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RESUMEN

En el 2011 y 2012 se realiz6 una investi-
gacion de los agentes causales de las enfermeda-
des asociadas al cultivo de Pitaya (Hylocereus
costaricensis) en Costa Rica. Una de las mas
importantes durante el periodo de estudio, debido
a su alta incidencia (100%), fue el cancer en el
tallo. Los sintomas observados fueron peque-
flas manchas anaranjadas y rojizas irregulares
y lesiones de coloracion beige-grisidceas con el
centro abultado. Para determinar el agente causal
se recolectaron 85 muestras, cladodios comple-
tos con diferentes estados de desarrollo de la
enfermedad, a partir de los cuales se realizaron
40 aislamientos. De estos crecié un organismo
en forma consistente, con el cual se llevo a cabo
la identificacién, caracterizacién morfolégica y
molecular asi como la verificacién de los postu-
lados de Koch. De acuerdo con la forma de cre-
cimiento, coloracién del micelio y la morfologia
de los artroconidios y de las caracteristicas mole-
culares (secuenciacion de la region ITS), el pat6-
geno asociado a los sintomas present6 un 99% de
similitud con Neoscytalidium dimidiatum (Penz.)
(no. de accesién KJ513460, del hongo aislado en
Costa Rica). En las pruebas de los postulados de
Koch se obtuvo un 92% de infeccion y se presen-
t6 una sintomatologia similar a la observada en el
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ABSTRACT

Etiology of stem canker caused
by Neoscytalidium dimidiatum (Penz) on
Hylocereus costaricensis, in Costa Rica.
A survey of the diseases affecting pitahaya
(Hylocereus costaricensis) in Costa Rica was
carried out during 2011 and 2012. One of the
most important, due to its high incidence (100%),
was the stem canker. The symptoms observed
were irregular orange and red small spots and
beige-gray coloration with raised center. In order
to determine the causative agent, 85 samples
were collected, complete cladodes with different
stages of disease development, from which 40
isolates were made. From these isolates, an
organism grew in a consistent manner, with
which the identification, morphological and
molecular characterization, as well as verification
based on Koch’s postulates was carried out.
Based on the form of growth, mycelial coloration
and the morphology of the arthroconidia, and
the molecular characteristics (sequencing of
the ITS region), the pathogen associated with
the symptoms presented a 99% similarity with
Neoscytalidium dimidiatum (Penz.) (No. of
accession KJ513460, of the isolated fungus in
Costa Rica). According to Koch’s postulates,
92% of infection was obtained and a similar
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campo, ademds, se recuperd el mismo organismo
que fue inoculado. Este es el primer reporte de
este hongo causando dafios en el tallo de Hyloce-
reus costaricensis en Costa Rica.

INTRODUCCION

La pitahaya o fruta dragén (Hylocereus
costaricensis) es una de las frutas tropicales mds
populares en el mundo. Se cultiva en las regiones
tropicales y subtropicales de América, Asia y
Oceania. Los principales paises productores de
este fruto son Vietnam, Colombia, Nicaragua,
Meéxico, Israel y algunos paises orientales (Crane
y Balerdi 2005, Diaz 2005, Chuang et al. 2012).

A nivel mundial se cultivan comercial-
mente 4 especies: H. undatus de pulpa blanca y
H. polyrhizus, H. costaricensis ¢ H. ocamponis,
de pulpa roja. En Costa Rica, la pitahaya es un
cultivo poco aprovechado, a pesar de contarse
con una especie nativa, H. costaricensis. (Mora-
les 2000). La produccién de esta fruta se limita a
pocas plantaciones comerciales ubicadas princi-
palmente en las zonas Pacifico Central y a fincas
experimentales en el Pacifico norte del pafs, en
donde se cultivan diversos genotipos.

El auge en el interés en este cultivo se debe
a que en el fruto de este cactus se han encontrado
pigmentos nitrogenados, solubles en agua que dan
coloraciones rojo-violetas y amarillas, llamados
betalainas. Estos se mantienen estables en un
amplio dmbito de pH (3-7), lo que las hace una
fuente importante de colorantes naturales para
alimentos, medicinas y cosméticos (Hessen y
Lenin 1995, Wybraniec et al. 2001, Stintzing et
al. 2001, Strack et al. 2003).

Una de la problemiticas que se presentan
en este cultivo son las distintas patologias que
afectan tanto el tallo como el fruto. En las prin-
cipales especies comerciales se reportan dafios
causados por los siguientes patogenos: Fusarium
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symptomatology to the one observed on plants
from the field, in addition, the same organism that
was inoculated was recovered. This is the first
report of this fungus causing damage to the stem
of Hylocereus costaricensis in Costa Rica.

oxysporum, Fusicoccum sp., Dothiorella sp.,
Curvularia lunata, Colletotrichum gloeosporioi-
des, Phytophthora sp., y Alternaria sp. (Rodri-
guez 2000, Liou ez al. 2000, OIRSA 2000, FAO
2004, Valencia et al. 2004, Gunasena et al. 2000,
Palmateer y Ploetz 2007, Taba et al. 2007, Wright
et al. 2007, Masratul et al. 2009, Masyahit et al.
2009a, Masyahit et al. 2009b, Awang et al. 2010,
Ben-Ze’ev et al. 2011, Chuang et al. 2012, Lan et
al. 2012).

En los dltimos afios, en Malasia y en Esta-
dos Unidos, se encontro el hongo Neoscytalidium
dimidiatum (Penz.) como patégeno de los tallos y
frutos de pitahaya. Este causa sintomas similares
al cancer del tallo que se ha observado en planta-
ciones de pitahaya en Costa Rica (Masratul et al.
2013, Sanahuja et al. 2016).

Este hongo es reconocido como patdgeno
en drboles como toronja, naranja dulce y agria,
eucalipto, dlamo, mango, y otras plantas como
higo y jatrofa. El mecanismo de ingreso en la
planta es a través de heridas en tallos sanos, ya
que es un organismo oportunista (Slipper et al.
2004, Polizzi et al. 2009, Ray et al. 2010, Hassan
et al. 2011).

Los sintomas que genera en tejido lignifi-
cado son gomosis, chancros y muerte regresiva
de brotes, con la presencia de masas de esporas
negras que se ubican debajo de la corteza. En H.
undatus y H. polyrhizus este patdégeno produce
pequefios puntos circulares anaranjados hundi-
dos, que posteriormente, se vuelven chancros. En
la superficie de estos tltimos se forman picnidios
y por ultimo, los tallos se pudren (Polizzi et al.
2009, Chuang et al. 2012).
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Las condiciones ambientales que favore-
cen la incidencia de este patégeno son las carac-
teristicas de la época seca. En Jatropha curcas
se observé un incremento en la incidencia de la
pudricidn de la raiz provocada por N. dimidiatum
(Penz.), debido a periodos prolongados de sequia.
Asimismo, en drboles de toronja en periodos de
calor extremo y humedad relativa baja, la infec-
cién por este hongo se incrementa (Hassan et al.
2011, Reis y Liparini 2013).

El dafio que provoca este organismo
aumenta cuando la planta estd bajo estrés por
regimenes hidricos desfavorables, condiciones
secas y altas temperaturas. Sin embargo, en
pitahaya, no alcanza altos valores de severidad
(1.2-24%) (Oren et al. 2001, Masratul et al. 2013).

Debido a la alta incidencia del cdncer en
tallos de pitahaya en Costa Rica, y su impacto
sobre la calidad del fruto, el objetivo de esta
investigacion fue el aislamiento, identificacion
y verificacién de los postulados de Koch del
organismo causal de esta enfermedad en H. cos-
taricensis y el seguimiento de la evolucién de los
sintomas en el tiempo.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de muestras

La investigacién se realiz6 en la finca “El
Brillante”, inica plantacién comercial de pitahaya
en Costa Rica al momento del estudio, en la cual
se produce esta fruta bajo manejo orgédnico y esta
localizada en Miramar de Puntarenas (10°6’14”
latitud norte y 84°48°49” longitud oeste) en Costa
Rica. La poblacién en el drea de estudio fue 2666
plantas.ha™!, de las cuales se seleccion6 992 plan-
tas distribuidas en 38 hileras para realizar este
trabajo.

En cada una de las hileras, se observaron
los diferentes sintomas presentes en los tallos, y
se recolectaron 40 muestras (cladodios comple-
tos). Cada una de estas se envolvieron en papel
periédico humedecido y se colocaron en una bolsa
pléstica, con la identificacion correspondiente. El
material que se recolecto se llevé al Laboratorio de

Fitopatologfa del Centro de Investigacion en Pro-
teccién de Cultivos (CIPROC) de la Universidad
de Costa Rica, para el respectivo andlisis.

Seguimiento de la evolucion de los sintomas

Se realiz6 un seguimiento en el campo de
la evolucién de los sintomas a lo largo del tiempo.
Se marcaron 60 cladodios con el dafio caracterfs-
tico de la enfermedad a lo largo de la plantacion y
se procedid a tomar fotos cada 15 dias, durante un
periodo de un afio para determinar los cambios
morfoldgicos, de tamaifio y de coloracién de los
sintomas.

Caracterizacion de sintomas
y aislamiento del agente causal

Se caracterizaron visualmente, los sinto-
mas en cada una de las 40 muestras recolectadas.
Los aspectos considerados fueron el color, tama-
flo, textura, presencia o no de halo clordtico y de
cuerpos fructiferos sobre las lesiones. Esto ulti-
mo se llevo a cabo con ayuda del estereoscopio,
Motic SMZ-168 (Hong Kong, China).

A partir de cada uno de sintomas, se rea-
liz6 el aislamiento del agente causal mediante la
metodologia descrita por French y Hebert (1980)
para hongos y bacterias. La desinfeccion de
material se llevé a cabo con etanol al 70% e hipo-
clorito de sodio al 1% durante 50 y 20 segundos,
respectivamente.

Los medios de cultivo utilizados fueron
agar-papa-dextrosa al 1,5% (PDA) y V8 (Atlas
2010). Para determinar cada uno de los sintomas,
se rasgo el tejido de manera longitudinal y se
extrajeron segmentos de la zona de avance en la
parte interna de los mismos. Se realizaron con
2 repeticiones por cada medio utilizado para un
total de 160 aislamientos. El material se incub6
en una cdmara a temperatura de 25-30°C y en
oscuridad por un periodo de 7 dfas.

Paralelamente, para cada una de las
muestras se colocaron 5 segmentos de tejido
sintomdtico en una cdmara himeda. Se evalua-
ron los cambios ocurridos en el material durante
2 semanas.
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Identificacion y caracterizacion morfolégica
del agente causal

La identificacion del agente causal se rea-
lizé mediante la observacién de las estructuras
reproductivas del patégeno. Esto se llevd acabo
con el microscopio de luz, Olympus modelo
BX41BF (Tokio, Japén) con un lente de aumento
de 40X.

Se realizé la caracterizacion morfoldgica del
hongo con cultivos axénicos obtenidos de PDA y
V8. Para esto se coloc un disco de papel con mice-
lio de 1 cm? en los medios antes mencionados y
llevaron una camara en oscuridad, a 25°C, durante
7 dias. Se utiliz6 5 cajas Petri por medio de cultivo.

Los aspectos evaluados fueron hdbito y
tasa de crecimiento del hongo, la cual se deter-
mind con una regla graduada en milimetros, que
se coloc6 en la parte media de la caja Petri y se
midi6 el radio del desarrollo del micelio por dfa.
También se valord la apariencia y coloracién de
la colonia mediante la observacién de esta en
el estereoscopio Motic SMZ-168 (Hong Kong,
China). Por tltimo, en el microscopio de luz
Olympus modelo BX41BF (Tokio, Japén), con un
lente de aumento de 40X, se observé la morfolo-
gia de los conidios.

Identificacion de los pseudoestromas

El crecimiento de los pseudoestromas se
realiz6 mediante la colocacion de trozos de culti-
vo puro del hongo en medio de cultivo agar-clavel
(2,5% de agar y segmentos de hojas de clavel
esterilizadas) (Atlas 2010). La identificacion de
estas estructuras se llevé a cabo a través de la
observacioén con el mismo microscopio de luz y
el mismo lente.

Identificacion molecular
Extraccion del dcido desoxirribonucleico
(ADN)

La identificacién molecular se realiz6 en
el Laboratorio de Técnicas Moleculares Apli-
cadas a la Fitoproteccion del CIPROC, UCR,
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para lo cual se extrajo ADN a partir de micelio
fresco del hongo, con el método CTAB (Murray
y Thompson 1985). E1 ADN fue cuantificado con
un espectofotometro BioPhotometer Plus 6132
(Eppendorf, Hamburgo, Alemania) y se llevo a
una concentracién final de 80 ng.ul.”!.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
y secuenciacion del ADN

La reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) se realiz6 con los cebadores especificos:
ITS4 (5- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3")
e ITSS5 (5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAA-
GG-3") descritos por White er al. (1990), que
amplifican la secuencia parcial del ARN del gen
ribosomal 18S, el espaciador interno transcrito
1, el ARN del gen ribosomal 5.8S, el espaciador
interno transcrito 2 y la secuencia parcial del
ARN del gen ribosomal 28S.

La reaccion se llevé a cabo en un volumen
final de 25 pL, que consistié en 15,25 pL de agua
desionizada ultrapura, 2,5 pL de buffer 10X (1X),
2,5 uL de dNTPs (2 mM), 1,25 pL de cada ceba-
dor (10 uM) y 0,25 pL. de DreamTaq DNA Poly-
merase (1 U.pL“) (Fermentas, Massachusetts,
USA). Se utiliz6 un control negativo que consistié
de una reaccion sin ADN. La reaccién de ampli-
ficacion se llevd a cabo a través del siguiente
perfil térmico: predesnaturalizacién inicial a
96°C durante 2 minutos, seguido por 35 ciclos de:
desnaturalizaciéon a 96°C durante 1 minuto, ani-
Ilamiento a 56°C por 1 minuto, extensién a 72°C
por 2 minutos, seguidos de una extension final a
72°C durante 10 minutos.

El producto de PCR con aproximada-
mente 600 pares de bases para ITS, se confirmé
mediante electroforesis en gel de agarosa (0,8%),
se compard con un marcador de peso molecular
de 100 pb, GeneRuler de Fermentas (Massachu-
setts, USA). El producto se purific6 mediante la
Exonuclease I (Fermentas, Massachusetts, USA)
y se llevé a una concentracién de 50 ng.uLl.
Posteriormente, se envid a secuenciar a la empre-
sa Macrogen Inc., Corea del Sur, compaiia lider
en la industria genética con mas de dos décadas
de experiencia en la secuenciacion de ADN.
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Se obtuvo secuencias en ambas direcciones para
cada muestra generada a partir de ciclos fluo-
rescentes utilizando un secuenciador modelo
3730XL (Applied Biosystems, Foster City, Cali-
fornia, USA).

Alineamiento de las secuencias
y andlisis filogenéticos

La calidad de las secuencias se confir-
mé con un alineamiento bidireccional y por
comparacién con los cromatogramas mediante
el programa BioEdit (Hall 1999); ademds, se
cortd las terminaciones 5’ y 3’ de las cade-
nas para facilitar el alineamiento. Se utiliz6
la herramienta informatica Blast (Basic Local
Alignment Search Tool del National Center for
Biotechnology Information (NCBI)), a partir de
la cual se comparé la secuencia generada frente
a las secuencias que se encuentran en la base de
datos del GenBank.

Verificacion de los postulados de Koch

La determinacién de la capacidad de infec-
cién del hongo se llevé a cabo en campo, median-
te la inoculacion de N. dimidiatum (Penz. en
tejido sano de plantas de pitahaya de 5 afios de
edad. Se implementaron 2 tratamientos: inocula-
cién con heridas y sin heridas y se compard con
un testigo, todo en un mismo cladodio. Esto se
llevé a cabo en 2 tallos con 12 repeticiones cada
uno, para cada caso.

En cada cladodio, previamente desinfecta-
do con hipoclorito de sodio al 1%, se llev a cabo
la inoculacion sin heridas mediante la colocacién
de 12 discos de aproximadamente 1 cm? medio
PDA con el hongo purificado. Luego, en la cara
adyacente, se colocé la misma cantidad de discos
con el patégeno en puntos donde al tejido se le
hizo heridas con una aguja esterilizada (inocu-
lacion con heridas). Por dltimo, en lado posterior
del tallo, se provocé dafios con la aguja sin colo-
car el micelio, lo que se consider6 como el testigo.

Para favorecer la infeccion, cada cladodio
se cubrid con una bolsa plastica dentro de la cual
se coloc6 varias hojas de papel toalla humede-
cido. Tres dias después se retird la bolsa y se
procedi6 a tomar fotos cada 15 dias a cada repe-
ticién para evaluar la infeccién y el avance de los
sintomas durante 10 meses.

Los postulados de Koch se confirma-
ron con el reaislamiento del hongo inoculado,
mediante el protocolo descrito por French y
Hebert (1980). La identificacién del organismo
obtenido se realiz6é mediante la evaluacion de las
caracteristicas morfolégicas del mismo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Mediante este estudio se establecid la
etiologia del hongo que causa el cancer del tallo
en plantas de pitahaya que se cultivan en Costa
Rica. A nivel de campo se encontré diversidad de
sintomas en los tallos, asociados a este patdgeno.
Con la evolucion de la enfermedad, se observaron
cambios en la coloracién y en la morfologia de las
lesiones que el hongo provoca en los tejidos.

Caracterizacion y seguimiento
de la evoluciéon de sintomas

Los sintomas asociados a esta enferme-
dad inician como manchas circulares anaranja-
das con un punto oscurecido en el centro y se
puede dar o no la formacién de halo clorético
incompleto (Figura 1A). Posteriormente, estas
manchas se tornaron de color marrén-rojizo
con un halo clorético completo (Figura 1B).
Conforme avanza el sintoma, se presentaron
lesiones de color beige con un halo rojizo (Figu-
ra 1C) y lesiones beige-grisdceas (Figuras 1D y
1E), ambas con el centro abultado y agrietado;
ademas, se formd un halo clordtico difuso e
irregular alrededor de las mismas. En estados
avanzados, ocurre la coalescencia de varias
lesiones que tienden a desprenderse dejando un
orificio en el tallo del cactus (Figura 1F).
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Fig. 1.

Secuencia de sintomas de la enfermedad provocada por N. dimidiatum. A. Sintoma inicial. B. y C. Evolucién de los

sintomas. D. y E. Sintomas finales. F. Coalescencia de lesiones.

Los sintomas descritos concuerdan con los
sefialados por Lan er al. (2012) y Masratul et al.
(2013). Estos autores describen al hongo Neos-
cytalidium dimidiatum (Penz.) como el agente
causal de las manchas hundidas color naranja o
rojiza-marrén sin halo aparente que afectan los
cladodios y que en estados avanzados se expan-
den y forman un chancro. Asimismo, Ezra et al.
(2013) asocian este patégeno con pudriciones
internas necroéticas en fruto.

Agronomia Costarricense 43(1): 21-33. ISSN:0377-9424 / 2019

Identificacion y caracterizacion
morfologica del agente causal

De los aislamientos realizados a partir
de zonas de tejido con los sintomas descritos,
se obtuvo el crecimiento de un hongo con mice-
lio de color verde oliva oscuro y de apariencia
algodonosa (Figuras 2A y 2B). La observacion al
microscopio de las estructuras reproductivas del
hongo, en cada uno de los aislamientos, permitié
determinar que corresponde al mismo organismo
en todos los casos. Dichas estructuras consis-
tieron en una hifa modificada que se segmentd
en conidios rectangulares alargados-truncados
y de borde cdncavo, hialinas o con tonalidades
levemente marrén (Figura 2C). No se obtuvo cre-
cimiento de este organismo en la cimara himeda.
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Fig. 2.
del hongo (40X).

Las caracteristicas mencionadas coinci-
den con la descripcién realizada por Crous ef al.
(2006) y Phillips et al. (2013) de Neoscytalidium
dimidiatum (Penz.) Crous & Slippers, en la cual
se indica que pertenece a la clase Hyphomycetes
y se describe como un hongo que forma artro-
conidios holoblasticos, catenados, de paredes
delgadas, pulverulentos, desarticulados, cilindri-
co-truncados, oblongo-obtusos, fuscos, crassi-
tunicados y con 0-2 septos. El micelio es aéreo
y exhibe una morfologia del tipo coelomicetosa
(sinasexual), el cual es inmerso, ramificado y
septado. Presenta un estroma conidiomatico irre-
gularmente multilocular, picnidial o unilocular
y de tonalidad marrén. Las células conididge-
nas son discretas, determinadas o indetermina-
das, hialinas, ampuliformes, lisas, doliiformes o
cilindricas, que proliferan enterobldsticamente,
en algunas ocasiones ocurren engrosamientos
periclinales distintivos. Los ascomas atin no se
han reportado.

Este hongo pertenece a la familia Botr-
yosphaeriaceae, en la cual, a través de anélisis
filogenéticos, se reconocen 17 géneros. Estos se
diferencian por algunas caracteristicas de los

Crecimiento de Neoscytalidium dimidiatum en dos medios de cultivo diferentes. A. PDA. B. V8. C. Artroconidios

conidios tales como la pigmentacion, el grosor
de la pared y la tabicacién. Ademads, la presencia
o ausencia de paréfisis que se dan en las coni-
diomas favorece la diferenciacién entre géneros
(Phillips et al. 2013).

Chuang et al. (2012) y Masratul et al.
(2013) mencionan la formacién de picnidios en
la superficie de las lesiones y en los medios en
donde realizaron los aislamientos. Los resultados
obtenidos en esta investigacién difieren de lo
anterior, ya que segun lo observado en campo no
ocurre la formacion de cuerpos fructiferos sino
de pseudoestromas. Ademas, en medio de cultivo
agar-clavel se obtuvo la formacién de hifas con
artroconidios que se cruzan y, alrededor de las
cuales, se forman pseudoestromas con forma cir-
cular y de color marrén-negro, que se endurecen
en la superficie de las lesiones y son suaves en
medio de cultivo (Carranza, J. 12 de feb. 2014.
Descripcion de los artroconidios de N. dimidia-
tum Penz (comunicacién personal). San Pedro,
Costa Rica, Universidad de Costa Rica). Estas
pueden ser el inicio de la produccién de picnidios
o peritecios (Figura 3).
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Fig. 3.

Pseudoestromas de N. dimidiatum. A. Crecimiento sobre la lesién generada por el hongo en Hylocereus spp. B.

Crecimiento en caja Petri con medio de cultivo agar-clavel, vistos al estereoscopio. C. Artroconidios contenidos en

los pseudoestromas (40X).

Con base en las pruebas morfoldgicas,
durante los primeros 2 dias el hongo presentd
un micelio blanco levemente algodonoso en los
medios utilizados. Al tercer dia se presenté un
cambio en la coloracion en el centro del mismo,
en PDA se torn6 verde oliva y en V8 se observé
de color verde grisiceo, ambos con bordes
blancos. En los dias posteriores, la coloracién se
mantuvo y se extendié hacia los bordes de la caja
Petri hasta tomar un color completamente verde
oliva-grisiceo en ambos medios, mds oscuro
y algodonoso en V8 en comparacién con el
crecimiento obtenido en PDA. La colonizacién de
las cajas Petri se dio en 3 dias a una velocidad de
2,8 cm/dia, en ambos medios.

Los resultados concuerdan con la descrip-
cién realizada por Masratul et al. (2013), quienes
seflalan que este hongo en medio de cultivo PDA
presenta un micelio con apariencia de vellosidad,
de color verde oliva-grisdceo con una posterior
pigmentacion gris oscuro-negro. Asimismo, la
velocidad de crecimiento obtenida fue similar
con la sefialada por estos autores, la cual fue de
3,0 cm/dia por un periodo de 3 dfas.

Identificacion y caracterizacion
molecular del agente causal

El andlisis de ADN extraido a partir del
micelio y la comparacion de complementariedad
de secuencias de bases, segin el GenBank, per-
mitié confirmar la identidad de este hongo como
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Neoscytalidium dimidiatum (Penz.). Se obtuvo un
99% de similitud y 0% de error entre la secuencia de
bases del ADN extraido y la secuencia depositada en
dicha entidad (N° de accesion FJ648577). La secuen-
cia proveniente del aislamiento se introdujo en el
GenBank bajo el nimero de accesion KJ513460.

Verificacion de los postulados de Koch

Segtn los resultados de la prueba de veri-
ficacion de los postulados de Koch, en cada cla-
dodio, el ingreso y desarrollo del hongo ocurrié
en 11 puntos de los 12 inoculados en los clado-
dios, a los cuales se les realizé heridas previa-
mente, por lo que se obtuvo un 92% de infeccién.
En el caso del testigo, se dio la cicatrizacion de
las heridas en las 2 semanas posteriores al inicio
del ensayo, sin que se presentaran sintomas del
patdgeno en el tejido.

En los tallos inoculados sin heridas no
se present6 la infeccién. Con base en esto y en
observaciones en campo, se determind que este
patégeno depende de la ruptura de la epider-
mis para ingresar en los cladodios. Lo anterior
concuerda con lo indicado por Elliot y Edmond
(2003), quienes mencionan que algunos ana-
morfos en Botryosphaeriaceae son organismos
invasores de heridas y atacan el huésped cuando
se encuentra sometido bajo algtn tipo de estrés.

En los tejidos infectados, 3 dias después
de realizada la inoculacion (ddi), se observd la
formaciéon de manchas anaranjadas, las cuales
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corresponden al sintoma inicial de la enfermedad
en estudio (Figura 4A). A los 35 ddi la mancha

adquirié un color beige-anaranjado, con el centro
cicatrizado y de color gris (Figura 4B).

Fig. 4.

Secuencia del dafio provocado por el hongo en tallos de pitahaya. A: tres dias. B: treinta y cinco dias. C: ochenta

dias. D: ciento veinticinco dias. E: ciento cuarenta dias. F: ciento setenta dias. G: doscientos dfas. H: trescientos dias,
después de la inoculacién. Las flechas negras sefialan el desarrollo de infecciones conjuntas del hongo y la bacteria

E. hormaechei.

Ochenta dias después de la inoculacién se
dio el crecimiento de las lesiones y se intensifico
el color anaranjado en los bordes con necrosa-
miento en el centro de las mismas (Figura 4C).
Lo anterior correspondi6 a la zona de avance de
la enfermedad, la cual que se mantuvo con una
coloracion y una extension similar hasta los 125
ddi (Figura 4D).

A partir de los 140 ddi y hasta los 170 ddi
se presentaron los sintomas finales de la enfer-
medad. Estos fueron lesiones con apariencia de
chancro, de coloracién grisdcea, con el centro

levantado y agrietado y de textura corchosa
(Figuras 4E y 4F).

Paralelo a lo descrito, a partir de los 125
ddi, se observo un pequeiio halo de color rojizo, el
cual evolucion6 hasta convertirse en una mancha
blanca irregular y hundida (flechas negras en las
Figuras 4D, 4E, 4F y 4G). Con base en observa-
ciones en campo, esto se debid a la infeccién con-
junta de N. dimidiatum (Penz.) y Enterobacter
hormaechei, asociaciéon que no siempre ocurre en
todas las lesiones provocadas por el hongo.
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Aproximadamente trescientos dias des-
pués de la inoculacidn, el tejido afectado por
ambos organismos se desprendié y dejoé un ori-
ficio en el tallo (Figura 4H). En la Figura 5 se

Fig. 5.

Se obtuvo una situacién similar en algunos
tallos que se marcaron con pintura de agua, los
cuales, mostraron una reaccién de quema en el

muestra los sintomas causados tinicamente por la
bacteria, los cuales son similares a los descritos
anteriormente.

Lesiones provocadas por la bacteria Enterobacter hormaechei en el cultivo de la pitahaya.

area teflida, dias posteriores a la demarcacion.
Este dafio avanzd hasta convertirse en un hueco
en el tallo (Figura 6).

Fig. 6.
la demarcacién.

Se presume que lo ocurrido fue el resul-
tado de una fuerte respuesta hipersensible, por
parte de la planta, en ambos casos. Se observo
que este mecanismo de defensa le permite a la
planta frenar eficazmente el progreso el hongo
(Figura 1E), de la bacteria (Figura 5) o la asocia-
cién de ambos patégenos (Figura 4H). Lo anterior
se puede deber a los altos contenidos de calcio
que la planta es capaz de almacenar en forma
de oxalato, tanto dentro como fuera de células
especializadas llamadas idioblastos (Franceschi
y Horner 1980, Webb 1999, Faheed et al. 2012).
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Respuesta hipersensible de la planta de pitahaya al recubrimiento de pintura de agua. A. 15 y B. 120 dias después de

Cabe sefialar que no se obtuvo la tonali-
dad rojiza que se presenta antes de la coloracion
beige (Figura 1B). Lo anterior se pudo deber a
cambios en la interaccién patégeno-ambiente, por
las condiciones secas y calurosas que predomina-
ron durante la época en que se desarrollaron las
pruebas, para verificar los postulados de Koch
(agosto 2012 - mayo 2013) (IMN 2013), y a la
mezcla de genotipos que se cultivan en el sitio de
la investigacidn, ya que quizds se dan variaciones
en la capacidad de defensa de cada uno de estos.
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Los resultados de este ensayo no concuer-
dan con lo descrito por Masratul et al. (2013),
debido a que estos mencionan un periodo entre
sintomas iniciales y finales de 14 dias. Ademds,
la descripcion de la secuencia de sintomas difiere
con la que se presenta en este trabajo, principal-
mente en los estados avanzados, ya que estos
autores indican una pudricién por completo del
tallo. Segtn lo observado en campo, este hongo
no provoca pudriciones en los cladodios, estas son
causadas mds bien por bacterias.

Etiologia de la enfermedad

En el sitio de estudio, la enfermedad se
presenté en todas las unidades de produccién
(100% de incidencia). Esto se debe principal-
mente a heridas sobre los tejidos, las cuales son
producto de las podas continuas que se le hacen
a las plantas como parte del manejo fitosanitario
para el control de otras enfermedades, ademads, en
la plantacién se encuentran insectos que provocan
lesiones al alimentarse de los tallos (mayormente
hemipteros de la familia Coreidae). Asimismo, el
crecimiento y roce entre los cladodios generan
dano mecdnico por el cual puede ingresar este
patégeno (Retana 2015).

Las fuentes de indculo de la enfermedad
son los tallos con lesiones viejas a los cuales no se
les da un manejo adecuado. Masratul et al. (2013)
seflalan que la alta incidencia y severidad de esta
enfermedad en la pitahaya que se cultiva en Mala-
sia se deben al deficiente manejo sanitario que se
le da a este cultivo.

Con respecto a la severidad del hongo
en plantaciones nacionales, este no provoca un
fuerte impacto, en un afio de evaluacién alcanzé
3,9% de dano (Retana 2015). Valores cercanos a
este se alcanzaron en plantaciones de pitahaya
afectadas por este organismo en Malasia (Mas-
ratul et al. 2013).

Con base en observaciones de campo, se
presume que el bajo nivel de dafio se debid a que
la planta presenta una fuerte respuesta hipersen-
sible, por tanto, el dafio observado corresponde
a una alta incidencia de este patégeno por planta
mds que al desarrollo del mismo en el tejido.

Lo anterior se respalda con los resultados obte-
nidos en las pruebas de inoculacién, ya que se
alcanzd los sintomas finales en aproximadamente
6 meses (Figura 4G). Esto concuerda con lo men-
cionado por Polizzi et al. (2009), quienes indican
que en arboles de naranja el hongo provocé sinto-
mas en este mismo lapso de tiempo.

Cabe mencionar que las condiciones de
época seca, alta temperatura y la baja precipita-
cion, favorecen el desarrollo del patégeno en los
tejidos afectados. Esto se puede asociar con el
estrés en las plantas que causan las condiciones
adversas como la alta radiacion y el estrés hidrico
y térmico, lo que podria generar una reduccién en
la capacidad de las plantas para frenar la infec-
cién o el desarrollo del hongo (Retana 2015). En
relacion con esto, Hassan er al. (2011) sefalan
que en citricos, ante un periodo de altas tempe-
raturas, se predispone a los drboles al ataque de
este patdgeno.

Hasta el momento, este hongo se menciona
como patégeno en tallos y frutos de pitahaya en
China, Taiwdn, Malasia e Israel, paises en donde
se considera una enfermedad que pone en ries-
go la industria de este cultivo (Lan et al. 2012,
Chuang et al. 2012, Masratul et al. 2013, Ezra
et al. 2013). Este es el primer estudio sobre la
etiologia del patégeno Neoscytalidium dimidia-
tum (Penz) como causante del cancer del tallo en
Hylocereus costaricensis en Costa Rica.
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