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Resumen

El banano, con una produccion mundial anual de 119.8 millones de toneladas, enfrenta en Ecuador,
especificamente en la provincia de EI Oro, desafios de productividad atribuibles principalmente a
problemas fitosanitarios de etiologia no identificada, lo que obstaculiza el desarrollo de medidas
de control efectivas. Por esta razon, el objetivo de este trabajo fue evaluar la carga microbioldgica
en frutos de banano que presentan sintomas de "flor dura" o pudricién. Con la finalidad de
identificar los patdgenos causales y establecer las bases para el desarrollo de estrategias de manejo
especificas que contribuyan a mitigar el impacto de esta enfermedad en la produccion bananera.
Se obtuvieron 30 aislamientos, incluyendo 20 bacterias y 10 hongos, en medio PDA. La
caracterizacion morfoldgica de las bacterias mediante tincion de Gram revel6 que todas eran Gram
positivas. Entre los hongos aislados, se identificaron los géneros Fusarium spp. y Lasiodiplodia
spp., siendo las especies especificas: F. oxysporum, F. equiseti, F. circinatum, F. proliferatum y
Lasiodiplodia theobromae. Las pruebas de patogenicidad realizadas con F. oxysporum, el aislado
mas frecuente (5%), reprodujeron exitosamente los sintomas caracteristicos de la enfermedad,
incluyendo la persistencia y lignificacion de estructuras florales, deformacion del fruto y necrosis
progresiva. La identificacion de F. oxysporum como principal agente causal ofrece un punto de
partida solido para disefiar intervenciones fitosanitarias innovadoras y personalizadas que
optimicen el control y la prevencién de esta importante enfermedad en las zonas bananeras de El
Oro, Ecuador.

Palabras clave: Banano; flor dura; Fusarium oxysporum; patogenicidad.

Abstract

Bananas, with an annual world production of 119.8 million tons, face productivity challenges in
Ecuador, specifically in the province of El Oro, mainly attributable to phytosanitary problems of
unidentified etiology, which hinders the development of effective control measures. For this
reason, the objective of this work was to evaluate the microbiological load in banana fruits that
present symptoms of "hard blossom™ or rot. In order to identify the causal pathogens and establish
the bases for the development of specific management strategies that contribute to mitigating the
impact of this disease on banana production. 30 isolates were obtained, including 20 bacteria and

10 fungi, on PDA medium. Morphological characterization of the bacteria by Gram staining
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revealed that all were Gram positive. Among the isolated fungi, the genera Fusarium spp. and
Lasiodiplodia spp., the specific species being: F. oxysporum, F. equiseti, F. circinatum, F.
proliferatum and Lasiodiplodia theobromae. Pathogenicity tests performed with F. oxysporum, the
most frequent isolate (5%), successfully reproduced the characteristic symptoms of the disease,
including persistence and lignification of floral structures, fruit deformation and progressive
necrosis. The identification of F. oxysporum as the main causal agent offers a solid starting point
to design innovative and personalized phytosanitary interventions that optimize the control and
prevention of this important disease in the banana-growing areas of EI Oro, Ecuador.

Keywords: Banana; hard blossom; Fusarium oxysporum; pathogenicity.

Resumo

As bananas, com uma producédo global anual de 119,8 milhdes de toneladas, enfrentam desafios de
produtividade no Equador, especificamente na provincia de El Oro, principalmente atribuiveis a
problemas fitossanitarios de etiologia nédo identificada, o que dificulta o desenvolvimento de
medidas de controlo eficazes. Por este motivo, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a carga
microbiologica em frutos de bananeira que apresentam sintomas de “flor dura” ou podridao. Com
0 objetivo de identificar os agentes patogénicos causadores e estabelecer as bases para o
desenvolvimento de estratégias de gestdo especificas que contribuam para mitigar o impacto desta
doenca na producdo de banana. 30 isolados, incluindo 20 bactérias e 10 fungos, foram obtidos em
meio BDA. A caracterizacdo morfologica das bactérias pela coloracdo de Gram revelou que todas
eram Gram positivas. De entre os fungos isolados, foram identificados os géneros Fusarium spp. e
Lasiodiplodia spp., sendo as espécies especificas: F. oxysporum, F. equiseti, F. circinatum, F.
proliferatum e Lasiodiplodia theobromae. Os testes de patogenicidade realizados com F.
oxysporum, o isolado mais frequente (5%), reproduziram com sucesso 0s sintomas caracteristicos
da doenca, incluindo a persisténcia e lignificacdo das estruturas florais, deformacéo dos frutos e
necrose progressiva. A identificacdo de F. oxysporum como o principal agente causal proporciona
um ponto de partida solido para o desenvolvimento de intervencgdes fitossanitarias inovadoras e
personalizadas para otimizar o controlo e a prevencao desta importante doenca nas areas de cultivo
de banana de EI Oro, Equador.

Palavras-chave: Banana; flor dura; Fusarium oxysporum (Fusarium oxysporum) patogenicidade.
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Introduccion

El banano es uno de los cultivos comerciales mas importantes a nivel mundial, con una produccion
anual de 119,8 millones de toneladas. Se cultiva predominantemente en Asia, Africa y América
Latina, que contribuyen con aproximadamente el 51%, 14% y 33% de la produccion global,
respectivamente (Alzate et al., 2021). En 2020, las exportaciones experimentaron un crecimiento
significativo, alcanzando los 20,2 millones de toneladas, impulsadas por el incremento en la
produccion bananera en Ecuador y Filipinas. Se prevé que esta tendencia continle hasta 2028,
cuando se espera que la produccion mundial alcance los 135 millones de toneladas (Organizacion
de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 2020).

Particularmente en Ecuador, la produccion y exportacion de banano representa al pais despueés del
petroleo con un &rea sembrada de 196.673 ha y un promedio de 2.900 cajas. La principales
provincias productoras son Los Rios, Guayas y El Oro (Vasquez et al., 2019). Esta ultima provincia
posee condiciones edafocliméticas aptas para el cultivo, destacAndose las zonas de Machala,
Pasaje, Arenillas, Santa Rosa y El Guabo con el 24 % de fruta producida (Zhiminaicela et al.,
2020).

Sin embargo, la productividad de banano en EI Oro y a nivel nacional, es baja en comparacion con
otros competidores como Colombia, Costa Rica y Guatemala, a pesar de las mejoras logisticas en
el transporte y la implementacion de técnicas avanzadas de maduracion, asi como la existencia de
acuerdos de comercio justo entre productores y exportadores. Por lo tanto, las causas subyacentes
se relacionan con otros factores, como los problemas fitosanitarios que afectan al cultivo. En
muchos casos, los agentes causales son desconocidos, 1o que complica la aplicacion adecuada de
practicas de manejo adaptadas a la problematica enfrentada (Ledn et al., 2023).

La "flor dura” es una patologia que genera pudricion en los frutos de banano, representando un
desafio significativo para los productores, ya que afecta la calidad y el desarrollo de la fruta, la
reputacion del producto, el impacto ambiental y el cumplimiento de las normativas. Este problema
puede ser causado por hongos, bacterias y otros patdgenos que prosperan en condiciones
ambientales favorables, como alta humedad, exceso de agua y temperaturas calidas (Ploetz et al.,
2003). Ademas, los dafios mecanicos durante la manipulacion, las heridas en la planta y la falta de
practicas adecuadas exponen la inflorescencia a infecciones, provocando oscurecimiento,

ablandamiento y descomposicion de los tejidos, asi como un olor desagradable debido a la
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degradacion de los mismos. En situaciones extremas, estas infecciones pueden incluso causar
deformaciones en la fruta (Viljoen et al., 2017).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la carga microbioldgica en frutos de banano que
presentan sintomas de "flor dura" o pudricion. Con la finalidad de identificar los patdgenos causales
y establecer las bases para el desarrollo de estrategias de manejo especificas que contribuyan a

mitigar el impacto de esta enfermedad en la produccion bananera.

Materiales y métodos

Localizacion del ensayo

La investigacion se ejecuto en dos localidades de la Provincia de El Oro: el laboratorio AGRISUM
del canton Pasaje y el area experimental de la Hacienda "Jorge Javier" situada en la parroquia
Barbones del canton El Guabo con las coordenadas latitud: 3°10'51"S y longitud: 79°52'23"W. El
sitio experimental presenta caracteristicas climaticas propias de un bosque himedo Pre-Montano
segun la clasificacion de Holdridge, con una temperatura media anual entre 25 y 26 °C y una
precipitacion promedio anual que oscila entre 1.250 y 1.500 mm. Los suelos predominantes
corresponden al orden Alfisol, caracterizados por una textura franco-arenosa (Barrezueta, 2017).
Recoleccion de la muestra

La obtencion de material biologico se realizé mediante un muestreo dirigido, seleccionando tejidos
que manifestaban la sintomatologia tipica de flor dura en érganos reproductivos, especificamente
en dedos, raquis y estructuras florales de la Hacienda "Jorge Javier". Las muestras fueron
inicialmente conservadas en bolsas de papel para reducir el exceso de humedad relativa vy,
subsecuentemente, se transfirieron a fundas ziploc, debidamente identificadas para su traslado
inmediato al laboratorio de AGRISUM.

Adicionalmente, transcurridas 96 horas desde la colecta inicial, se realiz6 un segundo muestreo
para la obtencion de material vegetal destinado a la implementacion del protocolo de camara
humeda. En este caso, las muestras se depositaron en fundas ziploc junto con un sustrato de algodén
hidrofilo humedecido con agua destilada estéril, a fin de establecer las condiciones
microambientales propicias para el desarrollo del patdgeno.

Aislamiento y purificacion

Las muestras recolectadas se sometieron a un lavado con agua destilada y, mediante el uso de

bisturi estéril, se realizaron pequefios cortes en las zonas sintomaticas de los tres drganos vegetales
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muestreados. Se procesaron 30 submuestras, cada una de las cuales fue cultivada en cajas de Petri
con medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA), e incubadas durante tres dias a 24 °C para el
aislamiento de los agentes fitopatogenos. En paralelo, los propagulos fangicos obtenidos de las
muestras destinadas al método de camara humeda se sembraron en cajas de Petri con medio PDA.
La purificacion de las bacterias se realiz6 mediante diluciones seriadas (10*) en agua destilada
estéril, sembrando alicuotas del indculo en placas con agar nutritivo. Para los hongos, se tom6 una
porcién del cultivo primario y se transfirid a cajas de Petri con medio PDA.

Caracterizacion morfoldgica

El andlisis de las caracteristicas morfologicas para la identificacion de bacterias, se realizd
mediante la tincién Gram, se tomd una pequefia cantidad del microorganismo aislado y se realiz6
un extendido en un portaobjetos. Una vez seco y fijado el frotis, se aplico cristal violeta y se dejé
actuar durante un minuto. Posteriormente, se afiadio Lugol y se mantuvo en contacto por otro
minuto. Luego, se enjuago con alcohol, se aplico safranina y se lavo con agua. Finalmente, la
observacién microscopica permitio determinar tanto la morfologia bacteriana como sus
caracteristicas tintoriales, donde la retencion del cristal violeta indica la presencia de bacterias
Gram positivas, mientras que la tincion con safranina revela bacterias Gram negativas.

Prueba de patogenicidad

El ensayo de inoculacion se realiz6 en 10 manos de racimos con siete semanas de edad. En cada
mano se aplicaron 3 ml de suspension conidial con una concentracion de 3,9 x 10 UFC/mL (Figura
4a), seguido de un periodo de incubacion de dos dias. La concentracion de la suspension de esporas
se determind mediante conteo previo utilizando un hemocitometro (cAmara de Neubauer).

Se emplearon dos métodos de inoculacion en los frutos: en el primero, la suspension conidial se
aplico directamente sobre la cascara del fruto; en el segundo, se produjo una herida donde fue

aplicado con pincel, manteniendo la misma concentracion de conidios.

Resultados-discusion

Sintomatologia de la enfermedad

Los sintomas caracteristicos de la enfermedad de la flor dura en banano, ilustrados en la figura 1
(a-d), inician con una necrosis interna que avanza desde la regién apical del fruto, acompafiada por
la persistencia y lignificacion de las estructuras florales. Este proceso se manifiesta con una

coloracion marron oscura a negra en el tejido interno del fruto, que progresa del apice hacia la base.
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Los frutos afectados presentan una deformacion morfoldgica distintiva, caracterizada por una
notable reduccion en su desarrollo, lo cual compromete significativamente su calidad. En un corte
transversal, se evidencia la extension de la necrosis interna, especialmente en las manos distales
del racimo, donde el proceso de maduracion se ve severamente alterado. La severidad de estos
sintomas guarda una correlacion directa con condiciones ambientales de alta humedad relativa y
temperaturas moderadas, siendo mas prevalente en plantaciones con manejo agronémico

deficiente, como lo describen (Ploetz et al., 2003).

Figura. 1: Sintomatologia de la flor dura en el cultivo de banano: a) Necrosis interna en corte transversal del fruto,
b) Lignificacion de estructuras florales en la punta del fruto, c) Deformacion anormal del fruto, d) Necrosis severa
en la inflorescencia, en corte transversal.

Aislamiento y purificacion del crecimiento microbiano

A partir de tres érganos diferentes que presentaban la enfermedad en la etapa de aislamiento, se
obtuvieron con alta pureza 20 aislados bacterianos y 10 fungicos. De los hongos aislados, se
identificaron preliminarmente los géneros Fusarium spp. (9 asilamientos) y Lasiodiplodia spp. (1
aislamiento) como posibles agentes causales de la flor dura. Para las pruebas de patogenicidad, se

selecciond la especie que mostré mayor predominancia en los aislamientos.
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Las bacterias aisladas exhibieron un crecimiento exponencial, evidenciado por una abundante
formacion de colonias tras siete dias de incubacion. La caracterizacion morfoldgica mediante
tincion de Gram revel6 la presencia de diversos morfotipos bacterianos, incluyendo estafilococos,
cocos, bacilos y diplocococos. Estos microorganismos presentaron una coloracion azul pdrpura
caracteristica, confirmando su clasificacion como bacterias Gram positivas (Figura 2 y Tabla 1).
Francis et al. (2010) sefialan que estas bacterias establecen importantes interacciones beneficiosas
con las plantas, mejorando la absorcion y disponibilidad de minerales y nutrientes, reduciendo la
toxicidad del suelo, secretando fitohormonas promotoras del crecimiento y optimizando los
procesos de fijacion de nitrogeno y fosfato. Su caracteristica distintiva radica en la estructura de su
pared celular, compuesta principalmente por una gruesa capa de peptidoglicano que rodea la
membrana plasmatica, a diferencia de la pared celular mas delgada presente en las bacterias Gram

negativas.

Tabla 1. Caracterizacién bioquimica de los aislamientos bacterianos obtenidos del sintoma de la flor dura en
banano.

Lote Cepas bacterianas Tincion Gram
PID-1 (4)

3 FPE-2 +
PD-3 (2)

4 PD-1(2) +
FP-1(2)

10 FPE-2 (3) +
PID-3
FP-1
FPE-2

1 PID-3 ¥
PDH-4 (2)

FP= Flor podrida; FPE= Flor podrida esporas; PID= Parte izquierda del dedo; PDH = Punta de dedo huevecillos;
PD= Punta de dedo.
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Figura. 2: Tincién de Gram de un aislado PID-1 (Lote 3): a) Morfologia de la colonia frontal y posterior en PDA,
b) Color azul parpura muestra una tincién Gram positiva.

Identificacion del agente causal

Las observaciones microscopicas y caracteristicas coloniales de los aislamientos fangicos
permitieron identificar cinco especies (Figura 3), las cuales se describen a continuacion:
Fusarium equiseti: Este aislamiento, obtenido de sintomas de la flor dura en la zona central de la
inflorecencia, desarroll6 colonias de crecimiento rapido con micelio aéreo de coloracién blanca
predominante y textura algodonosa. La caracterizacion microscéopica revelé macroconidios
levemente curvados con cinco septos, presentando una célula apical distintivamente papilada y una
célula basal en forma de pie. Durante el periodo de evaluacion no se observaron microconidios,
caracteristica diagnostica significativa de esta especie. De acuerdo con Refai & Hassan (2015), las
clamidosporas son abundantes entre las dos y seis semanas, formandose de manera individual, en
pares, cadenas o agrupaciones, pudiendo ser aéreas o0 sumergidas, y en posicion terminal o
intercalar.

Fusarium circinatum: Este patégeno se aislé de una pudricion seca de la punta del dedo. Las
colonias presentaron un crecimiento rapido con textura algodonosa y coloracion violeta oscuro
caracteristica. Microscopicamente, se evidenci6 la produccidn de microconidios de forma ovalada
sin septos, originados del micelio aéreo. No se observaron macroconidios durante el periodo de
evaluacion. Segun EPPO (2019), esta especie se caracteriza por la ausencia de clamidosporas.
Fusarium proliferatum: Se aislé de la zona interna del dedo, mostré en medio PDA colonias
algodonosas con pigmentacion rojo violacea y centro naranja palido. La caracterizacion
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microscopica revel6 microconidios periformes sin septos, y macroconidios rectos con tres septos,
celula apical papilada y célula basal poco desarrollada. Estas caracteristicas coinciden con lo
reportado por (Refai & Hassan, 2015).

Fusarium oxysporum: Este aislamiento, obtenido de sintomas de la flor dura en la zona de la punta
del dedo, presentd colonias de rapido crecimiento con micelio aéreo inicialmente blanco que
posteriormente desarroll6 una coloracidn rojo violacea. Se observaron microconidios pequefios de
forma ovalada. Leon & Mattos (2016) describen que esta especie se caracteriza por presentar
macroconidios abundantes en esporodoquios con tres septos, célula apical corta, célula basal en
forma de pie y abundantes clamidosporas.

Lasiodiplodia theobromae: Este patdgeno aislado de la zona interna del dedo, desarroll6 colonias
irregulares con rapida extension micelial, presentando hifas ramificadas, aseptadas y de coloracién
marrén oscuro. Zinnurine et al. (2024) sefialan que esta especie produce picnidios oscuros que
originan conidios inicialmente unicelulares, hialinos y aseptados, los cuales posteriormente se

tornan bicelulares, marrones y con un septo.

Fusarium Fusarium Fusarium Fusarium Lasiodiplodia
equiseti circinatum proliferatum oxysporum theobromae

Figura. 3: Caracteristicas morfolégicas de aislamientos fingicos: a) Colonia en PDA, b) Imagen microscopica.

Prueba de patogenicidad
A los 15 dias de inoculacién con F. oxysporum, se observd la persistencia anormal de estructuras

florales en el &pice del fruto en desarrollo, presentando un proceso de lignificacion atipico (Figura
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4b). Tras 30 dias, los frutos afectados exhiben una deformacion caracteristica y reduccion del
didmetro, junto a una necrosis progresiva de coloracion marrén oscura a negra (Figura 4c-d).

La patogenicidad de F. oxysporum en el desarrollo de la flor dura se confirma mediante la
reproduccion exitosa de los sintomas caracteristicos observados en campo. Estos hallazgos
coinciden con lo reportado por Ploetz et al. (1994) , quienes describen la capacidad del patégeno
para colonizar el sistema vascular y causar necrosis progresiva en los tejidos del fruto. La
lignificacion anormal de las estructuras florales y su persistencia se atribuyen a la alteracién de los
procesos fisioldgicos normales del fruto por la accion del patégeno, como lo sugieren (Robinson
& Galén, 2010). La progresion de los sintomas observada en este estudio corrobora los patrones de
desarrollo de la enfermedad documentados por Jones (2009), quien establece una relacion directa

entre F. oxysporum y la manifestacion de la flor dura en banano.

Figura. 4: Prueba de patogenicidad, con inoculacion de F. oxysporum: a) Proceso de inoculacion del patégeno en
campo, b) Lignificacion de estructuras florales en la punta del fruto, ¢) Corte longitudinal mostrando necrosis

interna y deformacion del fruto, d) Avance de la necrosis interna observado en el corte longitudinal del fruto.
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Conclusiones

Los resultados de esta investigacion demuestran que F. oxysporum es el principal agente causal de
la enfermedad de la flor dura en banano en la zona de estudio, conclusion sustentada por su mayor
frecuencia en los aislamientos obtenidos de tejidos sintométicos con el 5% y la reproduccion
exitosa de los sintomas caracteristicos mediante pruebas de patogenicidad. El patégeno induce una
secuencia caracteristica de sintomas que incluye la persistencia anormal y lignificacion de
estructuras florales, seguida por deformacién de los frutos y reduccion del diametro, ademas de
una necrosis progresiva de coloracion marrdn oscura a negra. Si bien se identificaron otras especies
fangicas como F. equiseti, F. circinatum, F. proliferatum y Lasiodiplodia theobromae, asi como
diversas bacterias Gram positivas, la identificacion definitiva de F. oxysporum como agente causal
ofrece un punto de partida solido para disefiar intervenciones fitosanitarias innovadoras y
personalizadas que optimicen el control y la prevencion de esta importante enfermedad en las zonas

bananeras de El Oro, Ecuador.
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