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WILLIAMS R, CARL W. 1989. Determinacidn de la sensibilidad
de Mveosphaerella fijiensis a fungicidas inhibidores de
la sintesis del ergosternl (ISE) utilizando ascosporas vy
conidios. Tesis Mag. Sc., Turrialba, Costa Rica, CATIE.
114 p.

Falabras claves: conidios, medios de cultivo, ascosporas,
peritecios, tubo germinativo, resistencia, fungicidas
ISE, Myvcocosphaerella fijiensis.

RESUMEN GENERAL

Se epstudid el efecto de los siguilientes factores en la
esporulacion de Mycosphaerella fijiensis: i) medios de
cultivo (agar papa dextrosa , agar jugo V8, agar Mycophil vy
agar Czapeck con extracto de levadura al 0.1%}, ii}
temperaturas (23, 23, 27, 29°C y temperatura ambiente gque
fluctud entre 21-30=0C), 1= iiiy Iluminacidn {oscuridad
rontinua vy oscuridad e iluminacién alternada cada 12 hr).
Tambi#n se estudiaron dos métodos de recoleccidn de conidios:
la tradicional (luegn de 12 dias se inunda el plato Feiri con
10 ml de una solucidn de Tween B0 al 0.0174 vy se raspa la
superficie de las colonias con un pincel y se recoge an un
heaker) y raspado de la superficie de las colonias luego de
12 dias, para recolectar los conidios cuatro dias después.

£1 hongo esporuld en mayor abundancia sobre el medio
agar jugo V8, que en los otros medios; igualmente se demostrd
que =1 hongo esporula a oscuridad, pero en menor cantidad
comparado a condiciones de iluminaciodn. También se encontro
gque la mejor condicion de temperatura para la esporulacion
del hongo es la ambiental gue fluctud entre 21-30°C; vy por
dltimo gue £1 mejor método de recoleccion de conidio es el
raspado de la superficie de las coloniaz y recoleccion de
conidios cuatro dias después.

e sstablecid el nivel de sensibilidad en M. fijiensis
a 1los fungicidas FPropiconazole y Flusilarole, utilizando
ASCOSPOras Yy conidios del hongo . Se svaluaron dos
lpralidades: i) con  histoprial de uso de los fungicidas
evaluados {(Buapiles) vy ii) sin historial de aplicacion de

fungicidas (kLa Lola). Las muestras obtenidas en Buéapiles
procedian de banano, Yy las que se obtuvieron de lLa Lola
procedian de banano y platano. l.os datos obtenidos en el

ensayo fueron analirzados utilizando la funcion de Saturacidn,
gque es dada por la ecuacion Y=(AXX)/(B+X). Se epcontro gue
21 mejor parametro para definiv la sensibilidad del bongo, de
la ecuacion de Saturacitn es "AY gue indica el maximo
porcentaje de reduccion obtenido sobre la longitud del tubo
germinativo de las esporas del hongo.

No se encontred diferencia entre las poblaciones del

hongo entre localidades ni entre los hospederos, como tampoco
entre los fungicidas. Se observd gque el método que utiliza

XI



conidios presenta una variabilidad similar en sus respuestas,
al método gue usa asCoSporas.

Se estudid el efecto gue tienen la humedad (con y sin
cAmara humeda por 48 hr), secuencia de descarga (cada 48 hr
del mismo material), hospedero {(pldtano y banano), localidad
(con historial vy sin historial del wso del fungicida) vy
fungicida (cinco concentraciones de Fropiconazole), sobre la
longitud del tubo germinativo de las ascosporas de fl.
rfijiensis.

Se encontréd que 2l uso de la camara hdameda promueve la
maduracion de las ascosporas e igualmente aumenta la longitud
de sus tubos germinativos. Ademds se observd gue después de
una descarga, se necesita 96 horas aprodimadamente para gue
las ascosporas Jjdvenes maduren cuando no se usa la camara
hameda, pero cuando se usa entonces este periodo disminuye.
También se detectd gue las ascosporas jdvenes son descargadas
pero, poseen tubos germinativos mas cortos.

No se observed un efecto diferencial del fungicida sobre
la longitud del tubo germinativo de las ascoporas de las
distintas poblaciones estudiadas:; aunque si se observo gque el
fungicida tiende a igualar las longitudes del tubo
germinative de las ascosporas a las concentraciones altas del
fungicida (0,09 a 0,1 ppm), independientemente de la longitud
del tubo germinativo de los testigos; mostrando un efecto de
saturacion en la respuesta del hongo al fungicida.



WILLTIAMS W, CARL W. 1982. Determination of Mycosphasrellas
rfijiensis sensibility to ergosterol biosynthesis
inhibitor fungicides, using ascospores and conidia.
Thesis Mag. Sc., Twwrialba, Costa Rica, CATIE. 114 F.

key Words: conidia, culture media, ascospores, perithecia,
germ tube. resistance, IsE fungicides,
Mycosphaerella fijiensis.

GENMERAL SUMMARY

The effect of some growth and enviromental factors on
the sporulation of Mvcosphaesrella fijiensis, were studied.
These included: a) Culture Media (Fotato dextrose agar, V8
juice agar, Mycophil agar and Crzapeck's medium plus 0.1%
Yeast extract}, b} Temperatures (2353, 2D, 27, Z9°C and
Laboratory temperature which fluctated between 21 and 30°0)
and <) Illumination (continuos darkness and illumination
alternated with darkness every 12 hr}. Also, two methods for
recollection of conidia, were studied: traditional (after 1%
days, the Fetri dish was flooded with 10 ml of Tween 80 at
O, 013%, then the surface of the colonies werse scraped with a
brush, and the content of the Fetri dish transferred in to a
bheaker) and the other method involved scraping the surface
of the colonies 12 days after, followed with the ecollection
of conidia four days later,

The fungus sporulate abundantly on the VB juice agar
medium in comparison to the others utilised. Sporulation was
also detected in darkness but to a smaller degree thanm that
of illuminated conditions. Further, it was found that the
best temperature conditions for sporulation of the fungus
were the one that fluctuated between 21 and 20°C, and the
best method for conidia collection was scraping the surface
of the colonies and collecting the conidia four days later.

The sensibility level of M. fijiensis was established
with the fungicides propiconazole and flusilazole using
ascospores and conidia of the fungus. This tyrial was
evaluated in two localities: a) one with historical use of
the fungicides evaluated (Buapiles) and b)) without history of
the wutilisation aof these fungicides (LLa Leolal. The samples
ohtained in Guapiles belonged to the hanena cultivation and
the samples obtained in La Lola originated from both banana

and  plantain cultivation. The data obtained in this
euperiment ware analvzed by utlizing the saturation funtion,
which was given by the escuation Y={(AXX)}/(B+X). It was

determined that the best parameter to define sensibility of
the fungus was the YAY valuse which indiceted the maximum
nercentage of reductions on the length of the germ tube of
the fungus.
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No difference was found in the population of the fungus
hetween localities, hosts or fungicides. It was demonstrated
that the method that Lsed conidia presented similar
variability in the response to the fungicide as the the
method with ascospores, under the conditions of this assav.

The effect of: moisture (without and wiith moisture
chamber); discharge secuence {(from the same material every 48
ht); host (plantain and banana); locality (without and with
historial of the use of the fungicide): and fungicide {(five
concentrations of propiconazole), on the germ tube length of
the ascospores from M., Fijiengsis, were studied.

It was encountered that the use of the moisture chamber
promoted ascospores maturity resulting in an increase in the
length of it’'s germ tube. Furthermore it was shown that
after a discharge, the young ascospores required 94 hours to
mature, but with the use of moisture chamber this period was
shortenad. Also it was observed that vyoung ascospores waere
discharged but they were characterised with shorter germ
tubes.

Mo distintive effect of the fungicide was Tound on the
germ tube length bof the ascospores from the different
population studied; although was observed that at the higher
concentration of the Tungicides (.03 and 0.1 ppm) the germ
tube length of the ABCOBPOres trend to be alike,
independently of the germ tube length from the checks;
exhibiting an effect of satuwration in the response of the
fungus to the fungicide.
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INTRODUCCTON SENERAL.

l.a sigatoka negra, causada por pMvcosphaerella fijiensis
(Meredith y Lawrence 1969, Mulder y Stover 1976), ataca el
banano, platano vy otras musdceas (Meredith y Lawrence 1970).
Esta enfermedad se manifiesta en el banano vy platano,
produciendo primero unos puntos de color chocolate rojizo de
aproximadamente 20 mm de largo v 2 mm de ancho con su eje mas
largo paralelo a la venacidn de la hoja; eventualmente se
tornan chocolate oscuro y se hacen evidentes en &1 har de la
hoja, luego se tranforman en manchas elipticas con borde
chocolate claro y acuoso para posteriormente manifestarse en
una mancha chocolate oscura a negra con centro bundido, P
ultimo el centro de la mancha se seca torndndose gris y se
produce un borde chocolate oscuro a negro alrededor de la
mancha (Meredith y lLawrence 1969); lo cual conduce a una
necrosis severa vy rapida del A4rea foliar gue causa una
reduccion drastica en el tamafo y calidad de los racimos
(Stover 1980, 1983, Stover y Simmonds 1987). Debido a gue no
existen cultivares comerciales resistentes, sole ha podido
ser controlada eficientemente mediante fungicidas.

Sa han utilizado fungicidas protectores vy sistémicos,
estos ultimos corresponden principalmente a los
henzimidazoles y recientemente los inhibidores de la sintesis
del ergosterol (ISE), (Stover 1980, Stover y Simmonds 1987,
Shillingford 1984, Bureau y Ganry 1987, Foure 1988).

lLa mayoria de los fungicidas sistémicos (Renzimidazoles
e ISE)} presentan caracteristicas gque los hacen muy propensos
a crear resistencia en los patdgenos que controlan {(Kdller gt
al 1987). Estas caracteristicas son consideradas de alto
riesgo, cuando se hace uso indiscriminado de los fungicidas,
por la formacion de resistencia en los patdgenos hacia estos
fungicidas. For este motivo se deben usar con precaucion en

el manejo de las enfermedades que controlan.



b}

Actualmente se desconoce el peligro del desarrollo de
resistencia hacia los fungicidas ISE, gue se utilizan para el
control de M. fijiensis. Los precedentes gue se tienen con
los bencimidazoles hacen que se tomen en consideracion
algunas practicas de manejo tendientes a reducir el riesgo
del desarrollo de resistencia en este hongo a los fungicidas
ISE que se wtilizan actualmente para su control.

Algunas recomendaciones gue se siguen son: rotar las
aplicaciones de los fungicidas sistémicos con otros de manor
riesgo hacia el desarrolle de resistencia comp los fungicidas
de sitios miltiple de accidn; mezclar ambos tipos de
fungicidas o mezclar y/o intercalar fungicidas con diferentes
mecanismos de accidn (Shillingford 1984, Stover vy Simmonds
19875 .

Aunadas a estas practicas, de manejo de la resistencia,
esta la deteccidn temprana de la resistencia a través dal
monitoreo de las poblaciones del hongo sometidas a estos
fungicidas, paira detectar cambios en sl respuesta a
determinadas concentraciones de los fungicidas utilirzados
(8hillingford 1984, Fungicide Resistance Action Committee -
FRAC, 1988).

Se deben considerar todas las medidas tendientes a
mantener la efectividad de los fungicidas disponibles para el
control de la sigatoka negra, porque en la medida que el
hongo presente resistencia hacia ellos, ira disminuyendo la
disponibilidad de fungicidas efectivos y la reposicién en el
mercado de nuevos fungicidas no es rdpida (Dekker 1985).

Una de las medidas gue contribuira a resolver en parte
este problema es la deteccidn temprana de la aparicidén de
resistencia en el patogeno hacia los fungicidas sistémicos.,
para disponer de métodos seguros y faciles de implementar,
los cuales constituyen un pilar importante en la estrategia
tendiente a conservar por mas tiempo la efectividad de los
fungicidas usados (Dekhker 198%5),

Se cuenta en la actualidad con un  método para la

deteccidn de resistencia en M. fijiensis a fungicidas ISE
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(FRAC 1988}, pero como este método al igual que los
fungicidas ISE son de uso reciente, no es del todo preciso,
porgue arroja resultados muy variables de acuerdo a las
circunstancias en que se wusa y tampoco se cuenta con una
metodologia adecuada para el andlisis de la informacion
(Molina y Salas 1989, Romero y Marin 1989), por esta razon
s& necesita probar otros métodos v/0 mejorar el actual asi
como tambien establecer lineas de sensibilidad en las
distintas poblaciones de M. fijiensis a 1los distintos
fungicidas ISE, utilizados en su control, de esta manera
tener alguna referencia de los indices iniciales de
sensibilidad en el patdgeno hacia estos fungicidas.

Todos los comentarios anteriormente expuesto han
contribuido a la realizacion del presente estudio, que tiene
por objetivos:
1~ Establecer una metodologia para la esporulacién abundante
de Cercoaspora Fijiensis.
2~ Establecer lineas bases de sensibilidad en Mycosphaerella
fijiensis a fungicidas ISE, utilizando dos métodos de
monitoreo.

Z—~ Estudiar el efecto de la humedad , la secuencia de
descarga y diferentes roncentraciones del! fungicida en la
descarga y longitud del tubo germinativeo de las ascosporas de

M. fijiensis de varias localidades y hospederos.



1- Efecto de wmedios de cultivo, temperatura e

iluminacion sobre la esporulacién de Cercospora fijiensie.
1.1- RESUMEN

Se estudid el efecto en la esporulacidn del hongo de:
i-medios de cultive (agar papa dextrosa , agar jugo V8, agar
Mycophil y agar LCrapeck con extracto de levadura al O.1%),
2temperaturas (25, 253, 27, 29°C y temperatura de laboratorio
gue fluctda entre 21 y Z0=C), e
I—Iluminacion (oscuridad continua y bscuridad e iluminacian
alternada cada 12 horas).

También se estudiaron dos métodos de recoleccidn de
conidios: la tradicional (luego de 12 dias se inunda e plato
Fetri con 10 ml de una solucidn de Tween 80 al 00,0134 vy se
raspa la superficie de las colonias con un pipcel y se recoge
en un beaker) y raspado de la superficie de las colonias
luego de 12 dias, para receolectar los conidios cuatro dias
despues.

Los resultados obtenidos indican que el hongo esporula
mas abundantemente sobre el medio agar jugo V8, que en los
otros medios; igualmente se demostrd gque el hongo esporula en
la oscuridad, pero en cantidad minima comparado a condiciones
de iluminacidn. También se encontrd gque la mejior condicidon
de temperatura para la esporulacion del hongo es aguella que
fluctia entre Z1 y 30°C; y por tltimo que el mejior método de
recoleccion es el raspado de la superficie de las colonias y
recoleccion de conidios cuatro dias después.

BSe encontrd ademds que las colonias en el medio agar
Mycophil no siempre se recuperaban luego del raspado y que el
medio agar Czapeck con extracto de levadura era muy propenso

a la contaminacién.



1.2— Introduccion

El obtener una esporulacién abundante “in vitro" de
especies del género Cercospora ha sido una tarea dificil
(Tuite 1963).

En Cercospara fijiensis se ha observado esta
dificultad; se considera gue no se ha realizado los estudios
necesesarios para determinar los factores que inciden en la

esporulacion de C. fijiensis.

S5e obtiene esporulacidn en C.fijiensis (Stover 1974,
Fullerton 1984, Mourichon gt al. 1987), pero la informacidn
que estos investigadores han dado es superficial y no indican
ningun nuamero que establezca lo gue seria una esporulacion

abundante o minima.

Algunas investigaciones sobre &l hongo exige el uso de
material homogéneo, cualidad que no es tipico de las
astosporas del hongo (Stover 1971), siendo el mejor material
en este caso los conidios. Fero la obtencidn de estos en
forma abundante no estd garantizado por ningun método en la
actualidad.

El presente ensayo tiene como objetivos:
i- Estudiar el efecto de cuatro diferentes medios de cultive,
dos condiciones de iluminacidn, cinco temperaturas y dos
metodos de recoleccidn de conidios en la esparulacion de (.
fijiensis.
-

2- Determinar la interaccidn e produce la maxima

esportlacion de O. fijiensis.



1.3~ Revisitn de Literatura.

1.3.1- Produccitn de conidios de otras especies de

Cercospora.

Murakishi et al.- (19&60) , estudiaron sobre la
esporulacidn de Cercospora apii el efecto de medios que
contenian extracto de hojas de zanahoria en agar al igual que
sobre discos de zanahoria, agar jugo V8 Y agar papa dextrosa
(FDA) entre otros, sometidas a 20-24=C durante nueve dias,
los resultados obtenidos fueron gque la mejor esporulacidn se
obtuvo sobre los dos primeros medios, pero el agar jugo V&

fue superior que el FDA para provocar la esporulacion.

Berger y Hanson (1%2&63), realizaron un #nsayo exhaustivo
sobre la esporulacion de Cercospora zebrina, en la que
- evaluaron el efecto de 1la luz, temperatura, vy medio de
cultivo. Encontraron que la mejor temperatura (entre 16, 24
y I0°C), para la esporulacién del hongo sobre agar jugo VB
fue de 24<C y en el caso de FDA la esporulacidn fus pobre vy
no hubo evidencia de un efecto de temperatura. Determinaron
que 21 efecto de la luz es considerable sobre la esporulacion
del hongo, porque aunque el hongo esporulaba en la oscuridad,
era muy inferior. be 11 medios de cultivos estudiados, el
agar jugo VB fue la mejor para la esporulacién y de entre los
medios FDA Y Czapeck, la mejor fue FDA.

Bmith (1971), encontréd gque la mejor producecion de
conidios de . arachidicola se obtenia bajo iluminacion
continua durante 14 dias a 28¢C.

Calpouzos (1963), obtuvo mayor esporulacién en  C.
beticola bajo iluminacidn alternada (12:12 hr) comparado con
iluminacidn constante, e igualmente encontrd que bajo

iluminacidén continua la esporulacién siempre fue mayor para

temperaturas de 15 y 22,5°C gque para 30°C. Luego Calpourzos vy



Stalknecht (19467), trabajando con el mismo hongo obtuvieron

mayoar esporulacion bajo iluminacidn continua.

Ruppel (1971), obtuve buena esporulacion en €. beticola
sobre extracto de hoja de remolacha a 15=C durante siete dias

en iluminacion continua.

Asmus y Dhingra (1983), obtuvieron buena esparulacidn
de . vanderyvsti sobre FPDA Yy agar extracto de hoja de
zanahoria sometidas a temperatura ambiente (16-23=0),

iluminacidn alternada (12:172 hr) durante 7 a 14 dias.

Silva gt al. (1988), +trabajando con los hongos .
caribaes Y c. heningsii, gncontraron gue la mejor
esporulacion del primero ss obtiene sobre el medio extracto
de hoja de yuca + biotina + extracteo de malta a los ocho
dias; en cuanto al segundo patogeno se obtuvo sobre el medio
extracto de hoja de yuca + extracto de malta a los siete
dias. Ambas situaciones se dieron a los 29eC Y No mencionan

condiciones de iluminacion.

Canova, citado por Dhingra y Sinclair (1985} obtuve una
abundante esporulacion de €. beticaola sobre el medio FDA a
23°C y a 100% de humedad relativa luego de 48 hr, después de
raspar la superficie de cultivos del homngo de siste dias de
edad.

Ludwig ef al. citados por Dhingra y Sipclair (1985),
lograron umna abundante esporulacidon de AQlterparis gaiani
luego de mantener una corriente de agua por 24 hr sobre el
medio en que crecia o] hongo y despues secarlo por 48 hr a

condiciones de laboratorio.

Leonard y Stanley (1973) lograron la esporulacion de
Schizpphyllum commune luego de infringirle dafos mecanicos Y
dedujeron que la esporulacién era promovida por la liberacidén

de alguna sustancia de las heridas del hengo. Dahlberg y Van



Etten {(1982)., en una revisidn sobre fisiologia v bioguimica

de la esporulacidn en hongos también sefalan ecte hecho.

1.3.2~ Medios de cultivos y eondiciones ambientales

para el crecimiento y esporulacidn de Cercospora fijiensis
1.3.2.1~ Medios de Cultivos

Meredith y Lawrence (1949), Fullerton y Tracey (1984},
y tambieén Foure et al. (1988), informan gue obtuvieron

produccidn de conidios de €. fijiensis utilirzando FDA.

Mourichon et al. (1787), indican que obtuvieron
abundante esporulacién de €. fijiensis usando agar jugo V8
modificado.

For otra parte, Stover (1976). informa de la produceidn

de conidios de £. fijiensis utilizando agar Mycophil.
1.3.2.2-Temperatura

Stover (1974}, informa de la produccion de conidios de
. fijiensis a temperatura de laboratorio luego de 10 a 14
dias, por otra parte, Mourichon ef al. (1987), informan gque
obtuvieron buena esporulaciédn del hongo a 285°C a los diesx

dias.
1.3.2.3~ Iluminacion

Fullerton y Tracey (1984) vy Stover (1976} : informan que
obtuvieron abundante esporulacisdn de €. Tijiensiz bajo
condiciones de iluminacion del laboratorioy; Mourichon gt al.
(1987) v Foure gt al. (1988), informaron de resultados

similares bajo iluminacién continua.

Ninguna de estas referencias, sobre (. fijiensis,
informa de resultados cuantitativos en 1o concermniente a

produccion de conidios, en cada método descrito.



1.4~ Materiales Métodos
1.4.1- Descripcion del métado

Se procedid a probar cuatro medios de cultivos, bajo
dos condiciones de iluminacidn ¥ cinco temperaturas usando

dos meteodos, y cuatro réplicas.

Los medics de cultivos usados fueron: agar Mycophil
(Mycophil), agar Czapeck + extracto de levadura al oO,1%
{(Czapeck), agar papa dextrosa (FDA), vy agar jugo V8 (v8)
modificado (segum Mourichon gt al. 1987),: {(Apéndice 1A).

Las condiciones de iluminacidn fueron: oscuridad total

y oscuridad alternada con luz cada 12 horas.

Las temperaturas usadas fueron 2&, 25, 27, 29°C vy
condiciones de laboratorioc de fitopatologia del CATIE en
Turrialba, de 21 a 30°C (Lab).

Los métodos de recoleccidn de conidios usados fueron:si)
la tradicional (12 dias) gue consiste en crecer el hongo en
los medios de cultivos antes mencieonado bajo las diferentes
condiciones de temperatura e iluminacion par espacio 12 dias
Yy luego contar la produccidn de conidios;ii) el otro método
(12 + 4 dias) involucra todo lo del primer meétodo con la
variante siguiente: luego de los 17 dias se procedia a raspar
1a superficie del cultivo, previamente inundado,
asepticamente, con 10 ml de solucidn (estéril) Tween 80 en
agua a la concentracién de ©,0133% con un pincel estéril,
luego se eliminaba el agua( solucidn de Tween 80) vy se
procedia a colocar nuevamente los medios con los cultivos
bajo las condiciones antes mencionados durante cuatro diasj

para posteriormente proceder a su conteo.

Loz factores principales que fueron introducidos en el
segundo método fueron: el cubrir la superficie de la colonia

del hongo con 1la seoluciédn de Tween 80 Yy el raspado de esa
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superficie. Esto no habia wsido reportado en experimentos

anteriores con . Firjiensis.

Los platos Fetri utilirados fueron de plastico con
dimensiones de 9 cm % 1 cm y fueron vertidos 20 ml de medio
en cada uno. Be uwutilizd wn indculo de 4400 propagulos
(conidios y micelio) por plato, despues del cwual se =zellaban

con Faraftilm "M" (American Can Company. Greenwich).

Como solo S8 disponia de dos incubadoras gque
controlaban iluminacicén vy temperatura, se regularon para 25 Y
Z27°C de tal forma gue se podian incluir los cuatro medios de
cultivo y someterlas a las dos condiciones de iluminacion, el
efecto de oscuridad total se lograba envolviendo los platos
en papel aluminio. Las otra dos incubadoras gque estaban
reguladas a 23 y 29°C sglo controlaban temperaturas pero no
iluminacion, asi que en ellas se colocaron los cuatro medios
de cultivos envueltas en papel aluminio. FRajo condiciones de
laboratorio solo se colocaron los platos bajo iluminacion
natural (aprox 1Z hr de 1luz y oscuridad diaria), no fueron

colocadas a oscuridad continua.
1.4.2- Disefic experimental v modelo matematico

El modele para este ensayo fue la sigulente: Yaigw= u +
My + L5 + MaiXCy + Ty + M. X¥T,. + Cs¥Ti + 451k Lo que
representa un disefo completamente al azar en un arreglo
factorial, donde Yis« representa la produccion de conidios de
L.fijiensis bajo los efectos a probar, o representa la media
general, My representa el efecto de metodo, Oy representa el
efecto de los medios de cuitivos, Te el efecto de las
temperaturas, ®i;« el error del! modelo debido a cada efecto;
los otros corresponden a las interacciones de primer orden
entre los pfectos. Este modelo fue utilizado para analizar
separadamente, los dos niveles de iluminacién por las razones

anteriormente expuestas
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Fara analizar los datos, que corresponden al copteo
medio de conidios de . fijiensis en hematocimetro por
tratamiento, se utilizo una transformacidn de: raizr cuadrado.
Fara volver a transformar los datos a valores reales se
utilizd el procedimiento de afadirle el Cuadrado Medio del
Error (CME), sin transformar, a loz datos (Steel Yy Torrie
i985). Como estos valores estam dadas en unidades de conten
en hematocimetro vy el volumen del hematocimetro es de 0,005
mi, =ze deben multiplicar por Z.000 (dado 1 volumen total de
la suspensicdn de tween B8O y conidios era de 15 ml), para
obtenar la cantidad de conidios por plato Fetri. Las medias
gue hacen alusion a la maxima esporulaciédn fueron obtenidos
para una interaccidn especifica de un nivel del factor
involucrado y esta media esta compuesta por el conteo de
cuatro platos (que es el ndmero de réplicas);: igualmente el
numero de medias involucrados en cada valor de los factores
descritos; corresponden a los productos de los numeros de

niveles de los otros factores estudiados.



1.5~ Resultados
1.59.1~ Esporulacidn de Cercaspara Fijiensis en
condiciones de oscuridad
Los resultados obtenidos en este ensayo, para la
esporulacion de £, Fijisnsis utilizande los dos méetodos de
recoleccion de conidios se presentam en la Tabla 1.1, donde

a8 mnuestra que el mejor métode fue el raspado de 1la

superficie de las colonias.

Los resultados obtenidos, en cuantem a los cuatro medios
de cultivo, para la esporulacion de . fijiensis se presenta
en la Tabla 1.2, donde se observa que el mejor medio fue el
agar jugo V8 modificado. A pesar de que el medio PDA +tuwvo
una mayor esporulacion media que Mycophil, este “ltimo tuvo
una esporulacion maxima superior para um nivel dada de
temperatura, coincidiendo con el andalisis de varianza para
estos datos (Apéndice 2A) gue indica wuna interagccion

significativa entre medios de cultivo v temperatura.

Los resultados obtenidos, en cuanto a las cuatro
temperaturas, para la esporulacidn de (. fijiensis se
presentan en la Tabla 1.3, donde se observa que la mejor
temperatura fue de 23°C. Es interesante anotar que la maxima
esporulacion obtenida, no fue a la temperatura gue presento
la media mayor, indicando una interaccion de medios de
cultive y temperatura como lo sefala el andlisis de varianza

para estos datos en el apéndice 2A.



TARLA 1.1 Froduccidn de conidios de Cercospora fijiensisz bajo
dos metodons de recoleccidn de conidios.

Conidios

Metoda Mum®  Media®* |Media real? Esporulacion max.™
12+4 dias 1z 1.716A% 9. 33E0 472,300
12 dias 12 0,287 ILERO 24,730

TABLA 1.2 Froduccidn de conidios de Cercospora fijiensis en
cuatro medios de cultivo.

Conidios
Medio de
cultivo Num®= Media* Media real? Esporulaciodn max.=
v8 g2 2,142A% 14,280 43,200
FDA g8 1.,1978 4,800 14,250
Mycophil 8 1,0828 4,020 21,000
Czapechk a8 0. 978K ELE60 16.500

TABLA 1.3 Froduccidén de conidios de Cercospora fijiensis a
cuatro temperaturas.

Conidios
Tempetratura
o Num® Media* Media real? Esporulacidn max.=
23 8 1.,747404 F.660 21,000
29 2 1,884 7.750 4%, 500
27 a8 1,294R 9,520 10, 300
29 8 3, BOZE 2.430 Z.780

t Para los datos transforaados

# Corresponde a la cantidad verdadera de conidios por plato

¥ Nax. ndeero de conidios por plato a ese nivel del factor,
esta aedia corresponde a ceatro réplicas.

* Hedias con diferentes letras difieren significativamente
al 0,034 segén la prueba de Tukey.

= MNimero de medias involucrados para ese factor y cada
sedia esta compuesta de cuatro replicas.
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1.5.2- Esporulacitn de Cercospora fijiensis bajo dos

condiciones de iluminacidn.

Se analizaron los resultados obtenidos bajo las das
condiciones de iluminacidn (iluminacién y oscuridad alterna
cada L& horas, y oscuridad continua) conjuntamente, para las

temperaturas 28 y Z7=C.

El resultado para ambas condiciones de iluminacién se
presenta en la Tabla 1.4, en donde se muestra gue la mayor
produccion media de conidios de . fijiensis se obtiene
utilizando la iluminacidn alternada con oscuridad, aungue la
diferencia entre ambas situaciones, no afecta
significativamente la produccidn de conidios, para ese rango
de ftemperaturas. En las tablas anteriormente presentadas
tampoco se encontrd diferencia entres temperaturas en ninguna
de las situaciones estudiadas aisladamente. Aungue la mayor
produccion media de conidios se obtuvo bajo iluminacidn, hubo
una maxima esporulacion bajo condiciones de oscuridad, a un
nivel dado de ese factor lo que indica una interaccicon entre
iluminacion vy otro factor. Esta interaccion no fue
encontrada en &i analisis de varianza para estos datos

(Apéndice 4A) a nivel de las interacciones de primer orden.

El resultado de esta parte del ensayo sobre 1la
esporulacion de O, fijiepsis, utilizando ambos métodos de
recoleccion de conidios se presenta en la Tabla 1.%, donde se
ve que 81 mejor método es el raspado de la superficie de 1la
colonia del honge en crecimiento vy recoleccion de los
conidios cuatro dias despues, independientemente del tipo de

iluminacion y temperatura.

El resultado sabre los cuatro medios de cultivo en la
esporulacidon de . fijiensis, e presenta en la Tabla 1.6,
donde s ve que el mejor medio para la produccidm de conidios

es el agar jugo vB. Esta resul tado se mantiens



independientemente de las temperaturas vy condiciones de

iluminacidn o método estudiado.

El resultado para la esporulacién del hongo, bajo
estudio, en funcidn de las dos temperaturas se presenta en la
Tabla 1.7, en la misma se ve que la mayor esporulacidn se
cobtuve a los 25°C; aungque la cantidad de conidios obtenidos

no difiere significativamente a una u otra temperatura.
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TARBLA 1.4 Produccion de conidios de Cercospora fijiensis
en dos condiciones de iluminacidan.

Conidios
Iluminacidn Num® Media* Media real® Esporulacion max.s
luz alterna 1& 1,523 7.84% 41,200
oscuridad 16 1.4244 &E.273 475, 500

TABRLA 1.0 Froduccion de conidios de Cercospora fijiensis
bajo dos métodos de recoleccidn de conidios.

Conidios

Metodo Num®  Media® Media real® Esporulacidn max.s
12+4 dias 146 1,9304 12,063 473 300
12 dias 14 1,014B x.987 24,7380

TABLA 1.6 Froduccidn de conidios de Cercospora fijiensis
en cuatro medios de cultivo.

Conidios

Culitivo Num® Media* Media real® FEsporulacidn max.™
Ve 8 2,6020% 21.98%9 4Z.800
FDA e 1,.,226E 85.399 15.750
Mycophil g 1,223E D.377 12,750
Czapeck B8 0,7928 2.772 & . OO0

! Para los datos transforsados

2 Corresponde a la cantidad verdadera de conidios por plate

¥ Hdx. ndaero de conidios por plato a ese nivel del factor,
asta media corresponde & cuatro réplicas,

* Medias con diferentes letras difieren significativamente
al ¢,00% segdn la prueba de Tukey,

= Niaero de medias invelucrados para ese factor y cada
sedia esta cospuesta de cuatre réplicas,



TABLA 1.7 FProduccitn de conidios de Cercospora fijiensis a
dos temperaturas.

Conidios
Temperatura Num®  Media* Media real® Esporulacion max.S
28 1.522Aa% 2.3190 43,500
27 1.3465A &.480 41.280
1.5.35~ Esporulacion de Cercospora fijiensis en

condiciones de iluminacidén

l.os resultados obtenidos para la esporulacidn de (.
fijiensis, en funcidn de los dos métodos de recoleccion de
conidios se muestran an la Tabla 1.8, donde se observa gque el
mejor metodo fue el raspado de la superficie de la colonia vy

recolecta de conidios cuatro dias después.

Los resultados obtenidos para la esporulacién de C.
fijiensis, sobre los cuatro medios de cultive, se presenta en
la Tabla 1.9, donde se observa que la mayor esporulacidn se
produjo en el agar jugo V8.

En cuanto al resultado obtenido para la esporulacion de
L. Tijiensis, en funcidn de las tres temperaturas estudiadas,
se presenta en la Tabla 1.10, donde se muestra que la mejor
temperatura fue la de condiciones de laboratorio. Tambien
indica una interaccidn significativa entre medios de cultivo
y otros factores (temperatura y métodos de recoleccion de
conidios segun el Apéndice 3A) porgue el medio Czapeck tuvo

una esporulacion marima, superior al de Mycophil.

! Para los datss transforeados

# Corresponde 2 la cantidad verdadera de conidios por plato

¥ Mdx. ndmero de conidios por plato a ese aivel del factor,
esta media corresponde a cuatro réplicas.

* Medias con diferentes letras difieren significativasente
al 0,031 segin la prueba de Tukey.

= Nisero de sedias invoiucrades para ese factor y cada
sedia esta cempuesta de cuatro réplicas,
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El analisis de varianza para estos datos (Apéndice 3A)

indica gue hay una interaccion significativa entre metodos

de recoleccidn y temperatura, al igual que para medios de

cultivo y temperatura, esto se demuestra en el hecho de gque a

pesar de una mayor esporulacidn media a 25°C,

esporulacion se obtuveo a 27=C.

la maxima
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TAEBLA 1.8 Froduccion de conidios de Cercaospora fijiensis bajo
dos métodos de recoleccidn de conidios.

Conidios
Método Num® Media® Media real® Esporulacién max .=
12+4 dias 12 E. 68204 42.670 JAE 200
12 dias 12 1,730R 11.440 163,000

TARLA 1.9 Froduccidn de conidios de Cercospora fijiensis en
cuatro medios de cultivo.

Conidios
Cultivo Num® Media* Media real® Esporulacion max.S
ve & 4,00/ 50,4670 346,200
FDA & 22,6478 2EF.700 174,500
Mycophil 6 1,.785R 12.240 Z0 . 300
Czapeck [ 1,416E 106, 500 49,500

TABLA 1.10 Froduccidn de conidios de Cercospora fijiensis a
las tres temperaturas.

Conidios
Temperatura Num® Media* Media real® Esporulacidn max.™
Lab (21-30) 8 4,546A% 64 .680 346,200
29 B 1,4108 1Q.440 27.780
27 8 1,4Z6H 8.850 41 .200

1 Para los datos transformados

# Corresponde a la cantidad verdadera de conidios per plato

¥ Max. ndsero de conidios por plato a ese nivel del factor,
esta aedia corresponde a cuatro réplicas,

* Medias con diferentes letras difieren significativamente
al 0,007 seqin la prueba de Tukey.

= Naaero de medias involucrados para ese factor y cada
sedia esta coapuesta de cuatro réplicas.
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Un fendmeno que se observod en este ensayn, fue la de un

tipo de germinacidn "“in sity" de los conidios sobre el
conidioforo .

Otros hechos observados fueron que el medio Mycophil,
generalmente, no se recuperaba luego del raspado como los
otros medios. También el medio Czapeck se contaminaba con

mayor frecuencia gque los otro medios.



1.6~ Discusidn

1.6.1— Efecto de medios de cultivos sobre la

esporulacidn de Cercospora fijiensis.

£l hecho de que €. fijiensis tenga un desarrollo y'
esporulacion vigorosa bajo condiciones de nutricidn adecuada,
demuestra gque la esporulacion no es motivada por  una
reduccion del nivel nutritivo del medio, o que compitan la
fase de crecimiento vegetativo con la de esporulacion. L.a
ley de Klebs sostiene gue la esporulacién es favorecida por
condiciones nutricionales que restringen el crecimiento
vegetativo (Cochrane 1%38), esto no concuerda completamente

con los resultados de este ensayvo.

Las diferencias en asporulacion de cC. fijiensis
demuestra la existencia de un factor{es) nutricional que

promueve o inhibe la esporulacidn.

Los cuatro medios de cultivo probados, Tfavorecen el
crecimiento vy desarrollo de €. fijiensis, permitiendo su
gsporulacidn. El agar Jjugo V8 es superior para la
esporulacion que los otros medios, talvez, debido a su alto
contenido de elementos nutritivos naturales comparado con las

sustancias sintéticas de los otros medios.

En pruebas preliminares, se probd un medio con extracto
de hoja de banano ~ tiamina - glucosa y agar sobre el que
crecid el hongo, pero con una esporulacidn pobre. Este medio
a pesar de contener sustancias nutritivas naturales no
produic abundante esporulacion v oun elemento nutritivo
sintético gue contenia era la glucosa, azucar ssta que no
tenia el medio agar jugo V8, por lo que se puede considerar
que la glucosa tiene algun efecto detrimental o inhibitorio
de la esporulacidn del hongo. Esta respuesta obtenida con la
glucosa concuerda con el obtenido por EBerger y Hanson (1963),

en un trabajo similar hecho sobre €. rebrina encontraron gue
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utilizando un extracto de Trifolium pratense + 2% glucosa vy
agar la esporulacion era minima comparado a ese medio sin la

aglucosa.

Los resultados obtenidos por Berger y Hanson (1963F)
sobre los medios de cultivo agar jugo V8, PDA, vy agar
Czapeck, al iaual que los obtenidos por Murakishi el al.
(1960) sobre los medios de cultivo agar jugo V8 vy FDA, en la
produceion de conidios de especies de Cercospora  son

coincidentes con los de este ensayo.

Es posible que los medios Mycophil vy Crzapeck agar no
propiciaron wna buena esporulacion de &, fijiensisi dado 1la
poca recuperacidn de la colonia del hongo sobre agar Mycophil
lueqo del raspado y/0 inundacion del medio en crecimienta, al
igual gue el efecto de la contaminacion del agar Crapek lo
cual Tue propiciado por la rigueza del medio (extracto de

levadura) que promueve el crecimiento bacteriano.

1.6.2- Efecto de luz sobre 1la esporulacién de
Cercospara fijiensis

C. rijiensis esporula sobre Su hospedero bajo
condiciones de oscuridad continua, cuando se coloca en camara
humeda dentro de una incubadora oscura. Feroc no se ha
sefalado una comparacidn cuantitativa de la esporulacion,
sobre hospedero, bajo diferentes condiciones de iluminacien.
Esto hubiera servide para determinar si el efecto de
iluminacidén interactda con algian nutriente, e bajo

condiciones "in vitro" no es suministrado al hongo.

Bajo condiciones de oscuridad la esporulacion “in
vitro", de C. fijiensis, es menor comparada en condiciones de
iluminacidn. For lo que hace pensar en la existencia de un
mecanismo fotosensitivo en la esporulacidn del hongo. Esto,
se confirma con los resultados obtenidos por Foure et al

(1988) y  Mourichon (1987), que utilizaron iluminacion
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continua al igual que para los resultados obtenidos por
Fullerton y Tracey (1984) y Stover (1976), guienes trabajaron
con la iluminacion del laboratorio en 1a esporul acidn del

hengo.

Se obtuvieron resultados similares en cuanto al efecto
de la luz  para la esporulacion de otras especies de
Cercospara. Calpouzos (1963) obtuvo mayor esporulacieon de €.
peticola utilizando luz alterna con oscuridad (17:12 he) que
bajo luz constante. Eventualmente, Calpouzos v Stallknech
(1967), Rupel (1971), obtuvieron la mayor esporulacidon del
mismo hongo bajo  iluminacidén  continua que a oscuridad
continua. Iguales resultados obtuvieron Berger vy Hanson
(1263%), sobre C. zebrina. Todos estos resultados son

coincidentes con los de este ensayo para C. fijiensis.

1.6.3— Efecto de la temperatura sobre la esporulacion
de Lercospora fijiensis.

El efecto ole temperatura parece que no ag,
significativamente, critico bajo condiciones de oscuridad
continua v a un rango de temperatura cercano al dptimo para
el desarrollo de €. fijiensis (23-29°). Esto es debido a que
talvez la iluminacidn ejerce un mayor efecto sobre la
esporulacién gque la temperatura en ese rango, cercano al
optimo, O gque es mayor =1 efecto de una temperatura
fluctuante que wna constante. De estas dos suposiciones es
mas aceptable la segunda en vista de los resultados obtenidos
al analizar los datos conjuntos de esporulacion a las dos
temperaturas, bajo oscuridad total e iluminacion alternada.
Esto lo demuestra el hecho de que bajo temperatura de
laboratorio la esporulacidn fue mayor gque para los otros

niveles de temperatura.

Lamentablemente no ase incluyd un tratamiento de

oscuridad continua bajo condiciones de laboratorio con lo que



se hubiese evaluado el efecto de la iluminacidn baio esas

condiciones de temperatura.

El trabajo de Eerger vy Hanson (1967) sefala gue la
mejor temperatura para crecimiento vegetative, es igual para
la esporulacion de C.rebrina. En el caso de C.¥ijiensis, no
se conoce si hay una temperatura adecuada para su desarrollo
vegetativo, que sea diferente al que promueva una maxima
esporulacion, pero si esto fuera cierto el mejor nivel de
temperatura del ensayo seria agquella dada por las condiciones
de laboratorio, que para efecto de este ensayo coincide con

la temperatura que promoviéd la mayor esporulacidn.
1.6.4- Efecto de método de recoleccion de conidios.

Talvez se podria pensar que los resultados obtenides
por el método de recolececién de conidios, que se realiza
cuatro dias después del raspado de la suparficie de la
colonia, se deban a que este promueve un mayor numero de
indculio por plato Y pot- ende una mayor superficie
esporulante. Talvez sea asi, pero las observaciones hechas a
estos platos al momento del conteo indicaban que los sectores
donde ma&s esporulaba el hongo, era en aquellas c¢olonias
viejas y que eran escasas las colonias nuevas {cuatro dias)

que espotrulaban y cuando 1o hacian, era pobre.

£l efecto de raspado podria ocasionar un dafo mecanico,
con lo gue se promueve la esporulacion del hongo tal wvez
liberandose alguna sustancia que estimula su esporulacion,
como lo sefalan Leonard y Stanley (1973), sobre el hongo
Schizaphyllum commune, al igual que Dahlberg y Van Etten
(1982). Tambien Canova (citado por Dhingra y SBinclair 1980),
obtuvo resultado similar a 1los de este trabajo con CO.

beticala utilirando un procedimiento similar.

En cuanto 21 efecto de la inundacion de las colonias no

considero que haya sido un factor definitivo en este método
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va que fue por un periodo muy corto, aungue para a} trabajo
de ludwig et al. (citados por Dhingra y Sinclair 1983), si
fue un factor definitive en 1la esporuklacidon de Alternaria
s0lani.

1.46.5- Germinacidn jin sity de 1los conidios de

Lercospora fijiensis sobre los conidioforos.

Este fendmeno también lo observd Rerger y Hanson (1963)
sobre £ sebrina, y probablemente sea la causa de un bajo
conteo de conidios ya gque cuando se produce esto, se
confunden los conidios y conidioforos. Talvez, este factor,
pueda controlarse realizando la cosecha de los conidios mas

temprano, impidiendo asi que loz conidios germinen sobre los
conidioforos.



1.7- Conclusiones

Se puede hacer varias conclusiones con respecto de los

resultados de este ensavo:

1~ La mayor esporulacidn del hongo se obtuvo sobre el medio
agar Jjugo V8, bajo todas las condiciones de temperatura,
iluminacion y metodo usados en el ensavyo.

2= La mayor esporulacion, se obtuve bajo condiciones da
iluminacidn.

Z<— En las condiciones de esta investigacién la esporulacién
del hongo fue mejor bajo un régimen de temperatura fluctuante
entre 21 y 3I0°C; que & temperatura constante comprendidas en
dicho rango (23, 25, 27, 290C).

4~ La esporulacion mas abundante se obtuvo en el medio agar
jugo VB8, con raspado y cosecha de conidio cuatro dias
después, luz alterna y temperatura fluctuante entre 21 -

000,



1.8 Recomendaciones

A raiz de los resultados de este ensayo se puede hacer

algunas recomendaciones:

i- Realizar trabajos, cualitativos y cuantitativos, sobre 1la
esporulacion de . fijiensis utilizando e medio agar juge
VB.

2~ Realizar investigaciones sobre el efecto de la fluctuacion
de la temperatura sobre la esporulacidn del hongo incluyendo
tratamientos a oscuridad continua.

- Hacer pruebas utilizando &1 método que involucra el
raspado de la superficie de las colonias y recoleccitn de los
conidios cuatro dias después, para ver =i se detectan fallas
y mejorarlas si las hay.

4- Realizar pruebas tendientes a determinar el papel de
varias fuentes de carbohidratos incluyendo la glucosa en la
esporulacion del hongo cuando se usan extractos de sus

hospederos (banano y platano).
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2~ Establecimiento de linea base de sensibilidad en
Mycasphaerella fijiensis a fungicidas ISE utilizande
ascosporas y conidios

2.1—- RESUMEN

Be establecid el nivel de sensibilidad en Mvcosphaerella
fijiensis a los fungicidas propiconazole y flusilazole,
utilizando el método recomendado por el “"Comité de Accidn en
Resistencia a Fungicidas" (FRAC) , que utiliza ascosporas vy
otro método que hacia uso de conidios. Se evaluaron dos
localidades: i) con historial de uso de los fungicidas
evaluados (Buapiles) y ii) sin historial de aplicacidn de
fungicidas (La Lola}.

Las muestras obtenidas en Guapiles procedian de banano,
y las gue se obtuvieron de La Lola procedian de banano vy

platano.

lLos datos obtenidos en el ensayo fueron analizados
utilizando la funcién de Baturacidn, que es dada por la
ecuacion Y=(AXX)}/(B+X), la cual simula muy bien la respuesta
en las longitudes de los tubos germinativos de las esporas de
M. fijiensis a estos tipos de fungicidas. Se encontro que el
mejor parametro que podria  utilizarse para definir la
sensibilidad del hongo, en la ecuacidn de Saturacidn era "A"
que indica el maximo porcentaje de reduccidn que se obtiene
sobre la longitud del tubo germinativo de 1las esporas del
hongo. El valor de este pardmetro calculado en las
poblaciones estudiadas de M. rijiensis, varid entre 81 a 91%.

No se encontrd diferencia entre las poblaciones del
hongo provenientes de las dos localidades, ni entre las
poblaciones del honge provenientes de ambas hospederos, como
tampoco se encontrd diferencia entre los fungicidas. Se
observd que el método gque utiliza conidios presenta una
variabilidad similar en sus respuestas al metodo  gque
recomienda la FRAC.
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Se pudo observar una gran variabilidad en 1la longitud

del tubo germinativo de las ascosporas de M. fijiensis entre
y dentro de las poblaciones estudiadas, siendo mads evidentos
para la poblacidn procedente de Guépiles. También

encontrd que la longitud del tubo germinativo de

sa

las
ascosporas de M. fijiensis procedentes de Guapiles eran mas

cortos gque los de la poblacidn procedente de L.a Lola.
Azimismo, s observd mayor variabilidad en la respuesta del

hongo al fungicida propiconazole gque al flusilazole.
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2.2~ Introduccion

La aparicidn repentina de resistencia en M. fijiensic a
los fungicidas bencimidazoles, utilizados para combatir 1a
sigatoka negra, provocd su retiro momentdnec en aquellas
areas con poblaciones del patdgeno resistentes (Stover 1979,
1980). Al inciarse el monitorec de la sensibilidad a estos
fungicidas en poblaciones expuestas de M. fijliensis, se puesde
detectar la aparicidn y/o el nivel de distribucién de la
resistencia a los fungicidas y de esta manera se pueden
implementar las prdacticas de manejo para mantener por mas
tiempo en uso, el fungicida en el control de la enfermedad
(Shillingford 1984, Kdller y Scheinpflug 1987, Romero y Marin
1989; .

El método de monitoreo debe ser sensible para detesctar
pequefias variaciones en la poblacien del patodgeno vy asi
conocer cuando se pierde la efectividad del producto. La
mejor forma de lograr esto es implementando un programa de
monitoreo continuo en la poblacidn del patogeno (Dekker
1985).

El método de las ascosporas utilizado en la actualidad,
no satisface la exigencia de la reproducibilidad de los
resultados. No se sabe si la variabilidad es atribuible al
metodo en si o al patdgeno mismo (Molina y Salas 1989, Romero
y Marin 1989).

Otros métodos de monitoreo de resistencia en M.
rijiensis hacia fungicidas bencimidazoles se han suygerido,
pero no se han probado para fungicidas inhibidores de la
sintesis del ergosteroal (ISE). Uno de ellos es el uso de
conidios del hongo en vez de ascosporas (Fullertoen v Tracey
1784), dado que los conidios presentan mayor homogeneidad
genética que las ascosporas, de esta manera se podria reducir
la variabilidad en las respuestas fgue se obtienen con el
método actual (Stover 1977).



El presente ensayo tieme los siguientes objetivos:
1- Establecer una linea base de sensibilidad en dos
poblaciones de M. fFijiepsis (con Y #in bhistorial de 1los=
fungicidas a probar) a los fungicidas propiconazole Y
flusilazole utilizando conidios y ascosporas del hongo.
Z2- Determinar si el método qua involucra el uso de conidiops
de M. fijiensis, presenta menos variabilidad en los
resultados que utilizando ascosporas del hango.



2.3~ Revisién de Literatura

2.3.1- Resistencia de patdgenos a fungicidas de
accion especifica.

2.%3.1.1- Definicidn de resistencia a fungicidas.

El desarrollo de resistencia a fungicida es un ajuste
estable y hereditario de un hongo hacia un fungicida, gue da
por resultado wna menor sensibilidad a ese fungicida. El
termine  es usado generalmente para cepas de gespecies
sensibles gque han cambiado, usualmente por mutacidn, para ser
menos sensible a un tdxico (Delp v Dekker 198%5).

2.3.1.2- Surgimiento de la resistencia a fungicidas
de accidn especifica.

La resistencia a una sustancia puede ser causado por
varios mecanismos: a) modificacidn del sitioc sensible al
fungicida en el metabolismo del hongos b)) escape de un sitio
del metabolismo afectado por el desarrollo de una via
alterna; ¢) cambio en la membrana citoplasmatica, resultando
en una disminucidén en la captacion © un aumento en la
excrecidn  del téxica v d) detoxificacitn o© una baja

conversion en sustancia téxica {(Dekker 19746, 19Bé6b).

Los organismos son capaces de adquirir resistencia a
muchas sustancias téxicas ya sea por reajuste de su material
genetico o a través de la adquisicien de genss adicionales de

fuentes externas (Georgopoulos 1986).

2.3.1.3~ Factores que afectan el desarrollo de la
resistencia a los fungicidas.

Segdin Dekker ( 1976, 1985, 1986a), los factores que

afectan @l desarrollo de la resistencia son:



a} la adaptabilidad de las capas resistentes una relacién
entre resistencia v adaptabilidad reducida disminuye a1
riesgo de resistenciag

b} el tipo de enfermedad y 21 ciclo de vida deil patogenos la
resistencia puede propagarse mas rapido con un patdgeno que
tenga una abundante esporulacion vy un ciclo de infeccién
repetitivo que un patdgeno del suelo de propagacion lenta; o)
la presidn de seleccistn del fungicida: esta depende de la
dosis, frecuencia y cobertura de la aplicacion, persistencia
y eficiencia del fungicida, y

d) condiciones ambientales tales como: clima propicio para la
enfermedad vy la posibilidad de ingreso de células sensibles
de campos no tratados.,

2.3.1.4~ Mecanismos de Resistencia a los Fungicidas

Existen dos formas en que se presenta la resistencia
hacla los fungicidas:

a) Cuantitativamente, por medio de una perdida gradual de la
sensibilidad al producto; bajo esta forma la poblacidn
inictial se manifiesta por una distribucidn unimodal en cuanto
a resistencia con un desarrollo gradual de dsta con el tiempo
b4
b) Cualitativamente, a través del establecimiento de una
nueva poblacion, del patidgeno, altamente resistente al
producto; bajo esta forma la poblacion imicial del patageno
se& manifiesta por uwna distribucien bimodal, en cuanto a
resistencia, donde hay uwna alta frecuencia de individuos
sensible y otro grupo com una baja frecuencia de individuos
resistentes, con el tiempo se va invirtiendo las proporciones
en  presencia del fungicida (Shkylakakis 1982, 1983, 1985;
Wolfe 19823 Georgopoulos vy Skylakakis 198643 Kéller v
Schenpflug 1987).

Sea considera uie se manifiesta la respuesta
cuantitativa en los fungicidas ISE (Bkylakakis 19B2, Koller y
Schenpflug 1987).




2.3.1.05~ Resistencia cruzada y maltiple a fungicidas

La resistencia cruzada es aguella que se manifiesta a
dos o més fungicidas de accién similar, y es controlada por
@]l mismo Tactor gendtico. Y la resistencia miltiple es
aquellsa gue se manifiesta a dos o mas fungicidas no
relacionadas, Y (=3 controlada por diferentes factores

genéticos (Delp y Dekker 1985, Beorgopoulos 19B8&4).

S8 ha establecido que todos los fungicidas ISE, que
actdan a nivel de la inhibicidn de la demetilizacidon del
C~14, proveocan resistencia cruzada entre ellos (Siegel 1981,
Buchenauver y Hellwald 1985, De Waard 1986&).

2.3.2- Fungicidas inhibidores de la sintesis del
ergosterol.

2.3.2.1~ Caracteristicas de los Fungicidas

inhibidores de la sintesis del ergosterol.

Begun Fuchs (1982), 1los fungicidas ISE tienen las
siguientes particularidades: 1-Foseen un anillo que contiene
al menos un Atomo de nitrégeno; 2-Foseen al menos un atomo
agimétrico (aunque hay excepciones), vy 3-Interfieren con la
sintesis del ergosterol inhibiendo la demetiliracion del

carbono numero 14 (excepciones).

2.5.2.2- Clasificacion de los fungicidas inhibidores
de la sintesis del ergosterol.

Fuchs (1982), clasifica los fungicidas ISE de acuerdo
al amnillo gque contiene el &tomo de Na.

Con un sistema de anillo saturado
1-Con dos dtomos de nitrdgeno: FIFERAZINAS (Triforine),
Z2-Con un Atomo de nitrdgeno y otro de oxigena: MORFOLINAS
(Tridemorph, Fenpropimorph, Dodemorph)

Con un sistema de anillos insaturados



i-Con un Atomo de nitrédgeno en un anillo de aeis Atomos
FYRIDINAS (Buthicbate, EL-241)

Z2-Con dos Atomos de nitrdgeno en un anille de seis atomos:
FYRIMIDINAS (Ancymidol, Fenarimol, Nuarimol, Triarimol)

S-Con dos Atomos de nitrdgeno en anillo de cinco Atomos:
iMiIDAZOLES (Elotrimazole, Dodecyl-imidazole, Econazole,
Imazalil, kKetonazole, Miconazole, Fhenapronil, Prochloraz, XE
I26)

4-Con tres Atomos de nitrodgeno en un anillo de cinco Atomos:
TRIAZDLES {Bitertanol, Fropiconazole, Diclobutrazol,

Fluotrimazole, Triadimefon, Triadimenol Flusilarple).

2.3.2.3~ Mecanismos de accién de los fungicidas

inhibidores de la sintesis del ergosterol.

Siegel {1981 Y be Waard (1986), divididen los
fungicidas ISE en dos categorias, de acuerdo con el sitio

exacto de accian:

a) inhibidores de la demetiliracién del carbono namero 14 (C-
14), esta categoria incluye todos 1los derivados de los
imidazoles, piridinas, pirimidinas y triazoles; el fungicida
se une al citocromo F~-430 por medio de la reaccidn de la
hidrolizacidn microsomal del grupe metil C-14 en unp de los
pracursores del ergosterol inhibidoa {lanosterol), esto
conduce a uwna acumulacidn de metabolitos intermedios del
ergosterol yv un agotamiento del contenido de ergosternl del
micelio;

b) marfolinas, estos productos ne interfisren  con Ia
demetilizacidn de C-14 pero inhibe la reductasa C-14 y la
Aﬂ‘g’-—_—.AB isomerasa, Las consecuencias de estos dos
mecanismos es la reducecidn del ergosterol, en la célula del
hongo, el cual es un constituyente esencial de las membranas
de los hongos, por 1o que causa un cese de la sintesis normal

de la membrana y del crecimiento del hongo.



Blichel (1982), serfala que los fungicidas IgE
interfieren con la biosintesis de los esteroides en los
hongos e inhiben la biosintesis del ergosterol a través de 1a
inhibicidn de 1la demetilizacidn en las posiciones de los
carbonos 4 y 14 del lanosterol, el cual es un precursor del

ergosteraol.

2.3.2.4-- Resistencia a fungicidas inhibidores de 1a

sintesis del ergosterol, en laboratorio Yy Ccampo.

La seleccidn de mutantes resistentes a 1os Tungicidas
IGE se obtiene rapidamente sobre medios de cultive gue
contienen fungicidas a concentraciones letales. La
frecuencia de mutacidn hacia resistencia a estos fungicidas
s mayor que la de otros fungicidas de accion por sitio

especifico (De Waard 198&3.

Se puede decir que el nivel maximo de resistencia en
mutantes de laboratorio es bastante bajo, comparado con
otros fungicidas de accidn por sitio especifico. La relacion
de la CEso de los individuos resistentes a la CEwe dea los
individuos suceptibles (CEme(R):iCEaa(S)), de estos
fungicidas, generalmente estd alrededor de 10 mientras que
para otros fungicidas de accion per sitio especifico

{(bencimidazoles) estd alrededor de 100—1000 (De Waard 19864).

Las cepas resistentes a estos fungicidas presentan una
baja adaptabilidad comparadas a las cepas normales en

ausencia del fungicida (Dekker 198%5).

Buchenauer vy Hellwald (198%) v Wolfe (1985), senalan
que desde 19B0 se ha detectade una baja en la sensibilidad de
Erysiphe graminis f.sp hordei a Triadimefon en Inglaterra

tres afios luego de emperar a utilizar el fungicida.

Wolfe (1983), indica que en el transcurse de un ciclo
de cultivo en ausencia de Triadimefon la frecuencia de cepas

resistentes puede bajar congiderablemente, aungue tambieén
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sefala gue la patogenicidad de las cepas insensibles aumenta
a través de los ciclos de cultivo compitiendo con las cepas
sensibles en ausencia de fungicidas. Estas dos observaciones

parecen contradictorios.

El grupo de trabajo sobre fungicidas ISE de la FRAC
(FRAC 198%9), gsefalan wuna baja en la sensibilidad de £,
graminis, Venturia insequalis, Uncinula necator y Penicillium
digitatum a estos fungicidas. Steva gl_al. (1989), informan

de la baja en sensibilidad de Uncinula necator a Triadimenol.

2:3.3~ Meéetodos para la deteccion de resistencia a

fungicidas en Mycosphaerella fijiensis.

2.3.3.1— Matodos utilizados para fungicidas
bencimidazoles.

Los metodos hasta ahora utilizados para la deteccidn de
resistencia en M. rijiensis, han dado buenos resultados
cuando se aplica a bencimidazoles. For cuanto el mecanismo
de accion de estos fungicidas produce resultados que se

evaluan mejor con este método.

Se han evaluado los niveles de resistencia a estos

fungicidas usando diferentes estructuras del hongo.

Stover (1977) basd su sistema de monitoreo en funcisén
del tipoc de germinacidn (normal, corto, deformado, Fe
germinado) de las ascosporas en agar agua con benomil; esta
es una metodologia gue evalua aspectos cualitativos. Este
método estd descrito en  un boletin técnico de  Dupont
(EIGATOKA NEGBRA...., 1982).

Bureau gt al. (1982), evaluando el mismo fungicida,
pera scbre M. musicols, compard el crecimiento de colonias de
este hongo sobre agar jugo V8 con vy sin benomil. Aungue

establecid la presencia de poblaciones resistentes al
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fungicida no explicd, que criterios utilizd para definir Sus

resultados en funcion de ausencia o presencia de resistercia.

Fullerton y Tracey (1984) evaluaron las mismas clases
de fungicidazs sobre M. fijiensis, usaron el parametro del
tipo de germinaciéon de los conidios vy crecimiento de
fragmentos de las hifas del hongo. Sistema parecido utilize

Cronshaw (1984) en M. musicola, con los conidios del hongo.

De hecho estos métodos han dado buenos resultados para
la deteccidon de resistencia a fungicidas bencimidazoles, por
sU mecanismo de accidni; a través del cual previene la
germinacion de las esporas y las gue germinan presentan una
gran distorsidn en sus tubos germinativos (Stover 1949).
Eztos parametros son faciles de evaluar cualitativamente (si
o ne) con lo gue resulta muy confiabhle los valores calculados

de d& CEsa Yy DEwme utilizando el clésico andlisis de prdbitos.

£223.3.2- Métodos utilizados para detectar resistencia

a fungicidas inhibidores de la sintesis del ergosterol.

La metodologia utilizada actualmente es aguella
propuesta por el Comité de Accion de Resistencia a Fungicidas
(FRAC 1988), v gue e&s similar a la recomendada por Dupont
(BIGATOKA NEGRA..., 1982) para el monitoreo de resistencia a
bencimidazoles. Esta consiste en la medicién de la longitud
del tube germinative de las ascosporas luego de 48 horas,
germinadas en agar agua—fungicida y compararlas con  un
testigo sin  fungicida, en términos de reduccidn de la
longitud del tubo germimativo. Este pardmetro, contrario a

los considerados para los bencimidazoles, es cuantitative.
2.3.3.3~ Analisis de los datos

Molina vy Salas (1989), parae analizar sus datos de
reduccion del tubo germinativo de ascosporas de M. fijiensis,

utilirzaron el andlisis de probitos para determinar las ECwmo
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de varias poblaciones del hongo ante =1 fungicida

propiconazole.

For su parte Romero y Marin (1989), utilizaron tres

diferentes ecuaciones matemdticas para determinar las ECme.

2.3.3.4- Consideraciones en que se basa el método

actual

Este método esta basado en algunos supuestos
implicitos, no del todo cierto, como son: una poblacién del
patogeno con caracteristicas genéticas lo bastante homogéneo
como para setr delimitado con wuna misma media (poblacional),
dentro vy entre plantaciones: 0 que las respuestas del
patogeno SEran las mismas independientemente de las
condiciones climaticas. Las inconsistencia de estos
supuestos, han hecho que en cada laboratorio en que se
realizan las pruebas de monitoreo de resistencia en M.
fijiensis a los fungicidas ISE, se obtienen resultados

diferentes (Molina 1989, Romero y Marin 1989).

Esta variabilidad en las respuestas hace pensar que el
metodo, bajo los criterios originales, no es funcional y que

debe ser modificado atendiendo supuestpns verdaderos.
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2.4- Materiales y Métodos

2.4.1- Establecimiento de linea base de sensibilidad

con ascosporas de Mycosphaerella fijiensis.

Fara establecer la linea base de sensibilidad en #.
fijiensis a los triazoles, flusilazole v propiconazole
utilizando ascosporas; se realizd la descarga de éstas csobre
agar agua (2%), conteniendo diferentes concentraciones de log

fungicidas, y posteriormente se incubd por 48 horas a 2&°C.

Los fungicidas utilizados provenian de formulaciones
comerciales; el fiusilazole, formulado =] forma de
concentrado emulsificable al 404 v el fungicida propiconazole
farmulado en forma de concentrado emulsificable al 25%.
Estos fungicidas fueron obtenido del! laboratorio de sanidad
vegetal de la Asociacién Rananera RNacional (ASBANA)Y  en

Guapiles.

Fara hacer el medio agar—aqua—fungicida se preparaban
en cantidad de 100 ml (matraz volumétrico) diferentes
concentraciones del fungicida en agua, para poder afadirle a
3,3 ml de agar—agua a 45°C, 0,5 ml de la solucien del
fungicida con el fin de hacer el medio agar—agua—fungicida a
las distintas concentraciones. luego de afadido los O.5% ml de
solucion de fungicida al medio dentro de un erlenmeyer se

agitaba esta, para mezclar ] fungicida con el agar agua.

Fara realizar la descarga de ascosporas de M. fijiensis
58 procedid a tomar muestras de tejideo foliar necrdtico vy
utilizande un sacabocado de 13 mm de diametro se tomaron
secciones que presentaban abundante peritecios, v =1 =]
colocaron cinco de éstas con el har hacia arriba sobre un
pedazo de papel bond coman de 14 com % 11 cm. Estos papeles,
con las secciones de tejido, se colocaban en agua destilada
par 10 minutos, después se eliminaba el exceso de agua,

colocandolos sobre papel toalla. Fosteriormente se colocaban
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sobre platos Fetri, con agar-agua y fungicida. entonces sobre
el papel se colocaban la tapa del plato Petri, se marce con
un  lapiz de cera el fondo del plato Fetri en la parte que
coincidia con las secciones de tejido para poder localirar el
lugar donde estarian las ascosporas. Se dejd por 1,5 hr vy
luego se retird el papel con las secciones de tejido de cada
plato Fetri para luego ponerlos a incubar a 26°C  en

oscuridad.

Esto se hizo para las siguientes concentraciones (ppm):
O G,01l, 0,02, 0,028, 0,08, 0,10, 0,80, 1, 2, 4, 9, B, 16 y 32
P Pm . En la poblacidn de Budpiles se aplicaron todas estas
concentraciones de los fungicidas, pero en la poblacion de La
Lola no se usaron las concentraciones de 0,025, 2, 4. 5, 16 vy
32 ppm.

Se midid el tubo germinativo mas largo de I0 ascosporas
por plato Fetri y se realizaron dos repeticiones por

concentracidon del fungicida.

B La medicidn del tubo germinativeo de las ascosporas se
realizo colocando el plate Fetri directamente bajo el
microscopio y midiendo de seis a diez ascosporas por campos
ze@ usaba uwun aumento de X100 y la medicidon se realizd por
medio de wun lente micrométrico dentro de un ocular calibrado

previamente con wun micrdmetro de platina.

tas muestras de M. fijiensis provinieron de dos
localidades de la provincia de Limdn, en la Republica de
Costa Rica: wuno con historial de aplicacidn de fungicidas ISE
{una parcelsa experimental de ASBEANA en Gudpiles), v otra sin
historial de aplicacidn de fungicidasz ISE (una finca del
CATIE, La Lola).



2.4.2—- Establecimiento de Linea Base de sensibilidad

con Conidios de Cercospora fijiensis.

Fara la determinacion de la linea base de sensibilidad
a estos dos fungicidas usando conidios de . fijiensis, se
procedio de la siguiente manera: se esterilizé 100 ml de agua
conjuntamente con un pincel! vy un beaker de 50 ml en un
autoclave. Luego se procedid a tomar un plato Petri con
abundante crecimiento y esporulacidén del hongo (medio agar
jugo V8 modificado segdn Mourichon =t al. 1987) y bajo
condiciones asepticas se vertid, sobre el medio con el hongo,
10 ml de agua estéril v se raspd la superficie del cultive
con el pincel estéril para luego transferir esta suspension a
un beaker estéril, se tomd una alicuota por medios asépticos
y se determing la cantidad de conidieos €. Fijiensis usando un

hematocimetiro. Fosteriormente se transfirieron a los platos

Fetri, gue contenian el agar agua (24)—fungicidas a
diferentes concentraciones (0, 0,008, 0,01, 0,085, 0,1 ppm)
con 200 ul de la solucidn, que equivalia a B.aB0

conidios/platoc Fetri.

Se incubaron por 24 horas a 26°C: no se incubd  por 48
horas, porgue se producia wun crecimiento muy denso para las
concentraciones inferiores y no se podia determinar la

diferencia entre conidios, conidioforos vy micelio.

He midieron los tubos germinativos que salian de la
parte lateral o proximal (extremd gque se une al conidioforo).
del conidio en vezr del que salia de la parte terminal, esto
es porque no se padia determinar exactamente el punto de
crecimiento inicial del tubo germinativo que procede del

rtremo del conidio.

Fara realizar las mediciones, luego de las 24 horas se
colocaron los platos Fetri directamente bajo el microsceopio v

utilizando el objetiveo de 10X se realizaron las mediciones



por medio de un lente micrométrico dentro de un ocular. Se

midieron de seis a dier conidios por campo.

2.4.3~ Modelo matemdtico utilizado para determinar la

linea base de sensibilidad en ambos métodos.

@e utilizo la funcidn de saturacion (Arneson 1988), por
cuante refleja el comportamiento del patdaeno ante los
fungicidas ISE, esta funcién estd dada por la siguiente
ecuacidn: Y=AX/(B+X), donde "Y" representa el porcentaje de

reduccion del tubo germinativo de las esporas, "A" representa
el maximo porcentaje de reduccidn gue sufre la longitud del
tubo germinativo bajo el efecto del fungicida, "X" representa
ia concentracidn del fungicida y "B" (CEso) representa la
concentracion del fungicida que pearmite obtener la mitad del

maximo porcentaje de reduccicon del tubo germinativo (A/2).

Estos parametros son los que establecerdn la linea base
de sensibilidad en M. fijiensis, de las distintas localidades
(Guapiles y La Lola) vy métodos (ascosporas o conidios) ante

los fungicidas Fropiconazole v Flusilazole.
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2.9~ Resultados

2.90.1- Con Ascosporas de Mycosphaerella fijiensis.
2.9.1.1- Poblacidn de Guapiles.

E1 resultado  obtenido para esta poblacidn  de M.
fijiensis de banano se presenta en la Tabla 2.1, donde se
muestra la longitud del tube germinative de las ABCOSPOras
sometidas a las distintas concentraciones de ambos fungicidas
(propiconazeole y flusilazole), asi como el parcentaije de

reduccidn obtenide para cada concentracion del fungicida

Los datos de 1a Tabhla 2.1, indiecan que a
concentraciones superiores de los fungicidas, la longitud del
tubo germinativeo de las ascosporas de M. fijiensis tiende a
ser similar independientemente del fungicida. Esto indica
que =1 efecto de los fungicidas I8E llega a cierto limite
encima del cual la respuesta del patogeno tiende a ser casi
nula. También se evidencia en el porcentaje de reduccion de
los tubos germinativos los cuales tienden a quedar entre los
B0 vy 874 a pesar de gque la concentracidn del fungicida hava

aumentado, mas de F00 veces.

Las Figuras 2.1 v 2.2 corresponden a las graficas del
porcentaje de reduccidn, observado y la prediche con 1a
ecuacion de saturacidn, ante las concentraciones del
fungicida, para propiconazole y flusilarzole respectivamente,
que  muestra el comportamiento de 1la poblacidn  de M.
fijiensis, de Budpiles ante varias concentraciones de estps

fungicidas.



TABLA 2.1

L.ongitud vy porcentaje

reduccion

de l1a

longitud de los tubos germinativos de ASCOSporas
de Mycosphaerella fijiensis de Buapiles ante 1lops

fungicidas propiconazole y flusilarole.

propicona

zole

flusilazole

Concentracion Longitud Reduccidn Longdtud Reduccidn
{(ppm) (micras) {4 {micras) (%)
0, OO 145,58 O 151,8 Q
0,01 B2 . & 45,2 &1,7 39,35
0,02 731 49,79 Ta—— em——
0,028 45,6 &8, L2 48,9 - 67,78
0,08 24,0 7&,64 31,9 79,2
0,10 29,8 77,51 28,8 Bil,01
0, 50 28,7 82,33 ———— e
1,00 28,9 BO,15 24,9 8%,61
2,00 Z5,0 T75.61 22, 85,44
4,00 28.4 80,47 23,7 84,37
5,00 29,8 79.74 21,1 Bo0&
800 27 .7 280,93 21,Z B5,23

16,00 2741 21,32 24 .4 Z.B8
2,00 18,5 87,29 22,8 84,94
]
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Figura 2.1 Reducciodn de la longitud del tubo germinativo de
M. fijiensis de Guapiles a diferentes concentera—

ciones de propiconazole.
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Figura 2.2 Reduccién de la longitud del tubo germinativo de

M. Tijiensis de Guépiles a diferentes concen—
traciones de flusilazole

La Tabla 2.2, presenta los valores de la concentrcion
del fungicida (B o CEse) necesaria para producir un S04, de
la maxima reduccidn de los tubo germinatives obtenido por el
fungicida v del maximo parcentaje de reduccidn (a),
conjuntamente con sus intérvalos de confianza, para cada
fungicida. Estos datos muestran gque la respuesta de M.
fijiensis al fungicida propiconazole fue mas variable que a
flusilazole por el rango mas amplio de los intérvalos de
confianza gue presenta los parametros obtenidos con

propiconazole.
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TABLA 2.2 Valores de la concentracion del fungicida (RB) Y

del maximo porcentajie de reduccion del tuho
germinativo de ascosporas de M. fijiensis (A), de
Guapiles.
Farametro propiconazole flusilazole
A 2,08 84,79
Inferiocr= 77,21 BZ.61
Superior= 84,98 85,98
B (CEww) O, 0081 0Q,0047
Inferior® O, 0086 O, QOZEY
Buperiar® 0, 0107 QL0008

*Limites de confianza inf. y sUp. para A de cada fungicida en
porcentaje.

SLimites de confianza inf. y sup. para B de cada fungicida en
ppm.

2.5.1.2- Poblacidn de Mycosphaerella fijiensis de La
Lola.

Los resultados del ensayo sobre la poblacidn de M.
fijiensis de esta localidad, ante los fungicidas
propiconazole y flusilazole estan dadas en las Tablas 2.3 v
2.4, respectivamente, donde se muestra la reaccién de .
rijiensis procedente de ambos hospederos (banano Yy Dplatano}
indicando la longitud y el porcentaje de reduccion de SUS
tubos germinativos. No se observe un efecto del hospedero

sobre la reaccidn del patoageno al fungicida.

Las Figuras 2.3 y 2.4, corresponden a la graficacidn del
porcentaje de reduccion del tubo germinativeo de las
ascosporas, de M. fijiensis de banano y platano, bajo varias
concentraciones de los fungicidas propiconazole y

flusilazole, respectivamente.



TARLA 2.3

Longitud vy
germinativo

porcentaje

de raduccidn

48

del tubo

de ascosporas de Myeosphaerella
¥ijiensis procedente de [La Lola en banano vy platano
en varias concentraciones de propiconazole.

Banano Flatano
Concentracidn Longitud Reduccidn Longitud Reducrcion
{ppm) (micras) (%) {micras) (%)
0. 00 i84,% 0,0 iBe,7 0,0
0,01 114,646 37,81 120,2 TbH, 63
G.02 b5, 9 &4, 21 62,9 &7 20
0,03 03,0 70,17 44,3 TE, O3
G.10 45,1 76,63 4.4 81,88
0, 30 2.3 77,04 40,1 78,88
1.00 26,9 79,99 E7 .9 #1,08
B.00 32,9 82,14 S B8Z,34&
TABLA 2.4 Longitud y porcentaje de reduccitdn del tubo
germinative de ascosporas de Mvcosphaerella
Tijiensis procedente de La Lola en banano vy platanoc
en varias concentraciones de flusilazole,
Hanano Flatano
Concentracion Longitud Reduccidn Longitud Reduccidn
{ppm) {micras) (%) {(micras) (%)
0,00 212,2 Q,0 2858,7 0
0.0l 192.4 Eg OF 228,58 12,82
.02 201,9 4,88 171,11 32,09
.03 143, & 22,20 151,98 40,73
Q.10 Bg5,1 a2, 89 73,8 70,37
Q.80 48,9 77418 60,1 74,33
1.00 J8,95 81.488 8,1 85,11
8.0 38,3 82,74 2, 87,18
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minativo de ascosporas de M. fijiensis, de La
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lola.
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l.a Tabla
del fungicida (B o CEso)

los

“Z.0, presenta valores de

la concentreion

» de
la méxima reduccidn de los tube germinativos obtenido par el

cada

necesaria para producir un Q0%

Tungicida Vv maxime porcentaje de reduccion

conjuntamente con sus  intérvalos de confianza, pars

fungicida. En estos valores se nota 21 hecho de aque a mavyor

Iongitud del (Tabla

3.4),

tubo germinativo de las ascosporas

oo
S.3 0y

mayor porcentaje de reduceidn.

TABLA 2.5 Valores de la concentracion del fungicida (B) vy

del maximo porcentaje de reducciodn (A) del tubo
germinative de ascosporas de M. fijiensis, de La
lLola.
propiconazole flusilazole
Farametro Hanano Flatano Ranano Flatamo
A 81,62 84,2 G0,935 B9 ,392
Inferipr= 76,31 Ty B2 2. 77 8O ,927
Superior= 846,92 ?1L,9%9 108,14 97 .862
B (CEmos) O,00835 0,008% 0, 0558 O,0214
Inferior® 00,0048 00,0034 0,0095 0,01730
Superiore 0,0121 OL,0132 O, 0620 0,0299
“Limites de confianza inf. y suUp. para A de cada fungicida en
porcentaje.
“Limites de confianza inf. y sup. para B de cada fungicida en

pam.

2.83.2~ Con Conidios de Cercospora fijiensis.

La respuesta de C. Fijiensis, de la
(1I8E)

se presenta en la Tabla 2.6,

poblacidn de

Guépiles, a los fungicidas propiconazole v flusilarzole

ern donde se muestra la longitud

y @l porcentaje de reduccidn del tubo germinativeo de los



conidios luego de 24 horas de ser sometido a los fungicidas.
La respuesta no es igual para ambos fungicidas porque con el
fungicida flusilazole se presenta una reaccién relativamente
proporcional a las distintas concentraciones del fungicida,
en cambio para propiconazole se presenta  una respuesta
elrratica, aungque en términos generales siempre tiende a

reducir la longitud del! tubo germinativo.

TABLA 2.6 Longitud y porcentaije de reduccién del tubo
germinativo de conidios de Cercospora fijiensis
de Guapiles bajo propiconazole y flusilazole, a las
24 horas.

propiconazole flusilazole
Concentracidn Longitud Reduccidn longitud Reduceidn

{ppm) {(micras) (%) {micras) (%)
0,00 g8z, 9 O 81,9 0

0,005 47, 8 45,258 71,6 14 .66

O,01 D4, 9 12,18 A2 ,0 26,10

0,085 se,0 S0 87 47,0 48,75

0,10 24,98 70, B0 4,4 39,00

La Tabla 2.7 presenta los valores de la concentracidn
del fungicida (B o (Eso) necesaria para producir un 30% de la
maxima reduccion de los tubos germinativos obtenido por el
fungicida vy del maximo porcentaje de reduccion (A), para las
cencentraciones dadas del fungicida. conjuntamente con sus
intérvalos de confianza para cada fungicida. Los valores de
los parametros obtenidos para propiconazole muestran una gran
variabilidad representado en los rangos para ambos inteérvalos

de confianza.

El comportamiento de la poblacion de C. fijiensis, de

Guapiles, en funcidn del porcentaje de reduccion de la



i
i)

longitud de los tubos germinativeos de sus conidins ante las
distintas concentraciones de los fungicidas, se pusde
observar en la Figura 2.9. Alli se ve que la respuesta al
fungicida propiconazole no ez la mas tipica para un fungicida
por que a medida que aumenta la concentracicdn del fungicida
propiconazole, no disminuye de manera normal la longitud del
tube germinative de los conidios procedentes de cultivos

monosporico de la poblacidn de Gudpiles.

TAELA 2.7 Valores de la concentracicdn del fungicida (B), vy
del maximo porcentaje reduccion del tubo
germinative de conidios de . fijiensis (A): asi
como el intervalo inferior vy superior de cada
parametro de la poblacion de Guapiles.

Farametro propiconarole flusilazole
A 891,80 &7 .91
Inferior~ g I 61,17
Superiore PR, 08 74,64
E 0,0024 O,0173
Inferiore -0, 0111 Q,0117
Superior® 0, 1094 Q,0229

~Limites de confianza inf. y SUp. para A de cada fungicida en
porecentaje.

SLimites de confianza inf. y sup. para B de cada fungicida en
micras.
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Figura 2.3 Reduccidn de la longitud del tubo germinativo de
conidios de C. fijiensis usando varias
concentraciones de propiconazole vy flusilarzole en
la poblacidn procedente de Guapiles.
L.os conidios de €. fijiensis de la poblacion de La Lola
solo fueron sometidos a un fungicida, Fropiconazole. Estos

conidios fueron incubados por 54 horas por 1o gque las

longitudes de sus tubos germinativos son bastante largas.

En la Tabla 2.8, se presenta 2! valor de la longitud v
el porcentaje de reduccidén de los tubos germinativos de los
conidios de C. fijiensis de la poblacién de La Lola gue fue
sometida al fungicida propiconazeole, durante 54 horas. Estos
datos indican el répido crecimiento de los tubos germinativos
de los conidios vy de las hifas del hongo, lo cual
dificultaria las mediciones i tuviesen que realirarse

después de 48 a 94 horas.



TARLA 2.8 Longitud y porcentaje de reduccion de los tubos
germinativos de conidios de Cercospora fijienpsis
sometidas a propiconazole, a las 54 horas.

Concentraciones Longid tud Reduccidn
(ppm) (miciras) {%)
0,00 527.8 0
0,005 466, O 11,71
0,01 47 .4 S4.11
0,08 1Z5,.5 74,32
Q10 101,1 BO,83

2.2.3~ Comportamiento de 1la longitud de los tubos
germinativos de las ascosporas de la poblacisn de Guapiles en

funcidén de la fecha de descarga.

La Tabla 2.9, contiene los valores de la longitud del
tubc germinativo de los testigos para las ascoppras de M.
fijiensis de la poblacidn de Guapiles. Estas ascosporas
corresponden a un mismo lugar y fecha de muestreo, lo uanicao

que varia es la fecha de descarga de las ABCOSDOrAas .

TARLA 2.9 Longitud del tubo germinativo de ascosporas de
Mycosphaerella fijiensis de testigos de Guapiles,
para cada fecha de descarga.

Fecha de Longitud
descarga (micrag)
2I/2/89 187,0
2&/2/89 FoL0
28/2/89 164,35
2/5/89 120,0
S/E/B89 82,0
G4/E/B9 6& .10
&L/E/89 168,22
8/:5/89 119,95

11/7/89 177,8
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La Figura 2.6, corresponde a la graficacidn de los datos
de la Tabla 2.9, donde se observa la gran variabilidad de 1a
longitud del tubo germinativo de las aAsCcosporas de M.
fijiensis procedentes de uwna misma muestra vy de wun mismo
lugar (Buapiles), en las cuales solo varia la fecha de
descarga. En esta grafica la fecha cero corresponde al dia
2R/2/89.
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Figura 2.6 Longitud del tubo germinativo de ascosporas de M.
fijiensis, de descargas realizadas en varias fechas,
procedentes de la misma muestra tomada en Guépiles.



2.6~ Discusion

Establecimiento de linea base de sensibilidad en
Mycosphaerella fijiensis a los fungicidas, propiconazole v

flusilazole usando la funcion de saturacion.

Es importante sefalar que el método utilizado para
analizar los datos de este ensayo no es la que comunmente se
emplea. Se trata de uwna metodologia diferente a la

tradicional que utiliza gerneralmente el amalisis de probitos.

El uwuso del andlisis de probitos es 1o mas adecuado
cuando se trata con pardmetros cualitativos, pero en el caso
de este ensayo el parametro gque se evalud fue la longitud de
los tubos germinativos a las distintas concentraciones de los
fungicidas, es wun pardmetro cuantitativo y tampoco tiene
distribucidn normal. En vista del ¢ual no se deberia
utilizar el andlisis de prébitos y tratar con otros modelos
matematicos que expliguen y/o simulen mejor la respuesta del
patdgeno a los fungicidas ISE como lo sugiere la INIEAP
(1982) .

La reaccion gue causa los fungicidas ISE en las
ascosporas y conidios, de M, fijiensis, se manifiesta en una
funcion de saturacion a concentraciones del fungicida
relativamente bajas por 1o que 21 uso de ura ecuacion gue
simule esa situacidn es lo mas deseable para analizar los

datos obtenidos en este ensavyo.

El usar la ecuacion de saturacién para analizar los
datos de esta clase de ensayo con fungicidas I1SE tiene la
ventaja de que suministra dos datos dtiles: i) el valor de la
maxima reduccidn de los tubos germinativos de las EPOVras,
bajo las concentraciones utilizadas de los fungicidas y ii)
la CEwso para la maxima reduccidn obtenida con el fungicida.
Ademas como explica el comportamiento del patégeno ante los

fungicidas, se pueden analizar los valores de reduccidn del



tubo germinativo con concentraciones altos del fungicida.,
cosa que no pueden hacer otras ecuaciones utilizadas para

analizar estos datos (Romero vy Marin 1989).

De los dos pardmetros que se derivan de la ecuacion de
saturacion es mas conveniente utilizar el pardmetro "A" por
su mencr variabilidad: el pardmetro "BY es dependiente de “A"
y si se aplican sobre poblacines que presentan  tubos
germinativos relativamente largos como lo fueron para la
poblacion de La Lola se obtendran valores de “"A" altos y por
consiguiente valore de "E" también altos lo cual podria hacer
pensar con base en el valor de ese parametro que la poblacidn
tiene algun nivel de resistencia comparada a una poblacidn
que presenta tubos germinativos de =131 ASCOSPOras

relativamente corto como en el caso de Buapiles.

El uso de ascosporas de M. fijiensis para determinar una
linea base de sensibilidad en este hongo a fungicidas ISE
continda siendo la mejor opcidn por cuanto es més rapida. mas
facil vy se presta para +trabajar con grandes lotes de
muestras, esto Ultimo permite detectar con mayor probabilidad
cambios en los niveles de sensibilidad de las poblaciones del

hongo.

En cambio el usp de conidios de Cercospora fijiensis a
pesar de que se suponia que sus respusstas serian  mAas
homogeéneas, presentan niveles de variabilidad similares a las
ascosparas en  las respuestas a los  fungicidas, bajo  las

condiciones de este ensavyo.

Los niveles de reduccidn de los tubos germinativos de
las ascosporas de M. fijiensis, de la poblacidn de Buapiles,
ante los fungicidas propiconazole Y flusilazole, no
evidencian mayor diferencia por lo que se puede asumir que
ambos fungicidas presentan una efectividad similar. Aungue
la CEse de ambos difieren, en vista de que no hay un traslape

verdadero entre los rangos determinados para cada une, el



maximo porcentaje de reduccidn logrado en los tubos
germinativos no difieren uno de otro, ya gue hay un traslape
entre el rango de sus valores. l.a  reduccidn promedia
obtenida por Molina y Salas (198%9) sobre varias poblacione de
M. fijiensis, en una Tinca de Honduras., con propiconazole son
relativamente menores que para los obtenidos para los de
Guapiles, a pesar gque la longitud media del tubo germinativo
de las ascosporas de Honduras egran mavores;  adngque s
interesante observar gque el valor del pardmetro "B" de ambas
poblaciones eran similares, el valor del pardmetro "A" gs

mayor para la poblacidn de Gudpiles (Apéndice ZA).

El maximo porcentaje de reduccicon obtenido sobre las
ascosporas de M., fijiensis, de La Lola, sobre los diferentes
hospederos (banano y platano) se logréo con &1 fungicida
flusilazole aungue esta no es una diferencia evidente., en
cambio las CEse obtenidas por propiconazole es marcadamente
inferior que la del fungicida flusilazole, esto es en parte
daebido a que gl fungicida propiconazole tuvo un efecto
relativamente menor en cuanto a porcentaje de reduccidn de la
longitud del tubo germinativo de las ascosporas, gue el
fungicida flusilarcle y por consiguiente un valor de "a/2"

Mmenor .

El maximo porcentaje de reduccién obtenido de entre las
localidades es la gue corresponde a la poblaciédn de L.a Lola.
Esto es debido a que la longitud del tubo germinativo de la
poblacion de La Lola era mayor que la de BGudpiles y por el
tipo de efecto gue tiene las concentraciones superiores del
fungicida sobre la 1longitud del tubo germinativo de las
ascosporas, entonces las muestras con  tubos germinativos
relativamente largos para sus testigos tendran también los

mayores porcentaje de reduccidn.



2.7 Conclusiones

Los resultados obtenidos de este ensayo conducen a las

siguientes conclusiones:

i1- El método de deteccidn de resistencia en M. fijiensis a
los fungicidas ISE (propiconazole y flusilarole) gue utilira
conidios del hongo bajo las condiciones de este ensayo no es
mas efectivo gue la que hace uso de sus ascosporas.

Z2- El modelo matematico que se utilizd para establecer 1a
linea base de sensibilidad en las distintas poblaciones de M.
fijiensis a los fungicidas propiconazole v flusilazole indica
que el maximo porcentaje de reduccidn (A) es o1 pardmetro mas
indicado por su poca variacidn.

=~ No se pudo detectar diferencia entre las poblaciones del
hongo sometidas al fungicida propiconazole con  base an
ninguno de los dos parametros del mpdelo matematico
utilizado, en cambio con el fungicida flusilazole se pudo
detectar diferencia entre las poblaciones de Guapiles y La
Lola, con base en el pardametro “B" siendo mayor para la
poblacidn de La Lola situacion que es ldgico si se considera
que las ascospotras de La Lola presentaban tubos germinativos
mas largo, por ende wun valor de "A/2" mayor que los de la
poblacidn de Guapiles,

4- Existe una gran variabilidad en la longitud de los tubos
germinativos de las ascosporas, =n las poblaciones de M.

fijiensis estudiadas.
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2.8~ Recomendaciones

A la luz de los resultados obtenidos en este ensayo se

puede hacer las siguientes recomendsciones:

1~ Realizar estudios para identificar 1los factores que
influyen en la longditud del tubo germinative de las
ascosporas de M. fijiensis, porgque este es el parametro mas
importante que =se tiene, para el monitoreo de la resistencia
de este hongo a los fungicidas ISE.

2= 81 se llega a adoptar 1 modelo matemdtico gue se utilizd
agui, para =3 establecimiento de la linea base de
resistencia, entonces lo mas indicado serda uwutilizar el
parametro o, gue determina el maximo porcentaje de
reduccion del tubo germinativo de las ascosporas del hongo
por el fungicida.

- Establecer una sola forma de analizar los datos para la
deteccion de resistencia en M., fijiensis a los fungicidas
ISE, ya que en la actualidad se uwtilizan y recomiendan
varios.

4— No utilizar el clasico andlisis de préabitos para detectar
resistencia en M. fFijiensis a los fungicidas ISE, dado el

tipo de pardmetro que se mide.
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I~ Estudio del efecto de humedad, desecacidn, secuencia
de descarga, hospedero, localidad vy fungicida sobre ia
longitud del tubo germinativo de ascosporas de Mycaosphaerella

fijiensis
3.1~ RESUMEN

e estudid el efecto gue tienen: la humedad, desecacisén,
secuencia de descarga, hospedero, localidad y fungicida sobre
la longitud del tubo germinativo de las ascosporas  de
Mycosphaerella fijiensis. Fara esto se procedid a utilizar
dos condiciones de humedad (sin y con camara huameda potr 48
hr), tres secuencias de descarga (descarga cada 48 hr del
mismo material), dos localidades (con historial, Gudpiles, y
sin  historial, La Lola, del uso de fungicida) y cinco
concentraciones del fungicida propiconarzole (0 0,005 0,01

0,03 0,1 ppm).

e encontrd gue el uso de la cdamara humeda acelera la
madurez de las ascosporas e igualmente aumenta la longitud de

sus tubos germinativos.

Se observd que despugs de una descarga, se necesita 96
horas aprokimadamente para que las ascosporas jovenes maduren
cuando no se usa la camara humeda, pero cuando se usa
entonces este periodo disminuye. Tambien se pudo detectar
que las ascosporas jovenes son descargadas, pero poseen tubos

germinativos mds cortos.

El efecto de hospedero indicd gue las ascosporas de M.
fijiensis aisladas de banano generalmente presentaban tubos
germinativos mas largo. En cuanto a la localidad se encontro

ue las ascosporas procedente de  suestras  de SuApiles
presentaban tubos germinativos mas cortos que los procedentes
de La Lolaj; igualmente se pudo observar que las ABCOSPOras
procedente de Guapiles se recuperaban mAs lentamente de la

secuencia de descarga que los de La Lola.



No se pudo observar un efecto diferencial del fungicida
sobre la longitud del tubo germinativo de las azcoporas de
las distintas poblaciones de #. fijiensis estudiadas: aunaque
si se observd que el fungicida tiende a igualar las
longitudes del tubo germinative de las ascosporas a las
concentraciones superiores del fungicida (0,05 a 0,1 ppm)
independientemente de la longitud del tubo germinativo de los
testigos. Esto indica gue no hay diferencia sobre la
longitud del tubo germinativo de las ascosporas del hongo a
esas concentraciones del fungicida corroborando el efecto de

saturacion en la respuesta del hongo al fungicida.



3.2 Introduccion

En vista de que el metodo gque wutiliza conidios
(Capitulo 2} para la deteccidon de resistencia en C. fijiensis
hacia los fungicidas IBE no arroja mejores resultados que las
obtenidas con el método recomendade por La FRAC (1988), se
hace necesario el estudio de algunos factores que  puedan
estar involucrados en los resultados con el método de

ascosporas de M., fijiensis.

Este metodo es mas sencille que la propuesta  con
conidios de . fijiensis por lo que seria mas indicado

mejorario que el gue utiliza econidios.

En  funcion de esto el presente ensayo tiene por
objetivos:
i~ determinar como afecta la humedad, la madurez de las
ascosporas de M. fijiensis y por consiguiente en sus descarga
y respuesta al fungicida propicona:zole.
Z- estudiar el efecto de las secuencias de descarga de
ascoporas, en relacidén a la respuesta de estas ascosporas al
fungicida.
S— determinar si existe diferencia entre la poblacién del
patdgeno sobre diferentes hospederos al igual gue si existe
una diferencia detectable entre poblaciones del patdgeno de
diferentes localidades.

Esta informacidn puede arrojar alguna luz sobre el
porque de la variabilidad en las respuestas gue se obtienen

con el metodo, entre y dentro de poblaciones del patdgeno.
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33~ Revision de literatura

S.3.1- Efecto de la humedad sobre la descarga de

ascosporas de Mycosphaerella fijiensis

81 se desea obtener hojas de banano o platano con
peritecios, de Myvcasphagrella rilensis, que contengan
ascoszporas es necesario realizar el muestreo despuéds de dos o
tres dias sin lluvia, porque la lluvia promueve la descarga
de las ascosporas (SIGATOKA NEGRA..., 1982).

La descarga de las ascosporas, de Mycosphaerella
musicela, de muestras almacenadas en condiciones de 100% de
humedad relativa es mayor gque para muestras sometidas a
condiciones de humedad mas bajias. Aungue para mantener la
viabilidad de las muestras por mayor tiempo es mejor
someterlas a baja humedad relativa., ya que bajo condiciones
de 100% de humedad relativa la descarga de ascosporas es

espontanea lueqo de cinco dias (Stover 1971).

Thompson (1%41) encontrd gue la descarga de M. musiva
se realizaba luego de uwuna lluvia lo suficientemente intensa

como para humedecer la hoja con los peritecios del hongo.

Fara algunas especies de Mycosphaerella se precisa de
una humedad relativa mayor que el 0% para la descarga de sus
ascosporas (Fark y Keane 1982); al igual que para Venturia
inaequalis (Gilpatrick gt al. 1972).

3.3.2~ Descarga de ascosporas en funcieon de la

maduracidn de los peritecios y ascosporas

La maduracion de ascosporas inmaduras dentro de los
peritecios de M. fijiensis se obtiene luego de 48 horas
sometidas a camara humeda (SIGATOEA NEGRA.... 1982).

Solo cuando estdn maduras los peritecios es oue se

produce la descarga. Fero la maduracidn de las ascosporas no



es unifarme dentro del peritecio, por lo que se preciss de un
pericdo de descanso luego de una descarga, para el resto de
ascosporas inmaduras en V. inaequalis (Hirst Yy Stedman 12462).
S5@ encontrd gue una segunda descarga de Venturia inaequalis,
en muchas ocasiones producia una mayor cantidad de ascosporas
{(Gilpatrick gt al. 1972}.

Otra investigacidn, pero con conidios de FPhvillosticta
solitaria demostrd que existe wuna correlacion positiva entre
la longitud del tubo germimativo y la maduracién de las
BEPOIras. También se encontrd una correlacidn positiva entre
la longitud del tubo germinativo vy el porcentaijie de
germinacidén (Burget 1924).
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3.4~ Materiales y Metodos
Je4.1- Muestras de platano y banano de La lLola

Se procedid a tomar muestras, de hojas, de pldtano v
banano de La Lola. De estas muestras se tomaron secciones
ton abundante peritecios de cada hospedere, con la ayuda de

un sacabado de 12 mm de didmetro.

Fosteriormente, las secciones se conservaron en dos
condiciones: en desecador y en platos Fetri, bajo condiciones
tde laboratorio, por una semana. Luego, una parte de las
secciones que estaban en el desecadar y otra parte de las que
estaban a condiciones de laboratorioc fueron colocadas en
camara huimeda, por 48 horas: la otra parte fue sometida a
descarga luego de humedecerlas, con agua destilada par 10
minutos, sobre agar-agua (2%) con fungicida a diferentes

concentraciones.

Fara hacer las pruebas de descarga el material
(hospedero y tipo de desecado) fue engrapado sobre un trozo
de papel Rond, de 14 cm % 11 cm de superficie, para realizar
la descarga durante 1,5 horas, como lo recomienda la FRAC
{FRAC 1988).

Con las secciones sometidas a los cuatro tratamientos
se realizaron tres descargas, secuenciadas, utilizando el
mismo material (previamente descargado), espaciado cada 48

Horas.

Se evaluaron los efectos de: la secuencia de descarga
(O, 48 y 96 horas); la humedad (sin y con camara hdmeda), del
hospedero (pldtano y banano), del tipo de desecacion {platos
Faetri en condicicones de laboratorio vy en desecador) y de las
concentraciones del fungicida (0, 005 0,01, 0,05 y 0,10

ppm) .



&7

Las pruebas se evaluaron en un disefio completamente al
azar en un arreglo factorial IxEZx2xEx5 que representa: las
tres secuencias de descarga, las dos condiciones de humedad,
los dos bhospederos, las dos formas de desecado, y las cinco
concentraciones del fungicida, sobre dos réplicas {cada

réplica consta de 20 mediciones).

Se avaluaron los efectos principales ¥ las
interacciones de primer y segundo orden. Las separaciones de
medias fueron realizadas utilizando la opecion LSMEAN/FDIFF de
8A8 (SAS 1987).

3.4.2.~ Muestras de banano de Guapiles y La Lola

Fara este ensayo, se utilizd la misma metodologia
explicada anteriormente. Se usaron muastras de dos

localidades: Gudpiles vy La Lola.
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3.9 Resultados

3.d.1~ Para el analisis de los testigos.

Los resultados gue se presentan, estédn en funcidn del
tubo germinativo de las ascosporas de M. Fijiensis, con base

en todos los factores estudiados, edcepto el fungicida.

En la Tabla 2.1 se presenta la interaccion de la
secuencia de descarga de ascosporas y la  especie del
hospedero del que se tomd la muestra (pldtanoc y banano),
sobre la longitud del tubo germinativo de las ascosporas de
M. fijiensiz de lLa Lola, sometidas a dos condiciones de
humedad (sin vy con camara huimedal. Estos valores de la
longitud del tubo germinativeo de las ascosporas evidencian el
afecto de la camara himeda en la recuperacidn o maduracion de
los peritecios vy gque este efecto o5 similar para las
poblaciones del patdgeno de bamnano y platano. En ausencia de
la camara hGmeda la recuperacion y/o maduracien de los

peritecios se reduce.

l.as Figuras J.1 vy 3.2, muestran el comportamiento de
ascosporas de M. filjiensis obtenidas de hojas de platanc vy
banano en funcidn de la secuencia de descarga. sin y con el

uso de la camara himeda, respectivamente.
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Tabla 3.1 Efecto de la secuencia de descarga y del hospedero
sobre la longitud del tubo germinativo de ABCOSPOras

de M. fijiensis bajo dos condiciones de humedad.
Secuencia de descarga Longitudt
{cada 48 hr) Hospedero (micras)

i= platano 215,65 de
ik platano 222,24 d
1= banane 225,12 d
iw banano 228,78 d
2 platano 152,80 g
2 platanao 195,28 efg
= banano 147,89 g
el banano 217 .44 de
- platano 172,85 fg
I platano 272,98 ¢©
Ze- banano 182,43 fg
ae banano 297,17 «©

= 5in camara humeda
® Con camatra humeda
* Medias con igual letras no difieren al 5% segun /FDIFF.

{DRETUD DEL TUBD CERMMATIND (mimq)
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Fig .2 Efecto de la secuencia de descarga vy hospedero sobre
la longitud del tubo germinativo de ascosporas de M.
fijiensis con el usc de camara hlimeda.

El resultado para la interacciédn de la secuencia de
descarga de ascosporas vy la localidad de procedencia
(Buapiles y La Lola), sobre la longitud del tubo germinativo
de las ascosporas de M. fijiensis obtenidas de banano, se
presenta 2n la Tabla 3.2. Nusvamente se evidencia el efecto
del uso de la camara humeda sobre la recuperacitn vy/o
maduracion de los peritecios del hongo, pero esta vez, woste
procesc es mas largo (cuatro dias); en cambio sin utilizar la
camara humeda no se recuperan los peritecios a través de las

sucesivas descargas para ambas localidades.
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Tabla 2.2 Efecto de secuencia de descarga y la procedencia
en la longitud del tubo germinativo de ABRLOSPOras
de M. rfijiensis bajo dos condiciones de humedad.

Secuencia de descarga Longitud*

{cada 48 hr) Frocedencia {(micras)
= Guapiles 226,61 de
i= Suapiles 2EA,LZ d
1= La Lola 278,69 ¢
je L.a Lola 24,84 d
2 Budapiles 124,22 fg
2= Buapiles 151,92 fg
2= tLa Lola 160,37 fg
Ze La Lola 162,91 f
e Guapiles 120,62 g
b Guapiles 197,32 e
e La lola 129.12 fg
ae La Lola 244 .46 cd

= Sin camara himeda
= Con camara himeda
* Media con igual letra npo difieren al 54 segun /FDIFF

Las Figuwras 3.3 y 3.4, muestran el comportamiento de
las ascosporas de M. fijiensis procedentes de mnuestras
obtenidas en Buapiles y La Lola de banano en funcion de la
secuancia de descarga, sin y con el uso de la camara humeda,

respectivamente.
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En la Tabla I.% se presenta el resultado del efecto de
la secuencia de descarga y especie de hospedere (platano y
banano) sobre la longitud del +tubo germinativo de las
ascosporas de M., fijiensis de La Lola. Del examen de estos
datos se observa que no existe mayeor diferencia entre las
poblaciones del patdgeno de platano vy banano, pero si eg
evidente que en ambas poblaciones hay cierto agotamiento de
los peritecios luego de una descarga, asi como también el
hecho de gue hay una recuperacidn de estos peritecios luego
de cuatro dias, independientemente del hospedero del gue se
toma el patdgeno. Tambieén, se nota que el tubo germinativo
de las ascosporas tomadas de banano es numéricamente mayor en

todos los casos, que los provenientes de platano.

La Figura F.59, es una gra&fica de los datos de la Tabla

v

J.3 demostrando de manera mas evidente la similitud en la
respuesta de ambas poblaciones del patégeno, en las distintas
secuencias de descarga. Al igual que la mayor longitud de

los tubos germinativos obtenidas de banano.

Tabla .32 Efecto de la secuencia de descarga y del hospedero
sobre la longitud del tubo germinativo de
ascosporas de Mvcosphaerella fijiensis,

Secuencia de Longitud2

descarga Hospedero {micras)
1 platano 217,94 b
i banano 226,73 ab
2 platanc 172,87 ¢
2 banano 18266 ¢
= platano 222,91 ab
= bananao 229.81 a

* Medias con igual letra no difieren al 5% segun /FDIFF
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Fig 2.0 Efecto de la secuencia de descarga y hospedero sobre

la longitud del tubo germinativo de ascosporas de M.
fijiensis.

La Tabla ZF.4, auestra el resultado de la interaccion
secuencia de descarga y localidad de procedencia (Buapiles Y
La Lola}), sobre la longitud del tubo germinativo de las
ascosporas de M., ¥Fijiensis de banano. Estos datos no indican
una recuperacion marcada, de las ascosporas del hongo, adn

despues de cuatro dias.

La Figura 3.6, e3 una grafica de los datos de la Tabla
S.4, en donde se nota que luego de cuatro dias hay cierta
recuperacién, aungue esta no es muy apreciable. S8inembargo,

la poblacidn de La Lola se recupera mas rapido.



Tabla 2.4 Efecto de 1la secuencia de
procedencia sobre la longitud del tubo germinativo

de ascosporas de M. Fijienpsis.

descarga vy de

la

Secusncia de Longituds
descarga Frocedencia {micras)

1 Guapiles 221,12 b

1 La Lola 261,26 a

2 Gudpiles 183,12 d

2 La Lola 161,64 d

5 Guapiles 141,57 d

= La Lola 186.82 ¢

* Medias con igual letra no difieren al 5% segun /FDIFF
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En la Tabla Z.8 se presenta el resultado de 1a
interaccion bhumedad (con y sin cdmara hidmeda) y especie de
hospedero (platano vy banano), del gue se obtuvo la poblacidn
de M. rijiensis, de La Lola, sobre la longitud de sus tubos
germinativos. En estos datos se observa el gran efecto del
uso de la camara humeda sobre ambas poblaciones. Asi como la
mayor longitud del twubo germinativo de lasg ascosporas M.

fijiensis tomadas de banano, utilizando la cdmara humeda.

l.a Figura 2.7, es una grdafica de los datos de la Tabla
.89, en la cual se observa que el uso de la camara hameda
aumenta la longitud del tubo germinativo de las ascosporas de
M. fijiensis, independientemente del hospedero, sinembargo,
muestras procedentes de banano presentan una mayor respuesta

que los de platano.

Tabla 3.5 Efecto de la humedad y del hospedero en la
longitud del tubo germinative de ascosporas de
M. fijiensis.

Longitud+
Humedad Hospedero {micras)
Sin camara humeda platano 179,66 c
Sin cdmara hdameda hanano 185,15 c
Con camara humeda platano 229,49 b
Con camara hlimeda banano 247,66 a

* Medias con igual letra no difieren al 5% segun /FDIFF
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Fig.X.7 Efecto de la humedad y del hospedero en la longitud
del tubo germinativo de ascosporas de M. fijiensis.

La Tabla 3.4, presenta los valores del resultado de las
interacciones humedad (con y sin céamara humeda) y localidad
de procedencia (Budpiles y La lLola), sobre 1la longitud del
tubo germinativo de ascosporas de M. fijiensis en banano, .
Esta respuesta es similar que la presentada en la Tabla I.95,.
Tambien es evidente la mayor longitud del tubo germinativo de
las ascosporas de M. fijiensis provenientes de muestras de La

Lola en ambas condiciones de humedad.

La Figura Z.8, es la grafica de los datos de la Tabla
2.6, mostrando la marcada similitud en las respuestas de
ambas poblaciones al wso © no de la cémara hdameda, es
interesante observar que la recta de ambas poblaciones del
patogeno presentan pendientes muy similares, evidenciando que
no existe interaccidn entre los factores humedad y localidad

de procedencia come lo indica el apéndice =.2.



Tabla 7.6 Efecto de la humedad vy de la precedencia, en la
longitud del tubo germinativo de ascosporas de
M. fijiensis.

Longituds

Humedad Frocedencia {micras)
Ein camara humeda Guapiles 168,835
Sin camara humeda La Lola 189,29 b
Con camara humeda Guapiles 198,02 b
Con camara hdmeda LLa Lola 217.14 a

1 Medias con igual letra no difieren al 5% segun /FDIFF
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Fig 2.8 Efecto de la humedad y de la localidad en la

longitud del tubo germinativo de ascosporas de M.
fijiensis.



En la Tabla 3.7 se

interacciones secuencia de descarga vy

camara hlumeda) sobre la

ascosporas de M. fijiensis,

presenta

longitud del

79

el resul tado de las

humedad (con v sin

tubo germinativo de las

de muestras provenientes de La

l.ola. Aqui se ve gque el uso de la camara humeda promueve la

maduracion de las ascosporas del hongo.

Tabla Z.7 Efecto de la secuencia de descarga v de la humedad
en la longitud del tubo germinativo de ascosporas
de Myvcosphaerella fijiensis de La Lola.

Secuencia de Longitud?*

de descarga Humedad (micras)
1 sin cdmara huameda 219,38 bc
1 con camara humeda 225,31 b
2 sin camara himeda 150,19 C
2 con camara huameda 208.34 ¢
A sin camara hameda 177,65 ¢
3 con camara hlmeda 280,07 a

* Medias con igual letra no difieren al 5% segdn /FDIFF

La figura 3.9, s una grafica de los datos de la Tabla

.7, e&n donde se demusstra

la gran

recuperacidon de los

peritecios del hongo cuando se usa la camara himeda.
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Fig 2.9 Efecto de la secuencia de descarga y de la humedad
en la longitud del tubo germinativo de ascosporas de
Mvcosphaerella fijiensis procedentes de La Lola.

La Tabla Z.8, presenta el resultado de las
interacciones sacuencia de descarga Y localidad de
procedencia (Budpiles y La Lola), sobre la longitud de tubo
germinativo de las ascosporas de M. fijiensis en banano.
Segun los datos de esta tabla se observa que las ascosporas
provenientes de las muestras gque no fueron sometidas al uso
de la camara himeda no se recuperan, contrariamente a 1lo que
sucede con los peritecios gque fueron sometidas al uso de
camara huameday esta es una respuesta similar a la se
observada en los datos de la Tabla Z.7.

La figura Z.10, es una grafica de los datos de la Tabla
3.8, en donde resalta el comportamiento de ambas poblaciones
del hongo en general bajo las distintas secuencias de

descarga vy condiciones de humedad involucrados.
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Tabla 2.8 Efecto de la secuencia de descarga y de la humedad
en la longitud de tubo germinativo de ASCOSporas
de Mycosphagrellas rFijiensis de Gudpiles v La Lola.

Secusncia de l.ongitud*

de descarga Humedad (micras)
i sin camara humeda 252:68 a
1 con camara humeda 239.74 hc
2 sin camara hdmeda 157,24 d
2 con camara hldmeda 157,42 d
= sin camara hidmeda 127,57 e
= con camara humeda 221,09 ¢

* Medias con igual letra no difieren al 5% segun /FDIFF
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Fig Z2.10 Efecto de la secuencia de descarga y de la humedad
en la longitud del tubo germinativo de ascosporas
de M. rijiensis provenientes de Guédpiles y La Lola.



3.5.2- De las pruebas que incluyen el efecto del

fungicida.

En las Tablas 7.2 a Z.1é6 se presentan los resultados en
funcion de la longitud del tubo germinativo de las ASCOSPOras
de M, 7ijiensis. En las iguras .11 a Z.20 ze presentan los
mismos datos pero en términos de porcentaje de reduccitdn del
tubo germinativeo de las ascosporas M. Ffijiemsis bajo las

distintas concentraciones del fungicida.

El resultado del efecto de las interacciones secuencia
de descarga., humedad (zin Y cen camara hémeda) Y
concentracion del fungicida ISE (propiconazole) szobre l=s
longitud del tubo germinativo de las ascosporas de M.
fijiensis obtenidos en las localidades de Budpiles vy La Lola
sobre banano, se presenta &n la Tabla 3.9. Se observa que a
las concentraciones superiores del fungicida, la longitud del
tubo germinativo de las AasCOsporas SO0 similares,
independientemente de la secuencia de descarga vy las

condiciones de humedad a la gue fueron sometidas.

Las Figuras 3.11 y 3.12 corresponden a las graficas de
los datos de la Tabla 2.9, para las condiciones de humedad,
sin y con cdmara humeda, respectivamente, pero en términos de
porcentaje de reduccién de la longitud del tubo germinativo
de las ascosporas de M. fijiensis. En estas gréficas se
observa que el maximo porcentaje de reduccion en aguellos
tratamientos gue presentan tubos germinativos cortos sus
testigos, es inferior gue para aguellos tratamientos en que

el tubo germinative de sus testigos es largo.



Tabla Z.9 Efecto de las secuencia de descarga, humedad Y

concentracion

de propiconazole sobre la longitud

(micras) del tubo germinativo de ascosporas de
Mycasphaerglla rijiensis de Guapiles y L.a Lola.

Concentracidn (ppm)

Secuencia Q3,0 0,005 O,01 0,08 O,10
1= 282,65 a 121,74 d 21,84 ef 39,41 g 26,91 g
1= 239,74 ab 134,04 d Z.783 f 41,76 g 41,97 g
2 187,34 ¢ 120,03 d F0,77 ef 40,73 g 20,23 g
2t 157.4%2 ¢ 22,02 d L4 ef 27,27 g 8,40 g
e 127,37 d 9,52 e 76,25 f 32,02 g 24,20 g
3w 221,09 b 194,03 ¢ PL,F6 e 42,89 g 41,16 g

= 5in camara hlmeda
& Con camara humeda
* Medias con igual letra no difieren al 5% segun /FDIFF
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Fig 2.11 Efecto de la secuencia de descarga, humedad v
concentracion de propiconazole sobre la reduccidn de
la longitud del tubo germinativo de ascosporas de /.

rijiensis,

sin 2l uso de de camara hameda.
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Fig 2.12 Efecto de la secuencia de descarga., humedad y
concentracion de propiconazole sobre la reduccidn de
la longitud del tubo germinativo de ascosporas de M.
fifiensis, con el uso de de camara hdameda.

En la Tabla 3.10 se presenta el resultado de las
interacciones secuencia de descarga, humedad {sin y con
camara humdeda) concentracidn de propiconazole, sobre 1la
longitud del tubo germinative de las ascosporas de M.
fijlensis, obtenidas de La Lola en banano vy platano.
Nuevamente se observa la similitud en la longitud de los
tubos germinativos de las ASCOSPOras sometidas a s

concentraciones superiores del fungicida.

Las Figuras .13 y Z.14, corresponden a las graficas de
los datos de la Tabla Z.10, para las condiciones de humedad,
sin y con camara humeda respectivamente, pero en términos de
porcentaje de reduccidn del tubo germinative de las

ascosporas de M. fijiensis, de La Lola (en platano y banano).



Tabla Z.10 Efecto de 1la
concentracion de propiconazole en
(micras) del tubo germinativos de

M. Tijiensis de l.a Lola.

secuencia de descarga. humedad v

la longitud
ascoasporas de

Concentracion (ppm)

Secuencia 0,0 0,008 Q.01 0,05 O,10
1= 219,38 b 133,57 ef 113,28 i 91,10 ikl 38,40 1m
1¥ 2230,%F1 b 179,923 d 127.36 gh 47,40 jklm 47,93 jkl
2= 150,19 ef 106,32 i 946,81 ik 37,42 1m 29,47 m
2 205,64 ¢ 141,48 fg 104,38 i 44,52 klm 47,2% jklm
Rie 177,69 d 154,99 ef 116,62 hi 49,34 jkl 40,63 1m
v 283,07 a 215,57 bo 16“.aL e 09,89 j 36,30 jk

M

v
1

% DE REDUCDICN

a

Sin camara hdmeda
Con camara humeda
Medias con igual letra no difieren al 5%

segun /FDIFF

SECUENCIA 1

0.04

0.06

0.02
CONCENTRACION OF FﬁUPICCX\LAZGLE
4+  SECUENCIA 2

Fig 3.13 Efecto de la secuencia de descarga,
concentracion de propiconazole sobre la reduccion de
la longitud del tubo germninative de ascosporas de

M. fijiensis,

0.68 a1

< SECUENCIA 3
humedad vy

sin el uso de la camara humeda.
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Fig 3.14 Efecto de la secuesncia de descarga, humedad vy
concentracion de propiconazole sobre la reduccidn de
1a longitud del tubo germninativo de ascosporas de
M. fijiensis, con el uso de la camara hlmeda.

La Tabla .11 presenta los datops del resultado de las
interacciones secuencia de descarga y concentracion de
propiconazole sobre la longitud del tubo germinativo de las
ascosporas de M. fijiensis de las localidades de Buapiles vy
La Lola, en banano. Se observa gue a las corcentraciones
supe?imrag del fungicida son similares las longitudes de los
tubos germinativos de las ascosporas, independientemente de
la secuencia de descarga, asi como también, que no existe
mayor diferencia entre las dos ultimas concentraciones del

fungicida.

La Figura 3.15 es una grafica de los datos de la Tabla
Z.11 en forma de porcentaje de reduccidn del tubo germinativo
de ascosporas del hongo, de las localidades de Guapiles y La
Lela, bajo cinco concentraciones de propiconazole y a tres

secuencias de descargs.
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Tabla 3.11 Efecto de secuencia de descarga y concentracidn
de propiconazole, sobre la longitud (micras)
del tubo germinative de las ascosporas de M.
fijiensis de Buapiles vy La Lola.

Concentracion (ppm)

Secuencia 0,0 0,008 0,01 0,080 0,10
i 246,19 a 132,89 d 82,64 @ 4G,08 f 39.42 f
Z 197,38 ¢ 121,03 d PL.56 e FF,00 f 36,82 f

174,23 b 126,78 d 86,60 @ 37,45 f 37,68 f

* Medias con igual letra no difieren al 5% segun /FDIFF
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0 0.02 Y T po6 ' 0.08 ’ 0.1

CONCENTRACION DE PROPICONAZOLE
O SECUENCIA 1 3 SECUENCIA 2 o SECUENCIA 3

Fig 3.10 Efecto de la secuencia de descarga y concentracifn
de propiconazole sobre la reduccidn de la longitud

del tubo germninativo de ascosporas de M. fijiensis,
de Guapiles y La Lola.

l.Los valores del efecto de las interacciones secuencia de
descarga y concentracidn de propiconazole, scobre la lopngitud
del tubo germinativo de las ascosporas de M. fijiensis, en

platano y banano de la localidad de La Lola, se presentan en
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la Tabla Z.12. De nuevo se evidencia e=! hecho de gue no
@xiste mayor diferencia entre las dos ultimas concentraciones

del fungicida.

La Figura Z.16, corresponde a la grafica de los datos e
la Tabla Z.12. Fero en términes de porcentaje de reduccion
de los tubos germinativos de las ascosporas de P, fijiensis,
&n platano y banano de la localidad de La ilola, sometidas a
tres secuencias de descarga y cinco concentraciones del
fungicida propiconazole, demostrando que independientemente
de las secuencias de descarga, las dos dltimas
concentraciones del fungicida logran Lin porcentaje de

reduccion similar.

Tabla 3.12 Efecto de secuencia de descarga y concentracidn
de propiconazole, sobre la longitud {(micras) del
tubo germinative de ascosporas de M. fFijiensis
de La Lola.

Concentracidon {(ppm)

Secuencia Q.0 0,008 0,01 0,08 0,10
1 222,353 a 166,735 © 120,42 e 49,25 gh 4Z,16 h
2 177,77 b 123,90 e 80,59 f 40,97 h 28,35 h
= 231,36 & 1B5,28 b 139,92 d 54,47 g 48,47 g

1 Medias con igual letra no difieren al 5% seqgun /FPDIFF
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Fig 3.16 Efecto de la secuencia de descarga y concentracion
de propiconazole en la reducciédn de la longitud del
tubo germninativo de ascosporas de M. fijiensis, de

La Lola.
La Tabla 301, presenta el resul tado de las
interacciones humedad (sin Y con camara humeda) bd

concentracion (ppm) del fungicida propiconazole, sobre la
longitud del tubo germinativo de las ascosporas de M.
rfijiensis, de banano en las localidades de Guapiles v La
Lola. Nuevamente se observa que a las concentraciones
superiores del fungicida, hay similitud en la longitud de los
tubos germinativos, independientemente de las condicicnes de
humedad, también es evidente la similitud del efecto de las

dos daltimas concentraciones del fungicida.
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Tabla Z2.17 Efecto de la humedad y concentracion de propicona—
zole, sobre la longitud del tubo germinativo de
ascosporas de M. fijiensis, de Guédpiles y La Lola.

Concentracion {(ppm)

Humedad O, 0 0,000 0,01 0,00 0,10

Sim camara 179,12 b 117,10 d 86,18 e 37,38 f 35,45 f
Con camara 206,08 a 136,70 ¢ 87,55 e 40,64 f 40,50 f

* Medias con igual letra no difieren al 5% sequn /FPDIFF

La Figura 3.17, corresponde a 1la grafica de los datos
de la Tabla 3.13, en términos de porcentaje de reduccion del
tubo germinativo de las ascosporas de M, fijiensis, en banano
de las localidades de Gudpiles v La Lola sometidas a dos
condiciones de humedad Y cinco concentraciones de
propiconazole. De esta grafica se evidencia el hecho de que
para los tratamientos en gue los testigos presentan una mayor

longitud de sus tubos germinativos, corresponde un mayor
porcentaje de reduccion.

La Tabla .14, presenta el resultado de las
interacciones humedad {sin y con camara humeda) Y
concantraciones del fungicida propiconazole, sobre i1a

longitud del tubo germinativo de las ascosporas de M.
fijiensis, de La Lola. De los datos de esta Tabla se observa

que se plantea una situacidn semejante que la presentada en
los daftos de la Tabla Z.13.
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Fig 3.17 Efecto de la humedad y concentracién de propicona-
zole sobre la reduccion de la longitud del tube
germninativo de ascosporas de M. fijiensis, de
Guapiles v La Lola.
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Tabla 3.14 Efecto de la humedad y concentracidn de propico-
nazole, en la longitud del tube germinativo de las
ascosporas de Myvcosphaerella fijiensis de La Lola.

Concéntracidn (ppm)

Humedad Q,02 0,000 0,01 0,05 1,10

Sin camara 182,41 b 138,30 ¢ 95,57 d 45,95 & 26,17 f
Con céamara 238,38 a 178,92 b 131,72 C 90,50 e 50,49 e

* Medias con igual letra no difieren al 5% segan /PDIFF.

La Figura .18, corresponde a la grafica de los datos
de la Tabla 3.14, pero en términos de porcentaje de reduccion

del tubo germinativo de las ascosporas de M. fijiensis.
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Fig 5.18 Efecto de la humedad y concentracién de propico-
nazole sobre la reduccidn de la longitud del tubo

germninativo de ascosporas de M. fijiensis, de La
Lola.
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L.a Tabla 3.15, muestra el resultado de las
interacciones de hospedero (platano y banano) y concentracioén
del fungicida propiconazole, sobre la longitud del tubo
germinativo de las ascosporas de M. fijiensis de la localidad
de La Lola. Es interesante observar que no existe mayor
diferencia en la respuesta de ambas poblaciones del patdgeno
al fungicida independientemente de la longitud del tubo
germinativo de los testigos. También se mantiene el hecho de
que a concentraciones superiores del fungicida hay similitud
en la longitud de los tubos germinativos para ambas
poblaciones, asi como el hecho de la similitud en el efecto

de las dos dltimas concentraciones del fungicida.
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Tabla .10 Efecto del hospedero y concentracion de propicona—
zole sobre la longitud (micras) del tubo germina-—
tivo de ascosporas de M. fijiensis de La Lola,

Concentracion (ppm)}

Hospedero 0, 02 0, Q8 Q0,01 Q0,08 0,10

Flatano 204,58 b 159,57 ¢ 113,04 d 49,95 & 44,60 e
Eanana 2lé,41 a 187,72 € 114,25 d 46,50 e 42,06 e

* Medias con igual letra no difieren al 5% segun /FDIFF.

La Figura 32.19, corresponde a la grafica de los datos
de la Tabla 3.15, en términos de porcentaje de reduccion del
tubo germinativo de las ascosporas de M. fijiensis, de la
localidad de lLa tola. En esta grafica se evidencia con
claridad en hecho de que para testigos con mayor longitud de

tubo germinativo, se logra un mayor porcentaje de reduccion.
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- 19 Efecto del hospedero y concentracién de propicona-—
zole sobre la reduccidn de la longitud del tubo ger—
mininativo de ascosporas de M. fijiensis, de La
l.ola.

-
A
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La Tabla Z.16. presenta los valores del resultado de
las interacciones localidad de procedencia de las muestras
{Guapiles v La Lola) Y concentracidn del fungicida
propiconazole, sobre la longitud del tubo germinativo de las
ascosporas de M. fijiensis, tomados de banano. En la misma
s2 nota el efecto similar de las dos Gltimas concentraciones
sobre la longitud de los tubos germinativos, igualmente no
sefiala mayor diferencia entre la longitud de los tubos
germinativos entre las dos localidades excepto para los

testigos.

La Figura Z.20, es una grafica de los datos de la Tabla
SGuléy pero en términos de porcentaje de reduccidn del tubo

germinativo de las ascosporas para ambas lecalidades.

Tabla Z.16 Efecto de la procedencia y concentracion de propi-
conazole sobre la longitud (micras) del tubo ger-—
minativo de ascosporas de M. fijiensis de Guapi~
les v La Lola.

Concentracidn (ppm)

Localidad G,0r 0,005 0,01 0,058 0,10

Guapiles 181,96 b 126,46 ¢ 80,09 e 38,18 f 37,34 f
La tola 203,26 a 127,24 ¢ 93,35 d 39,88 f 38,87 f

* Medias con igual letra no difieren al 5% segun FDIFF.
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Fig Z.20 £fecto de la procedencia y concentracién de propico-
nazole sobre la reduccidn de la longitud del tubo
germninativo de ascosporas de M. fijiensis, de Gua-
piles v La Lola.



S.6— Discusion

Jebel~ Efecto de la secuencia de descarga sobre la
iongitud del tubo germinativo de ascosporas de Mycosphaerelia

fijiensis.

El efecto de la secuencia de descarga es altamente
significativa en el comportamiento del hongo, tanto para la
longitud de los tubos germinativeos de los testigos, como para
aguellas situaciones en la que se somete el hongo  al
fungicida. Con base en esto se infiere también gque la
maduracion de las ascosporas del hongo no es uniforme dentro
de sus peritecios tal como lo sefalan Hirst y Stedman (19632
patra Venturia inzegualis, igualmente el proceso de
recuperacion o maduraciodn de las ascosporas luego de uwna
primera descarga es de 9¢ horas aproximadamentes aunque seqgdn
SIGATORA NEGRA..., (1982) este periﬁda es de 4B a 72 horas.

Otra factor que se infiere del efecte de la fecha de
descarga (secuencialmente), es que al descargar ASCOSPOras
inmaduras estas tienen menor capacidad de germinacion vy
cuando germinan, sus tubos germinativeos no se desarrollan
gptimamente siendo més cortos tal como lo evidencis Burget
(1934). Este factor afectara la determinacién del porcentaie
de reduccidn del tubo germinacidn con respecto al testigo,
pargue llegaran mas pronto al punto de saturacion en relacion

a su respuesta al fungicida.

También, es necesario considerar si en las muestras gue
2@ toman, hay abundante peritecios recien descargados, como
lo que sucederia despugs de una lluvia, tal como es sedalado
por SIGATOEA NEGRA..., (19B2); porgue esto influiria al
momento de establecer algdn pardmetro de  monitoreo  de

resiestencia.
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F.b.2~ Efecto de la humedad

Este factor afecta significativamente la longitud del
tubo germinativo de lasz ascosporas de M. fijiensis, porgue
sin el uso de la cdmara humeda, los tubos germinativos son
mas cortos debido a que contribuye & propiciar las
condiciones para la maduracion de las ascosporas en forma mas
uniforme, también ocurre la recuperacicon de los peritecios
luego de una descarga de manera mas +apida, acortando el
periodo de recuperacion (menos de 96 horas), este rAango se
acerca mas a la citada por SIGATOKA NEGRA..., {(1982) tgue es
de 48 a 72 horas. También permite uma mayor seguridad de
descarga de ascosporas de las muestras facilitando el uso de
un menor pumero de repeticiones o secciones de tejido para
las pruebas, todo esto es coincidente com lo sefalade por
SIGATOKA NEGRA..., (1982).

2.6.3~ Efecto del Hospedero

Este factor no afectd marcadamente la longitud del tubo
germinativo de las ascosporas M. fijiensis, {(Apendice 1A v
ZA)y indicando que no existe una clara diferencia en las
poblaciones del patdgeno que se encuentran sobre banano Y
platano. Aunque es importante notar que los tubos
germinativos de las ascosporas provenientes, de muiestras, de
banano fueron siempre mAs largos que los obtenidos de
platano. Estos resultados contradicen los gue se obtuvieron
en el Capitulo 2 de esta Tesis, porgue alli la poblaciédn del
patogeno obtenido en platano de La Lola poseia tubos
germinativos mds larqgos, afirmando la gran variabilidad
dentro y entre poblaciones del hongo, como lo indica Molina Y
Salas (1989).

Fnt.4~ Efecto de Tipo de Desecado

Este factor tampoce afectd grandemente la longitud del

tubc germinativo de las ascosporas de M. fijiensis, so0lo
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cuando se analizo® los datos de los testigos procedentes de
las dos localidades (Apéndice 2A) tuvao un efecto
significativo sobre la longitud de los tubos germinativos de
estas poblaciones del patdgeno. AuNgue es  interesante
considerar. en términos generales, que el efecto de someter
las muestras en un desecador Por  una  semana  sea igual a
aguella gue se obtiene al coleocar las muestras en un plato

Fetri a condiciones de laboratorio.

Cabe también sefalar que aungue no hubo diferencia
significativa entre los niveles de este factor, para todos
los analisis efectuados; generalmente 1la longitud del tubo

germinativo era menor para agquellas muestras en el desecador.

Talvesz el efecto de desecacion no diferid
significativamente a los niveles estudiados, debido al tamafo
de las secciones de tejido (13 mm), que lo hacia muy propenso

a la desecacidn.
3.6.9- Efecto del Fungicida

Este factor afectd la longitud del tubo germinativo v
no se discute su efecto individual, dado los objetivos del
ensayo. Aunque cabe sefalar que su efecto sobre el patogeno,
independientemente de los otros factores involucrados, para
las dos dltimas concentraciones generalmente eran similares
evidenciando el efecto de saturacion emn 1la respuesta del
patogeno a concentraciones relativamente bajas de este
fungicida ISE, tal como se evidencio en el Capitulo 2 de esta
Tesis.

S.b.6— Efecto de la Lpcalidad

El factor localidad demuestra sar altamente
significativo para =1 comportamiento del patdgeno, seguan los
Apandices ZA v 4A. Sinembargo no se pudo diferenciar,
siempre, la poblacidn del patdgeno en ambas localidades en

todos los casos involucrados por las interacciones gque  se
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presentan con los otros factores. A pesar de eso el tubo
germinativo de la localidad de La Lola fue mas largoy tal
como se evidencid en el Capitulo 2 de esta Tesis, indicando
quizas, que en ausencia del fungicida prospara mejor la
poblacion de La Lola porque la mayor longitud del  tubo
germinativo estda dada en funcidn del testigo. Aungue si esto
Tuera totalmente cierto el efecto de las distintas
concentraciones del fungicida, excepto el testigo, sobre los
tubos germinativos de La Lola seria mayores que para los de
Buapiles. Tambien habria un mayor porcentaje de reduccidn en
la poblacidn de La Lola cosa gque no es muy evidente en

funcion de los resultados obtenidos.
J.b.7~ Efecto de las Interacciones

Se discutirdn dnicamente las interaccicones de primer vy
segundo orden, que fueron significativos (Apendice 1A, 28, 3A
v AR) .

S8 mostrd con base en los resultados de ambos ensayos
gque el efecto conjunto de secuencia de descarga v humedad
afectan significativamente la longitud del tubo germinativo.
Esto se evidencia por el hecho de que en ausencia de camara
humeda no existe mavor diferencia entre la segunda vy tercera
descarga, pero cuando se utilira, entonces la longitud del
tubo germinativo de la tercera descarga es incluso superior
al de la primera descarga, la unica excepcion fue para la
poblacion de Gudpiles, que a pesar de ser superior a la

segunda descarga, no lo fue para la primera.

Esta interaccidn, bBiologicamente, tiene sentido si
pensamos que la camara humeda propicia la recuperacion de los
paeritecios después de =1k primera descarga, comao lo
encontraron Gilpatrick et al. (1972) para Venturia
inaegualis. Incluso fomenta la maduracidn de las AsCOSPOras

jovenes, tal como es seRfalado por SIGATOKA NEGRA..., (1982).
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El efecto conjunto de secuencia de descarga y fungicida
afecta significativamente la longitud del +tubo germinativo
para ambos ensayos. La explicacion a esto se encuentra en el
heche de que para cada secuencia de descarga habrd unas
ABCOSPDOrAS con diferente grade de maduracion, esto lo
sefialan Hirst y Stedman (1962) para V. inaequalis, lo cual
directamente influye en la longitud de su tubo germinativo
como lo sefiala Burget (1934) para FPhvllosticta solitaria,
esto es mas que nada para los testigos, pero el efecto del
fungicida tiende a uniformar las longitudes de los tubos
germinativos en cada secuencia; esto se observd en los
resultados de este ensayo y en el resultado obtenido en el
Capitulo 2 de esta Tesis. Debido al tipo de respuesta, de

saturacion, que se tiene a este tipo de fungicida.

El efecto conjunto de humedad y fungicida es similar al
de secuencia de descarga y fungicida, va que en ausencia de
la camara himeda la madurez de las ASCOoSpOoras es menos
homogénea que al utilizarla lo cual se refleja en la longitud
de los tubos germinativos de las ASCOSPDOras. Los tubos
germinativos en ausencia de camara hdmeda son mas cortas por
consiguiente el maximo porcentaje de inhibicion llega mas

pronto o sea gue e menor.

£1 efecto conjunto dé“ los factores hospederos v
fungicida 8 significativo &n la longitud del tubo
germinativo de las ascosporas del hongo ya gue para una misma
concentracion del fungicida se obtienen tubos germinativos
del patogeno de platano, mds largas que los de banano a peasar
de gue para el testigo el tubo germinativo de las ABCOSpOras
obtenidos de banano son mas largas. Aungue en términos de
porcentaje de reduccidn no se observa ninguna interaccion

entre estos dos factores.

La udnica interaccion de tercer orden que resultd
significativo para la longitud del +tubo germinativo de las

ascosporas de M. fijiensis, en ambos ensayos (Apé@ndice IA vy
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4A) fue el efecto conjunto de secusncia de descarga, humedad
y fungicida.

Este resultado es muy importante desde un punto de
vista de aplicacidn practica, porgue  indica  con mayor
precision la mejor combinacién de estes factores para el

metodon a usarse.

El efecto individual del facter secuencia arrojia dos
secuencias de descalrga, importantes, de acuerdo a los dos
ensayos: primer y tercera secuencia de descarga. En funcidn
del tiempo seria mds adecuado utilizar la primera descarga en
el metodo.

El efecto individual del uso o no de la camara himeda a
todas luces indica que es mejor utilizarla, y que también
contribuye a disminuir =1 npumero de repeticiones  porgue
asegura la maduracidn y descarga de ASCOSPOras en un mayor
numero de peritecios, al igual que tiende a garantizar tubos
germinativos mas largos.

El efecto individual del fungicida indica que solao
existe cuatro concentraciones diferentes del fungicida por lo
gue el uso de una concentracion mayor que 0.083 no afecta
sensiblemente la longitud del tubo  germinative lo cual
sugiere el uso de concentracienes del fungicida entre O vy
0.03 ppm, coincidiendo con las recomendaciones dadas por
INIEBAF (198%9).



Fe7= Conclusiones

A partir del resultado de esta prueba se puede concluir

lo siguiente:

1~ El uso de la camara huameda promueve la maduracion de las
ascosporas de M. Fijiensis, asi como también tiende a que los

tubos germinativos de suUs ascHsporas sean mas largos.

-3

2- La longitud del tubo germinative de las ascosporas de M.
fijiensis, de la localidad de La Lola es mayor que los
procedentes de Guapiles, e incluso demuestran tener mayor
recuperacion después de la secuencia de descarga. Aungue 2n
términos del efecto del fungicida sobre la poblaciodn de ambas
localidades no se evidencid mayor diferencia entre ellas.

e

- La maduracion de las ascosporas de M. fijiensis, en
presencia de una camara humeda tiende a ser efectivo en

aproximadamente 96 horas.

4~ El efecto de las concentraciones, de propiconazole, entre
0,05 y 0,10 ppm sobre todas las poblaciones del patdgeno
estudiados no difiere, indicando gue a 0,05 ppm casi se logra
la maxima reduccidn del tubo germinativo de las aAsSCosporas de

las poblaciones de M. fijiensis.
3.8. Recomendaciones

Con base en los resultados obtenidos se puede hacer las

siguiente recomendaciones:

1- Toda vez gue se vaya a realizar trabajos de monitoreo de
resistencia en M. Fijiensis a los fungicidas ISE, se debe

utilizar la camara hidmeda como lo recomienda la FRAC.

bpn.]

2= En caso de gue llueva, tratar de tomar las muestras al
menos dos o tres dias despuéds, para darle tiempo a que las
ascosporas maduren, como 1o recomienda SIGATOKA NEGRA....
(1982).
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3= Frocurar no almacenar trozos de nmuestras muy peguetas,
bajo condiciones de Iaboratorio ya que s=on muy propensos a la
desscacion.

4— Realizar gstudios bajo diferentes condiciones de humedad
en el campo para ver su influencia sobre 1a descarga vy

maduracion de las ABCOSPpOr-as .,

== Es muy importante realizar estudios de caracterizacion de
las poblaciones Para ver si existen diferencias a nivel de

biotipos de M. fijiensis, para diferentes localidades.

6- Realizar estudios del proceso infectivo del honge sobre
SLS hospederos, asi como determinar en términos de
infectividad gqueé representa losg distintos niveles de
porcentaje de reducecion de 1a longitud del tubo germinativo
de las ascosporas del horgo?
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AFENDICES
CARITULO 1

1A Composicidn para un litro de los medios de
cultivo Mycophil, Czapeck. V8 modificado Y
FDA.

Mycophil

extracto de proteina de soya

(por digestidn en papaina) 10,0 g

Dextrosa 1,0 g

agar 10,0 g

agua hasta el litro

Ezapeck

MNalNQw 1,00 g
KzHFOA 1,00 g
MgSla . 7H20 0,50 g
KC1 0,50 g
Febl,.7H=0 0,01 g
Extracto de Levadura 1,00 g
Dextrosa 0,00 g
Agar 13,00 g
Agua de Coco 10,00 ml
Agua hasta el litrp

Agar jugo V8 modificado

Jugo v8 100,00 ml
Callx 0,20 g
Agar 20,00 g

Agua hasta el litro
FDA

200 g de trozos de papas hervidas en 800 m]l de agua
por 20 min., se cuela el liquido de este cocido, al
liquido colado se le alade 20 g de dextrosa y 13 g

de agar, agua hasta completar unm litro.
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2R Andlisis de varianza para los datos de espo-
rulacion de Cercospora fijiensis bajo oscu-—
ridad continua.

Fuente E.M.E F Cal Fr = F
Modelo 1,0889 64,40 0, 0034
Error 0.,1651

METODO 28,99 0, 0004
CULTIVO 1Z2,90 0,0010
TEMFER 8,10 0,006
CULTIVOXTEMPER 2,85 00,0287
METODOXCULTIVO 1,50 0,27858
METODOXTEMFER 2,19 00,0771
R==0, 2399 C.V.=30,11
ZA Andlisis de varianza para los datos de esporu-—

lacion de Cercospora fijiensis bajo ilumina-
cion alterna (12:12 hr).

Fuente C.M.E F Calc Fr > F

Modelo 12,80479 14,3 0,.0017

Etrror 0,88992

METODO T2.21 0,001=
CULTIVO 19,93 Q.,0016
TEMFER 46,91 O, 0002
CULTIVOXTEMFER 4,98 02,0359
METODOXCULTIVO 1,96 0,2217
METODROXTEMFER B,00 0, 0207F

R2=(,9761 C.V.=35,05
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4A Andlisis de varianza para los datos de ESporu-
lacion de Cercospora fijiensis bajo dos condi-
ciones de iluminacidn.

Fuente C.M.E. F Cal Fr = F
Modelo 1,2220 4,12 0O,0126
Error 01,2967
ILUMINA O, 2h 0,619
METODO 229 O, 0008
LULTIVO 17 .77 O, G002
TEMFERA 1,27 Q2854
ILUMINAXMETODD 0,01 O,2225
TLUMINAXCUL.TIVO 0,38 0. 7724
ILUMINAXTEMFERA G,05 Q. 8269
METODOXCULTIVO 0,85 0,6374
METORO¥TEMFRERA 0,07 03,7978
CULTIVOXTEMFERA 1,72 Q22462
ILUMINKMETODORCULTIV Q0,355 00,7886

R2=0, 896342 C.V.=346,9729%

CAFITULO 2

1A Longitud del tubo germinativo de las ASCOSPOras
de M. fijiensis, obtenidos en Buapiles, a hajas
concentraciones de flusilazole.

LConcentracidn Longitud namers de
(ppm) {(micras) mediciones
0,0 177.8 17
0, 0025 2066 o33
0, Q050 184,7 &l

0, 0075 i8%,7 50
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2R Valores de la concentracion del fungicida (B) vy
del maximo porcentaje de reducciton (A) del tubo
germinativo de ascosporas de M. fFijiensis, de
varias fincas en Honduras, sometidas al fungicida
propiconazole,

Farametros Valores
A 74 .94
Inferior 67,459
Superior #H2,39
5] O,0072
Inferior 00,0008
Superior 0,013

(Molina y Salas 1989},

CAFITULO 3

iA Analisis de Varianza de los datos sin conside~
réar el efecto de fungicida sobre 1a longitud
del tubo germinativo de las ABCOSPOras de M.
fijiensis de La Lola y los factores e interacciones

significativos.
FaV. C.M. Feal Fr=F
MODEL.O 12320 ,203 285,37 0,0001
ERROR 3R, 3Is2

Secuentcia 45,63 O,0001
Humedad 128,66 0,0001
Hospedero 5,91 Q,0333

Secuenf*Humed

35,11

0L, 0001

R==0,9651

C.V=10,92
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Andlisis de Varianza de los datos sin conside-—
rar el efecte de fungicida sohre 1la longitud
del tubo germinative de las ascosporas de M.
fijiensis de La Lola y Guéapiles, y los factores e
interacciones zignificativos.
F.V. C.M Feal FrsF
Modelo 19440 ,85847 20,54 G, GO
Error 45,4852
Secusncia 72,66 O, Q001
Humedad 17.74 G,0015
Localidad 11,11 0, 00467
Desecacidn 8,76 O, 0120
SecuencXHumeda 27,446 0, 0001

R==0 Q57 E C.V=15,93

Andlisis de varianza para los datos sobre la pobla-

cion de Mycosphaerelia fijiensis de platano y bana-—
fno procedente de La Lpola v los factores e interac-—
ciones significativos.

F.V. C.M.

Fecal FrsF

Modelo 28588, 948 79,48 01,0001
Error 389,712

Secuencia 164,08 0,0001
Humedad 276,23 O, 0001
Fungicida 1292 ,4873 0L, 0001
Secueni¥Humedad 36,58 O, 0001
Secuen¥fFungici 15,04 0, 0001
Humeda¥Fungici 26,935 0, 0001
Hosped*Fungici 2,63 00,0478
SecueniHumed¥Fungici 7271 00,0001

R==0,9931

C.V.=16,40
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44 Andlisis de varianza para los datos sobre la pobla-—
cion de Mycagsphaerella Fijiensis de banano proce-—
dente de Guapiles v La Lola v los factores e inte—
racciones significativos.

F.V. C.m Foal FrxfF
Modelo 25995,89 21,84 00,0001
Error . 7a% 10
Secuencia 21,74 0,0001
Humedada 18,87 O, 0001
Localidad .01 0, 0045
Fungicida al4,31 0,0001
SecuenkiHumed 28,71 Q,0001
Secuen¥Fungi 17,95 0,0001
Humed¥Fungici S:98 Q,0079
Desec¥Fungici S, 00 QL0220
SecueXHumed¥Fungic 4,48 20,0001

R==0, 9832 C.V.=28,26
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