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ABSTRACT

The pepper fly Heosilba ep. is the main insect pest
problen under rainy conditions of the humid tropice of Panapa and
Costa Rica. The fly lays her egge on small fruits and later on
the larvae penetrates thee A black fruit rot develops after 2-5
days of the insect pemetration. The damage incidence should be a8
high as 5% of the fruits. Pseudomonas and Erwinia were the main
genera present in a survey of bacteria aagociated with affected
tissues. Pathogenlcity tests were positive for the species iden-
tified as follows: P. fluorescens, E. carotovora, E. chrysantheni,
Pseudononas sp. These bacterias were also -detected on healthy
fruits. A test on fruit size symptoms indicated that a black rot
appears in small fruits while a soft rot appears in the big onmes.

INTRODUCCION

El chile dulce, Capsicum annmum L.,
ocupa el segunde lugar en consumo en
Centroamérica, después del tomate entre las
hortalizas de fruto. Gran cantidad de enfer-
medades e insectos atacan el cultivo hacién-
dolo muy riesgoso y con elevados costos de
produccién, de ahi que sea uno de los produc-

tos horticolas mas onerosos para el
consumidor.

En el trépico himedo de Panamd y Costa
Rica los problemas patogénicos del suelo
Phvtophthora capsici,
(Jiménez et al. 1987, 1989) y la mosca
Neogilba sp. constituyen los factores limi-

tantes del cultivo. Se ha determinado gque la
mosca puede llegar a destruir hasta el H0% de
los frutos formados (Shannon 1988). Esta
nueva plaga se encuentra en Costa Rica vy
Panamd, asi como en Colombia y Peru (Hernandez
et al. 1989). La hembra oviposita en frutos
jévenes (1-8em de largo), por lo general lo
hace debajo del caliz y de 1-6 huevos por
aitio. La oviposicién ocurre en dias himedos
y nublados de 7-10 .a.m. y de 3 a 5 pan.
(Hernéndez 1989).
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La larva recién emergida perfora vy bpe-
netra en el fruto dejando un agujero necrodtico
en su interior. Se alimenta de las paredes
del fruto y de la placenta central de las
semillas (Hernéndez et al. 1989). Dependiendo
de la humedad, en 2-85 dias se observa el de-
sarrollo de necrosis negras de aspecto acuoso
o de pudriciones suaves en los frutos atacados
que causan su caida prematura. Por el sintoma
observado hay indicios de Tbacterias aque
aprovechan el dafio mecénico causado por la
larva para entrar al fruto recién formedo.

Observaciones de campo muestran que el
problema causado por Neosilba &p. estd unido a
frutos pequefios con pudricidén nesra ( Shannon
1988). En frutos grandes cerca de la cosecha
o de maduracién fisiolégica, no se observan
sintomas de pudricién negra ni stagues severos
de la mosca. Los dafios que se observan en
eate estado de desarrollo del fruto consti-
tuyen la pudricién suave tipica causada por
Erwinia carotovora (Lopez 1986)

El1 objetivo del presente estudio fue
caracterizar y evaluar la patogenicidad en las
bacterias asociadas con el ataque de Neosilba
sp. in vitro y en condiciones de campo en el
trépico himedo costarricense.

MATERIALES Y METODOS

Localizacién. El1 experimento se realizé
de marzo 1988 a marzo 1989 en Turrialba, ubi-
cada en la zona atléntica de Costa Rica (610
msnm, 2600 mm anuales, 22°C y 87% HE en prome-
dio) en donde se produce chile dulce para con-
sumo nacional.

£ Se recolec-
taron de la planta frutos de chile de 1-8cm de
longitud del cv Najera 27, en donde se ob-
servaba el dafio del ataque de Neosilba sp. ¥
dos tipos de sintomas: pudricién suave y pu-
dricién negra acuosa.

El aislamiento de bacterias se efectud
en el laboratorio de diagnostico del CATIE.
Pequefias porciones del borde de la lesaién se
trituraron en tubos de ensayo con agua desti-
lada estéril. Utilizando ud aza estéril a
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sartir de estos tubos se procedidé a la siembra
sacterial mediante rayados en los medios ATS,
18 y YDC (Schaad 1980, Fahy y Persley 1883 y
Antillén 1987). Se seleccionaron las dife-
rentes cepas bacteriales al segundo dia de-la
siembra mediante observaciones con el
sstereoscopio.

En forma
sreliminar se determiné el género de las bac-
terias  mediante las sigulentes  pruebas
fenotipicas: tincién de gram, prueba de movi-
lidad, tincién de flagelos, oxidasa, catalasa,
orueba de Hugh v Leifson; y crecimiento en
nedios especificos tales como MS, King.

Estas pruebas se realizaron splicando
las metodologias seguidas por Lelliot y Stead
1988 (Cuadro 1). Para determinar la especie
se utilizaron las propuestas por el Bergey’s
1984 (Krieh v Holt 1984) y se realizaron en el
Jaboratorio de Bacteriologia de la Facultad de
ficrobiologia, de la Universidad de Costa
vica.

CUADRO 1. Caracteristicas fenotipicas de gensros bacteriales aso-
clados a pudriciones vegetales (Adaptado de Lelliot and
Stead, 15988).

PRUEBA ERWINIA PSEUDOMONAS BACILLUS
Gram. - - +
KOH + + .
Oxidasa - + v
Catalasa + + +
Fluorescencia = v =
Flagelos peritricos polar peritricos
Movilidad + * -
Esporas 2 : g
Hidrolieis almidén - - +
orF ) 2 ] F
V = Puede ser positiva o negativa
0 = Metabolismo oxidativo;
F = metabolimmc fermentativo

Prucba de patogenicidad. Al Laboratorio

e llevaron frutos de 4-8cm de longitud del cv
‘Néjera-2°, se esterilizaron superficialmente
~on alcchol al 70%¥ y se depositaron en una
~aja pldstica de 40 x 20 x 20cm que contenian
papel toalla humedecida con agua destilada es-
téril. Por cada cepa bacterial se inocularon
~uatro frutos; se punzé en puntos equidis-
tantes con una aguja estéril, la cual habia
sido impregnada de la bacteria mediante la
colocacién de la aguja por dos segundos en una
suspension de 107 CFU/ml de la cepa a probar.
Posteriormente los frutos fueron incubados a
24°C v alta humedad relativa durante 2-4 dias.

Para el trabajo de cempo se siguid el
mismo procedimiento de laboratorio, pero varié
en el sentido de que los frutos se encontraban
unidos a la planta, ¥ no en un ambiente arti-
ficial de alta humedad relativa. Las inocula-
ciones se realizaron después de las 16 horas,
para evitar la muerte répida de las bacterias
por exposicién solar o por deshidratacidén y se
utilizaron 20 frutos por cepa evaluada.
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En el estudio de la filosfera, se rea-
1izé un reconocimiento de las bacterias pre-
sentes en la superficie de los frutos, para
ello se obtuvieron 2@ discos de 2.5 mm de
didmetro y 1-2 mm de profundidad de tres zonas
del fruto: alta, media y baja (Fig. 1).

ALTA

MEDIA

BAJA

Fig. 1. Zonas de fruto en relacién con el

pendinculo,

Los discos fueron colocados en 50 ml de
Hz0 destilada estéril, se agitaron por un mi-
nuto y se procedid® a preparar diluciones hasta
19-4. De cada wna de las diluciones se tomé
9.1 ml y se incubaron en MS y YDC. ©Se rea-
lizaron dos muestreos en los meses de Jjulio,
1988 y marzo, 1989; por cada muestreo ae
tomaron cuatro frutos de Gem de longitud.

Las cepas aisladas se evaluaron por su
capacidad de producir la enfermedad, tanto en
el laboratorio como en condiciones de campo.
Por otra parte, en el segundo muestreo se rea-
lizaron observaciones al microscopio elec-
trénico de transmisién, para verificar la dis-
tribucién de las bacterias en la superficie
del fruto. Estas observaciones se realizaron
en el Departamento de Microscopia Electrénica
de la Universidad de Costa Rica.

Para determinar 1la posible relacién
entre edad del fruto-sintomas-bacterias se
realizaron dos aislamientos adicionales, uno

de frutos con pudricién suave y el de frutos
con pudricién negra con signos de ataque de la
mosca. Estas cepas junto con dos del estudio
de filosfera se inocularon en frutos peguefios
de 3 a 5cm de longitud, v en frutos grandes de
B a 12cm de longitud del cv Najera 2 . Por
cada tipo de cepa se inocularon 20 frutos.



RESULTADOS Y DISCUSION

En la primera prueba de aislamiento de
tejidos de frutos de chile con gintomas de
manchas oscuras acuosas, (pudricién negra) se
determiné en el medio de cultivo MS, que las
bacterias asociadas al problema de Neosilba
son de los géneros Pseudomonas v Erwinia. Las
colonias de Erwinia son de color amarillo y
alcanzan un diémetro de 3mm, 48 horas después
de la siembra, mientras que las de Paesudomonas
son de color verde, con un didmetro de 1-2 mm
para el mismo tiempo de incubacién en el medio
MS. Cuando se realizaron los aislamientos en
medios no selectivos tales como ATS y YDC se
obtuvieron los mismos generos que con MS,
éstos se comprobaron medisnte las pruebas
gram, de oxidasa, catalasa, Hugh y Leifson y
tincién de flagelos.

De los aislamientos realizados en YDC se
logré identificar 12 cepas diferentes las
cuales fueron evaluadas por su patogenicidad a
nivel de laboratorio y tres de alta incidencia
a nivel de campo (Cuadro 2).

CUADRO 2. Prueba de patogenicidad de cepas aisladas de frutos con pudricicn

negra inoculada en frutos del cv "Néjera 2" de 1.8cm.

*

CEFA GENERO Laboratorio® Tipo Campo* Tipo

PN-1 Erwinia 2

PN-2 Easudomonas ]

PN-3 Erwinia 108 Suave 75 Negra
PH-4 Erwinia 5@ Hegra

PN-5 Erwinia -]

PR-8 Erwinia 180 Hegra

PH-T Ecwinia 100 Negra

PH-B Ecwinia 1@ Suave 12@ Hegra
PH-9 Easudomonas -]

PH-10 Essudomonas @®

PN-11 Easudomonas 108 Negra 5@ Negra
PH-12 Erwinia 100 Negra

Teatigo Hz® eatéril [:] 5@ Hegra

= En laboratoric incidencia de 12 punciones y en el campo de B@ punciones.

De las lesiones de los frutos inoculados
se aislaron las bacterias utilizadas, con lo
cual se probaron los postulados de Koch; de
las 12 cepas evaluadas ocho pertenecieron a
Erwinia v cuatro a Pseudomonas. En el caso de
Erwinia no hubo consistencia en la sintoma-
tologia entre la prueba de laboratorio ¥y
campo; en el caso de laboratorio donde se dan
las mejores condiciones para el desarrollo de
la enfermedad y el fruto no estd unido a la
planta, el fruto degenera rapidamente en una
pudricién suave (tipo bolsa de agua); lo cual
no sucede en la prueba de campo en donde todas
las cepas inoculadas desarrollaron la pudri-
cién negra acucosa tipica de la enfermedad.
Los frutos fueron abortados por la planta a
los 4-6 dias después de la inoculaciédn.

En el testigo de la pruebd de campo, sin
desinfeccién de la superficie de los frutos
con alcohol al 70%, se destaca una incidencia
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de un 50 % de pudricidén negra, lo cual sugiere
la presencia de bacterias patogénicas en la
superficie del fruto al ser inoculados. Para
dilucidar este problema se inocularon diversos
frutos con varios tratamientos (Cuadro 3).

CUADRO 3. Incidencia de mancha acucsa en frutos de ‘NAjera 2° de 4-Bcm ino-
culados con dos cepas por diversos métodos.

CEPA* METODO INOCULACION Con alcohol Sin alcohol
PHi-1 Aspersion ] ]
PN-1 Aspersién + Puncién 1@ 290
PN-1 Puncidén 20 a5
PN-3 Aspersidn 1@ 5
PN-3 Aspersién + Puncién 7% %
PN-3 Puncién 20 38
Agua Aspersidn 18 @
Agua Aspersiém + Puncidn 15 40
Agua Puncidén 1e 5@

*PN-3 Erwinis carotovora. cepa altamente patogénica a nivel de laboratorioc.
PN-1 Erwinia spp. cepa no patogénica a nivel de laboratoric.

Los resultados de diferentes métodos de
inoculacién ratificaron que la bacteria nece-
sita encontrar heridas para llegar al interior
del fruto; en la cepa 3 no hubo diferencia en-
tre los métodos de aspersién + puncidén y solo
puncién (Cuadro 3). Por otra parte el testigo
muestra que existe una poblacién bacterial
epifita que es patogénica para el fruto ya que
la aplicacién de alcohol reduce la incidencia
de un 50% en un 10%, mostrandose su eficiencia
como desinfectante.

La poblacién epifita no parece inter-
ferir cuando se aplica una cepa patogénica, ya
que los resultados de las cepas patogénicas no
muestran diferencias significativas entre
aplicacién v no aplicacién de aicohol. Esto
se debe posiblemente & que el potencial del
in6culo es tsn alto que la interferencia de
las epifitas no es significativa.

Para comprobar la patogenicidad de las
bacterias aisladas en la superficie del fruto,
se hicieron dos estudios de la filosfera en
dos condiciones climdticas diferentes; la de
julio 1988, en buenas condiciones para el de-
sarrollo de la microflora y la de marzo 1989,
en donde la precipitacidn fue muy escasa y se
caracterizé por uwna alta luwinosidad ¥y
temperatura.

Los resultados indican que existe
relacidén entre la presencia de bacterias y los
elementos climdticos (Cuadros 4, 4.1). En
condiciones de baja precipitacion, alta ra-
diacién solar ¥y baja humedad relativa, la
poblacién epifita es muy escasa (marzo 1989),
en la cual se reduce la poblacién en 1090
veces con respecto a la poblacién detectada
bajo condiciones lluviosas (Jjulio 1988).

Las observaciones al microscopio elec-
trénico mostraron que la bacteria se agrupa en



CUADRD 4. Concentracién bacterial (UCB/cm2) en la superficie del fruto de

chile dulece, cv "Ndjera®, en dos épocas diferentes.

POSICION EN — JULIO 1988 MARZO 1989

EL FRUTOD Eeeudomonas Erwinia Eseudomonas Erwinia
Hombros 8.2 x les 2.7 x 1e® 3.8 x 102 ]
Hedio 5.5 x 10+ 5.2 x 10+ L] L
Abajo 7.5 x 18 T x 104 2.2 x 10+ 3.1 x 10+

* Promedic de 4 frutos y svaluada en MS.

CUADRO 4.1. Elementos climéticoes de Julio 1988 y marzo 1989.

ELEMENTO Julio 1988

Marzo 1989

Precipitacién (mm) Zze 64

Temperatura minima °C 18.

-

18.2

Temperatura méxima °C 27.3

Temperatura promedic *C 23.4

Humedad relativa promedio °*C 2z a3

Radiacidén 901&?'. (cal/2/dia) 335 467

26.2
23.8

CUADHD 5. Incidencia de la mancha negra del chile an &l laboratorin con ce-

pas bacteriales aisladas de la superficie del fruto (filoplano).

SITIO AISLAMIENTO INCIDENCIAx

F-1 hombros Erwindia 108 Suave
F-2 hombros d 75 Hegra
F-3 hombros Essudoponas 5@ Hegra
F-4 hombros Erwinia 3

F-5 hombros Essudomonas [

-8 medic Erwinia 1ee Suave
F-7 medio 7 18@ Hegra
F-8 medic Erwinis 108 Hegra
F-8 medic Essudomonas 184 Negra
F-18 abajo Erwinia 108 Suave

Testigo

TIPD PUDRICION

* En 8 punciones sfesctuadas;

cavidades de 1la superficie del fruto, las
cuales son més numerosas en las zonas altas.
Las bacterias se protegen asi de la desecacién
y obtienen més facilmente los nutrimentos ya
que en estas zonas se acumulan exudados del
fruto (Fig. 2).

Del muestreo realizado en julio se obtu-
vieron 10 cepas gque fueron inoculadas bajo
condiciones de Ilaboratorio (Cuadro 5), ob-
servandose gque varias de ellas produjeron el
sintoma tipico del complejo de Neosilba sp.
(pudricién negra acuosa).

En esta prueba se observaron diferentes
grados de wvirulencia. Se encontraron cepas
avirulentas tales como la F-4 y F-5, hasta
cepas altamente virulentas tales como la F-8 y
F-9. Estos resultados indican que las bacte-
rias asociadas con Neosilba sp. son epifitas
de la fruta, las cuales son introducidas por
las larvas de la mosca. Observaciones al mi-
croscopio electrénico* han mostrado que las
bacterias van adherides a las patas, al

¥ Blanco, H. 1990, Estudios de Neogilba sp. al microscoplo elec-
trénico. Turrialba, CATIE. (Comunicacién persomal).

lectura a las 48 horas después de inoculacién.
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ovipositor de la mosca y en la superficie de
los huevos. Posiblemente algunas de estas
gean patégenicas debido a que la mosca tiene
la costumbre de visitar frutos enfermos
(Hernéndez et al. 1989); esto implicaria que
la mosca podria actuar como agente de disemi-
nacién de las bacterias asociadas con el pro-
blema. Esta hipotesis seria necesario estu-
diarla mds en detalle.

Los resultados de la prueba de relacién
tamafioc de fruto-sintomas, sugieren gque existe
relacién entre sintomas y edad del fruto
(Cuadro 6). En las primeras fases de desa-
rrollo todas las bacterias inducen pudricién
negra, mientras que en estados avanzados las
mismas inducen pudricibén suave.

CUADRD 8. Incidencia de la pudricién negra o suave a dos tamafios de chile
bajo la accidn de diferente cepa.

CEPA

LUGAR ESPECIE

RECOLECCION Frutc peguefiox Fruto grande
P5-1 Chile con pu- E. carotovora -

dricién suave 50 (N) se (5U)
PN-13 Chile con pu- Basudogonasz sp

dricién negra 90 (N) ge (SU)
F-8 Superficie Pesudomonas

chile fluorsacens 58 (M) @
F-1 Superficie Erwinia

chile chrysapthemi 60 (N) 18
Testigo Hz® 28 (H) 5 (50

]
U

pudricion negra
pudricidn suave

8-12em.

En los primeros estadios de desarrollo
del fruto posiblemente la bacteria no encuen-
tra tejido susceptible o este es escaso
(mesocarpo) para producir la maceracidén de
tejidos que causa la tipica bolsa de agua, que
se observd en los frutos mayores de 8cm de
longitud. En estados Jjovenes del fruto, el
sintoma que se produjo fue una pudricién negra
de apariencia acuosa que induce la caida del
mismo a las 72-96 horas después de la inocu-
lacién. El tratamiento testigo en esta
prueba, que consistié en punzar el fruto con
agua destilada esteril present6é el mismo com-
portamiento segin el estado del fruto, pero
con un reducido porcentaje de incidencia.
Esto se debe posiblemente a una poblacién epi-
fita muy baja en la epoca que se realizd la
inoculacién (marzo 1989) lo cual fue detectado
con el estudio de la poblacidén de la filosfera
(Cuadro 4).

La identificacién de las bacterias se
realizé mediante 11 pruebas para Pgelidomonas v
23 pruebas para enterobacteriaceas. Para leer
lag pruebas se utilizaron controles obtenidos

en la ATCC: P. fluorescens, E. carotovora y E.
chrysanthemi .

De las cepas aisladas se identificaron
aguellas que se usaron en las diferentes prue-

*Fruto pequefio con longitud de 3-5cm: grandes de



Fig. 2. Distribucién de las bacterias en la superficie del fruto
del chile dulce:

A. En la parte alta del fruto.

B. En la parte media del fruto.

C. Bacterias en cavidades con presencia de residucs
orgdnicos.
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bas realizadas. Los resultados muestran que
las bacterias asociadas con la presencia de
Neosilba spp. son P.  fluorescens, E.
carotovora y E. chrvsanthemi

spp. (Cuadros 7 y 8).

CUADRO 7. Caracteristicas generales de cepas Pasudomopas =pp. y patrones sn

la ATCC. Turrialba, 1983.

PRUEBA
10844

Numero flagelos
Gram

Oxidasa

Levan
Gelatinas
Almidén

Urea

41°*C

Arginina
Fluorescencia
Catalasa

P4+ 01 %1 +++ 18
LEe I+ 040 41 @
TR S S S
THF LI R
TR S S I S A
TR N S =
TR I S I S

Identificacién® P.f.. Puap “P.f. Pif. P.

=
o
L
o
]

sp

*P.ep = Pasudomonas ep; P.f. = P. fluorescens

CUADRD B. Idestificacion de Lewinia wsadas en dilerentes prusbas.

_CEPA ATCD WUMERO

FRUEBAS 155

Novilidad

Peritrics

T, creciniento

Pignentacin

Levan

B +

25 +

Aceotina +

Ureasa *
*
*
*

e
e e e e

T
- .

PR
-
P

Pectate

Gas glucoss
Gelation
Feallanios = - = = v = +

SR I

-
B T
-

[ndol + - - - + - +

Hitratos + + + * + ¥ + +
Inositel + -

Alidéa E -
Sorbiton * +
Hanaitel + +
Lactoss ¥ =
Ramnosa * b

Solicina + +

. -

T
-
-
* oo s
S

+
+
+
+

[E700 L. aaro-

\avors

L chy:
manleal

L care-
Luvora

L wpo- L carp-

lovara

L. chry-
lorara saoleal

La cepa F-7 no se pudo identificar ni a
nivel de genero, es una enterobacteriacea ex-
trafia ya que no posee flagelos. La unica bac-
teria fermentadora que ataca a las plantas y
que reiine esta caracteristica es E. stewartii.
Al analizar el comportamiento de esta cepa en
las 25 pruebas realizadas y a lo informado en
el Bergey’s para E. stewarti]l, se observa que
existen muchas pruebas disimiles tales como la
prueba de HaS, gelatina, reduccidén de nitratos
v algunas pruebas de az(cares. Todo esto per-
mite concluir que esta cepa F-7 no corresponde
a una de las especies de erwinias descritas
hasta el momento.

Las cepas PN-8 y F-1 posiblemente sean

E._chrvsanthemi, a pesar de que difieren en la
prueba de ureasa con la cepa patrén de la
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ATCC. En este caso es necesario realizar
pruebas mids sofisticadas tales como la de aci-
dos grasos para identificar plenamente estas
cepas.

Los resultados obtenidos concuerdan con
los de Lopez (1986) y Rivera (1987) quienes
también determinaron las mismas especies en-
contradas en este trabajo como los agentes
causales de la pudricién suave del chile antes
y después de la cosecha. Al mismo tiempo se
encontraron como colonizadores de la superfi-
cie del fruto.

Para proximas investigaciones serd nece-
sario determinar con exactitud el papel que
juega la mosca Neosilba sp. y otros insectos
en la diseminacién y superviviencia de las
bacterias causantes de la pudricién negra ¥y
suave del chile. Asimismo conviene identificar
aguellas cepas problemas, detectadas en este
trabajo. |:|

RESUMEN

En las condiciones lluviosas del tropico himedo de Panamd
y Costa Rica el principal problema insectil del chile dulce,
Capsicum annuup, lo ocasiona la mosca Neosjlba spp., la que puede
destruir hasta el 50% de los frutos. [La mosca ataca primcipal-
mente frutos jovemes, coloca sus huevos em la superficie y al
eclosionar, las larvas penetran el fruto. Una pudricién negra de
aspecto acuoso se desarrolla en diferentes partes del fruto e in-
duce a su caida. Esta pudricién se observa de 2 a 5 dias después
de la pemetracifn del insecto. Bn Turrialba, Costa Rica re-
conocimientos de bacterias asociadas a la mecrosis del fruto, de-
terminaron que en su gran mayoria, son bacterias de los géneros
Pseudomonas y Erwinia. las pruebas de patogemicidad resultaron
positivas para las especies identificadas: P. fluoresecens, E.
carotovora, E. chyrsanthemi, Pseudomonae spp. K1 sintoma en fru-
tos pequefios es una pudricién negra mientras que en frutos grandes
se desarrolla una pudricién suave. Estudios del fruto determi-
naron la presencia de poblaciones de dichas especies en la super-
ficie de frutos sanos.
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