2082 y 2162 utilizados en el campo) y se afiadidé un control. Se
utilizé un disefio completo aleatorizado (DCA) con tres repeticiones para cada
clon. Con cada bacteria se prepard una suspension bacterial en solucion salina
al 0.85% con una absorbancia de 0.7 A. y un largo de onda de 590 nm. La
inoculacion se llevd a cabo aplicando 15 ml de la suspension bacterial
directamente en los pseudotallos con una jeringa. La inoculacién se realizé en
los clones Grand nain, FHIA-01 y Enano comun a los seis meses de sembrados
y para los clones Maricongo y “Hua Moa” a un mes de sembrados. Inicialmente,
el clon Maricongo mostré problemas de desarrollo y dafio por insectos cuando
se sembrd junto con los demas clones; con el propdsito que se tuviera un buen

desarrollo del clon, se realizé una nueva siembra un mes antes de la inoculacion
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programada. En cuanto al clon “Hua Moa” no hubo material de propagacién al
momento de la siembra; por lo cual, la inoculacién de este clon fue realizada del
mismo modo que se hizo con el clon de Maricongo. Para la evaluacion de este
ensayo se tomaron datos del dafio producido por las bacterias a los 8, 15y 20
dias después de inoculadas, utilizando una escala de severidad desarrollada en
esta investigacién. Los valores de la escala fueron los siguientes: 1 a 3 plantas
sanas (1: ausencia de hojas cloréticas y/o necréticas, 2: hojas inferiores
cloréticas y 3: hojas inferiores cloréticas y necréticas), 4 a 6 plantas con clorosis
(4: inicio de clorosis en hojas superiores, 5: 50% de clorosis en hojas superiores
y 6: 80% de clorosis en hojas superiores) y 7 a 9 plantas con necrosis (7: inicio
de necrosis en hojas superiores que mostraron clorosis, 8: 50% de necrosis en
hojas superiores que mostraron clorosis y 9: 100% de necrosis en hojas
superiores) (Figura 4). También se tomaron datos de altura de la planta (en cm),
grosor del pseudotallo (en cm) y numero de hojas. A los 20 dias se realizdé una
evaluacion adicional del dafio interno en el pseudotallo desarrollandose una
escala para esta investigacion. Los valores de esta escala fueron: 1 a 3
pseudotallos sin sintomas (1: pseudotallos sanos, 2: necrosis leve en la parte
externa del disco asociado a dafio mecanico y 3: necrosis severa en la parte
externa del disco asociado a dafio mecanico), 4 a 6 (4: necrosis con poca
pigmentacidn marron en aproximadamente 25% del disco, 5: necrosis con

pigmentacién intermedia en aproximadamente 25% del disco y 6: necrosis con
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pigmentacién marrén oscura en aproximadamente 25% del disco) y 7 a 9
(7: necrosis en el 50 al 100% del disco sin pudricién blanda, 8: necrosis en el 50
al 100% del disco y pudricion blanda en el 50% del disco y 9: necrosis en el 50 al
100% del disco y pudricién blanda en mas del 50% del disco) (Figura 5). Con
estos datos se realizé un analisis de varianza y una prueba de DMS utilizando el

programa Infostat®.

A:1-3 B: 4-6 C:7-9

Figura 4. Escala para la evaluaciéon del daino general de los diferentes
clones inoculados en invernadero. A) 1-3: Sano; B) 4-6: Hojas superiores
cloréticas y C) 7-9: Hojas superiores necroéticas).
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Figura 5. Escala para la evaluaciéon del dafo interno en los diferentes
clones inoculados en invernadero A) 1-3: Sano; B) 4-6 Necrosis parte
media del disco y C) 7-9: Necrosis y pudricion parte interna del disco.
4.4 Determinacion del potencial antagonista

Para determinar el potencial de diferentes bacterias no patégenas para
control biolégico, se realizé un ensayo exploratorio a nivel de laboratorio con 82
bacterias no patdgenas, diferentes en pigmentacion y en respuesta bioquimica,
contra 20 bacterias patogénicas. Los dos grupos de bacterias fueron activados
durante 24 horas a 29°C; posteriormente se suspendieron en una solucion

nutritiva al 10% con una absorbancia de 0.7 A y un largo de onda de 590 nm.

Las suspensiones de las bacterias patégenas fueron esparcidas en platos Petri
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con NA solido. Posteriormente, se hicieron cuatro pozos de manera equidistante
con la ayuda de un sacabocados de 6 mm de diametro; en los cuales se
depositaron 15 pl de la suspension bacterial no patégena (dos bacterias no
patdgenas por cada plato de Petri). Los platos se incubaron a 29°C durante 48
horas, posterior a este tiempo se evalué la distancia de inhibicion en mm. Las
bacterias que mostraron inhibicién fueron evaluadas en un segundo ensayo.
Dentro del grupo de bacterias patdgenas se encontraban algunas repetidas; por
lo tanto se seleccionaron 10 (una de cada especie) que representaron cada
grupo de las bacterias patdgenas identificadas y 10 bacterias que mostraron el
mayor grado de inhibici6. Se establecié un diseno factorial de 10 x 10 con dos
repeticiones empleando el método de disco de papel (Freeman, 1962). Para este
ensayo, se prepararon suspensiones de los dos grupos de bacterias siguiendo el
mismo método antes descrito. Con las suspensiones de cada una de las
bacterias patdgenas se hizo un esparcido en NA. Se colocaron cuatro discos de
papel de 6 mm de diametro de manera equidistante; a tres discos se les aplicé
15 pl de la suspension bacterial inhibitoria y el cuarto fue empleado como control
aplicandoce 15 pl de solucion nutritiva al 10% (Figura 6). Posteriormente, se
incubaron a 29°C durante 48 horas, tiempo en el cual se evalud la distancia de
inhibicion de la bacteria en mm. Se realizé un analisis de varianza con el fin de
evaluar las interacciones entre las diferentes bacterias utilizando el programa

SAS (SAS® System Institute, 1999).
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Figura 6. Método del disco de papel empleado para determinar
antagonismo. Los numeros 1, 2 y 3 muestra la bacteria antagonica; el 4
muestra el control y el 5 representa la bacteria patégena.
4.5 Cortes histolégicos

Inicialmente, este estudio se realizd con tejido sano de pseudotallo de
platano con el fin de estandarizar la técnica para este cultivo. Con este proposito
se emplearon las técnicas de microtécnia reportadas por Johansen (1940) con
ciertas modificaciones. Este ensayo se realizé en el Centro de Microscopia
Electrénica del Departamento de Biologia del RUM (UPR) con la ayuda de

estudiantes del programa “Upward — Bound TRIO Math & Science Program,

UIA”. Para la estandarizacion, se comenzd con la diseccion del tejido, cortando
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secciones de pseudotallo sano de 1 cm por 0.5 cm; estas secciones se
colocaron en frascos que contenian una solucién fijadora la cual mantiene la
integridad del cultivo. La solucion empleada fue paraformaldehido al 2% vy
glutaraldehido al 2.5% en un amortiguador de fosfato (PBS 0.1M, pH 7.2). Las
muestras permanecieron en esta solucidn durante cinco dias a 14°C.
Posteriormente, las muestras se lavaron tres veces con una solucién
amortiguadora PBS (0.1M, pH 7.2) a intérvalos de 5 minutos en cada lavado.
Seguido, se realizo el proceso de deshidratacion gradual a través de una serie
de dilusiones de alcohol; se comenzo con etanol al 10% y haciendo cambios
cada 30 minutos por mezclas de etanol que aumentaban en un 5%
progresivamente, hasta llegar a etanol al 100%, el cual se repitié tres veces en
intervalos de 30 minutos cada uno. Luego las muestras fueron transferidas a un
solvente de parafina (terbutil alcohol o TBA) aumentando la concentracion de
manera gradual cada 30 minutos de la siguiente forma: TBA al 25% mezclado
con 75% de etanol; TBA al 50% con 50% de etanol; TBA al 75% con 25% de
etanol y finalmente, 30 minutos en TBA al 100%.

Una vez deshidratadas las muestras se procedio a la infiltracion con parafina,
la cual consiste en colocar las muestras en un horno de parafina a 55°C,
sustituyendo cada 30 minutos 4 del contenido del frasco tapado por parafina

nueva, repitiendo este cambio 12 veces. Finalmente, se removio el tapon de
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corcho del frasco de infiltracion y se realizaron 3 cambios en donde se sustituy6
completamente la parafina por nueva.

La incrustacion de las muestras en bloques de parafina sdlida se realizé en
bandejas de papel aluminio hechas a mano, orientando las muestras de forma
tal que se facilitara la obtencion de cortes transversales y longitudinales. Las
bandejas fueron sumergidas en agua con hielo una vez las muestras estuvieron
parcialmente endurecidas y se dejaron a 14°C durante 16 horas. Las muestras
incrustadas en parafina fueron recortadas hasta formar bloques pequefios los
cuales fueron montados sobre bases de madera que encajaron en el brazo del
micrétomo. Los cortes efectuados con este instrumento, el montaje de las
secciones (cintas) de parafina en laminillas y la desceracion de las mismas se
realizaron siguiendo las recomendaciones dadas en el Manual de microtécnica
para tejidos vegetales (Mufoz y Jordan, 1997). Para incrementar la visibilidad y
contraste de las células y tejidos se utilizd la técnica de tincidon descrita por
Johansen, (1940) con ciertas modificaciones. Se comenzd con la remocion de
parafina empleando una solucién de xileno por cinco minutos y luego una
solucion de xileno-etanol (1:1) por cinco minutos. Luego, los cortes fueron
transferidos a una secuencia de alcoholes cada cinco minutos con el fin de
hidratar las muestras, siendo la primera solucion alcohol al 100%, continuando
con alcohol al 95%, alcohol al 75% y finalmente alcohol al 55%. Las muestras

hidratadas fueron tefidas con safranina durante 72 horas, lavadas con agua
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destilada por 10 segundos y sometidas a una secuencia de alcoholes para sacar
el exceso de tinte de la siguiente manera: iniciando con alcohol al 75% por 10
segundos, alcohol al 95% por 30 segundos y por ultimo en alcohol al 100% por
cinco minutos. Se continud la tinciéon con “fast green” por dos minutos, seguido
de una solucion de aceite de clavos, xileno y alcohol (2:1:1) por 3 minutos. El
proceso de tincion finalizd con tres lavados en xileno de 15 minutos; se
observaron en el microscopio y se grabaron las imagenes para ser analizadas
en mas detalle. La realizacion de este trabajo y la estandarizacién de estas
técnicas son importantes porque permiten conocer los diversos mecanismos ya
sea de tipo fisiolégicos, bioquimicos o celulares que pueden estar involucrados

en el desarrollo de una enfermedad cuando un patdégeno entra a su hospedero.



5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Muestreo, caracterizacion bioquimica y morfolégica de colonias
bacterianas y determinacion in vitro de su potencial patogénico

Todos los aislamientos realizados a los tejidos de las tres localidades dieron
colonias bacterianas y en ninguno se observo la presencia de hongos, debido al
tratamiento preventivo con ciclohexamida en los diferentes medios de cultivo. El
total de bacterias encontradas fue de 167 (Apéndice 1), de las cuales 90 fueron
de la localidad de Santa Isabel, 38 de Corozal y 39 de Gurabo. 131 (78.4%) de
las bacterias fueron Gram negativas y 36 (21.6%) Gram positivas. La diferencia
marcada entre Gram negativas y positivas sugiere que podria encontrarse un
numero significativo de bacterias parasiticas ya que segun Hayward (1983a) el
mayor numero de bacterias patogénicas a plantas son Gram negativas. En la
prueba de oxidasa, 108 (64.7%) bacterias respondieron de manera negativa y 59
(35.3%) fueron positivas. En la prueba de catalasa, 158 (94.6%) fueron positivas
y 9 (56.4%) fueron negativas (Tabla 2). El total de bacterias fueron agrupadas de
acuerdo a la localidad y a la respuesta bioquimica; al agrupar las bacterias
segun su configuracion morfologica, se obtuvieron muchas combinaciones que
no facilitaron el analisis de las mismas. La combinacién bioquimica mas
frecuentemente encontrada fue Gram negativa, oxidasa negativa y catalasa

positiva en las muestras de Corozal y Gurabo, mientras que en las muestras de

37
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Santa Isabel se presentaron mas Gram negativas, oxidasa positiva y catalasa
positiva. La combinacién menos frecuente en las localidades de Corozal y Santa
Isabel fue Gram negativa, oxidasa positiva y catalasa negativa; esta
combinacion no se presentd en las muestras de Gurabo (Figura 7). En el grupo
de las bacterias Gram positivas, en todas las localidades predominé la
combinacion Gram positiva, oxidasa negativa y catalasa positiva. La
combinacion menos frecuente o que no se presenté para las tres localidades fue
la Gram positiva, oxidasa negativa y catalasa positiva; de igual manera no se
observd la combinacién Gram positiva, oxidasa y catalasa positivas para la

localidad de Santa Isabel (Figura 8).

Tabla 2. Numero total de bacterias por localidad y respuestas bioquimicas

Localidad N° Gram Gram Oxidasa Oxidasa Catalasa Catalasa
Bacterias - + - + - +
Corozal 38 27 11 27 1 4 34
Gurabo 39 29 10 32 7 1 38
Sta. Isabel 90 75 15 49 41 4 86
Total 167 131 36 108 59 9 158

(78.4%)  (21.6%) (64.7%) (35.3%)  (5.4%)  (94.6%)
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Figura 7. Bacterias Gram negativas agrupadas por pruebas bioquimicas
aisladas de tres localidades de Puerto Rico.
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aisladas de tres localidades en Puerto Rico.
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Estos resultados sugieren la posible presencia de Erwinia en los tejidos
muestreados en Corozal y Gurabo ya que el perfil Gram negativa, oxidasa
negativa y catalasa positiva encontrado con mas frecuencia en dichos
municipios coincide con el reportado para el género Erwinia, por Lelltiott (1974)
en el Manual de Bergey’s. Por otro lado, para Santa Isabel se podrian encontrar
bacterias del género Pseudomonas, reportadas como Gram negativas, oxidasa
positiva y catalasa positiva; reportadas por Doudoroff y Palleroni, (1974).
También sugieren que distintas condiciones climaticas favorecen el desarrollo de
distintos tipos de bacterias; por ejemplo, para las bacterias de la familia
Pseudomanadaceae se reportan temperaturas 6ptimas de crecimiento entre los
4°C y los 43°C (Doudoroff y Palleroni, 1974). Este tipo de temperaturas altas
puede registrase en la zona de Santa Isabel, por lo cual se esperaria un mayor
numero de este grupo de bacterias para dicha localidad. Por el contrario, el
grupo de Erwinias presenta un rango de temperatura para crecimiento 6ptimo
de 27 a 30°C y por ende, se encuentran mas facilmente en zonas de
temperatura media como lo son Corozal y Gurabo.
Dentro del grupo de bacterias Gram positivas formadoras de esporas,
aerobicas y patogenas de plantas, se puede sugerir la presencia de bacterias del
género Bacillus ya que dentro de las 31 bacterias Gram positivas en forma de

bacilo obtenidas en este estudio, se tienen 11 con presencia de esporas
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(Tabla 3), caracteristica importante para la clasificacion de bacterias Gram

positivas (Schaad et al., 2001).

Tabla 3. Bacterias Gram positivas con presencia y ausencia de esporas

Localidad Total Total Bacilos
Cocos Bacilos
Sin esporas Con esporas
Corozal 1 10 8 2
Gurabo 2 8 5 3
Santa Isabel 2 13 7 6
Total 5 31 20 11

En general, la morfologia y el color de las colonias aisladas de tejidos sanos
y enfermos que mas predomind en las tres localidades (62 en total) fue la forma
redondeada, bordes lisos, elevacion convexa y color crema claro brillante;
siendo la gran mayoria bacterias Gram negativas (Tabla 4 y 5). En los medios
semi-selectivos para aislamientos de Pseudomonas (PIA) y Erwinia (MS) se
encontrdé crecimiento bacterial en ambos medios. En estos medios de cultivo se
detectd un menor numero y tipos de colonias. Esto se explica ya que los medios
de tipo selectivo contienen sustancias que inhiben el desarrollo de unos
microorganismos permitiendo el crecimiento especifico de otros (Schaad et al.,
2001). Asimismo en los diferentes medios se observaron bacterias que
producian un color tornasol o pigmento fluorescente. Hay que destacar que este
tipo de bacteria solo fue observado en la localidad de Santa Isabel;

posiblemente debido a sus condiciones climaticas particulares. En Corozal y
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Gurabo se presentaron bacterias de color crema, rosadas y amarillas solamente
(Figura 9).

Tabla 4. Bacterias aisladas de tejido sano en tres localidades de Puerto
Rico

Color, Configuraciéon Gram negativas Gram Positivas
Margen y Elevacion Corozal Gurabo Santa Corozal Gurabo Santa
Isabel Isabel
'CCB-RLC 3 4 4 1 0 5
2ACB - RLC 1 2 1 2 1 0
3CTB - ROP 0 0 7 0 0 0
“CCB - ROP 0 1 0 0 0 0
®RsCB - RLC 0 0 0 0 0 0
*RCB - RLC 0 0 1 0 0 0
'BCB - RLP 0 0 0 0 1 0
8CCO - ROP 0 0 0 1 0 0

'CCB — RLC: Crema Claro Brillante — Redonda Lisa Convexa; “ACB — RLC: Amarillo Claro Brillante — Redonda Lisa
Convexa; *CTB — ROP: Crema Tornasol Brillante — Redonda Ondulada Plana; *CCB — ROP: Crema Claro Brillante —
Redonda Ondulada Plana; RsCB — RLC: Rosada Claro Brillante — Redonda Lisa Convexa; °RCB — RLC: Rojo Claro
Brillante — Redonda Lisa Convexa; 'BCB — RLP: Blanco Claro Brillante — Redonda Lisa Plana y 8CCO — ROP:Crema
Claro Opaca — Redonda Ondulada Plana

Tabla 5. Bacterias aisladas de tejido enfermo en tres localidades de Puerto
Rico.

Color, Configuraciéon Gram negativas Gram Positivas
Margen y Elevacion Corozal Gurabo Santa Corozal Gurabo Santa
Isabel Isabel
'CCB-RLC 12 16 25 2 0 4
ACB - RLC 4 4 3 1 0 0
3CTB - ROP 0 0 19 0 0 0
“CCB - ROP 4 1 0 0 0 0
°CCB - RLP 0 0 0 1 4 2
°RsCB — RLC 3 0 0 0 0 0
'RCB - RLC 0 1 12 0 0 0
8COB -RLC 0 0 3 0 0 0
°BCB - RLC 0 0 0 1 1 1
'°CCO - ROP 0 0 0 3 3 2

'CCB — RLC: Crema Claro Brillante — Redonda Lisa Convexa; “ACB — RLC: Amarillo Claro Brillante — Redonda Lisa
Convexa; *CTB — ROP: Crema Tornasol Brillante — Redonda Ondulada Plana; “CCB — ROP: Crema Claro Brillante —
Redonda Ondulada Plana; *CCB — RLP: Crema Claro Brillante — Redonda Lisa Plana; °RsCB — RLC: Rosada Claro
Brillante — Redonda Lisa Convexa; 'RCB — RLC: Rojo Claro Brillante — Redonda Lisa Convexa; *COB — RLC: Crema-
Oscuro-Brillante - Redonda-Lisa-Convexa; ®BCB — RLC: Blanco Claro Brillante — Redonda Lisa Convexa y °CCO - ROP:
Crema Claro Opaca — Redonda Ondulada Plana.
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Figura 9. Forma y color de colonias predominantes en las tres localidades
en medio NA: A): Color crema, redonda, borde liso y elevaciéon convexa;
B): Color crema, redonda, borde liso y elevaciéon plana y C): Color crema
tornasol, borde corrugado y elevaciéon plana.

El numero de bacterias obtenidas de tejidos sanos para las tres localidades
fue de 35 colonias mientras que en tejido enfermo fueron 132. Estas bacterias
fueron comparadas utilizando las diferentes caracteristicas bioquimicas,
morfolégicas y de color, encontrandose que 14 bacterias de tejido sano y 45

bacterias de tejido enfermo presentaron caracteristicas en comun; estas

bacterias conformaron 3 grandes grupos (Apéndice 2). Estos resultados
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sugirieren que existen bacterias pobladoras naturales en este cultivo para las
tres localidades.

La prueba de patogenicidad permitié discriminar el grado de virulencia entre
las 167 bacterias obtenidas en las tres localidades. En esta prueba se
encontraron 24 tipos de bacterias con potencial patogénico, entre las cuales se
hallaron cuatro patégenas a platano, 15 patégenas a papa y cinco patégenas a
ambos cultivos. Los sintomas que se observaron en los discos de platano y de
papa, después de ocho dias de inoculados fueron: manchas necréticas vy
pudricidn en el area donde se depositd el indculo; siendo mas evidente en el
tejido de papa. Los andlisis estadisticos para los datos de platano y papa
presentaron diferencias significativas (P<0.05) entre las medias de las areas
necroticas de las diferentes bacterias evaluadas (Tabla 6). En las tablas 7 y 8 se
resumen los resultados de la prueba de DMS, donde se destaca que las
bacterias que mas afectaron el tejido de platano fueron las 2399, 2407 y 2408;
éstas mostraron la mayor area necrética en los discos (Figura 10), mientras que
las bacterias 2072 y 2415 mostraron un dafo intermedio.

Las bacterias 2162, 2399, 2407, 2408 y 2415 fueron las que mostraron el
mayor dafno en el tejido de papa. Hay que resaltar que las bacterias, 2399, 2407,
2408 y 2415 dieron resultados similares en ambos tejidos, siendo aisladas de
tejidos enfermos de platano de Gurabo (2399) y de Corozal (2407, 2408 y 2415).

Estas bacterias causaron necrosis y pudricion en el tejido de platano, mientras
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que en papa se observaron estos mismos sintomas junto con la presencia de
liquido y mal olor. Por otro lado, se encontraron seis bacterias aisladas de tejidos
sanos (cinco en papa y una en ambos tejidos) que presentaron poco dafo, por
lo que no mostré diferencias significativas con respecto al control en ambos
tejidos; estas bacterias fueron aisladas de la localidad de Santa Isabel y cinco de
estas presentaron color tornasol.

Tabla 6. Analisis de varianza para el area necroética en el tejido de platano y
papa

Variables Prueba F Valor P
Platano 79.57 <0.0001
Papa 8.72 <0.0001
P < a=0.05

Tabla 7. Comparacion de medias de lesiones en platano inoculadas con
bacterias bajo condiciones in vitro

Numero Localidad Tejido Color Medias DMS?
Bacteria Aislado  Colonia’

2407 Corozal Enfermo CCB 16.00 A

2408 Corozal Enfermo CCB 16.00 A

2399 Gurabo Enfermo ACB 14.75 A

2415 Corozal Enfermo CCB 9.00 B

2072 Santa Isabel  Enfermo CCB 7.47 B

2404 Gurabo Enfermo ACB 2.17 C

2056 Santa Isabel Sano CT 1.47 C

2390 Gurabo Enfermo CCB 1.00 C

2067 Santa Isabel  Enfermo CT 0.58 C
Control 0.00 C

' CCB: Crema-Clara-Brillante; ACB: Amarillo-Claro-Brillante; CT: Crema tornasol
DMS (Diferencia Minima Significativa): Letras distintas indican diferencias significativas
(p<= 0.05) Alfa:=0.05 DMS:=2.22198 Error: 1.7020 gl: 20
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Tabla 8. Comparacion de medias de lesiones en papa inoculadas con
bacterias bajo condiciones in vitro

Ndmero Localidad Tejido Color Medias DMS*
Bacteria Aislado  Colonia’
2408 Corozal Enfermo CcCB 1233 A
2162 Santa Isabel Enfermo CT 1067 A B
2415 Corozal Enfermo CCB 10.00 A B
2399 Gurabo Enfermo ACB 933 A B C
2407 Corozal Enfermo CcCB 8.50 B C D
2056 Santa Isabel Sano CT 8.00 B C D E
2055 Santa Isabel Sano CCB 8.00 B C D E
2410 Corozal Enfermo CCB 8.00 B C D E
2416 Corozal Enfermo CCB 7.75 B C D E
2051 Santa Isabel Enfermo CCB 6.33 C D E F
2494 Santa Isabel Enfermo CT 6.33 C D E F
2487 Santa Isabel Sano CT 6.30 CcC D E F
2497 Santa Isabel Enfermo CT 5.37 D E F
2086 Santa Isabel Sano CT 4.67 E F
2151 Santa Isabel Sano CT 3.00 F G
2483 Santa Isabel Sano CT 3.00 F G
2153 Santa Isabel Enfermo CT 0.85 G
2420 Corozal Enfermo CCB 0.58 G
2144 Santa Isabel Enfermo CT 0.49 G
2405 Gurabo Enfermo RB 0.31 G
Control 0.00 G

"' CCB: Crema-Clara-Brillante; ACB: Amarillo-Claro-Brillante; CT: Crema tornasol; RB: Rojo-Brillante
2DMS (Diferencia Minima Significativa): Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)

Alfa:=0.05 DMS:=3.63841 Error: 4.8757 gl: 42
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Figura 10. Dafno causado por diferentes bacterias en los discos de platano:
A) Control; B) Bacteria 2072, necrosis localizada en la zona de inoculacién;
C) Bacteria 2399, necrosis en casi el 90% del disco; D) Bacteria 2408,
necrosis y pudricién en el 100% del disco.
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La identificacion mediante el sistema BIOLOG® para las bacterias con
potencial patdgeno permiti6 ubicar algunas de ellas dentro de los grupos
Pseudomonas y Erwinias. Las bacterias que mostraron el mayor dafo para
ambos tejidos fueron identificadas como E. chrysanthemi (2407, 2408 y 2415).
Las demas bacterias fueron identificadas como Burkolderia gladioli (2072), P.
aeruginosa (2056, 2086 y 2162) y Serratia marcescens (2051 y 2055). El resto
de bacterias no se alcanzaron a identificar mediante esta técnica, pero se espera
sean del grupo de las Pseudomonas, ya que todas fueron aisladas del medio
semi-selectivo PIA (Tabla 9).

Dye (1969) describe a E. chrysanthemi como miembro del grupo “carotovora”
donde se encuentran las especies que causan pudricién blanda. Los resultados
de esta investigacion sugieren que esta bacteria puede estar involucrada en la
pudricion que fue observada en los tejidos de las tres localidades. Sin embargo,
este patogeno solo fue aislado de tejido enfermo de Corozal a pesar de haber
observado los mismos sintomas en las tres localidades. También, el numero de
aislamientos obtenidos de este patogeno fue bajo, sélo se encontraron tres
colonias. La no deteccion de este patdgeno en las localidades de Gurabo y
Santa Isabel se debe posiblemente a condiciones de temperatura y humedad,
las cuales podrian favorecer o limitar el crecimiento de unos microorganismos

mas que de otros.
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Tabla 9. Identificacién de las bacterias patogénicas mediante el sistema de
BIOLOG®y otras caracteristicas

N° Tejido Identificacion® Probabilidad
Bacteria Localidad’ Afectado? (%)*
2051 S.1. Papa Serratia marcescens 100
2055 S.l. Papa Serratia marcescens 100
2056 S.l. Platano-Papa Pseudomonas aeruginosa 100
2067 S.1. Platano Pseudomonas aeruginosa 100
2072 S.1. Platano Burkholderia gladioli 95
2086 S.l. Papa Pseudomonas aeruginosa 100
2144 S.l. Papa Pseudomonas aeruginosa 95
2151 S.1. Papa Pseudomonas aeruginosa 100
2153 S.1. Papa Pseudomonas aeruginosa* -
2162 S.I. Papa Pseudomonas aeruginosa 100
2390 G Platano Burkholderia vietnamiensis 100
2399 G Platano-Papa Pseudomonas spinosa 74
2404 G Platano Pseudomonas pyrrocinia 95
2405 G Papa Serratia marcescens 100
2407 C Platano-Papa Erwinia chrysanthemi 100
2408 C Platano-Papa Erwinia chrysanthemi 100
2410 C Papa Pseudomonas™ -
2415 C Platano-Papa Erwinia chrysanthemi 99
2416 C Papa Serratia marcescens™ -
2420 C Papa Serratia marcescens 100
2483 S.. Papa Pseudomonas aeruginosa* -
2487 S.1. Papa Pseudomonas aeruginosa* -
2494 S.1. Papa Pseudomonas aeruginosa* -
2497 S.1. Papa Pseudomonas aeruginosa* -

' 8.1.= Santa Isabel, G = Gurabo, C = Corozal.
Prueba de patogenicidad a nivel de laboratorio.
% |dentificacién mediante el sistema BIOLOG®.

* Probabilidad dada por el sistema BIOLOG®.

* |dentificacion basada en caracteristicas de la colonia y pruebas bioquimicas.

Otra posible causa para la ausencia de este patogeno fue la falta de un

medio completamente selectivo para bacterias del grupo “carotovora”. El medio



50
que se empled para este estudio favorece en mayor proporcion el crecimiento de
bacterias del grupo “amylovora” que no producen maceracion del tejido y
ninguna es patogena en platanos y guineos (Dye, 1983; Jones y Geider, 2001).
Sin embargo, no se puede descartar la posibilidad de que Erwinias
pertenecientes a otros grupos puedan ser aisladas, aunque en baja proporcion,
tal como se observd en este estudio. Un medio ideal para seleccionar y
diferenciar bacterias del grupo “carotovora” versus las Pseudomonas es el
reportado por De Boer y Kelman (2001), como medio CVP (Cristal Violeta
Pectato), que permite diferenciar por morfologia y color entre bacterias del grupo
Erwinia con capacidad pectolitica. A pesar del poco numero de bacterias de E.
chrysanthemi y a la no deteccion en las otras dos localidades, estos resultados
indican la presencia de E. chrysanthemi en el clon “Hua Moa” en Puerto Rico. Es
posible que esta bacteria se pueda encontrar en otros clones de platano o
guineo, ya que este patdogeno ha sido reportado por Dickey (1979) en
numerosos cultivares de importancia agricola como maiz, pepino, lechuga,
zanahoria, papa y de plantas enfermas de guineo (Musa AAA) en Jamaica,
Honduras y Panama. Resultados similares son descritos por Stover y
Simmoonds (1987), al aislar E. chrysanthemi del rizoma de platano de tipo
‘cuerno” afectado en Sur América y Republica Dominicana.

Stover (1972) sugirié que E. chrysanthemi penetra a la planta por heridas en

las vainas foliares como consecuencia de la labor de deshoja. Sin embargo,
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Guzman y Sandoval (1996) reportan que es posible la entrada de este patégeno
a través de heridas causadas por el viento y las altas precipitaciones en la hoja
bandera. Estas condiciones climaticas proporcionan un microclima favorable
para el desarrollo y diseminacion de esta bacteria. Esto coincide con lo
observado, puesto que en las plantas que presentaron aborto severo del racimo
en las tres localidades, algunas mostraron clorosis en la hoja bandera,
descomposicion del tejido, liquido y mal olor en la zona donde era retenido el
racimo. Estos sintomas siempre se observaron en la parte alta de la planta y en
algunos casos se llegé a observar que el dafo alcanzaba la parte media sin
llegar nunca a la parte baja de la planta.

Stover (1972), encontré que los representantes del subgrupo Cavendish
(AAA) son susceptibles a Erwinia, pero que los genotipos AAB y ABB son mas
tolerantes. Sin embargo, resultados obtenidos por Cedefio y colaboradores
(1990) reportan a Erwinia carotovora subsp atroseptica como la causante de la
pudricion blanda del pseudotallo en clones de platano “Harton” (Musa AAB) en
Venezuela.

La presencia de P. aeruginosa en platano no se esperaba ya que esta
bacteria ha sido considerada como patégena mas en humanos que en plantas
(Van Delden y Iglewski, 1998). Cortés (1993) reportd la presencia de P.
aeruginosa en Puerto Rico como el causante de manchas foliares en lechuga,

calabaza, pimiento, papa, cafa de azucar y tabaco. Estando esta bacteria
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reportada en otros cultivos, no se descarta la posibilidad de que infecte platano.
Sin embargo, no se puede concluir que es un organismo comun en el platano
“‘Hua Moa”; ya que solo fue detectado en los tejidos procedentes de la localidad
de Santa Isabel. Montesinos (2000) refiere a P. aeruginosa y a Burkolderia
cepacia como organismos, generalmente patdégenos en animales, que pueden
causar enfermedades en plantas que crecen bajo condiciones adversas (altas
temperaturas, baja fertilidad, baja humedad, etc.). P. aeruginosa tolera una
amplia variedad de condiciones fisicas, incluyendo temperatura, ya que puede
crecer a 42°C y en bajos requerimientos alimenticios (Todar, 2002). Esto nos
puede ayudar a explicar por que P. aeruginosa solo se encontré en Santa Isabel.
Las plantas de “Hua Moa” en esta zona no tenian manejo agronémico (riego,
fertilizacion, etc.); mientras que en las localidades de Corozal y Gurabo, las
plantas estaban sembradas en un ensayo de campo donde se le aplicaron todas
las practicas culturales y agronémicas necesarias. Ademas, en estas localidades
las temperaturas son mas frescas lo cual puede ayudar a que el desarrollo de
bacterias sea menor.

Hay que destacar que S. marcescens estuvo presente en las tres localidades
y fue aislada de tejido sano y enfermo. En las pruebas de patogenicidad in vitro
no produjo dafio en el tejido del platano pero si en papa. Este resultado hace
que se considere como pobladora natural en el cultivo de platano “Hua Moa”.

Finalmente, el mayor numero de bacterias patogenas aisladas del clon
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“‘Hua Moa” procedian de la localidad de Santa Isabel, esto es debido al numero
de plantas que fueron muestreadas en dicha area (17 plantas) comparada con

las otras dos localidades (siete en Corozal y cinco en Gurabo).

5.2 Relacién de las bacterias patégenas con el aborto del racimo

Para la evaluacion de este ensayo se registré el peso del racimo, peso de
una de las manos con caracteristicas comerciales y el aborto del racimo de
acuerdo a la escala ya establecida en la seccion 4.5. Los resultados obtenidos
en el analisis de varianza para estas tres caracteristicas no mostraron
diferencias significativas entre los tratamientos ni entre bloques (Tabla 10).

Tabla 10. Analisis de varianza de las caracteristicas empleadas en la
busqueda de la relacion de las bacterias con el aborto del racimo

Variables Prueba F Valor P
Tratamiento Tratamiento
Peso del racimo 1.28 0.3040
Peso de Mano 2.24 0.1099
Escala Aborto 1.90 0.1565
P <a=0.05

El platano es un cultivo que presenta un ciclo largo de desarrollo. Se estima
que el platano “Hua Moa” completa su ciclo de siembra hasta la induccién del
racimo en 242 dias y que requiere de 63 dias para el llenado de la fruta;
terminando su ciclo en un total de 10 meses (Irizarry y Goenaga, 2001). Por el
tiempo que toma este cultivo en completar su ciclo y por que al momento de

realizar este ensayo solo se contaba con las pruebas de patogenicidad para las
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bacterias procedentes de Santa Isabel, se seleccionaron las bacterias 2086 y
2162, las cuales indujeron el mayor dafno expresado en coloracién oscura en los
tejidos inoculados a nivel de laboratorio. Estas bacterias posteriormente fueron
identificadas como P. aeruginosa.

Los resultados del analisis de las variables evaluadas, sugieren que la
bacteria P. aeruginosa no tuvo efecto en el aborto del racimo. Ademas, la
ausencia de ésta en el tejido de plantas control que presentaron aborto del
racimo, sostiene que P. aeruginosa no se relaciona con este fendmeno. Al
repetir las pruebas de patogenicidad in vitro en el laboratorio, estas bacterias
mostraron pérdida de virulencia ya que los sintomas no fueron reproducibles.
Esto coincide con lo reportado por Coyne y Schuster (1983), los cuales
describen que la pérdida de virulencia en poblaciones bacterianas puede ser
ocasionada por mutaciones durante el proceso de transferencia de las bacterias
a diferentes hospederos o por el manejo de la misma en el laboratorio. No hay
que descartar que E. chrysanthemi, causante de maceracion y necrosis en las
pruebas in vitro con papa y platano, respectivamente, podria estar mas
relacionada con la sintomatologia observada. Ademas, se observaron dos
plantas control con aborto de racimo en el ensayo de campo en la finca
Alzamora (Figura 11), asi como también plantas con aborto del racimo, pero sin
sintomas de pudricion en los muestreos en las tres localidades (especialmente

en Santa Isabel); esto puede indicar que los organismos causantes de estas
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pudriciones son de tipo secundario, infectando la planta después que se han
abierto heridas en el tejido causadas por el fendmeno mismo del aborto.

En la literatura se ha sugerido que el aborto podria ser ocasionado por
problemas de tipo ambiental (temperaturas bajas y estrés de sequia) asi como
por nematodos los cuales afectan la nutricion y la toma de agua por parte de la
planta (Stover y Simmonds, 1987; Robinson, 1998 y Crane y Balerdi, 1998). Sin
embargo, no se han realizado investigaciones que confirmen esta hipotesis.
También es importante tener en cuenta que este clon ha sido reportado por
Crane y Balerdi (1998) como muy poco tolerante al frio y a la sequia. Cabe
destacar que dentro de estos reportes no se mencionan investigaciones o
ensayos de campo realizados, donde se compruebe que los cambios en

temperatura o las sequias son las que ocasionan este fenémeno.

Figura 11. Sintoma del aborto del racimo en plantas control.
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Con el propdsito de detectar si los factores ambientales como temperatura y
estrés de sequia pueden estar relacionados con el aborto, se analizaron los
datos de temperatura y precipitacion durante el afio 2002 para las localidades de
Mayaguez, Corozal y Gurabo (ATMOS CARIB, 2003). Para los meses de junio y
julio se registraron las temperaturas mas altas con las precipitaciones mas bajas
(Figura 12 y 13), lo cual representa la posibilidad de sequia (poca humedad en el
suelo en combinacion con temperaturas altas). El inicio de la fase de induccién
floral ocurre aproximadamente a los cuatro meses después de sembrado (Diaz,
Com. Per.). Las condiciones climaticas de temperaturas altas y precipitacién
baja, coinciden con la época en que se dio la induccion floral en las tres
localidades (junio y julio), puesto que las siembras se hicieron en los meses de
febrero y marzo del 2002; esto pudo afectar la formacion y salida del racimo
dentro de la planta en las tres localidades. Los datos sugieren que puede haber
un efecto de la temperatura en el desarrollo del racimo; sin embargo, estudios

mas detallados serian necesarios para confirmar esta correlacion.
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Figura 12. Distribuciéon de temperatura durante el afno 2002 para las
localidades de Mayagiiez, Corozal y Gurabo (ATMOS CARIB, 2003).

350.0
300.0
250.0
200.0
150.0

100.0

Precipitacion (mm)

50.0

0.0

Ener Feb Mar Abr May Jun Jul02 Ago Sep Oct Nov Dic
02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02

—e— Mayaguez —m— Corozal Gurabo

Figura 13. Distribuciéon de precipitacion durante el afio 2002 para las
localidades de Mayagiiez, Corozal y Gurabo (ATMOS CARIB, 2003).
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El nimero de plantas que mostraron aborto de racimo en las tres localidades

se presentan en la tabla 11. En Mayaglez se present6 el mayor numero de
plantas afectadas por este fenomeno (10 plantas); debido posiblemente a que
durante el establecimiento y desarrollo de este ensayo se presentaron multiples
problemas en cuanto a suministro de agua, contrario a las demas localidades,
las cuales contaron con sistema de riego por goteo. Este problema junto con la
poca precipitaciéon durante el inicio de siembra (40 — 60 mm) y en el desarrollo
de floracion (100 — 150 mm) pudieron ocasionar un estrés en el desarrollo de la
planta, que a su vez provocara una incidencia mayor de aborto en esta localidad.

Tabla 11. Porcentaje de plantas con aborto de racimo en tres localidades
de Puerto Rico

Localidad N° de plantas Plantas sanas Plantas aborto
Corozal 32 26 (81%) 6 (19%)
Gurabo 26 23 (89%) 3 (11%)

Mayagliez 32 22 (69%) 10 (31%)

5.3 Determinacion del grado de patogenicidad en otros clones

Los resultados de este ensayo mostraron que existe una relacién entre el
efecto de las diferentes bacterias sobre los clones evaluados. En todos los
clones las variables dafio general de la planta y pudricién de la planta fueron las
que mostraron diferencias significativas con respecto a las bacterias inoculadas
(Tabla 12 y 13). A diferencia de los demas clones, Maricongo y “Hua Moa”

mostraron diferencias significativas en las variables altura de la planta y diametro
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del pseudotallo (Tabla 13). Las comparaciones entre las medias de las
diferentes bacterias (Tabla 14) mostraron que la 2415, identificada como E.
chrysanthemi, fue la que ocasion6 el mayor dafo general, observandose hojas
superiores necroticas en todos los clones (Figura 14), al igual que la pudricién en
todos los clones (Figura 15). Las varibles altura y diametro para los clones
Maricongo y “Hua Moa” se vieron afectadas por la bacteria E. chrysanthemi y B.
gladioli.

Tabla 12. Efecto de las distintas bacterias sobre las variables dano, altura
(cm), diametro (cm) y pudricion en los clones Grand nain, Enano y FHIA-01.

Variables Prueba ValorP' Prueba ValorP? Prueba ValorP?

F' F2 F3
Daiio 4.79 <0.0204 2290 <0.0001 8.90 <0.0025
Altura 1.42 0.2970 0.90 0.5016 0.91 0.4957
Diametro 2.64 0.0973 1.17 0.3791 0.73 0.5905
Pudriciéon 8.31 <0.0032 8.15 <0.0034 12.21 <0.0011

P < a=0.005

! Prueba F y Valor de P para el clon Gran Nain
% Prueba F y Valor de P para el clon Enano

® Prueba F y Valor de P para el clon FHIA-01

Tabla 13. Efecto de las distintas bacterias sobre las variables dano, altura
(cm), diametro (cm) y pudricion en los clones Maricongo y “Hua Moa”.

Variables PruebaF'  Valor P Prueba F*  Valor P*
Daino 19.11 <0.0001 97.75 <0.0001
Altura 3.93 <0.0361 30.17 <0.0001
Diametro 3.94 <0.0358 7.24 <0.0049
Pudricion 35.14 <0.0001 90.20 <0.0001

P < a=0.005

' Prueba F y Valor de P para el clon Maricongo
% Prueba F y Valor de P para el clon “Hua Moa”
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Tabla 14 Comparacion de medias de las diferentes bacterias evaluadas en

invernadero, Mayagiiez UPR - RUM

Variables
Dano Altura
Bacteria Media 'DMS Bacteria Media ’DMS
2415 8.33 A Control 97.67 A
2072 3.00 B Mezcla 93.67 A
2399 3.00 B 2399 88.00 A
Mezcla 1.67 B 2072 83.00 A B
Control 1.67 B 2415 62.33 B
Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)
'DMS: 1.99291
’DMS: 21.95216
Variables
Diametro Pudricion
Bacteria Media DMS Bacteria Media ‘DMS
Control 18.33 A 2415 8.00 A
2072 18.33 A Mezcla 2.00 B
Mezcla 18.00 A 2072 1.67 B
2399 16.00 A B 2399 1.33 B
2415 12.33 B Control 1.00 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)

’DMS: 4.08820
‘DMS: 1.55793



Maricongo Grand nain Enano FHIA-01
Musa AAB Musa AAA Musa AAB Musa AAAB

Hua Moa
Musa AAB

Figura 14. Dano externo (hojas superiores necréticas) producido por la
bacteria E. chrysanthemi en los diferentes clones de platano (Maricongo,
Enano y “Hua Moa”) y de Guineo (Grand nain y FHIA- 01).
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Figura 15. Pudricion interna producida por la bacteria E. chrysanthemi en
los diferentes clones de platano platano (Maricongo, Enano y “Hua Moa”) y
de Guineo (Grand nain y FHIA- 01).
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El disefio experimental utilizado (DCA) no permitioé realizar una comparacion
estadistica entre clones. Sin embargo, el clon menos afectado por E.
chrysantemi para la caracteristica de dafio general fue Grand nain, mostrando
un nivel intermedio (valores de 6 en la escala), mientras que en los demas se
observaron niveles altos en el dafo general (valores de 9 en la escala). Los
controles en todos los clones mostraron valores en la escala cercanos a dos.
Este valor representa plantas sin dafio externo o sanas; la diferencia es producto
de la muerte natural de hojas en el desarrollo de las plantas bajo condiciones de
invernadero, posiblemente debido al dificil desarrollo de las plantas en los
tiestos. En cuanto al dafio interno o pudricion, todos los clones se vieron
afectados casi de la misma forma. Los controles, al igual que en el dafio externo,
mostraron valores en la escala de uno; este valor es considerado como sano o
sin ninguna sefial de necrosis o pudricion (Figura 16).

Otra bacteria que mostré dafo en los diferentes clones comparado con el
control fue Burkholderia gladioli (2072); el dafio producido por esta bacteria fue
intermedio (valores de 6 y 7 en la escala), observandose que los clones mas
afectados fueron “Hua Moa” y Grand nain y el menos afectado fue el clon

Maricongo (Figura 17).
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Figura 16. Efecto de la bacteria E. chrysantemi (2415) en los clones
Maricongo, Grand nain (Guineo), Enano, FHIA-01 y “Hua Moa” comparadas
con el control en cuanto a las variables dafo y pudricion.
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Figura 17. Efecto de la bacteria Burkholderia gladioli (2072) en los clones
Maricongo, Grand nain (Guineo), Enano, FHIA-01 y “Hua Moa” comparadas
con el control en cuanto a las variables dano y pudricion.
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Las bacterias 2399 (Pseudomonas spinosa) y la mezcla de la 2086 y 2162,
ambas identificadas como Pseudomonas aeruginosa, produjeron poco dafo y
poca pudricion (Figura 18 y 19). Todos los clones evaluados con estas dos
bacterias mostraron valores de cuatro o menores a cuatro. Estos valores son
considerados como dafio minimo comparados con los controles, los cuales
mostraron valores menores a dos; siendo consideradas todas las plantas dentro

de este valor como sanas.
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Figura 18. Efecto de la bacteria Pseudomonas spinosa (2399) en los clones
Maricongo, Grand nain (Guineo), Enano, FHIA-01 y “Hua Moa” comparadas
con el control en cuanto a las variables daio y pudricién.
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Figura 19. Efecto de la bacteria Pseudomonas aeruginosa (2086 - 2162) en
los clones Maricongo, Grand nain (Guineo), Enano, FHIA-01 y “Hua Moa”
comparadas con el control en cuanto a las variables dafio y pudricion.

Adicional a estos criterios, se evaluaron las variables dafio producido por la
puncion y numero de hojas, sin que estos mostraran una diferencia significativa
en los diferentes clones.

De acuerdo con los resultados que se observaron para las variables altura y
diametro, los clones Maricongo y “Hua Moa” mostraron diferencias significativas
(Tabla 13), mientras que en los demas clones no se observaron diferencias. Esto
puede ser atribuido a la edad que tenian las plantas cuando fueron inoculados.
Maricongo y “Hua Moa” fueron inoculados al mes de sembrados, mientras que
los demas clones se inocularon a los seis meses. Esto se puede comparar con

lo reportado por Mobambo et al (1997), donde sugieren que la respuesta a la
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sigatoka en hibridos de platano depende de la edad de la planta. Los autores
describen que los sintomas se desarrollaron mas rapido en hojas jovenes que en
viejas y concluyen que el desarrollo de la enfermedad tarda el doble de tiempo
en plantas con 6 meses de edad que en plantas de dos meses. Otros trabajos
realizados en habichuela (Phaseolus vulgaris L) para Xanthomonas phaseoli
(Coyne et al 1973), para el virus del mosaico dorado amarillo de la habichuela
(Morales y Niessen, 1988) y en plantas de garbanzo (Cicer arietinum) para el
hongo Ascochyta rabiei (Chongo y Gossen, 2001) confirman que la
susceptibilidad o tolerancia esta influenciada por la edad de la planta.

Por otro lado, los resultados demuestran que el dafio de E. chrysantemi
sobre los diferentes clones es amplio, ya que el efecto es de manera semejante
en todos ellos. Sin embargo, es un poco contrario con lo que se reporta en la
literatura donde se ha descrito que los clones Cavendish pertenecientes al grupo
Musa AAA al cual pertenece Grand nain, son los mas susceptibles mientras que
los clones tipo AAB o ABB donde se encuentran Maricongo, “Hua Moa” vy
Enano, son mas tolerantes al dafio producido por esta bacteria (Stover y
Simmonds, 1987; Robinson, 1998). No obstante, otros estudios reportan la
presencia de especies de Erwinia afectando plantaciones de platano en
Venezuela (Navas y Sosa, 1984). Estudios semejantes realizados por
Ordosgoitti (1987) bajo condiciones controladas, en diferentes clones de Musa

balbisiana e hibridos de este, fueron inoculados con bacterias causantes de las
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pudriciones blandas, los cuales dieron resultados positivos. En ellos se encontré
que los efectos de la infeccidn de las bacterias fueron mas severos en especies
de M. balbisiana e hibridos AAB y ABB, que en los clones de M. acuminata
(AAA). Estos reportes, junto con lo hallado en este trabajo, confirman que los
cuatro clones probados en este estudio son susceptibles a E. chrysantemi en
condiciones de invernadero y que puede causar pudriciones blandas al igual que
las reportadas para E. carotovora.

Burkholderia gladioli ha sido reportada como patégena en cebolla y gladiolos
donde causa manchas foliares y pudriciones blandas (Hayward, 1983b);
también ha sido reportada causando pudriciones blandas en setas comestibles
(Fermor y Lincoln, 2001). Hasta el momento no ha sido reportada afectando
platanos y guineos. Sin embargo, en el presente estudio se detecté Burkholderia
gladioli en plantas con sintomas de pudricion en “Hua Moa”. Los resultados
obtenidos sugieren que esta bacteria forma parte de la poblacion bacteriana que
puede afectar el tejido del platano. Del mismo modo, P. aeruginosa es una
bacteria que puede causar necrosis interna sin maceracion de los tejidos bajo
condiciones de invernadero en los diferentes clones (Figura 19). En los
reaislamientos de los diferentes tejidos se pudo confirmar la presencia de las
bacterias inoculadas, indicando que el dafo presentado era debido a estos

microorganismos.
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Figura 20. Necrosis producida por P. aeruginosa en los diferentes clones
de platano (Maricongo, Enano y “Hua Moa”) y guineo (Grand nain y FHIA-
01).
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5.4 Determinacion del potencial antagonista
Los resultados preliminares indicaron 27 bacterias como posibles inhibidoras.
Los resultados del segundo ensayo, que incluyeron 10 bacterias inhibidoras y 10
bacterias patdgenas, mostraron que la distancia de inhibicién de la gran mayoria
de bacterias no fue mayor a tres milimetros; a excepcion de las bacterias 2156 y
2382 que dieron zonas de inhibicion de ocho y nueve milimetros,
respectivamente, para la bacteria identificada como P. spinosa. Para el resto no
se observo ningun efecto de inhibicién (Figura 21 y Tabla 15). También, que
muchas de ellas no mostraron el mismo efecto antagénico con todas las
patogenas. Al realizar el analisis de varianza para los resultados del segundo
ensayo, se encontraron diferencias significativas para la interaccion entre las
bacterias patdgenas y las antagdnicas (Tabla 16). A pesar de esta diferencia,
éstas no son consideradas buenos candidatos para utilizarlas como control
biolégico. Esto debido a que las zonas de inhibicidn que mostraron fueron
pequenas comparadas con los resultados obtenidos en otros estudios, en donde
se reportan zonas de inhibicion de 28 mm para P. fluorescens inhibiendo a R.
solanacearum (Anuratha y Gnanamanickam, 1990). El tipo de inhibicion que se
observd pudo ser causado por competencia de espacio o nutrientes; también
pudo ser ocasionado por la produccion de sustancias toxicas como antibiéticos.
Para determinar esto habria que entrar a realizar estudios sobre los mecanismos

de accion de las bacterias antagonicas.
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A pesar de los resultados, existe la posibilidad que haya bacterias con
potencial de control biolégico ya que en otros estudios se ha reportado la
presencia de este tipo de bacterias procedentes de guineo y platano. Un ejemplo
es P. fluorescens, aislada de cormos de guineos en Sri Lanka, la cual ha sido
reportada como un biocontrol efectivo por la produccion de antibiéticos (Vlassak
et al., 1992). Anuratha y Gnanamanickam (1990), reportaron la utilizacion de
cepas de Bacillus spp y Pseudomonas fluorescens como control biolégico de
pudriciones bacteriales en guineo, berenjena y tomate en India y en la regién del
Pacifico sur. También se han realizado pruebas para determinar el efecto de
Pseudomonas sp. procedentes de platano para la inhibicion de hongos
fitopatogenos del suelo (Fernandez, 2001). En otros estudios se reportan cepas
de Bacillus y Serratia (BC8 y SJ47) como antagonistas de P. solanacearum vy
Erwinia carotovora sub spp. carotovora y atroseptica, respectivamente, para

enfermedades en el cultivo de la papa en Chile (Ciampi et al.,1994).
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Figura 21. Inhibicién por las bacterias con potencial antagénico donde A:
bacteria antagénica, B: bacteria patégena, C: control y la flecha marca la
zona de inhibicién dada en milimetros.

Tabla 15. Reaccidén antagdénica de las bacterias aisladas de platano “Hua
Moa” contra las bacterias que mostraron potencial patogénico.

“Bacterias Inhibidoras

'Bacteria Patégena

2048 2054 2108 2138 2156 2380 2382 2418 2436 2447

2055 3 0 0 0 0 25 2 0 0 25
S. marcescens
2067 0 25 0 0 2 0 1.5 0 0 0
P. aeruginosa
2072 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B. gladioli
2086 0 2 0 0 2.5 0 2 0 0 0
P. aeruginosa
2162 0 2 0 0 3 0 2 0 0 0
P. aeruginosa
2390 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B. vietnamiensis
2399 0 0 0 0 8.5 0 9.5 0 0 0
P. spinosa
2404 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
P. pyrrocinia
2408 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E. chrysanthemi
2415 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

E. chrysanthemi

" Bacterias patogenas en los tejidos de platano y papa
?Bacterias seleccionadas por no mostrar efecto patdgeno en los tejidos de platano y papa.
*El area de inhibicién esta dado en milimetros.
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Tabla 16. Analisis de varianza para la reaccion de inhibicién en bacterias
aisladas de platano.

Bacterias Prueba F Valor P
Patégenas 131.57 <0.0001
Antagobnicas 154.80 <0.0001
Interaccién 62.09 <0.0001

P < a=0.005
5.5 Cortes histolégicos

Los resultados observados en los cortes muestran numerosas camaras de
aire separadas por tabiques (Figura 22), los cuales pueden estar compuestos de
tejido vascular. Estas observaciones pueden compararse con los resultados
obtenidos en los cortes realizados por Auber en 1973 (Cit en: Stover y
Simmonds, 1987) en hojas de guineo, donde se observan cortes cercanos a la
vena principal, en los cuales se ven largos espacios de aire separados por un
septo de tejido vascular y fibroso. Stover y Simmonds (1987) explican que cerca
del 50% de la lamina foliar, asi como en el peciolo, esta compuesto de espacios
de aire divididos por tabiques finos formando camaras. Se propone que el
desarrollo de la bacteria puede darse en estos espacios 0 camaras, asi como
también entre los espacios intercelulares ya que se ha reportado que cuando
ésta entra, invade el interior de los tejidos multiplicandose en los espacios
intercelulares, produciendo enzimas que disuelven las uniones entre las células,

ablandando los tejidos (Cruz, 2001).
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El proceso de estandarizacién de la técnica de cortes histologicos fue
realizado solamente en tejido de pseudotallos sanos de platano “Hua Moa”.
Desafortunadamente, esta técnica no pudo ser llevada a cabo en tejidos
infectados debido a requerimientos de tiempo necesarios para la inoculacion,
observacion y a la necesidad de estandarizacién de la metodologia para lograr

los cortes.

Figura 22. Fotografia del corte realizado en pseudotallo de platano “Hua
Moa” donde se pueden observar camaras de aire separadas por un septo
de tejido vascular.



6. CONCLUSIONES
1. Se aislaron un total de 167 bacterias asociadas al tejido de pseudotallo de
platano “Hua Moa”; dentro de estas se identificaron P. aeruginosa, E.
chrysanthemi, S. marcescens, B. vietnamiensis y B gladioli las cuales resultaron
patdgenas a 4 cultivares de platano bajo condiciones in vitro y de invernadero.
2. Se encontraron tres grandes grupos de bacterias que presentaron las mismas
combinaciones de caracteristicas morfolégicas y bioquimicas tanto en tejido
sano como enfermo en las tres localidades. Estas bacterias aparentemente
forman parte de la flora bacteriana normal del platano.
3. No se observo efecto de la bacteria P. aeruginosa con el fendmeno del aborto
del racimo bajo condiciones de campo
4. E. chrysantemi fue la bacteria mas virulenta encontrada causando necrosis y
pudricion en las pruebas de laboratorio e invernadero, y tiene el potencial de
causar pudricion blanda una vez se presenta el aborto del racimo bajo
condiciones de campo.
5. La entrada de las diferentes bacterias patdogenas encontradas en los tejidos
de pseudotallos parece ocurrir por la parte superior de la planta, ya que el dafo
necrotico y de pudricion solo se observo hasta la parte media de la misma vy
nunca en la parte inferior.
6. Dentro del grupo de bacterias evaluadas para su uso como control biolégico,

no se encontraron bacterias con potencial antagénico significativo.
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7. RECOMENDACIONES

1. Identificar un numero representativo de bacterias que fueron aisladas de tejido
sano y enfermo en las tres localidades para determinar cuales son pobladoras
naturales del platano “Hua Moa”.

2. Se recomienda usar el medio CVP (Medio Cristal violeta Pectato) para
aumentar el potencial de aislamiento de bacterias del grupo “carotovora’.

3. Realizar un ensayo para determinar si existe interaccion entre las bacterias
patdgenas y los diferentes clones de platano y guineo.

4. Realizar un ensayo de campo con la bacteria E. chrysanthemi y B. gladioli
para determinar si éstas contribuyen al efecto del aborto del racimo teniendo en
cuenta los factores temperatura y humedad del suelo; los cuales se han sugerido
como posibles causales de este fendmeno.

5. Evaluar otras bacterias provenientes del mismo clon o de otros clones de
platano y guineo para la busqueda de bacterias con potencial biocontrolador.

6. Adaptar la técnica de cortes histoldgicos en tejido de pseudotallo infectado
con E. chrysanthemi, para conocer los diversos mecanismos de infeccion de la

bacteria en la célula vegetal.
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Apéndice 1. Listado de bacterias encontradas en tres localidades de Puerto Rico.

N°  Localidad Planta Tejido Tipo Muestreo 'Medio *Color  Confi. Mar. Eleva. mm. KOH OXIDA CATA GRAM COCO BACI. ESPO. Platano Papa
2046 Santalsabel 2  Enfermo Hisopo NA CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - - -
2047 Santalsabel 2  Enfermo Hisopo NA CCB Redonda Lisa Convexa 4 - - + +
2048 Santalsabel 13 Enfermo Hisopo NA CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + -
2049 Santalsabel 3  Enfermo Hisopo NA CT Redonda Ondulada Plana 2 + + + -
2050 Santalsabel 5  Enfermo Hisopo NA CT Redonda Ondulada Plana 2 + + + -
2051 Santalsabel 5  Enfermo Hisopo NA CCB Redonda Lisa Convexa 3 + + + -
2052 Santalsabel 9  Enfermo Liquido NA CCO Redonda Ondulada Plana 3 - - + +
2053 Santalsabel 10 Enfermo Tejido NA ACB Redonda Lisa Convexa 1 + + + -
2054 Santalsabel 11 Enfermo Tejido NA COB Redonda Lisa Convexa 2 + + + -
2055 Santa Isabel 12 Sana Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + -
2056 Santa Isabel 12 Sana Tejido NA CT Redonda Ondulada Plana 2 + + + -
2057 Santalsabel 14 Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 4 + - + -
2058 Santalsabel 14 Enfermo Tejido NA ACB Redonda Lisa Convexa 3 + - + -
2066 Santalsabel 13 Enfermo Hisopo PIA CCB Redonda Lisa Convexa 3 + - + -
2067 Santalsabel 3  Enfermo Hisopo PIA- CT Redonda Ondulada Plana 2 + + + -
2068 Santalsabel 5  Enfermo Hisopo PIA- CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + -
2069 Santalsabel 8  Enfermo Liquido PIA COB Redonda Lisa Convexa 2 + + + -
2070 Santalsabel 8  Enfermo Liquido PIA- CT Redonda Ondulada Plana 2 + + + -
2071 Santalsabel 10 Enfermo Tejido PIA. CT Redonda Ondulada Plana 2 + + + -
2072 Santalsabel 10 Enfermo Tejido PIA. CCB Redonda Lisa Convexa 2 + + + -
2073 Santa Isabel 12 Sana Tejido PIA CCB Redonda Lisa Convexa 3 - - + +
2074 Santa Isabel 12 Sana Tejido PIA- CT Redonda Ondulada Plana 2 + + + -
2075 Santa Isabel 12 Sana Tejido PIA° CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + -
2076 Santa lsabel 12 Sana Tejido PIA. CT Redonda Ondulada Plana 2 + + + -
2077 Santalsabel 13 Enfermo Hisopo MS RCB Redonda Lisa Convexa 5 + - +* -
2078 Santalsabel 3  Enfermo Hisopo MS CCB Redonda Lisa Convexa 2 + + + -
2079 Santalsabel 3  Enfermo Hisopo MS RCB Redonda Lisa Convexa 6 + - +* -
2080 Santalsabel 8  Enfermo Liquido MS CCB Redonda Lisa Convexa 3 + + + -
2081 Santalsabel 9  Enfermo Liquido MS RCB Redonda Lisa Convexa 3 + - +* -
2082 Santa Isabel 10 Enfermo Tejido MS CCB Redonda Lisa Convexa 1 + + + -
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N° Localidad Planta Tejido Tipo Muestreo 'Medio ?Color  Confi. Mar. Eleva. mm. KOH OXIDA CATA GRAM COCO BACI. ESPO. Platano Papa
2083 Santalsabel 10 Enfermo Tejido MS RCB Redonda Lisa Convexa 8 + - +* -
2084 Santalsabel 11 Enfermo Tejido MS RCB Redonda Lisa Convexa 8 + - +* -
2085 Santa Isabel 12 Sana Tejido MS RCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + -
2087 Santalsabel 14 Enfermo Tejido MS RCB Redonda Lisa Convexa 4 + - +* -
2088 Santalsabel 14 Enfermo Tejido MS RCB Redonda Lisa Convexa 1 + - +* -
2138 Santalsabel 3  Enfermo Hisopo NA CT Redonda Ondulada Plana 2 + + + -
2139 Santalsabel 4  Enfermo Hisopo NA CT Redonda Ondulada Plana 2 + + + -
2140 Santalsabel 4  Enfermo Hisopo NA CT Redonda Ondulada Plana 3 + + + -
2141 Santalsabel 6  Enfermo Hisopo NA CCB Redonda Lisa Convexa 3 + + + -
2142 Santalsabel 6  Enfermo Hisopo NA CT Redonda Ondulada Plana 2 + + + -
2143 Santalsabel 7  Enfermo Tejido NA CCO Redonda Ondulada Plana 6 - - + +
2144 Santalsabel 7  Enfermo Tejido NA CT Redonda Ondulada Plana 2 + + + -
2145 Santalsabel 8  Enfermo Liquido NA COB Redonda Lisa Convexa 3 + - + -
2146 Santalsabel 9  Enfermo Liquido NA CCB Redonda Lisa Convexa 2 + + + -
2147 Santalsabel 9  Enfermo Liquido NA ACB Redonda Lisa Convexa 1 + + - -
2148 Santalsabel 10 Enfermo Tejido NA CCO Redonda Ondulada Plana 4 - - + +
2149 Santalsabel 10 Enfermo Tejido NA CT Redonda Ondulada Plana 2 + + + -
2150 Santalsabel 10 Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + -
2151 Santa Isabel 12 Sana Tejido NA CT Redonda Ondulada Plana 2 + + + -
2152 Santalsabel 3  Enfermo Hisopo PIA- CT Redonda Ondulada Plana 2 + + + -
2153 Santalsabel 4  Enfermo Hisopo PIA- CT Redonda Ondulada Plana 2 + + + -
2154 Santalsabel 6  Enfermo Hisopo PIA CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + -
2155 Santalsabel 10 Enfermo Tejido PIA. CT Redonda Ondulada Plana 2 + + + -
2156 Santalsabel 11 Enfermo Tejido PIA- CT Redonda Ondulada Plana 2 + + + -
2157 Santalsabel 11 Enfermo Tejido PIA CCB Redonda Lisa Convexa 4 + - + -
2158 Santalsabel 3  Enfermo Hisopo MS CCB Redonda Lisa Convexa 2 + + + -
2159 Santalsabel 3  Enfermo Hisopo MS RCB Redonda Lisa Convexa 4 + - + -
2160 Santalsabel 4  Enfermo Hisopo MS CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + -
2161 Santalsabel 4  Enfermo Hisopo MS RCB Redonda Lisa Convexa 4 + - + -
2162 Santalsabel 5  Enfermo Hisopo MS CT Redonda Ondulada Plana 2 + + + -
2163 Santalsabel 5  Enfermo Hisopo MS RCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + -
2164 Santalsabel 6 Enfermo Hisopo MS RCB Redonda Lisa Convexa 3 + - + -
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N° Localidad Planta Tejido Tipo Muestreo 'Medio ?Color  Confi. Mar. Eleva. mm. KOH OXIDA CATA GRAM COCO BACI. ESPO. Platano Papa

2165 Santa lsabel 10 Enfermo Tejido MS RCB Redonda Lisa Convexa 6 + - + - - -
2166 Santa Isabel 12 Sana Tejido MS CCB Redonda Lisa Convexa 1 + + + - - -
2380  Gurabo 1 Sana Tejido MS CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + - -

2381  Gurabo 1 Sana Tejido MS CCB Redonda Lisa Convexa 2 + + + - -

2382  Gurabo 1 Sana Tejido PIA CCB Redonda Lisa Convexa 2 + + + - -

2383  Gurabo 1 Sana Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 3 + - + - -

2384  Gurabo 1 Sana Tejido NA ACB Redonda Lisa Convexa 2 + - + - -

2385  Gurabo 1 Sana Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + - -

2386  Gurabo 2  Enfermo Hisopo MS CCB Redonda Lisa Convexa 3 + - + - - -
2387  Gurabo 2  Enfermo Hisopo MS CCB Redonda Lisa Convexa 5 + - + - - -
2388  Gurabo 2  Enfermo Hisopo MS CCB Redonda Lisa Plana 4 - - + + X - -
2389  Gurabo 2  Enfermo Hisopo PIA CCB Redonda Lisa Convexa 3 + - + - - -
2390  Gurabo 2  Enfermo Hisopo PIA. CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + - + -
2391 Gurabo 2  Enfermo Hisopo NA CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + - -
2392  Gurabo 2  Enfermo Hisopo NA CCB Redonda Lisa Plana 3 - - + + X - -
2393  Gurabo 2  Enfermo Hisopo NA CCB Redonda Lisa Convexa 3 + - + - - -
2394  Gurabo 2  Enfermo Hisopo NA CCB Redonda Lisa Convexa 4 - + - - -
2395  Gurabo 2 Enfermo Hisopo NA CCO Redonda Ondulada Plana 3 - - + + X - -
2396  Gurabo 3  Enfermo Tejido MS CCB Redonda Lisa Plana 4 - - + + X - -
2397  Gurabo 3 Enfermo Tejido MS CCB Redonda Lisa Convexa 5 + - + - - -
2398  Gurabo 3 Enfermo Tejido MS CCB Redonda Lisa  Convexa 3 + - + - - -
2399  Gurabo 3  Enfermo Tejido PIA ACB Redonda Lisa Convexa 2 + - + - + +
2400  Gurabo 3  Enfermo Tejido PIA. ACB Redonda Lisa Convexa 2 + - + - - -
2401  Gurabo 3 Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa Plana 3 - - + + X - -
2402  Gurabo 3 Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + - - -
2403  Gurabo 3  Enfermo Liquido MS CCB Redonda Lisa Convexa 5 + - + - - -
2404  Gurabo 3  Enfermo Liquido PIA ACB Redonda Lisa Convexa 2 + - + - + -
2405  Gurabo 3  Enfermo Liquido PIA. ROB Redonda Lisa Convexa 4 + - + - - +
2406  Gurabo 3  Enfermo Liquido PIA CCB Redonda Ondulada Plana 1 + + + - - -
2407  Corozal 1 Enfermo Hisopo MS CCB Redonda Ondulada Plana 5 + - + - + +
2408  Corozal 1 Enfermo Hisopo MS CCB Redonda Ondulada Plana 5 + - + - + +
2409  Corozal 1 Enfermo Hisopo MS CCB Redonda Lisa Convexa 6 + - + - - 3
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N°  Localidad Planta Tejido Tipo Muestreo 'Medio *Color  Confi. Mar. Eleva. mm. KOH OXIDA CATA GRAM COCO BACI. ESPO. Platano Papa
2410  Corozal 1 Enfermo Hisopo PIA. CCB Redonda Ondulada Plana 3 + - + - - +
2411  Corozal 1 Enfermo Hisopo NA CCB Redonda Lisa Convexa 3 - - + + - -
2412  Corozal 1 Enfermo Hisopo NA ACB Redonda Lisa Convexa 3 + - + - - -
2413  Corozal 1 Enfermo Hisopo NA CCB Redonda Lisa Convexa 3 + - + - - -
2414  Corozal 1 Enfermo Hisopo NA CCO Redonda Ondulada Plana 4 - - + + - -
2415  Corozal 2  Enfermo Tejido MS CCB Redonda Ondulada Plana 5 + - + - + +
2416  Corozal 2  Enfermo Tejido PIA. CCB Redonda Lisa Convexa 3 + + + - - +
2417  Corozal 2  Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa  Convexa 3 - - + + - -
2418  Corozal 2 Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 3 + - + - - -
2419  Corozal 2  Enfermo Liquido MS CCB Redonda Lisa Convexa 7 + - + - - -
2420  Corozal 2  Enfermo Liquido PIA CCB Redonda Lisa Convexa 4 + - + - - +
2421  Gurabo 4  Enfermo Tejido MS CCB Redonda Lisa Convexa 2 + + + - - -
2422  Gurabo 4  Enfermo Tejido PIA. CCB Redonda Lisa Convexa 4 + + + - - -
2423  Gurabo 4  Enfermo Tejido NA ACB Redonda Lisa Convexa 2 + + + - - -
2424  Gurabo 4 Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - - - - -
2425  Gurabo 4  Enfermo Tejido NA BB Redonda Lisa Plana 1 - - + + - -
2426  Gurabo 4 Enfermo Tejido NA CCO Redonda Ondulada Plana 4 - + + + - -
2427  Gurabo 4  Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + - - -
2428  Gurabo 4  Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa Plana 2 + - + - - -
2429  Gurabo 4 Enfermo Tejido NA CCO Redonda Ondulada Plana 4 - - + + - -
2430  Gurabo 5 Sana Tejido NA ACB Redonda Lisa Convexa 2 + - + - - -
2431 Gurabo 5 Sana Tejido NA BB Redonda Lisa Plana 1 - - + + - -
2432  Gurabo 5 Sana Tejido NA ACB Redonda Lisa  Convexa 2 - - + + - -
2433  Corozal 3  Enfermo Tejido PIA. ACB Redonda Lisa Convexa 2 + + + - - -
2434  Corozal 3  Enfermo Tejido PIA CCB Redonda Lisa Convexa 4 - + - - -
2435  Corozal 3 Enfermo Tejido NA ACB Redonda Lisa Convexa 3 + + - - -
2436  Corozal 3 Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa Plana 2 - - - + - -
2437  Corozal 3 Enfermo Tejido NA RsCB Redonda Lisa Convexa 1 + - - - - -
2438  Corozal 3  Enfermo Tejido NA CCO Redonda Ondulada Plana 4 - + + + - -
2439  Corozal 3 Enfermo Tejido NA ACB Redonda Lisa  Convexa 2 - - + + - -
2440  Corozal 4 Sana Tejido MS ACB Redonda Lisa Convexa 2 - - + + - -
2441  Corozal 4 Sana Tejido MS CCB Redonda Lisa Convexa 3 + - + - - -
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N° Localidad Planta Tejido Tipo Muestreo 'Medio ?Color  Confi. Mar. Eleva. mm. KOH OXIDA CATA GRAM COCO BACI. ESPO. Platano Papa
2442  Corozal 4 Sana Tejido PIA. CCB Redonda Lisa Convexa 2 + + + -
2443  Corozal 4 Sana Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 5 + - + -
2444  Corozal 4 Sana Tejido NA ACB Redonda Lisa  Convexa 2 - - + +
2446  Corozal 4 Sana Tejido NA CCO Redonda Ondulada Plana 3 - + + +
2445  Corozal 4 Sana Tejido NA ACB Redonda Lisa Convexa 3 + - + -
2447  Corozal 5 Sana Tejido NA CCB Redonda Lisa Plana 2 - - + +
2448  Corozal 5  Enfermo Tejido NA ACB Redonda Lisa Convexa 3 + + + -
2449  Corozal 5  Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 3 + + + -
2450  Corozal 5 Enfermo Tejido NA RsCB Redonda Lisa Convexa 3 + + + -
2451  Corozal 6  Enfermo Tejido MS CCB Redonda Lisa Convexa 5 + - - -
2452  Corozal 6  Enfermo Tejido PIA. CCB Redonda Lisa Convexa 2 + + - -
2453  Corozal 6  Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 4 + - + -
2454  Corozal 6  Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 3 + - + -
2455  Corozal 6  Enfermo Tejido NA BB Redonda Lisa Plana 2 - - + +
2456  Corozal 6  Enfermo Tejido NA RsCB Redonda Lisa Convexa 3 + + + -
2477 Santalsabel 15 Enfermo Tejido MS CCB Redonda Lisa Convexa 4 + - + -
2478 Santalsabel 15 Enfermo Tejido MS CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + -
2479 Santalsabel 15 Enfermo Tejido PIA CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + -
2480 Santalsabel 15 Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa Plana 3 - - + +
2481 Santalsabel 15 Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 2 + + + -
2482 Santa Isabel 16 Sana Tejido MS CCB Redonda Lisa Convexa 4 - - + +
2483 Santa Isabel 16 Sana Tejido PIA. CT Redonda Ondulada Plana 2 + + + -
2484 Santa Isabel 16 Sana Tejido NA ACB Redonda Lisa Convexa 2 + - + -
2485 Santa Isabel 16 Sana Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 1 - - + +
2486 Santa Isabel 16 Sana Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 4 - - + +
2487 Santa Isabel 16 Sana Tejido NA CT Redonda Ondulada Plana 2 + + + -
2488 Santa Isabel 16 Sana Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + -
2489 Santa Isabel 16 Sana Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 2 - - + +
2490 Santalsabel 17 Enfermo Tejido MS CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + -
2491 Santalsabel 17 Enfermo Tejido PIA. CT Redonda Ondulada Plana 2 + + + -
2492 Santalsabel 17 Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 3 - - +
2493 Santa Isabel 18 Enfermo Tejido MS CCB Redonda Lisa Convexa 4 - - +
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N° Localidad Planta Tejido Tipo Muestreo 'Medio ?Color  Confi. Mar. Eleva. mm. KOH OXIDA CATA GRAM COCO BACI. ESPO. Platano Papa

2494 Santa lsabel 18 Enfermo Tejido PIA. CT Redonda Ondulada Plana 2 + + + - - +
2495 Santa lsabel 18 Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa Plana 3 - - - + X - -
2496 Santalsabel 18 Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 3 + - + - - -
2497 Santalsabel 18 Enfermo Tejido NA CT Redonda Ondulada Plana 2 + + + - - +
2498 Santalsabel 18 Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 5 - - + + X - -
2499 Santalsabel 18 Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 3 + - + - - -
2500 Santalsabel 18 Enfermo Tejido NA BB Redonda Lisa Plana 2 - + X - -
2501 Santa lsabel 18 Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 2 + + + - - -

" Medio NA: Agar Nutritivo — PIA: Pseudomonas Isolation Agar — MS: Miller-Schroth

2 Color CCB: Crema Claro Brillante <CCO: Crema Clara Opaca — COB: Crema Oscuro Brillante — CT: crema Tornasol — ACB: Amarillo Claro Brillante
RCB: Roja Clara Brillante — ROB: Roja Oscura Brillante — RsCB: Rosada Claro Brillante - BB: Blaca Brillante

N°: Numero de identificacion en laboratorio.
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Apéndice 2. Bacterias con caracteristicas morfolégicas y bioquimicas comunes en las tres localidades

Grupo 1
N° Localidad N°Planta Tejido Tipo Muestreo 'Medio ?Color Confi. Mar. Eleva. mm. KOH OXIDA CATA GRAM COCO BACI. ESPO. Platano Papa
2412 Corozal 1 Enfermo Hisopo NA ACB Redonda Lisa Convexa 3 + - + - - -
2447 Corozal 4 Sana Tejido NA ACB Redonda Lisa Convexa 3 + - + - - -
2384 Gurabo 1 Sana Tejido NA ACB Redonda Lisa Convexa 2 + - + - - -
2400 Gurabo 3 Enfermo Tejido PIA ACB Redonda Lisa Convexa 2 + - + - - -
2430 Gurabo 5 Sana Tejido NA ACB Redonda Lisa Convexa 2 + - + - - -
2058 Santa Isabel 14 Enfermo Tejido NA ACB Redonda Lisa Convexa 3 - - - -
2484 Santa Isabel 16 Sana Tejido NA ACB Redonda Lisa Convexa 2 - - - -

! Medio NA: Agar Nutritivo — PIA: Pseudomonas Isolation Agar
2 Color ACB: Amarillo Claro Brillante
Ne°: Nimero de identificacion en laboratorio.
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Grupo 2

N° Localidad N°Planta Tejido Tipo Muestreo 'Medio ?Color Confi. Mar. Eleva. mm. KOH OXIDA CATA GRAM COCO BACI. ESPO. Platano Papa
2409 Corozal 1 Enfermo Hisopo MS CCB Redonda Lisa Convexa 6 + - + - - -
2413 Corozal 1 Enfermo Hisopo NA CCB Redonda Lisa Convexa 3 + - + - - -
2418  Corozal 2 Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 3 + - + - - -
2419 Corozal 2 Enfermo Liquido MS CCB Redonda Lisa Convexa 7 + - + - - -
2434 Corozal 3 Enfermo Tejido PIA  CCB Redonda Lisa Convexa 4 + - + - - -
2441 Corozal 4 Sana Tejido MS CCB Redonda Lisa Convexa 3 + - + - - -
2443 Corozal 4 Sana Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 5 + - + - - -
2453 Corozal 6 Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 4 + - + - - -
2454  Corozal 6 Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 3 + - + - - -
2380 Gurabo 1 Sana Tejido MS CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + - - -
2383 Gurabo 1 Sana Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 3 + - + - - -
2385 Gurabo 1 Sana Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + - - -
2386 Gurabo 2 Enfermo Hisopo MS CCB Redonda Lisa Convexa 3 + - + - - -
2387 Gurabo 2 Enfermo Hisopo MS CCB Redonda Lisa Convexa 5 + - + - - -
2389 Gurabo 2 Enfermo Hisopo PIA  CCB Redonda Lisa Convexa 3 + - + - - -
2391 Gurabo 2 Enfermo Hisopo NA CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + - - -
2393 Gurabo 2 Enfermo Hisopo NA CCB Redonda Lisa Convexa 3 + - + - - -
2397 Gurabo 3 Enfermo Tejido MS CCB Redonda Lisa Convexa 5 + - + - - -
2398 Gurabo 3 Enfermo Tejido MS CCB Redonda Lisa Convexa 3 + - + - - -
2402 Gurabo 3 Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + - - -
2403 Gurabo 3 Enfermo Liquido MS CCB Redonda Lisa Convexa 5 + - + - - -
2427 Gurabo 4 Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + - - -
2048 Santa Isabel 13 Enfermo Hisopo NA CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + - - -
2057 Santa Isabel 14 Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 4 + - + - - -
2066 Santa Isabel 13 Enfermo Hisopo PIA  CCB Redonda Lisa Convexa 3 + - + - - -
2068 Santa Isabel 5 Enfermo Hisopo PIA  CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + - - -
2075 Santa Isabel 12 Sana Tejido PIA  CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + - - -
2150 Santa Isabel 10 Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + - - -
2154 Santa Isabel 6 Enfermo Hisopo PIA  CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + - - -
2157 Santa Isabel 11 Enfermo Tejido PIA. CCB Redonda Lisa Convexa 4 + - + - - -
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N° Localidad N°Planta Tejido Tipo Muestreo 'Medio *Color Confi. Mar. Eleva. mm. KOH OXIDA CATA GRAM COCO BACI. ESPO. Platano Papa

2160 Santa Isabel 4 Enfermo Hisopo MS CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + - - -
2477 Santa Isabel 15 Enfermo Tejido MS CCB Redonda Lisa Convexa 4 + - + - - -
2478 Santa Isabel 15 Enfermo Tejido MS CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + - - -
2479 Santa Isabel 15 Enfermo Tejido PIA. CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + - - -
2488 Santa Isabel 16 Sana Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + - - -
2490 Santa Isabel 17 Enfermo Tejido MS CCB Redonda Lisa Convexa 2 + - + - - -
2496 Santa Isabel 18 Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 3 + - - - -
2499 Santa Isabel 18 Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 3 - - - -

" Medio NA: Agar Nutritivo — PIA: Pseudomonas Isolation Agar — MS: Miller-Schroth
2 Color CCB: Crema Claro Brillante
Ne°: NUmero de identificacion en laboratorio.
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Grupo 3

N° Localidad N°Planta Tejido Tipo Muestreo Medio Color Confi. Mar. Eleva. mm. KOH OXIDA CATA GRAM COCO BACI. ESPO. Platano Papa
2442 Corozal 4 Sana Tejido PIA CCB Redonda Lisa Convexa 2 + + + - - -
2449 Corozal 5 Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 3 + + + - - -
2381 Gurabo 1 Sana Tejido MS CCB Redonda Lisa Convexa 2 + + + - - -
2421 Gurabo 4 Enfermo Tejido MS CCB Redonda Lisa Convexa 2 + + + - - -
2422 Gurabo 4 Enfermo Tejido PIA CCB Redonda Lisa Convexa 4 + + + - - -
2078 Santa Isabel 3 Enfermo Hisopo MS CCB Redonda Lisa Convexa 2 + + + - - -
2080 Santa Isabel 8 Enfermo Liquido MS CCB Redonda Lisa Convexa 3 + + + - - -
2082 Santa Isabel 10 Enfermo Tejido MS CCB Redonda Lisa Convexa 1 + + + - - -
2141 Santa Isabel 6 Enfermo Hisopo NA CCB Redonda Lisa Convexa 3 + + + - - -
2146 Santa Isabel 9 Enfermo Liquido NA CCB Redonda Lisa Convexa 2 + + + - - -
2158 Santa Isabel 3 Enfermo Hisopo MS CCB Redonda Lisa Convexa 2 + + + - - -
2166 Santa Isabel 12 Sana Tejido MS CCB Redonda Lisa Convexa 1 + + + - - -
2481 Santa Isabel 15 Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 2 + + + - - -
2501 Santa Isabel 18 Enfermo Tejido NA CCB Redonda Lisa Convexa 2 + + + - - -

" Medio NA: Agar Nutritivo — PIA: Pseudomonas Isolation Agar — MS: Miller-Schroth
2 Color CCB: Crema Claro Brillante
N°: Ntumero de identificacion en laboratorio.
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