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Diaz Mejia, A.G. 2003. Desarrollo y evaluacion de métodos para tamizado temprano de
resistencia a Mycosphaerella fijiensis Morelet, en Cultivares de Platano.
Turrialba, Costa Rica. Tesis Mag. Sc. CATIE. 66p.

Palabras claves: Mycosphaerella fijiensis, Sigatoka negra, pruebas de patogenicidad,

inoculacion, extracto crudo, susceptibilidad, resistencia, FHIA-21, Curraré, platano.

Resumen

La Sigatoka negra, es considerada la enfermedad mas limitante del cultivo de Musaceas,
reduce el rendimiento y la productividad dentro de la plantacién, genera costos elevados en
productos quimicos requeridos para su control, trayendo como consecuencia alta capacidad
de mutacion del patégeno.

Con el objetivo de desarrollar y evaluar metodologias para la identificacién rapida de
resistencia a la Sigatoka negra en cultivares de platano, se realizaron pruebas de
patogenicidad tanto en invernadero como in vitro. En condiciones controladas de
invernadero, para la identificacion de la cepa de M. fijiensis con mayor nivel de virulencia, se
utilizé el método estandar sobre los cultivares de platano FHIA-21 (resistente) y Curraré
(susceptible), siguiendo la inoculacion artificial de 10 cultivos monospoéricos de M.fijiensis,
provenientes de diferentes regiones de Costa Rica. La cepa seleccionada como virulenta fue
utilizada tanto en la verificacion del método estandar como en el método de células del
mesofilo bajo condiciones in vitro sobre estos mismos cultivares. Este Ultimo método, requirio
la extraccion de la fraccion cruda de M.fijiensis (FCMF) y el establecimiento de un gradiente
de dilucién de FcMf con incubacién a 25+1°C durante 24, 48 y 72 horas.

Los resultados obtenidos, mediante el método estandar en la fase de seleccion de la cepa
con mayor nivel de virulencia, mostraron el grado de resistencia diferencial entre los
cultivares y el nivel de virulencia de las cepas analizadas. Se seleccioné la cepa Peralta para
la realizacion de las posteriores pruebas de patogenicidad. En las pruebas realizadas, con la
cepa Peralta mediante el método estandar, se observé el mismo comportamiento obtenido
en la fase de seleccion, referente a su capacidad de diferenciacion de niveles de resistencia,
principalmente sobre los estomas penetrados con células de guarda necrosadas y el bloqueo
en la evolucién de los sintomas, alcanzando el estadio 2 de desarrollo de la enfermedad a

los 15 dias, sin presentar estadios avanzados de la enfermedad hasta el dia 45 después de
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la inoculacion en el cultivar resistente FHIA-21. En el cultivar susceptible Curraré, no se
observo la presencia de células de guarda necrosadas en etapas tempranas de la infeccién y
las primeras lesiones correspondientes al estadio 2 de la enfermedad, aparecieron a los 30
dias después de la inoculacion, el tamafio de la lesion fue en aumento hasta el dia 45 de
evaluacion, donde se presentaron etapas avanzadas de infeccion.

En Bs pruebas de seleccion temprana de resistencia in vitro, mediante la aplicacion de las
diferentes diluciones de FcMf sobre las células del mesdfilo de los cultivares, se observé una
pérdida progresiva del porcentaje de viabilidad a medida que aumentan la concentracion y el
tiempo de incubacién con la FcMf. En el cultivar resistente FHIA-21, se encontr6 un mayor
namero de células muertas para todos los tratamientos y horas de lectura. Mientras que, el
cultivar susceptible Curraré, mostré6 mayor cantidad de células con cloroplastos organizados
anormalmente vy alteracién de la pared celular, a partir de las 24 horas de incubacién con la
FcMf para todos los tratamientos. En términos de consistencia, reproducibilidad y
confiabilidad en los resultados se concluye que el método estandar se mantiene como el

mejor frente al de células del mesofilo, este Ultimo es muy rapido pero, aun requiere de mas
estudios.
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Diaz Mejia, A.G. 2003. Development and Evaluation for Early Resistance Selection to
Mycosphaerella fijiensis Morelet, in Plantain Cultivars. Turrialba, Costa Rica. M.S. Thesis.
CATIE. 66p.

Key Words: Mycosphaerella fijiensis, Black Sigatoka, pathogenic tests, inoculation, crude
extract, susceptibility, resistance, FHIA-21, Curraré, plantain.

SUMMARY

The Black Sigatoka is considered the most limiting disease in Musaceas crops. It reduces
plantation yield and productivity; it also generates high costs of chemical products required
for its control. As a consequence, there is a high pathogenic mutation capacity.

Pathogenic tests were done in a greenhouse as well as in vitro with the objective of
developing and evaluating methodologies to rapidly identify the resistance of the Black
Sigatoka in plantain cultivars. In controlled greenhouse conditions, standard methods for
plantain cultivars FHIA-21 (resistant) and Curraré (susceptible) were used following the
artificial inoculation of 10 M. fijiensis monosporic culture from different regions of Costa Rica
to identify the M. fijiensis strain with the highest level of virulence. The strain selected as
virulent was used to verify the standard method as well as the mesophyll cells method under
in vitro conditions for the same cultivars. The latter method required the extraction of the
crude M. fijiensis (FcMf) filtrate and the establishment of a dilution gradient for FcMf
incubated at 25+1°C during 24, 48, and 72 hours.

The results obtained from the standard method in the selection phase of the strain with the
highest level of virulence showed the degree of differential resistance between the cultivars
and the virulence level for the analyzed strains. The Peralta strain was selected in order to
follow up with pathogenic tests. The same behavior obtained in the selection phase was
observed when the tests were done with the Peralta strain using the standard method. This
refers to the degree of differential resistance capacty, principally the stomata penetrated by
necrotic guard cells, and the blocking of the evolution of symptoms. It reaches stage 2
development of the disease at 15 days without presenting advanced stages until the 41°' day
after inoculating the resistant cultivar FHIA-21. In the susceptible cultivar, Curraré, the
presence of necrotic guard cells was not observed in the early stages of the infection. In

addition, the first lesions, corresponding to stage 2 of the disease, appeared 30 days after



inoculation. The lesion size increased until evaluation day 45 where advanced stages of the

infection were present.

The progressive loss of the viability percentage, when the concentration and the incubation
time with FcMf were increased, was observed in the tests of early selection of resistance in
vitro when applying the different dilutions of FcMf on the cultivar mesophyll cells. In the
resistant cultivar FHIA-21, the highest number of dead cells was found for all of the
treatments and lecture hours. Meanwhile, the susceptible cultivar, Curraré, showed the
highest quantity of cells with chloroplasts organized abnormally and alterations in the cell wall
and after 24 hours of incubation with FcMf in all the treatments. In terms of consistency,
reproduction, and confidence in the results, it was concluded that the standard method was
the best for the mesophyll cells method. The latter is very fast, but it requires more studies.
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1. INTRODUCCION

En el 3afio 2002, segun la base de datos estadisticos de la FAO, la produccion de platano
registrada a nivel mundial alcanz6 un area cultivada de 5,029.997 millones de hectareas y
una tasa de produccion de 30,471.870 ton/anuales, con un total de importaciones de 14.4
millones de toneladas, las cuales representan la suma de 95,280,000 US$. Las regiones
mas productoras en el mundo se encuentran en Africa (73%), América Latina y el Caribe

(25%) y un bajo porcentaje en los paises del Asia (3%).

El platano, es producido principalmente en los paises tropicales como cultivo de
subsistencia por pequefios y medianos productores. Representa una importante fuente de
ingresos para América Latina y el Caribe, donde su consumo se considera parte esencial
dentro de la dieta diaria para muchas familias. América Latina y el Caribe, aporta una
produccion del 7.1% con un valor promedio de 2,000 millones de doélares, donde los
principales productores son: Colombia, Costa Rica, Ecuador, Panama, Perl y Venezuela
(FAO 2002).

Existen diversos problemas fitosanitarios como las enfermedades y plagas que afectan la
produccion del platano en el mundo, sin embargo, la enfermedad conocida como Sigatoka
negra, causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis Morelet, es considerada la mas
destructiva, ya que afecta el follaje de las especies de Musaceas, disminuyendo a su vez los
rendimientos y la calidad del fruto. Esta enfermedad, reduce la produccion en un 50% o mas
en fncas de pequefios productores, al no realizar las practicas de manejo adecuadas. El
control quimico y la seleccion de plantas resistentes han sido, hasta la fecha, las Gnicas
estrategias para el control de esta enfermedad, la cual representa una gran limitante para
los pequefios productores, quienes no pueden incurrir en los altos costos que requiere |
aplicacién de agroquimicos, ademas de los riesgos ocasionados al ambiente, la salud
humana y animal.

La producciéon de nuevas variedades de platano resistentes a la Sigatoka negra y a otras
enfermedades, por medio del mejoramiento genético convencional, ha sido limitada debido a

la alta esterilidad y niveles de ploidia de los diferentes cultivares.



El uso de técnicas no-convencionales como la transformacion genética constituye una
alternativa prometedora para el desarrollo de plantas resistentes a las enfermedades mas
importantes que afectan al cultivo de platano. Las herramientas de biologia molecular
ofrecen la posibilidad de clonar y caracterizar genes relacionados con la respuesta de
defensa de las plantas a patdogenos y adicionalmente, introducirlos en variedades
susceptibles con caracteristicas comercialmente aceptadas (Rosales y Pocasangre 2002).

Los hibridos generados bajo estas metodologias (convencional y no convencional),
necesitan ser sometidos a evaluacion siguiendo pruebas de patogenicidad; con el fin de
comprobar la resistencia o no a este patdgeno. El establecimiento de un método rapido de
deteccion de resistencia a nivel de invernadero o de laboratorio, facilitaria la seleccion de
variedades resistentes, no solamente para plantas transformadas genéticamente via no-
convencional; sino también, aquellas provenientes de métodos primarios de la biotecnologia
como variantes somaclonales in vitro, presion de seleccidn en suspensiones celulares y

protoplastos.

El objetivo de este estudio, es el de adaptar, un sistema de evaluacion rapida de resistencia
a la enfermedad foliar conocida como Sigatoka negra, bajo condiciones controladas in vitro e
invernadero para plantas de platano producidas por los diferentes programas de

mejoramiento genético convencional o no, en cultivos de Musa.



1.1. OBJETIVOS
1.1.1 GENERAL

Desarrollar metodologias para la identificacion rapida de resistencia a la Sigatoka negra en
el cultivares de platano.

1.1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Seleccionar una cepa costarricense de M. fijiensis con alto nivel de virulencia a la
Sigatoka negra en clones de platano FHIA-21 (R) y Curraré (S), mediante el protocolo
de infeccion estandar de pruebas de patogenicidad.

2. Estandarizar y/o desarrollar dos metodologias para la evaluacién temprana de

resistencia a la Sigatoka negra en variedades de platano, resistentes y susceptibles.

3. Comparar las dos metodologias desarrolladas en funcién de eficiencia, confiabilidad y

reproducibilidad.

1.1.3. HIPOTESIS

1. Lacepa virulenta seleccionada es capaz de discriminar entre una variedad resistente

de una susceptible.

2. Los métodos alternativos de evaluacion temprana de resistencia a la Sigatoka negra,
mediante el cultivo in vitro, son mas eficientes y rapidos que el método estandar.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1  Aspectos generales del cultivo del platano

El platano y el banano, son frutas tropicales cuyo lugar de origen se encuentra en el sudeste
asiatico, probablemente Malasia, China Meridional e Indonesia. Desde alli fue llevado a
Madagascar en el siglo XV y luego difundido a la costa oriental y central de Africa. En el
siglo XV los portugueses lo encontraron en la costa occidental africana, en la region de
Guinea, llamandolo guineo. Hacia 1516 el padre Toméas de Berlanga lo introdujo en la isla La
Espafiola, en el Caribe, probablemente llevandolo desde las islas Canarias, donde se cultiva
desde 1450 (Simmonds 1962, Rodriguez y Rodriguez 2003).

Existen diversas enfermedades y plagas que afectan significativamente el cultivo del platano
como las causadas por los virus Banana bunchy top virus (BBTV), Banana streak virus (BSV)
y Cucumber mosaic virus CMV) (Lockhart & Jones 2002, Caruana 1999, Reichal et al.
1997). Adémas, problemas sanitarios causados por bacterias como Ralstonia solanacearum
la cual produce la enfermedad conocida como Moko, los ataques ocacionados por
nematodos (Pocasangre 2002) y plagas inséctiles como el picudo (Gold et al. 2003, Carballo
y Lopez 1994). En el caso de las enfermedades causadas por hongos, podemos citar:
Fusarium oxysporum, causante del mal de Panama (Ploetz 1993), Mycosphaerella musicola
agente causal de la Sigatoka amarilla y Mycosphaerella fijiensis responsable de la Sigatoka
negra, enfermedad que ha renovado el interés en el mejoramiento convencional y no-

convencional del cultivo de las Muséaceas ( Rosales y Pocasangre 2002).

Recientemente, un nuevo tipo de enfermedad foliar con sintomas muy cercanos a los
causados por Sigatoka negra, ha sido descubierta en el sur de la India, Sri Lanka, Tailandia,
Malasia, Vietnam, islas Mauricio y Nigeria. Esta enfermedad es causada por el hongo
Mycosphaerella eumusae (forma anamorfica: Septoria eumusae) con ciclos infecciosos muy
parecidos a los observados en la Sigatoka negra. A pesar e la similitud, Sigatoka negra
presenta una alta competitividad por nichos y colonizacién, siendo la mas agresiva, llegando
incluso a desplazar a las otras enfermedades (Crous and Mourichon 2002; Carlier et al.
2000).

En las especies de Mycosphaerella que afectan los cultivares de Musa, la morfologia
anamorfa parece ser mas informativa que la morfologia teleomorfa para separar los
principales patdgenos del genéro Mycosphaerella que afectan este cultivo (M. musicola, M.



fijiensis y M. emusae), ya que se basa principalmente en la estructrura conidiomatal y la
conidiogenesis (Crous y Mourichon 2002).

2.2 Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis morelet)

2.2.1 Distribucion geografica

La Sigatoka negra, fue identificada por primera vez en 1963, en las islas Fiji en la costa
sudeste del Valle de Viti Levi (Rhodes 1964).

En el continente Africano, el primer reporte de la enfermedad ocurri6 en Zambia en 1973
(Reamarkers, 1975), posteriormente, se presentd en Gabon en el afio de 1978 (Frossard
1980). La enfermedad continué su expansion en la parte central y este del Africa,
reportandose en Nigeria (1986), Ghana (1986), Uganda y Malawi en 1990 (Carlier et al

2000) y recientemente en Madagascar (2000) (Mourichon y Zapater, datos no publicados).

La primera aparicion de la Sigatoka negra en América Latina ocurri6 en Honduras en el afio
de 1972 (Mourichon y Fullerton 1990). La enfermedad se disemin6 progresivamente a otros
los otros paises de la region. Entre 1973 y 1980 severas epidemias ocurrieron en el
continente, diseminandose hacia Belice, Guatemala, el Salvador, Nicaragua hasta Costa
Rica. Posteriormente, en 1981, la enfermedad fue reportada en Mexico, Panama y Colombia.
En 1986, se presenta en Ecuador (Martinez et al. 1999; Fullerton 1990) y durante la década
siguiente, se registrdé en Cuba (1990) y en Venezuela (1991).

La enfermedad continué su expansiéon y su presencia fue reportada en Perl en 1994 y
Bolivia en 1996 (Tejerina et al. 1998). En los afios siguientes, se presentaron reportes en
Jamaica y en Republica Dominicana (1995-96 respectivamente). En los Estados Unidos, la
primera deteccion de Sigatoka negra ocurrio en 1997, en el estado de la Florida, en
cultivares de la coleccién del centro de educacién e investigacion tropical de la Universidad
de la Florida, estacion experimental de Homestead (Ploetz y Mourichon 1999). El dltimo
registro en suramerica se refiere al Brazil en 1998. En 1999, se reportd la presencia de la
enfermedad en plantaciones de Haiti (Mourichon y Fullerton 1990).



2.2.2. Biologiay ciclo de vida del patégeno

Mycosphaerella fijiensis Morelet (forma perfecta de Pseudocercospora fijiensis Morelet)
agente causa de la Sigatoka negra, presenta una gran capacidad patogénica y afecta
numerosos cultivares de diversos genomas (AA, AAB y ABB). La susceptibilidad del
subgrupo de platano comercial AAB, respecto a otros cultivares ABB, trae consecuencias
serias en la produccién de este cultivo y en casos extremos, puede llegar hasta la pérdida

completa de la cosecha (Mourichon y Fullerton 1990).

Mycosphaerella fijiensis, ha sido clasificado taxonémicamente dentro del reino Fungi, phylum
Ascomycota, clase Ascomycetes, orden Dothideales, familia Mycosphaerellaceae y género
Mycosphaerella. Este hongo es heterotalico, se caracteriza por presentar dos formas
reproductivas claramente diferenciadas en su fase sexual y asexual. Esto Ultimo le
proporciona una amplia capacidad de infeccién y mayor plasticidad genética, gracias a la
recombinacion. Los estados anamoérficos y teleomorficos estan presentes en las hojas
infectadas y las ascosporas producidas en el estadio sexual son determinantes en el
desarrollo de la epidemia (Mourichon y Zapater 1990).

Este patdgeno, se caracteriza por la presencia de 1 a 4 conidioforos simples que emergen de
los estomas en forma de estrias jovenes en el envés de las hojas. Los conidiéforos producen
conidias que forman un hilum o cicatriz distintiva que son facilmente desprendidas por el
viento. La principal fuente de inéculo son las ascosporas, que pueden propagarse a través
del viento a grandes distancias. Los conidios tienen menor impacto, los cuales se forman a
partir de los conidi6éforos, ya sea uno por cada conidioforo o en pequefios grupos
compuestos por 4 a 8 conidios. Estos son cilindricos y pueden estar formados por 1 6 10
segmentos, aparecen extendidos o curvados con forma obtusa en el apice y truncados o
redondeados en la base. Su longitud puede estar entre las 30 a 132 um (Stover and
Simmonds 1987).

Los peritecios varian en cuanto a sus caracteristicas, pero en su mayoria son globulares con
un diametro entre 47 y 85 um, se observan incrustados en el tejido de la hoja y se pueden
visualizar en ambas superficies, aunque son mas abundantes en el haz que en el envés. Las
paredes del peritecio son de color marrén oscuro y estan formadas por tres o cuatro capas
de células con forma poligonal. Dentro del peritecio se forman numeraosas ascas que son



bitunicadas y oclavadas. Las ascosporas tienen dimensiones que alcanzan las 12.5 — 16.5
pm x 2.5 — 3.8 um y son biceldadas con la célula mas predominante unida al asca (Mulder
and Holliday 1974).

El ciclo de vida de M. fijiensis, se inicia con la germinacién de las esporas, seguida de la
penetraciébn. Ambos procesos requieren de la presencia de una pelicula de agua sobre la
superficie de la hoja. La germinacién de las esporas se da en aproximadamente 2 horas,
aparecen los tubos germinativos los cuales se alargan y ramifican en bldsqueda de los
estomas, donde penetran y se desarrollan por los espacios intercelulares. Dicha penetracion
ocurre entre la 48 y 72 horas si las condiciones de humedad y temperatura son favorables, la
temperatura 6ptima es proxima a los 26°C. El desarrollo de las primeras lesiones da inicio a
la fase asexual, en los estomas, aparecen algunos conidiéforos, principalmente por el envés
de la hoja (Stover 1987). A los 28 dias de la infeccidn aparecen los primeros conidios y a los
49 dias finaliza el ciclo cuando se da la liberacion de &s primeras ascosporas (Merchan

1998). —
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Figura 1. Ciclo de vida de M. fijiensis (adaptado de EI Hadrami 2000).



El periodo de incubacion, el cual es el tiempo comprendido entre la infeccion y la aparicion
del primer sintoma, esta condicionado por las condiciones climaticas y la susceptibilidad del
hospedero. En condiciones favorables para el desarrollo de la enfermedad, dura
aproximadamente entre 13 y 14 dias; mientras que en condiciones desfavorables puede
durar hasta 35 dias. Posterior ala penetracion, la hifa del hongo coloniza las células
adyacentes en no menos de 7 dias sin que existan sintomas de la enfermedad o destruccién
de las células.

El periodo de latencia, se define como el tiempo en que tarda el hongo en producir lesiones
con presencia de pseudotecios y ascosporas viables. Al igual que en el periodo de
incubacion, el periodo de latencia se ve influenciado por las condiciones climaticas,
susceptibilidad del hospedero y la intensidad de la infeccion. Este periodo, se encuentra en
un rango de 25 dias bajo condiciones de alta humedad y 70 dias en la temporada seca.
Durante la epoca himeda, se presenta una alta descarga de ascosporas y un rapido
desarrollo de la infeccion (Marin et al. 2003).

2.2.3. Sintomas de la enfermedad

Segun Fouré (1985), el desarrollo de la enfermedad conocida como Sigatoka negra
presenta los siguientes seis estadios:

Estadio Descripcion

1 Se presenta una pequefia decoloracién que solo se observa en el envés de la hoja por transparencia.
Incluye una pequefia “pizca” de color café rojizo dentro del area decolorada.

2 La pequefia mancha o estria inicial de color café rojizo se alarga y continta visible solo en el envés de las
hojas.
3 La estria aumenta de grosor y longitud; se mantiene de color café rojizo y se hace visible tanto en el haz

como en el envés de las hojas.

4 La estria continla aumentando su grosor y longitud, ocurre un cambio de color a café oscuro y negro. Este
sintoma se considera como mancha y se hace claramente visible en el haz de la hoja.

5 La mancha negra esta rodeada por un halo amarillo y se presenta una ligera depresion en la hoja, producto
de la coalescencia de las manchas.

6 La mancha se seca el centro de la lesién y adquiere un color gris claro y la rodea un anillo bien definido de
color negro, rodeado a su vez por un halo de color amarillo brillante. Estas manchas, se podran observar
aun después de que la hoja se ha secado ya que el anillo persiste.




2.2.4. Estructura genética de poblaciones de M. fijiensis

La estructura de poblaciones, se refiere a la cantidad y distribucion de la variacion genética
dentro y entre las poblaciones. Dicha informacion puede ser utilizada para determinar el
impacto relativo de las diferentes fuerzas evolutivas que influencian la estructura de las
poblaciones del patdgeno y asipredecir su potencial de evolucién dentro de los ecosistemas
agricolas (Mcdonald 1997).

Estudios para determinar la diversidad genética de M. fijiensis en el ambito global, fueron
realizados por Carlier et al. (1996); estos trabajos demostraron que el centro de origen del
patogeno es coincidente con el de su hospedante. Los aislamientos provenientes & las
zonas del Sudeste del Pacfico mostraron mayores indices de diversidad que aquellas
muestras de otros continentes (Africa y América Latina). Por otro lado, se registr6 una
marcada diferenciacion genética entre los aislamientos estudiados, el estimador Fst varid
entre 0.14 a 0.58 para esas poblaciones. Las poblaciones de América Latina y Africa fueron
estadisticamente diferentes, lo que sugiere introducciones independientes en estos
continentes (Figura 2).
America Latina

Africa

Islas del Pacifice

Flipines Papua NuevaGuinea

Figura 2 Diferenciacion genética de poblaciones de Mycosphaerella fiiensis en un ambito
global (Carlier et al. 1996).

Se han realizado trabajos acerca del flujo de genes y diseminacion de M. fijiensis en el
ambito continental y local, se efectuaron colectando aislamientos del patégeno en
plantaciones de banano y platano procedentes de 13 paises de Africa y América Latina. Se
usaron 705 aislamientos obtenidos a partir de una sola ascospora y fueron analizados
mediante la utilizacion de CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) y marcadores
microsatélites (Rivas et al. 2002).



Se demostrd, un alto nivel de diversidad genética y genotipica de las poblaciones del
patdgeno, a nivel de continente y de paises. Se destacé que, los efectos de fundacion que
han acompafado las otras introducciones del patdgeno han reducido su diversidad genética.
Por lo tanto, la introduccion del patégeno en una nueva area, puede haber involucrado el
movimiento de un pequefio numero de individuos que representan una fuente limitada
genotipica de la poblacion de origen. En América Latina, se encontré6 un alto nivel de
diferenciacion genética entre las poblaciones, las poblaciones mas diversas, corresponden a
Honduras y Costa Rica, mientras que se presenta una marcada diferenciacién genética entre
las islas del Caribe. Mentras que las poblaciones mas distantes genéticamente, fueron
encontradas en Republica Dominicana-Panama y Cuba-Panama (Rivas Platero 2003).

En Africa, se observé una estructura similar a la de América Latina con efectos de fundacién
y una diferenciacion global de 52%. Estos resultados sugieren, que la existencia de una
diseminacién aleatoria de la enfermedad y un flujo limitado de genes en el continente. Esto,
podria deberse, a la limitada dispersion de las ascosporas y que las poblaciones de
Mycosphaerella fijiensis presentes en el continente son diferentes unidades epidemiolégicas
(Rivas et al. 2002, Rivas Platero 2003).

El conocimiento de la magnitud y distribucion de la variacion genética de M. fijiensis, es
importante para el mejoramiento y manejo de la resistencia a la Sigatoka negra. El uso de
marcadores moleculares, ofrece la oportunidad de analizar las estructuras de las poblaciones
del patégeno a diferentes escalas geograficas. Ademas, permite identificar el potencial de
resistencia de los cultivares en areas donde exista diversidad patogénica. Asimismo,
identificar zonas de mayor diversidad genética del patégeno; donde pudiesen hacerse las

pruebas de resistencia de los materiales resistentes a un patégeno (Rivas Platero 2003).

2.2.5 Métodos de control

El control quimico, ha sido el método mas utilizado para el manejo de la Sigatoka negra. Sin
embargo, debido al desarrollo de altos niveles de resistencia del patdgeno a la mayoria de
los fungicidas utilizados convencionalmente, los altos costos que esto implica, e
innumerables problemas de contaminacion y efectos nocivos para la salud humana y animal,
ha surgido la necesidad de encontrar un mecanismo de control que no ocasione pérdidas

econodmicas ni dafilos ambientales.

10



Debido a esta problemética, Se han considerado varios enfoques de control integrado, que
involucran practicas culturales, prediccion y uso racional de aplicaciones de compuestos
quimicos y siembra de cultivares resistentes. Asi como, el control bioloégico mediante el
empleo de substratos, antagonistas, enmiendas organicas y el uso de moléculas inductoras

de resistencia. (Guzman 2002).

Practicas culturales

La reduccion del inéculo del patdgeno, a traves de labores de cultivo, es una de las
principales estrategias para el control de la enfermedad. La remocién de las hojas viejas en
el suelo, la poda sanitaria y la aplicacién de urea para acelerar la descomposicion del tejido
vegetal en el suelo, se han utilizado como estrategias para reducir la densidad del inéculo.
Ademas, de un sistema eficiente de drenaje y una fertilizacion adecuada de las plantas para

lograr un manejo adecuado de la enfermedad (Balalcazar 2000).

En la actualidad, se esta evaluando una nueva tecnologia para el cultivo del platano, que fue
desarrollada en la zona cafetalera de Colombia, con muy buenos resultados. Esta
tecnologia consiste en establecer el cultivo de platano a altas densidades de siembra lo cual,
no solo permite triplicar la produccién, sino que ademas, favorece la formacion de un micro y
meso clima, que genera condiciones desfavorables para el patdbgeno Rosales et. al 2002,
Balalcazar 2000).

Mejoramiento genético

La resistencia genética, es una de las mejores alternativas para el control de la Sigatoka
negra. Los hibridos desarrollados por el programa de mejoramiento genético convencional
de la Fundacién Hondurefia de Investigacion Agricola (FHIA), han sido distribuidos en mas
de 50 paises alrededor del mundo y han sido evaluados mundialmente desde 1991, con el
inicio del Programa Internacional de evaluacion de Musaceas patrocinado por INIBAP

(Rosales y Pocasangre 2002).
De estos hibridos mencionados sobresalen en banano de postre: FHIA-01, FHIA-02, FHIA-

18, en bananos de coccién : FHIA-03 y el recientemente Iberado FHIA-25, y en platano los
clones FHIA-20 y FHIA-21(Rosales y Pocasangre 2002).
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Todos los hibridos liberados hasta la fecha, poseen adecuadas caracteristicas comerciales y
resistentencia o tolerancia a la Sigatoka negra y a enfermedades como el mal de Panama.
Ademas, poseen en general, un rango adecuado de adaptacion agroclimatica y si se aplican

las practicas agrondémicas adecuadas pueden ser aprovechados a su maximo potencial.

Actualmente, estos hibridos han tenido gran éxito en paises como Cuba donde se cultivan
cerca de 10,000 Has, principalmente de FHIA-18, FHIA-23 y recientemente FHIA-21
(Rosales y Pocasangre 2002). En los Ultimos 10 afos, se iniciaron otros programas
internacionales de mejoramiento genético convencional en Brasil, Camerin y Guadalupe,
orientados hacia el desarrollo de variedades resistentes a la Sigatoka negra y otras

enfermedades del cultivo (Rosales y Pocasangre 2002).

En el mejoramiento genético no convencional, se encuentra la utilizacion de las herramientas
de la biotecnologia en sus estadios primarios de cultivo in vitro de las plantas, con el fin de
aumentar la variabilidad genética existente, utilizando agentes de presion de seleccion, ya
sea a través de suspensiones celulares, variacion somaclonal, mutagenesis inducida e
hibridacion somatica (Ortiz et al. 2002).

Ademas, la biotecnologia, brinda la posibilidad de obtener material libre de patégenos y
obtener nuevas lineas para efectuar selecciones y evaluaciones. Estas metodologias, han
facilitado la manipulacion y mejoramiento del material genético de Musa aplicando técnicas
de genética molecular, para su perfeccionamiento mediante el andlisis del genoma vy el
desarrollo de sistemas de mejoramiento asistido con marcadores del tipo RFLP y muchos
otros basados en la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), como los

AFLPS, microsatélites, entre otros (Carreel 1995).

Control quimico

El control quimico para el manejo de la Sigatoka negra, se ha realizado alternando
fungicidas protectantes (Macozeb y Clorotalonil) con sistémicos, de la familia de los
benzimidazoles, azoxitrobina y triazoles, aplicados con aceites 0 emulsiones en agua con
adherentes. Se ha demostrado, que el uso excesivo de productos quimicos, puede traer
serios problemas de contaminacion y fototoxicidad. Ademas, problemas de caracter
econdmico yresistencia de los patégenos. H uso continuo de algunos fungicidas, puede



generar poblaciones que no sean lo suficientemente sensibles para ser controladas de
manera adecuada. (Guzméan y Romero 1997, Guzman 2002; Marin et al 2003).

El problema en este momento, radica principalmente en que el sistema per se, ha perdido
vigencia, dada la enorme resistencia del patdégeno a estos fungicidas. No obstante, se estan
probando fungicidas, que presentan algin grado de control a la enfermedad. El
Pyraclostrobin, presenta un nivel de control similar al Azoxistrobina y Trifloxistrobin y el
Pyrimetanil, ha mostrado buen control de la enfermedad, aunque apenas comparable con el
fungicida protectectante. Sin embargo, podria ser una alternativa dentro de un programa
normal de rotacion o en mezcla con otros fungicidas, sobretodo sistémicos, ya que no

presenta resistencia cruzada con los grupos conocidos (Guzman 2002).

Control biolégico

Otros métodos de control que se estan investigando, son compuestos de origen natural, que
han demostrado actividad antifingica in vitro, y por lo tanto, pueden reducir el desarrollo del
patdbgeno. Estos productos “promisorios” estan siendo evaluados en condiciones de

inoculacion natural en campo (Riveros et al. 2002).

El desarrollo de formulaciones comerciales, mediante la utilizacion de microorganismos
antagonistas como: Bacillus cereus, Bacillus sp., Serratia entomophila y Serratia
marcescens, tampoco han demostrado un eficiente mecanismo de control de la enfermedad,
a pesar de que su efecto antagoénico a nivel de campo, podria aumentarse en combinacién

con fertilizantes foliares y/o melazas (Gonzalez et al. 1996).

En esta misma linea de investigacion, se han realizado estudios con aislados de M. fijiensis y
utilizando filtrados de microorganismos (cepas aun no identificadas) con capacidad
glucanolitica y quitinolitica (GS 2-GS3-GC1-GBC2,SE/PQO2). Se evalud, el efecto de los filtrados
sobre el desarrollo del patdégeno bajo condiciones in vitro para determinar la existencia o no
de inhibicién del tubo germinativo de las ascosporas y disminucion en el desarrollo de las
colonias de M. fijiensis, mostrando importantes niveles de inhibicion (Riveros et al. 2002).

En investigaciones realizadas por Patifio (2001), se evaluaron moléculas sintéticas
inductoras de resistencia, las cuales se han considerado como uno de los métodos
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alternativos mas importantes para el control de la enfermedad. El compuesto sintético que
. . . . . ® ®
mas se ha destacado en este campo, ha sido el Acibenzolar-s-metil (Actigard ~ y/o Boost ).

La utilizacion de este producto, en combinacién con otros fungicidas, ha demostrado un
mejor control de la enfermedad, en comparacion con la aplicacion de estos fungidas solos.
Se ha observado una rapida reduccion en los niveles de severidad de la enfermedad, en
pruebas realizadas con cultivares resistentes y susceptibles. Se ha logrado que cultivares
susceptibles alcancen niveles de defensa similares al de un cultivar resistentes, lo cual
indica, que es posible la activacion de genes relacionados con la defensa hacia la Sigatoka
negra en cultivares clasificados como susceptibles.

2.3. Relacion parasitaria M. fijiensis —Musa

Los primeros estudios, sobre la relacion parasitaria M. fijiensis — Musa, fueron realizados con
plantas de banano, propagadas mediante cultivo de tejidos. Los resultados obtenidos de
estas investigaciones, muestran que los sintomas de las interacciones compatibles e
incompatibles bajo condiciones ambientales controladas (en invernadero). Los resultados
fueron similares a los registrados por Fouré y Moreau (1992) en condiciones de campo,
sobre cultivares de banano y platano con constituciones genéticas diferentes, en
plantaciones de Camerdn (cuadro 1).

Estudios citolégicos han revelado que, independientemente del cultivar, las hifas de M.
filiensis en las etapas tempranas de infeccibn se comporta como un parasito biotréfico que
coloniza los espacios intercelulares. Los procesos de germinacién y penetracion del
patdgeno bajo condiciones controladas, tienen lugar entre los 4-6 dias, posteriores a la
inoculacién, este proceso, involucra la germinacion de las esporas y el subsiguiente
crecimiento miceliar. El desarrollo de las hifas, ocurre dentro de la cavidad estomatica,

penetrando en los espacios intercelulares entre las células del parénquima (Beveraggi 1992).
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Cuadro 1. Reaccion de Subgrupos y Cultivares en plantaciones de musaceas en

Camerun (adaptado de Mourichon et al. 2000).

Njombe,

Grupo Subgrupo/clor® Cultivar Evaluado Reaccion*
Genomico
Subgrupo Gros Michel ‘Gros Michel’, ‘Cocos’, ‘Highagate’ S
Subgrupo Cavendish ‘Petite Naine’, ‘Gran Enano’, ‘Poyo’ S
Subgrupo Lujugira-mutika ‘Inokatoke’, ‘Intuntu’, ‘lgitsri’, * Mbwazirume’, ‘Nakitengwa’ S
‘Red y Green Red’ ‘Figue Rose Naine’, ‘Figue Rose Verte’, ‘Figue Rose Naine’ S
‘Ibota Bota’ I HR
‘Yamgambi Km5’ , ‘Kluai Khom Bao’, ‘Kluai Khai Thong Ruang’
AAA ‘Oratava’ ‘Oratava’, ‘Pisang Kayu’ S
Otros ‘kluai Hom', ‘Pisang Sri’, ‘Kluai Hom Thong Mokho’ PR
‘Ney Poovan’ ‘Safet Velchi’, ‘Lal Kelat’ PR
AB ‘Figue Pomme, Ekona’
Subgrupo de platano ‘Amou’, ‘French Sombre’, ‘French Clair’, ‘Kelong Mekintu’, ‘Orishele’,
‘Msinyore’,
Subgrupo Pome ‘Prata Ana’, ‘Foconah’, ‘Nadan’, ‘Guindy’, S
Subgrupo Maia Maoli-Populu ‘lho U Maoli’, ‘Popoulu’, ‘Poingo’ S
Subgrupo lholena ‘Mattui’, ‘Maritu’ PR
AAB Subgrupo ‘Silk’ ‘Figue Pomme’, ‘Muthia’, ‘Supari’ S yPR
‘Mysore’ ‘Pisang Ceylan’, ‘Gorolo’, ‘Zabi’ PR
‘Pisang Raja’ ‘Pisang Rajah Bulu’ S
‘Pisang Kelat’ ‘Pisang Pulut’, ‘Pisang Kelat’ SyPR
‘Laknau’ ‘Laknao’
‘Nendrapadathi’ ‘Pisang Rajah’- from Rajapuri, India
Subgrupo Bluggoe ‘Cacambou’, ‘Cachaco’, ‘Poteau’,’'Monthan’ PR
‘Pisang Awak’ ‘Fougamou’, ‘Gia Hong’, ‘Foulah 4’, ‘Brazza 2’ PR¥ y PR
‘Pelipita’ ‘Pelipita’ PR
ABB ‘Peyan’ ‘Simili Radjah’ PR
‘Kluai Teparoy’ ‘Kluai Tiparot’ PR*
‘Ney Mannan’ ‘Pisang Abu Perak” PR
‘Saba’ ‘Saba’ PR
‘Inibaniko’ ‘Benedetta’ PR

§ Nombre del mejor clon conocido

* Clasificacion utilizando cultivares Cevendish como clones de referencia S= altamente susceptibles; PR=
parcialmente resistentes; PR*= fuerte resistencia parcial (interaccién compatible de Fouré) y HR= altamente

resistente (interaccién incompatible de Fouré).
Il Este cultivar ha sucumbido recientemente a la Sigatoka negra in Camerun (Moulion-Pefoura 1999).

En la década de s 80, se dio inicio a la realizacion de trabajos orientados al desarrollo y
estandarizacion de métodos para la evaluacion rapida de resistencia a la Sigatoka negra. Se
usd material vegetal proveniente de cultivares de Musa en estados organogénicos que
varian desde callos, células del mesofilo, fragmento de hoja y hojas completas en plantas

provenientes de cultivos in vitro.
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2.3.1. Interaccién incompatible : cultivar resistente

La reaccion de hipersensibilidad a M. fijiensis, representa el primer paso hacia la
caracterizacion de esta relacion parasitaria. Esta reaccion de resistencia vertical, a menudo
opera dentro de una relacién gen por gen y podria convertir la resistencia en inestable y poco
duradera en el tiempo (Riveros 2002).

La informacién sobre la reaccion incompatible, proviene basicamente de estudios realizados
con el cultivar Yangambi Km5 (YKm5) que pertenece al subgrupo ‘Ibota Bota’ con genotipo
AAA. La interaccidn se caracteriza por una rapida aparicion de necrosis 0 muerte celular

luego de la penetracion del patdgeno (Beveraggi et al.1995; Riveros 1995).

Para comparar la reaccién del cv. YKm5 se emplearon los clones: Fougamou parcialmente
resistente y Gran Enano susceptible, como cultivares susceptibles. Alos 12 dias después de
la inoculacién, se observé la presencia de las hifas del hongo en los estomas de los tres
cultivares. Bajo microscopio electrénico se mostré la presencia de glébulos osmidfilicos,
estos aparecen como un material denso cubriendo el micelio del hongo y las células
adyacentes del hospedero. Ademas, se observd un alto nUmero de células con vacuolas
ricas en glébulos osmidfilicos, lo cual sugiere el inicio del colapso celular del hospedero al
contacto con el micelio del hongo. Mientras que, en el caso del cultivar resistente (YKm5),
para esta fase, se observd que el micelio del patdgeno se encuentra completamente
blogueado (Beveraggi et al.1995; Riveros 1995).

Sallé et al. (1989), con base en microscopia electrénica, determinaron que en el cultivar
YKm5 las células necréticas inician y frenan el desarrollo de sintomas en etapas muy
tempranas de la infeccion. No se observaron glébulos osmidfilicos a depésitos de polifenol.
Probablemente, la muerte del hongo ocurre antes de los 20 dias después de la inoculacion. y
No se visualizdé desarrollo de hifas del patégeno en el interior del tejido de la hipodermis,
posiblemente, producto de la reaccién hipersensible en estados muy tempranos del
desarrollo.

Por su parte Riveros (1995), siguiendo la misma metodologia antes descrita, excepto que

solo se evaluaron los cultivares YKm5 (resistente) y Gran Enano (susceptible). En este
estudio, a los 11 dias después de la inoculacién, no se presentaron diferencias significativas
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respecto al numero de estomas penetrados entre los dos cultivares en estudio, debido a que
el hongo continud su proceso de penetracion en la cavidad de los estomas: En el caso de
YKm5, se observaron estomas penetrados con células de guarda y células anexas

necrosadas.

Posteriormente, trabajos realizados siguiendo esta metodologia, pero utilizando siete
cultivares de Musa, entre ellos el clon FHIA-21 de platano, fue comparada la resistencia con
cultivares de banano. Los resultados mostraron que en el cv. FHIA-21, comparado con los
otros clones en la investigacion, mantiene los niveles de resistencia, por lo que fue
clasificado como parcialmente resistente (Alvarado et al. 2002).

Otro método de evaluacion de resistencia, mediante la inyeccién de hojas de banano de los
cultivares YKm5 (R) y Gran Enano (S) con inductores hipotéticos, obtenidos mediante el
fluido de esporas de M. fijiensis en germinacién. Se evalud la induccién de necrosis y
aposiciones fluorescentes, alrededor de los sitios de penetracion de M. fijiensis, como
respuesta hipersensible. Se determind que la respuesta necrética y de aposicion
fluorescente fue mas rapida e intensa en el cultivar resistente que en el susceptible (Riveros

y Lepoivre 1998).

2.3.2. Interaccion compatible: cultivar parcialmente resistente y susceptible

2.3.2.1.  Cultivares parcialmente resistentes

La informacién mas ampliamente descrita sobre la relacion de resistencia parcial, proviene
de estudios del cultivar de referencia Fougamou que pertenece al subgrupo ‘Pisang Awak’,
genotipo ABB. Este clon presenta un lento desarrollo tanto en las lesiones como en la
aparicion de necrosis alrededor de los sitios de penetracion, células que presentan

plasmodlisis y contienen glébulos osmidfilicos intravacuolares (Beveraggi et al. 1995).

Sallé et al. (1989) y Beveraggi et al. (1995), al estudiar la interaccion hospedero patégeno
(M. fijiensis) en el cultivar Fougamou, observaron que en este cultivar parcialmente
resistente, a los 28 dias después de la inoculacién, alcanzé el estadio dos de la enfermedad

con un incremento en el niumero de globulos osmidfilicos vacuolares (Fig.2 anexo 1). Estos
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resultados sugieren que el alto contenido de polifenol en los tejidos foliares de este cultivar,
podria estar relacionado con el nivel de resistencia del hospedero.

La caracterizacién de la resistencia parcial, corresponde a diferentes estados del ciclo
infeccioso, como el desarrollo de pequefias lesiones, periodos largos de incubacion y la baja
produccion de esporas (Abadie et al. 2002). Estos resultados coinciden con los obtenidos por
Alvarado et al. (2002) con los clones FHIA parcialmente resistente.

2.3.2.2. Cultivares susceptibles

La mayor parte de la informacién sobre esta reaccion, proviene del estudio del cultivar
susceptible Gran Enano que pertenece al subgrupo Cavendish con genotipo AAA. En este
cultivar, durante las primeras etapas de infeccién, ocurre una extensiva colonizacion del
micelio del hongo en el tejido del hospedero, sin evidenciar células de guarda necrosadas en

etapas tempranas de infeccion (Sallé et al. 1989, Beveraggi et al. 1995 y Riveros 1995).

Campanioni et al. (2003), realiz6 aplicaciones del filtrado crudo y concentrado del hongo
Fusarium oxysporum, mediante el método de perforado sobre el limbo de diferentes
posiciones y tipos de hoja de los cultivares Gros Michel (S) y FHIA-01 (R), para medir la
resistencia y el desarrollo de lesiones necréticas. Las areas necroticas mayores se
presentaron en el cultivar susceptible, con un desarrollo acelerado de las lesiones. En esta
misma direccion, pero con la utilizacién de clones de Musa, los trabajos de Busogoro et al.
(1999), sobre el estudio de las toxinas (juglone) de M.fijiensis, a nivel de planta entera
inyectada, determinaron que en el cultivar susceptible Gran Enano, se presentd una mayor

sensibilidad al contacto con las fracciones purificadas.

2.4. Técnicas de cultivo in vitro parala seleccion de resistencia a patégenos

Entre los materiales biolégicos mas ampliamente utilizados como fuentes celulares en los
sistemas de seleccion in vitro, se encuentran, el cultivo de callos. Sin embargo su utilizacion
trae algunos inconvenientes como: (i) esta constituido por células indiferenciadas que crecen
lentamente; (ii) las células no son uniformemente expuestas al agente selectivo incorporado

en el medio de cultivo y (iii) las células crecen en grandes agregados, lo que dificulta el
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desarrollo de las células resistentes a un determinado agente (Daub 1986, 1982; Gomez
1996).

La utilizacion las células en suspension, como entidades individualizadas, presenta ventajas,
ya que permite procesar grandes cantidades a partir de muy poco material. Son ideales para
probar diferentes selectores en forma relativamente homogénea. Presenta division vy
crecimiento celular rapido (aprox. 5 dias entre subcultivos) y pueden ser manipuladas de

forma similar alos microorganismos (Daub 1986, 1982).

Las células del mesdfilo y/o cultivo de protoplastos, son el material biolégico ideal para aislar
una linea pura de células. Individualizar e incrementar la eficiencia en la seleccion, sila
poblacion celular recibe de manera uniforme la misma presion del selector, es imposible
lograr en cultivo de callos, dpices 0 yemas en medios de cultivo sélidos. Podria catalogarse
como un metddo costoso, por la incorporacion de enzimas para degradar pared celular, pero

al analizar muestras en cantidad, los costos se bajan sensiblemente (Daub 1986, 1982).

2.4.1. Investigaciones realizadas sobre larelacion parasitaria Musa— M. fijiensis

Carlson (1973) fue el primero en sugrir el uso de células y en particular los protoplastos en
cultivo para estudiar la resistencia a toxinas de patdgenos y plantas, con efecto significativo
de respuesta a la infeccion.

Un buen selector para las pruebas in vitro, debe cumplir los siguientes requisitos: (a) la
acciéon del metabdlito (filtrado crudo, toxina semi o totalmente purificada) debe ser
irreversible, esto es letal, no actuar como un inhibidor del crecimiento; (b) el producto usado
no debe ser degradado en el medio de cultivo por otros factores y las células susceptibles
deben morir antes de su degradacién; (c) el Unico estrés en las células debe ser causado por
el agente selectivo y (d) la respuesta debe manifestarse a nivel celular y existir una
correlacion positiva con la respuesta en la planta desarrollada (Gémez 1998).

Hernandez (1995) estudi6 la respuesta de resistencia a nivel in vitro de callos de los
cultivares Calcutta 4 (R) y Gran Enano (S), siguiendo la aplicacion de fraccion cruda de M.
fijiensis a diferentes concentraciones. En el cultivar susceptible, se observo una reaccion

acelerada, la cual se caracterizd por una coloracion azul oscuro en el area del callo méas
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proxima al contacto con el extracto. La reaccion, aumento, tanto en el transcurso del tiempo
como d aumentar la concentracion del extracto. En el cultivar resistente, se presenté una
mayor resistencia al contacto con el extracto crudo de M. fijiensis. Sin embargo, la reaccion
de oxidacién, se vio favorecida por la aplicacién de la mas alta concentracién del extracto
(Anexo 7).

Okole and Schulz (1997), para seleccionar material resistente a la Sigatoka negra, utilizaron
micro secciones transversales provenientes de callos de los cultivares Williams (R) y Petit
naine (S), los cuales fueron sometidos a diferentes concentraciones de la toxina purificada
2,4,8-tetrahydroxytetralone producida por el patégeno. Observaron que al utilizar las
concentraciones mas altas de la toxina en el cultivar susceptible, las micro secciones
transversales se tornaron de color oscuro y solo un pequefio porcentaje sobrevivio.Las
plantas del cultivar Williams se desarrollaron en forma normal, sin ninguna evidencia de

desarrollo de los sintomas de la enfermedad.

Las investigaciones de Busogoro et al. (1999), para determinar el efecto de las toxinas de M.
fijiensis en el desarrollo de la Sigatoka negra y su aplicacion como método ke seleccion
rapida de genotipos de Musa, con la toxina purificada juglone de M. fijiensis. La toxina fue
aplicada a diferentes concentraciones sobre cloroplastos aislados de las células del mesdfilo
de plantas de los cultivares Fougamou (PR) y Gran Enano (S). Los resultados mostraron un
efecto inhibidor directo del juglone sobre la habilidad de los cloroplastos para transferir
electrones, siendo mas alto en el cultivar susceptible Gran Enano. Se encontrd, un efecto
represivo del juglone sobre la enzima dismutasas superéxidas (SOD) involucrada en
mecanismos de defensa implicados en la oxidaciéon de tejido y produccién de necrosis, en

Gran Enano (Anexo 7).

Colmenares et al. (2002), también realizd investigaciones para evaluar el efecto de las
toxinas extraidas de M. fijiensis, sobre las células del mesdfilo de cv. Yangambi Km5 (AAA-
R), FHIA-02 (AAAA-PR) y Wiliams (AAA-S). Se determind que en el cultivar susceptible
Williams, ocurrié una acelerada muerte celular alas 24 horas de evaluacién a pequefias
concentraciones de la toxina.

No obstante, existen pocos resultados practicos del empleo de estas metodologias, es una

herramienta valiosa e indispensable para la seleccion temprana de resistencia a una



enfermedad. La aplicacién de filtrados concentrados o de la fraccion cruda del patégeno, es
un método eficaz que produce resultados en menor tiempo y facilita la identificacion de
diversos cultivares segun su grado de resistencia y/o susceptibilidad. Ademas, permite medir
la virulencia en términos cuantitativos y ofrece la posibilidad de generar nuevos variantes con

niveles altos de resistencia a un determinado patdégeno o plaga, que podria ofrecer mayor
rendimiento a nivel de campo (Gomez 1998).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacién del estudio

El trabajo se realizé en el Centro Agronémico Tropical de Investigacion y Ensefianza
(CATIE), ubicado en el canton de Turrialba, Provincia de Cartago, Costa Rica, localizado a
9°63'N y 83°38'0 a 602 m.s.n.m. La parte experimental, se llevo a cabo en los Laboratorios e
invernaderos de la Unidad ¢ Fitoproteccion. la recoleccion de cepas de M. fijiensis, se
visitd diferentes regiones de la Costa Atlantica y Central de Costa Rica.

3.2. Material vegetal experimental: variedades de platano

Los clones de platano, que se utilizaron en esta investigacion, fueron obtenidos en los
Laboratorios de Biotecnologia de CATIE y Agrobiotecnologia S.A. (cortesia del Dr. Oscar
Arias). Se utilizaron plantas provenientes de cultivo in vitro, para asegurar la uniformidad del
material experimental y su adecuado estado fitosanitario. Los siguientes, son los cultivares
de platano que se emplearon en esta investigacion: FHIA-21 (AAAB), clasificado como
altamente resistente a Sigatoka negra y Curraré (AAB) (caracteristicas en Anexo 2),
caracterizado por ser susceptible a la Sigatoka negra.

3.2.1. Micropropagacion, enraizamiento y aclimatacion

Los diferentes cultivares, fueron obtenidos con sistema radical desarrollado (fase IV). Estas
plantulas fueron sometidas a una fase de endurecimiento y posteriormente llevadas a
aclimatacion hasta que alcancanzaron las cinco hojas funcionales. Esta etapa tomo
alrededor de 8 semanas y se siguieron las recomendaciones de Riveros (1995) para los
pasos bajo condiciones controladas de invernadero.

3.2.2. Material fangico: M. fijiensis

Se realiz6 la colecta de aislados de M. fijiensis en diferentes zonas de Costa Rica, con
diferentes niveles de incidencia ala Sigatoka negra, especificamente las localidades de:
Peralta, Fortuna y Montafia (Zona Central), Muelle Zona Norte), Sixaola, Estrella, Matina,
Sarapiqui, Santa Clara y Expaca (Zona Atlantica). En cada sitio se tomaron 20 muestras en

cada finca, para obtener finalmente un muestreo representativo de las 10 localidades. Se
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llevaron registros detallados sobre: fecha, hora de la colecta, cultivar hospedero, genotipo,
localidad y altitud del area. Las muestras (con necrosis y peritecios maduros) fueron
introducidas en bolsas de papel perforadas, etiquetadas, selladas y traidas al Laboratorio.
Las cepas provenientes de las localidades de Sarapiqui, Estrella y Sixaola fueron facilitadas

por el Dr. Galileo Rivas (CATIE, Depto. de Agricultura y Agroforesteria).

Mudle

‘Puntarenas
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Figura 3. Procedencia de las cepas de M. fijiensis en estudio ( fuente:www.nacion.com/In_ee/
costarica/mapag.jpg).

3.3. Obtencion de cultivos monosporicos de M. fijiensis

Las cepas, fueron aisladas a partir de material foliar de platano infectado (Curraré) que
presentd el estado 6 de evolucién de la enfermedad (Fouré 1985). EI material seco se
observé en el estereoscopio y los tejidos con peritecios viables fueron recortadas en
pequefios recuadros (2 x 2 cm) y grapados sobre papel “bond” para luego ser llevadas a la
camara humeda de 24 a 48 horas.

Finalizado este paso, el papel “bond” con los recuadros fue humedecido en agua estéril por
un periodo de 30 minutos. Los fragmentos de hoja infectados fueron sometidos al método de
descarga de ascosporas, sobre una caja Petri que contenia una solucién acuosa al 2% de
Agar-agua. Después de 24 horas, las ascosporas liberadas, que lograron germinar fueron
individualizadas y transferidas al medio nutritivo Papa Dextrosa Agar (PDA Bacto Difco
Laboratorios), luego se llevaron a incubacion a 5 = 1°C en la oscuridad durante 7 dias,

tiempo en el cual se desarrollaron las colonias (Hoja técnica revista MTP 1999).
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Las colonias obtenidas del hongo, fueron transferidas a platos individuales con medio
Mycophil Agar (BBL, Mycopil ™ Agar) e incubadas durante 20 dias en la oscuridad a 25 +
1°C, para estimular el crecimiento micelial. Transcurrido este tiempo, cada colonia formada
se colocd en un tubo de ensayo con 3 ml de Tween 0.05~y se someti6 a agitacién en un
vortex para mezclar vigorosamente por un periodo de 3 a 5 minutos con el fin de desprender
fragmentos del micelio. Posteriormente, con una micropipeta se tomé una alicuota de 250

0 aprox.10 gotas por caja y con un asa de vidrio fueron rayadas sobre la superficie de la caja

Petri conteniendo medio nutritivo V8 (jugo V8 100 ml, C,CO3 2 gr, Agar 15 gr, pH = 6).

Finalmente, las cajas Petri se sellaron e incubaron con luz continda por 7 dias a 25+ 1°C
para estimular la esporulacién conidial. Transcurrido este tiempo, se observo la formacién de
numerosas colonias a partir de las cuales se obtuvieron subcultivos. Los aislados obtenidos
a partir de los subcultivos, fueron conservados en crio-tubos a -20°C como fragmentos de
micelio inmersos en una soluciéon de glicerol al 10%. Paralelamente, estas cepas fueron

mantenidas por cultivos sucesivos en cajas Petri sobre medio de cultivo V 8.

3.3.1. Preparacion de lafraccion cruda de M. fijiensis en germinacion

Se siguié la metodologia recomendada por Riveros (2002), donde los cultivos monospaoricos

esporulados obtenidos de cada cepa, se dejaron crecer en medio V8 durante 8 dias a 26°C.

En camara de flujo laminar, con cultivos de edad 8 dias, se prepard una suspension conidial
homogénea, la cual se hizo pasar por filtros de etamina para eliminar fragmentos grandes de
micelio. Se calibro la suspensién a 2X10° conidios/ml. Luego, se distribuyeron en
erlenmeyers de 1l, 500 ml de la suspension, se rotularon y se cubrieron con papel aluminio
para someterlos a agitacion horizontal (100 ciclos/min) a 25 £+ 1°C durante 48 horas. La
suspension conidial asi obtenida se pas6 por filtros Wathman de diferentes diametros,
utilizando el sistema de filtracion vacio. De esta manera el liquido de coloraciéon amarillo-
clara-transparente resultante, se rotulé6 como la fracciéon cruda de M.fijiensis (FcMf). El
filtrado obtenido, fue sometido a rotaevaporacion (HaakeBuchler 2000 rev/ 30 min)
concentrando la FcMf de 500 a 100ml y posterior liofilizacion (Eyela 0.01 TORR 100ml / 5
horas) hasta estado solido, donde por 1l de FcMf se obtuvo un liofilizado soélido de
aproximadamente 0.1 gr.
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3.3.2. Preparacién de células del meséfilo a partir de tejido foliar de muséaceas

Se utilizé la técnica de Riveros y Acufia (2002), se selecciond la hoja nimero dos de cada
uno de los cultivares en estudio. Las hojas fueron lavadas, secadas y eliminados sus
extremos. A la hoja, se le retird la nervadura principal. Se obtuvo asi los dos semilimbos, los
cuales fueron pesados (1g) y seccionados paralelamente a bk nervadura secundaria (3X15
mm). Se sumergieron los fragmentos de hojas en el medio M1 (Anexo 3), por 15 min. Luego,
fueron transferidos al medio M2 (Anexo 3), Yy se sometieron a infiltracion al vacio (580

mmHg) durante cuatro pulsos de 5 segundos.

Posteriormente, en beakers de 100 ml se les adicion6 25 ml de medio M3 (Anexo 3), donde
se transfiri6 el material proveniente del paso anterior y se coloc6 en un agitador horizontal
(50 ciclos/min) a una temperatura de 23 + 1°C durante una hora para facilitar la digestion;
luego, se transfirid el material a cajas Petri pequenas (60 x15 mm) que contenian 2 ml de
medio M4 (Anexo 3). El tejido fue macerado suavemente con la ayuda de una pinza de punta
roma, para individualizar las células del mesoéfilo, esta operacion se repiti6 4 veces, la
suspensién se colocé en tubos conicos de centrifuga y se le permitié la centrifugacion
(Damon IEC division) a 3000 rpm durante 10 min, se retiré el sobrenadante con una pipeta

Pasteur plastica y la pastilla de precipitacion fue resuspendida en 3 ml de medio M4.

Para la tercera centrifugacion, solo se adicionan 5 ml de medio M4. Las células del mesdfilo
(CM) preparadas, fueron conservadas bajo incubacién en cajas para manejo de protoplastos
(14 x10 cm) de 24 sitios y se mantubieron en oscuridad a 26+1°C hasta el momento de
realizar el montaje de pruebas biol4gicas.

3.4 Método estandar

Este método se utilizé tanto para la clasificacién y seleccion de mayor capacidad de

virulencia de las cepas de Mycosphaerella fijiensis como para pruebas de patogenicidad con
la cepa seleccionada sobre los dos cultivares.

Se utilizé la misma metodologia utilizada por Burgeff (1991), Beveraggi (1992) y Riveros
(1995), donde plantas con 5 hojas funcionales, provenientes de cultivo in vitro de cada uno
de los cultivares fueron inoculadas con una suspension conidial de M. fijiensis ajustada a una
concentracion de 2x10° conidios/ml. Para la calibracién de la suspensién con cultivos del
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hongo de 8 dias de edad, se utilizé un hemacitdbmetro de Neubauer.

La aspersion, se realizé con un nebulizador Devilbiss ligado a un compresor de vacio. Las
plantas recibieron dos presiones de in6culo con 15 minutos de intervalo y este procedimiento
se efectué en horas de la mafana. Después de k inoculacién y con las hojas secas, las
plantas fueron colocadas en una camara humedad relativa > 95% durante 72 horas,
ajustandole un timer con intervalos de 15 min con humedad y 45 min sin humedad cada dos
horas, para lograr la humectacion foliar requerida para la germinacion de la conidia y

penetracion de tubos germinativos.

Luego de este tiempo las plantas fueron aleatorizadas y ubicadas en otros espacios
adaptados en el invernadero para continuar el desarrollo y la evolucion de los sintomas de la
enfermedad. Por cada dia de muestreo se tomaron dos plantas como repeticiones de cada

uno de los cultivares en estudio.

Las muestras fueron colectadas los dias 5, 7, 9 y 11, después de la inoculacion. Se tomaron
cuatro discos de cada hoja, los cuales se colorearon por el envés con una gota del colorante
azul de algoddn, durante 30 minutos de coloracion y seguidamente, se llevaron a un
portaobjeto con una gota de glicerina, se cubrié con el cubreobjeto, se le retird los excesos
del colorante y se realiz6 la observacion bajo el microscopio de luz. De cada planta, se
analizaron cuatro discos y por cada disco 5 campos microscoépicos fueron leidos con objetivo
de 40X. Se registraron: (a) el numero de conidios germinados/campo microscépico; @)
namero de estomas penetradosicampo microscépico; (c) nimero de estomas penetrados
con células de guarda necrosadasicampo microscépico y (d) se analizo el desarrollo

prolongado de sintomas con la escala de Fouré (1985).

En la primera parte de este trabajo, que consistié en la seleccion de la cepa de M. fijiensis

mas virulenta Unicamente se hizo seguimiento hasta el dia 21, con intervalos de dos dias.
Para la metodologia del método estandar, se hizo la lectura de sintomas segun Fouré (1985)
hasta el dia 45 después de la inoculacion, con intervalos de cinco dias.
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3.4.1. Método células del mesofilo de tejido foliar

Partiendo de las células del mesdfilo (CM) preparadas como aparecen en esta metodologia
(ver acapite 3.2.2) y con la FcMf (ver acépite 3.3.1.) Se prepararon cinco diluciones de FcMf,
con el propdsito de establecer un gradiente de variacion, hasta completar la cantidad de 400
ul de células del mesofilo y se considero un testigo sin FcMf para realizar los analisis.

Las CM, fueron dispensadas en una caja para manejo de protoplastos con 24 pozos (14x10

cm), se contd con cuatro repeticiones por tratamiento (Tabla 2).

Cuadro 2. Diferentes diluciones de FcMf con células del mésofilo de los cultivares FHIA-21 y Curraré

Tratamientos Células del mesofilo FcMf
) (ui)
TO 400 0
T1 360 40
T2 320 80
T3 280 120
T4 240 160
5 200 200

Seguidamente, se procedié a sellar los bordes de las cajas con papel parafilm y cubrir con
papel aluminio, rotulando con nombre del cultivar, fecha y hora de la preparacion, para
finalmente incubarlas a 22° + 1°C e ir blogueando el proceso a las 24, 48 y 72 hrs. Después
de poner en contacto las CM con la FcMf en las diluciones respectivas, se realizaron las
lecturas de viabilidad de CM utilizando la camara de Burker. Las preparaciones fueron

visualizadas mediante un microscopio de luz.

Las CM, que son alargadas y mantengan cloroplastos verdes son las viables, las que
aparecen oscuras se consideraron como muertas, las células que aparecieron con
deformaciones internas de los cloroplastos, pero que aun conservan el color verde fueron
clasificadas como células con cloroplastos deformes. Finalmente, el porcentaje de células
viables se expresa en relacion al numero de células vivas frente al total de células contadas

por milimetro utilizando la siguiente formula:
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Porcentaje de Viabilidad = células vivas / células totales X factor de la camara de Burker
(20.000)

4. Disefio Experimental

Se utilizé dos tipos de disefio experimental. En él método estandar, se realizé un disefio de
parcelas divididas para determinar cual de las 10 cepas de M. fijiensis seleccionadas
presentaba una mayor virulencia comparando la reaccién sobre cultivar resistente yel
susceptible y para determinar el comportamiento de la cepa seleccionada en los cultivares

en estudio.

En & método células del mesdfilo, se utilizéd un disefio irrestricto al azar en el tiempo (24, 48
y 72 hrs) para determinar pruebas de patogenicidad medidas a diferente tiempo para cada
diluciéon de FcMf.

4.1. Modelo Matematico
4.1.1. Método Estandar

Se utilizé el modelo de parcelas divididas, el cual toma en cuenta que dentro de cada parcela
grande se aleatorizan los niveles del factor B (cepas), lo que viene a constituir las
subparcelas y este proceso genera el error del factor B, donde la parcela grande H
representa al hospedero, resistente y susceptible, C representa las cepas y la interaccion HC
se refiere a la interaccion cepa-hospedero. Las cepas, representan los tratamientos y se

utilizaron 14 repeticiones por tratamientos (10 cepas en la etapa de seleccidn de la cepa con
mayor virulencia y 1 cepa en la segunda fase, con la cepa seleccionada).

Yik =p+ H+E 4+ G+ (HC); + E

Donde:

Yijk = Variable de respuesta ( virulencia)
H= Media general

H; = Efecto del hospedero (factor A)



Ey) = Error del hospedero
CJ- = Efecto de la cepa (factor B)
(HC)”- = Efecto de la interaccion cepa hospedero

E) = Error de la cepa

Se establecieron las siguientes hipétesis:
Ho: S ai = 0 vs El tipo de hospedero ejerce un efecto significativo sobre la virulencia de las
cepas de M. fijiensis.

Ho:S Bj = 0 vs La virulencia de las cepas de M. fijiensis ejercen un efecto significativo en
ambos tipos de hospedero.

Ho:S (aB)ij = 0 vs Existe un efecto de interaccion significativo entre el hospedero y la
virulencia de las cepas de M. fijiensis.

4.1.2. Método células del mesofilo

Se utilizé un disefio experimental irrestricto al azar, el cual es un disefio en el que los
tratamientos son asignados completamente al azar a las unidades experimentales, y un
disefio de tratamientos factorial donde se consideran como factores el cultivar, el tratamiento
(concentraciones) y las horas. Se establecierén 6 tratamientos, que incluyen un testigo y
cinco diluciones de la fraccidon cruda de la cepa de M. fijiensis seleccionada, con 12
repeticiones.

Yiw =M+ D+ T, +H, +DT;; +DH; +TH, +DTHy, +E,
Donde:

Yijk = Variable de respuesta (viabilidad de las células)

M = Media general

D, = Efecto de la dilucién de la solucién

H = Efecto de las horas de lectura

T, = Efecto del tiempo

DTij = Efecto de la interaccién entre la dilucion de la solucién y el tiempo
DH = Efecto de la interaccion entre la dilucién y las horas de lectura

THJ-k = Efecto de la interaccién entre el tiempo y horas de lectura
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DTHijk - Efecto de la interaccion entre la dilucion de la solucion, el tiempo y las horas de
lectura.

Eijk| = Error aleatorio de la variacion experimental en el tiempo.

Se establecieron las siguientes hipétesis:
Ho: = W....., Todos los tratamientos son iguales entre si.

Ha: 14 ? p....., Al menos un par de tratamientos difieren entre si.

Todos los andlisis realizados para este experimento, se hicieron utilizando el programa
estadistico SAS (Statistical Analisis System).



5. Resultados y Discusién
5.1. Método Estandar

5.1.1 Seleccion de la cepa costarricense de M. fijiensis con mayor nivel de virulencia a
la Sigatoka negra

Figura 4. Comportamiento de las 10 cepas analizadas en los cultivares de platano FHIA-21 (R) y
Curraré (S), en relacidon con las variables: a) Nimero de conidos germinados; b) Namero de estomas
penetrados y c¢) Estomas penetrados con células de guarda necrosadas. A los dias 5, 7, 9 y 11

después de la inoculacion.
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La figura 4, muestra el analisis comparativo de la inoculacion de 10 cepas de M. fijiensis
aisladas en diferentes localidades de Costa Rica, correspondientes a: Peralta, Fortuna y “La
Montafia” (Zona Central), Muelle Zona Norte), Sixaola, Estrella, Matina, Sarapiqui, Santa
Clara y Expaca (Zona Atlantica), sobre los cultivares de platano Curraré (S) y FHIA-21 (R)

(figura 2).

En el caso a) de la fgura 4, sobre la variable nimero de conidios germinados (NCG), el
andlisis estadistico para la interaccién cepa-cultivar-planta, no presentd diferencias
significativas (p>0.01) (Anexo 8). Esto coincide con los resultados obtenidos por Riveros
(1995) para los cultivares de banano Yangambi Km5 (YKm5) resistente y Gran Enano,
susceptible. En el cual en los primeros dias después de la inoculacién no se observaron
diferencias significativas en cuanto al porcentaje de conidios germinados entre los dos

cultivares.

Dado el crecimiento abundante de los tubos germinativos y la formacién de ramificaciones
miceliales, esta variable solo pudo ser medida en las primeras etapas de la infeccion. No
existen diferencias significativas (p>0.01) (Anexo 8) en el comportamiento de las 10 cepas
analizadas frente a un cultivar en particular. Todos los aislamientos, mostraron similar

desarrollo de conidios germinados.

Para la nteraccion entre cultivares, se observaron diferencias significativas (p< 0.0099)
(Anexo 8), lo que indica, un mayor desarrollo de NCG en el cultivar Curraré (susceptible),
comparado con el cultivar FHIA-21 (resistente). Esto es contrario alos resultados obtenidos
por Riveros (1995), donde esta variable fue medida a los 3 dias después de la inoculacién y
en este caso, la lectura se realizé a los 5 dias. Sin embargo, debido a la poca informacién
obtenida para el analisis de dicha variable, se procedi6 a realizar la prueba de T de student,
con el propésito de establecer el orden jerarquico descendente de la interaccion. Para FHIA-
21 las cepas con mayor NCG fueron las provenientes de las localidades de Peralta y
Sarapiqui, mientras que para el cultivar Curraré, fueron Peralta, Montafia y Santa Clara.

En relacién al caso b) de la figura 4 sobre el nimero de estomas penetrados (NEP), el
andlisis estadistico, no determin6 diferencias significativas (p>0.01) (Anexo 8), para la
interaccion cepa cultivar. Mientras que para la interaccion entre cultivares se presentan
diferencias significativas (p< 0.0001) (Anexo 8). Se observo mayor NEP en el cultivar Curraré



que en FHIA-21 (a partir del dia 7 de evaluacion), respuesta que difiere con los resultados
obtenidos por Beveraggi (1993) en cultivares de banano. H autor, no observo diferencias
significativas en cuanto a la penetracion del micelio en los estomas en el dia 8 de evaluacion
para ninguno de los cultivares de banano comparados. Mientras que Riveros (1995),
comparando los mismos cultivares de banano, no observé diferencias significativas para esta
variable a los 7 y 9 dias de evaluacion en ninguno de los cultivares analizados, con un efecto
de inhibicién en el desarrollo del micelio del hongo y capacidad de penetracion en los

estomas del cultivar resistente a partir del dia 11 de evaluacion.

Los resultados obtenidos coinciden con lo reportado por Tapia et al. (1989), quienes
mostraron que la mayor o menor resistencia a M. fijiensis, puede estar asociada con la
densidad estomatica del cultivar. Sin embargo, Unicamente para el cultivar FHIA-21, se
observd una regresion lineal entre las variables NCG y NEP (p< 0.0001; R* = 0.25).
Posiblemente debido a un bloqueo de desarrollo del micelio del patégeno a partir del dia 9 de
evaluacion, lo cual puede estar relacionado con los resultados obtenidos por Beveraggi
(1993) y Riveros (1995) para el cultivar YKm5.

En el caso de Curraré, no se observo una regresion lineal (p>0.9818). Los datos mostraron
una tendencia 1:1 en funcién de las variables analizadas. Esto podria explicarse por la
existencia de un mayor numero de estomas en este cultivar (Anexo 4), lo cual favoreceria los
eventos de penetracién de M. fijiensis, sobre el filoplano de las hojas, debido a la proximidad
de los estomas entre si. Las cepas con mayor NEP fueron Peralta, Santa Clara, Montafa y
Sixaola, para el cultivar FHIA-21, fueron Peralta y Sarapiqui. Se puede afirmar que la cepa

de Peralta fue la que obtuvo mayor registro de NEP.

Para el caso c) de la figura 4 la variable nimero de estomas penetrados con células de
guarda necrosadas (CGN), present6 diferencias significativas en la interaccion cepa-cultivar
(p< 0.0001) (Anexo 8). Se observé un mayor nimero de CGN en el cultivar FHIA-21(R),
respuesta que podemos relacionar con lo observado por Sallé et al. (1989), Beveraggi (1993)
y Riveros (1995), en el cultivar Ykm5 en etapas tempranas de desarrollo de la enfermedad.
Este evento, ocurrid6 a los 7 después de la inoculacion con M. fijiensis; mientras que, en
Curraré, las CGN no se observaron diferencias significativas (p>0.01) (Anexo 8), para esta
variable a los 11 dias después de la inoculacion. Lo anterior sugiere que el proceso de
colonizacion del hongo continua con mayor intensidad, similar a los resultados obtenidos



para el cultivar Gran Enano (S) por Salle et al. (1989), Beveraggi et al. (1993), Riveros et al.
(1995).

En el cultivar FHIA-21, la mayor cantidad de CGN, se presentaron en las cepas provenientes
de Peralta, Santa Clara y Matina (Anexo 5.). Esta variable, fue determinante en la seleccién
de la cepa con mayor virulencia, debido a que la necrosis como reaccién rapida de defensa
celular de la planta, asociada a la inhibicion del patégeno, osea, reaccion hipersensible. Esta
respuesta representa la activacion de los mecanismos de defensa de la planta y

reconocimiento del patégeno (Salle et al. 1989, Beveraggi et al. 1993, Riveros et al. 1995).

Esta sefal celular, se considera un indicador del nivel de resistencia al patdgeno, en el
marco de una relaciéon parasitaria incompatible. Mentras que en el cultivar susceptible,
ocurre una reaccién compatible, el reconocimiento del patégeno no se lleva cabo y la
respuesta de defensa no es activada. Por lo que el patdgeno puede colonizar al hospedante
y la enfermedad se establece (Agrawal et al. 1999, Keen et al. 1990). En el cultivar Curraré,
no hubo diferencias significativas (p>0.01) (Anexo 8) para la variable CGN, al dia 11 después
de la inoculacion, lo cual sugiere que el cultivar no reconocié al patégeno y este continud su

proceso de colonizacién en los espacios intercelulares del cultivar.

Para determinar la severidad de la infeccion de las cepas de M. fijiensis en los cultivares de
platano FHIA-21 y Curraré, se realizaron observaciones macroscopicas a partir del dia 12
después de la inoculacion con intervalos de 4 dias hasta el dia 28, siguiendo las
descripciones establecdas por el indice de Fouré (1998).

En el cultivar FHIA-21, se observaron las primeras lesiones, correspondientes al estadio 2
de desarrollo la enfermedad, en el dia 16 después de la inoculacién del patdgeno. En la
mayoria (8 cepas) de las cepas estudiadas y se mantuvo el estadio 2 hasta el dia 28 de
evaluacion, lo cual puede estar relacionado con lo observado por Sallé et al. (1989), para el
cultivar YKm5 y Alvarado et al. (2002), para el cultivar FHIA-21. Segln estos trabajos, en el
caso de los cultivares resistentes se frena el desarrollo de sintomas en etapas muy
tempranas de la infeccion, el estadio 2 se mantiene hasta el dia 20 después de la inoculacion
(Anexo 1).



En Curraré, las primeras lesiones necroticas en la mayoria de las cepas de M. fijiensis

analizadas (7 cepas) se observaron d dia 28 de evaluacion, correspondientes al estadio 2

gue corresponde a una etapa temprana de desarrollo de la enfermedad. Esto coincide con

los estudios de Beveraggi et al. (1993) y Alvarado et al. 2002 en el cultivar Gran Enano,

donde las primeras lesiones necréticas se observaron después del dia 20. Sin embargo,

para las cepas de Peralta y Sarapiqui presentaron ningin sintoma, lo cual sugiere que estas

cepas presentan un alto grado de virulencia ya que hasta ese momento el hongo

posiblemente continlia su proceso de colonizacion y desarrollo sin activar los mecanismos de

defensa del cultivar (Cuadro 3y 4).

Cuadro 3. Severidad de Sigatoka negra (Fouré 1985) con diferentes cepas de M. fijiensis inoculadas

sobre el cultivar de platano FHIA-21 del dia 12 al 28 después de la inoculacion.
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Cuadro 4. Severidad de Sigatoka negra (Fouré 1985) con diferentes cepas

sobre el cultivar de platano Curraré del dia 12 al 28 después de la inoculacion.
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De acuerdo a los criterios de evaluacion, basados en la interaccion de las 10 cepas
analizadas en los dos cultivares de platano: FHIA-21 (R) y Curraré (S), mediante la
evaluacion microscopica (Fig.4) y la respuesta presentada por los cultivares en cuanto ha
desarrollo de lesiones necroticas (Cuadro 3 y 4), apoyandonos en trabajos realizados por
Salle et al. (1989), Beveraggi et al. (1993) y Riveros (1995), sobre los efectos que
determinan los niveles de virulencia del patdégeno en cultivares de banano, con diferentes
niveles de resistencia, se procedié a seleccionar la cepa “Peralta’ para continuar con las

pruebas de patogenicidad.

5.1.2. Evaluacién de resistencia a M. fijiensis (cepa Peralta) — vs- cultivares de platano
FHIA-21y Curraré:

El cuadro 5, muestra el andlisis comparativo de inoculacion de la cepa Peralta sobre los
cultivares de platano FHIA-21 (R) y Curraré (S), respecto a las variables analizadas.

Cuadro 5. Numero de conidios germinados, nimero de estomas penetrados y ndmero de células de
guarda necrosadas, a los dias 5, 9 y 11 despues de la inoculacion en loscultivares de platano FHIA-21

(R) y Curraré (S) inoculados con la cepa Peralta.

Dias después de la Clon Nimero de conidios | Numero de estomas Numero de estomas
inoculacion germinados penetrados penetrados con células
de guarda necrosadas
NCG NEP CGN
FHIA-21 5.70 £ 0.32 350 £041 _
5
Curraré 9.70 +0.83 7.53 +0.66
FHIA-21 7.98 +0.30 0.88 +0.28**
7 N
Curraré 9.33+0.72 0.00
FHIA-21 9.10+0.39 1.00 + 0.55**
9 _
Curraré 11.58 + 0.56 0.00
FHIA-21 11.70+0.4 2.50 =0.65**
11 L
Curraré 11.80 £ 0.35 0.00

**Diferencias significativas

_ Sin Lectura




Para la variable nimero de conidios germinados (NCG) (Cuadro 5), no se observaron
diferencias significativas (p> 0.01) (Anexo 8), al dia 5 después de la inoculacion, lo cual
coincide con los resultados obtenidos por Riveros (1995) con los cultivares de banano de
referencia YKm5 (R) y Gran Enano (S), donde no se presentaron diferencias significativas
para esta variable a los 3 dias después de la inoculacion. La variable NCG solo puedo ser
medida hasta los primeros 5 después de la inoculacién, ya que luego de esta etapa los tubos
germinativos del patdgeno estaban mas desarrollados y eso hace muy dificil su

cuantificacion.

Para la variable, numero de estomas penetrados (NEP) (Cuadro 5), no se observo
diferencias significativas (p> 0.01) (Anexo 8), entre los cultivares, lo cual coincide con los
resultados obtenidos por Beveraggi et al. (1993) y Riveros (1995), donde se reporta que para
el dia 11 después de la inoculacion el hongo continlla su penetraciéon en la cavidad de los
estomas. Se sugiere, que el hongo contindia su proceso de colonizacion al interior de los
espacios intercelulares en los dos cultivares comparados.

En el caso del nimero de estomas penetrados con células de guarda necrosadas (Cuadro
5), lbs andlisis estadisticos, determinaron diferencias significativas para la interaccion cepa-
cultivar (p< 0.0001). Se observo la presencia de CGN en el cultivar FHIA-21 (R), mientras
qgue en Curraré (S), no se observaron CGN al dia 11 después de la inoculacion. Esto
coincide con los esultados anteriores y se considero como respuesta hipersensible del
cultivar FHIA-21(R) (Salle et al. 1989; Beveraggi et al. 1993 y Riveros 1995), la cual se
presenta en etapas tempranas de la infeccién en el cultivar resistente.

Estadisticamente, se presentaron diferencias significativas (P< 0.0009) (Anexo 8), en la
interaccion CGN-dias de lectura para ambos cultivares. En cuanto a que el cultivar FHIA -21
(R), las CGN comenzé a manifestarse a partir del 7 luego de la inoculaciéon y contintian su
desarrollo hasta el dia 11 después de la inoculaciéon. Mentras que para Curraré, no se
presentaron CGN durante el tiempo de evaluacion temprana, hasta el dia 11 de evaluacion.
Lo que coincide con lo sugerido por De Wit (1987), en sus trabajos de relacion parasitaria
Cladosporium fulvum — tomate, donde encontrd que en la relacion compatible, la respuesta
de defensa de la planta no es activada, el patégeno coloniza los espacios intercelulares de la

cavidad de los estomas del hospedante y la enfermedad se desarrolla.
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Figura 5. Diferentes estadios de desarrollo de M. fijiensis a) extension del micelio de M. fijiensis sobre la hoja del cultivar
Curraré a los 5 dias después de la inoculacion; b) sitios de penetracién de penetracionyg) Vvia estomatica de los tubos
germinativos en crecimiento de M. fijiensis en el cultivar FHIA-21 a los 7 dias después de la inoculacion y c) sitio de penetracion
y célula de guarda necrosada (VVV) en el cultivar FHIA-21 a los 11 dias después de la inoculacién. Todas las fotos fueron
tomadas con objetivo de 10 X . A. Diaz, Turrialba, Costa Rica, 2003. h=hifa e= estoma.

Observaciones macroscopicas, segun la escala de Fouré (1985), para medir el desarrollo de
lesiones necroticas sobre el tejido foliar de los cultivares FHIA-21 y Curraré a partir del dia 15
después de la inoculacion con la cepa Peralta de M. fijiensis, con intervalos de 5 dias hasta
el dia 45, con el fin de dar seguimiento a los sintomas, en estado avanzado de desarrollo de
la enfermedad, permitieron establecer diferenciacion de niveles de resistencia en ambos
cultivares comparados (Cuadro 5).

En FHIA-21, el estadio 2 de severidad, fue el nivel més alto observado, presentandose en el
cultivar a los 15 dias después de la inoculacion, el cual se mantuvo hasta el dia 45 después
de la inoculacion. En el cultivar Curraré, las primeras lesiones (estadio 2) ocurrieron al dia 30
después de la inoculacién. Alos 35 dias, se observé un aumento en didmetro de la lesion,
clasificada dentro del estadio 3 de severidad. Alos 45 dias después de la inoculacién, la

lesién alcanzoé el estadio 4 (Cuadro 5).

Un analisis de area bajo la curva de progreso de la enfermedad (ABCPE), determin6 que
efectivamente, el cultivar Curraré, acumulé 70 unidades de enfermedad con respecto a 63
unidades de enfermedad del material resistente FHIA-21. Este resultado, destaca la
interaccion patdgeno-hospedante en el cultivar resistente (Anexo 6).



Cuadro 6. Severidad de Sigatoka negra (Fouré 1985) y ABCPE sobre los cultivares de platano FHIA-

21 (R) y Curraré (S) inoculados con la cepa Peralta desde el dia 15 hasta el 45 después de la

inoculacion.

Dias después de la inoculacién
Cultivar 15 20 25 30 35 40 45 ABCPE
FHIA-21 2 2 2 2 2 2 2 63
Curraré 0 0 0 2 3 4 4 70

* Escalade Fouré : 1,2,3,4,5,6

Los resultados obtenidos con la cepa Peralta de M. fijiensis, en los cultivares FHIA-21 (R) y
Curraré (S) (Cuadro 6), coinciden con los obtenidos en la fase de seleccién de la cepa con
mayor nivel de virulencia y las investigaciones realizadas por Salle et al. (1989), Beveraggi et
al. (1993), Riveros (1995) y Alvarado et al. (2002) en cuanto al desarrollo de lesiones
necroticas en las interacciones M. fijiensis-reaccion incompatible y M. fijiensis-reaccion

compatible, en cultivares de banano con diferentes niveles de resistencia.

Los resultados obtenidos, sugieren que el método estdndar, puede ser considerado una
herramienta atil y confiable para la seleccion temprana de resistencia en cultivares de
musaceas con diferentes genomas Y niveles de resistencia a la Sigatoka negra, provenientes
de cultivos susceptibles transformados genéticamente o provenientes de métodos no—

convencionales en la seleccién de resistencia al patégeno.

En los casos estudiados, es claro que los materiales evauados como resistentes o
parcialmente resistentes en campo @nexo 7), se comportan de manera similar segun el
método estandar. Lo anterior, permite considerar € método estandar como una estrategia
valiosa, en términos de confiabilidad y reproducibilidad de resultados, en los estudios de
selecciéon de patogenicidad. Estos estudios forman parte de los programas de mejoramiento

genético convencional y/o no-convencional.



5.2. Método células del nesoéfilo : evaluacién temprana de resistencia aM.fijiensis

(cepa Peralta) en cultivares de platano FHIA-21 y Curraré.

La figura § muestra los andlisis comparativos entre los porcentajes de viabilidad de las
células del mesofilo de los cultivares FHIA-21 (R) y Curraré (S), en relacion a las células
muertas y a las células con cloroplastos organizados anormalmente (CCOA), acompafiadas
por alteraciones a nivel de pared celular.

Se consideré como células muertas a aquellas que presentaban una coloracion café. En la
clasificacién de células con cloroplastos organizados anormalmente y dafio a nivel de pared
celular, se agruparon las células que presentaban desorganizacién en la ubicacion normal de
los cloroplastos. Ademas de un aspecto abultado y ubicados en los extremos o parte central

del citoplasma, pero conservaron su coloracién verde.
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Figura 6. Porcentaje de viabilidad total de las células del mesdfilo (CM) para los cultivares FHIA-21 (R) y Curraré
(S) en relacién a células muertas. a) por tratamiento y b) por hora de lectura. TO= CM 400 pl - FcMfO pl T1=
CM 360 pl - FcMf 40pl; T2= CM 320 pl - FcMF 80 pl; T3= CM 280 pl - FcMf 120 pl ; T4= CM 240 pl - FcMf 160 pl ;
T5= CM 200 pl - FcMf 200 pl.



En la figura 6 a), se muestra el porcentaje de viabilidad en relacion a las células muertas
por tratamiento, para los cultivares FHIA-21 (R) y Curraré (S) al contacto con la FcMf. Se
observaron diferencias significativas (p< 0.0001) entre los cultivares, donde el testigo,
independientemente del cultivar, presenta valores muy bajos de pérdida de viabilidad,

alrededor de 95~ para todos los tratamientos.

En relacién a los tratamientos T1, T2, T3, T4 y T5, con concentraciones de FcMf en forma
progresiva, se observé en cultivar FHIA-21 (R) un aumento de las células muertas. Esto
produce una pérdida de viabilidad en funcién de la concentracion de FcMf. El cultivar
Curraré, también registra valores de células muertas, pero nunca en la misma dimensién que
el cultivar FHIA-21. Los analisis estadisticos, determinaron diferencias significativas (p<
0.0001), entre los tratamientos, a partir de T2 para los dos cultivares

La figura 6 b), referente d porcentaje de viabilidad en relacién a las células muertas por
horas de lectura (24, 48 y 72), para los cultivares FHIA-21 (R) y Curraré (S) al contacto con
la FcMf, se presentaron se diferencias significativas (p< 0.0001), tanto para la variable horas

de lectura como para los cultivares.

El cultivar FHIA-21, presentd los valores mas altos de células muertas, con una disminucién
progresiva del porcentaje de viabilidad, a medida que avanzé el tiempo de incubacién con la
FcMF. El cultivar Curraré, también present6 células muertas, pero nunca en la misma
proporcién que el cultivar resistente FHIA-21; el mayor aumento en la cantidad de células
muertas para el cultivar Curraré, se observd entre las 48 y 72 horas de incubacién con la
FcMf.
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Figura 7. Porcentaje de viabilidad de las células del mesdfilo de los cultivares FHIA21 (R) y Curraré (S) en
relacion acélulas con cloroplastos organizados anormalmente acompafados con alteraciones a nivel de pared

celular a) por tratamiento; b) por hora de lectura.

En la figura 7 a) y b), se muestra el porcentaje de viabilidad de las células con cloroplastos
organizados anormalmente acompafados de alteraciones en la pared celular, de los

cultivares de platano y FHIA-21 (R) y Curraré (S) por tratamientos de FcMf (T1, T2. T3, T4y
T5) y horas de lectura (24,48 'y 72).

Se observaron diferencias significativas (P< 0.0001) entre los cultivares. Se presento un

mayor niumero de CCOA y dafio de pared celular en el cultivar susceptible Curraré a partir
del T1 desde las 24 horas de lectura y fue mayor con el aumento de las concentraciones de
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FcMf. En FHIA-21, se pudo observar estas deformaciones celulares en pequefias
proporciones solo a partir de las mas altas concentraciones de FcMf, T3, T4 y T5 a partir de
las 48 horas de lectura.

En el caso del testigo, al cual no se le aplicO6 FcMf, no se presentaron diferencias
significativas (p> 0.01) para la variable CCOA con alteraciones de la pared celular para
ninguno de los dos cultivares, con porcentajes de viabilidad alrededor de 96~.

a) b) c)

| .
P,

Figura 8. llustra preparaciones de suspension de células del mesdfilo tratadas con la FcMf.a) Célula viva, con cloroplastos bien

diferenciados y situados en la periferia en contacto con la membrana plasmatica control (), b) Célula muerta«ltivar FHIA-
en el cultivar Curraré a las 24 horas

21, alas 48 horas (v ) y c) célula con cloroplastos dispersos alrededor del citoplasi
(ww) - Todas las fotos fueron tomadas con objetivo de 10 X . A. Diaz, Turrialba, Costa Rica, 2003.

Segun las observaciones en el microscopio de luz, las células del mesodfilo en ambos
cultivares presentaron una agpariencia muy similar, con células alargadas pertenecientes al
parénquima de empalizada y células mas redondeadas con formas irregulares que
corresponden al parénquima esponjoso. Cloroplastos de color verde y distribuidos
internamente en la periferia de la célula en contacto con la membrana plasmatica.

En general, la pérdida de viabilidad con relacion a células muertas, fue mayor en el cultivar
resistente FHIA-21 que en el susceptible. Mientras que, la presencia de células con
cloroplastos organizados anormalmente y alteracion de la pared celular, fue determinante en
el cultivar susceptible Curraré. Aunque, se present6 en el cultivar resistente, nunca alcanzé
la misma magnitud.

Tanto en el analisis de las células cloroplastidicas muertas, como en el de CCOA, se
muestra que a medida que aumenta progresivamente la concentracion de la FcMf y el
tiempo de incubacién, en ambos cultivares se observan menores porcentajes de viabilidad.



Los resultados para la variable células con células con cloroplastos organizados
anormalmente y alteracion de la pared celular para el cultivar susceptible Curraré, coinciden
con los obtenidos por Bussogoro et al. (1999), al trabajar con suspensiones de cloroplastos
aislados de dos cultivares de banano Fougamou (ABB-PR) y Gran Enano (AAA-S),
sometidos a diferentes concentraciones de la toxina juglone de M. fijiensis. Determinaron que
el abultamiento celular es la primera anormalidad celular observada en el cultivar susceptible
y que la pérdida de la habilidad de funcionamiento de los cloroplastos se ve reducida por el
efecto de la toxina del patégeno. En el presente estudio, se coincidié en que los cloroplastos
son la meta de accion de las toxinas producidas por el patdgeno y que estos efectos se
incrementan con la concentracion.

En el caso anterior, donde el selector utilizado fue la toxina purificada tipo juglone, difiere con
esta investigacion, donde Unicamente se trabaj6 con la FcMf sin pasar por ningun sistema de
purificacion, osea fraccion cruda. Ademas, no se utilizé ningun tipo de solvente para realizar
la extraccion de la FcMf, se considerd la germinacién de los conidios por 48 horas, bajo
oscuridad y en agitacidon constante, como se menciona en la metodologia.

Colmenares et al. (2002), quienes implementaron metodologias, basadas en la utilizacion de
células del mesdfilo y el efecto de la toxina de M. fijiensis extraida con cloroformo como
solvente en cultivares de banano, Ykm5 (AAA) (R), FHIA-02 (PR) (AAA) y Williams (AAA)
(S), con genomas diferentes a los cultivares empleados en esta investigacion, estos autores,
observaron resultados diferentes, en cuanto a que el cultivar susceptible presenté una mayor
pérdida de viabilidad a las 24 horas, y no se pudo concluir si esta pérdida esta relacionada
con el hecho de que se considerd la deformacién de los cloroplastos como célula muerta,
aunque otros trabajos asi lo registran. En el caso de esta investigacion se crearon categorias
de reaccion (células muertas y células con cloroplastos organizados anormalmente y
alteracion de la pared celular); las cuales se mencionaron anteriormente.

En esta investigacion, se tratd con cultivares de platano, el susceptible Curraré (AAB) y
FHIA-21 (AAAB) resistente, donde se encuentra la presencia del genoma Balbisiana (B)
incorporado dentro de hs constituciones genéticas de cada uno de los cultivares. En este
sentido, Rowe y Richardson (1975), sugieren que la presencia del genoma B, podria ser el

responsable de la ganancia de resistencia frente a la Sigatoka negra, con esto, no se sabria



exactamente si son comparables las respuestas de la células del mesdfilo de los cultivares
con genomas diferentes a los selectores, toxinas 6 fraccion cruda de M. fijiensis.

5.3. Comparacion de métodos para evaluar patogenicidad

El cuadro 7, registra la informacién referente a costos por infraestructura y mano de obra,
material vegetal (“vitro plantas”) y reactivos utilizados a lo largo de la investigacion. Se
estimé la reproducibilidad y confiabilidad de los dos métodos comparados, de acuerdo al

tiempo requerido para su relizacion y rapidez en la sefial de respuesta.

Para estimar la reproducibilidad del método estandar, se tuvo en cuenta, que el experimento
fue realizado dos veces y se observé el mismo resultado. En el método de células del
mesofilo, se realizaron las pruebas cuatro veces y se observo el mismo desempefio. Lo cual

indica que hubo consistencia en los resultados obtenidos en cada una de las repeticiones.

En cuanto a la confiabilidad, se estableci6 como confiable al método estandar, ya que
permitié separar las sefiales de respuesta del cultivar resistente y el susceptible.

Cuadro 7. Cuadro comparativo en términos de costos, reproducibilidad y confiabilidad, entre los

métodos estandar y células del mésofilo, para realizar pruebas de evaluacién temprana de resistencia

a M. fijiensis.
Costos (U$$)
Métodos Infraestructura | Material vegetal Reactivos Duracion en Reproducibilidad | Confiabilidad
y mano de obra tiempo

Estandar 1000. 00 200. 00 5.00 50 dias *k% **
Células del

mesaéfilo

150. 00 25. 00 200. 00 3 dias *kk *

Los costos de infraestructura y mano de obra incluyen gastos en: programas de fertilizacion, fitosanidad, riego y otros.

*k*k L. k% ) * )
Repetitivo Confiable Poco confiable

En el cuadro 7, se puede observar que el método estandar para la seleccion temprana de
resistencia a M. fijiensis en cultivares de platano, es mas costoso en términos de inversion
sobre el establecimiento de infraestructuras y debido a que se requiere de mayor cantidad de
plantas para su implementacion, se elevan los gastos en mano de obra. El tiempo requerido




para obtener respuesta en la sefial es de aproximadamente 50 dias, razén por la cual, no se
considera un meétodo lo suficientemente rapido de seleccion temprana de resistencia.
Sin embargo, se consideré como un método confiable de seleccion, ya que permite evaluar

respuestas marcadas segun el nivel de resistencia del cultivar.

El método de evaluacion temprana de resistencia a nivel in vitro, utilizando fraccion cruda de
M. fijiensis sobre células del mesdfilo aisladas de cultivares de platano con diferentes
niveles de resistencia, es menos costoso que el método estandar en relacién a la inversion
en infraestructura, mano de obra y compra de reactivos para su implementacién. Permite
realizar pruebas de patogenicidad de manera rapida, incluso antes de hs 72 horas, con
menor material vegetal. Sn embargo, se necesita mucha mas investigacion en relacion al
proceso de obtencion de la fraccion cruda de M. fijiensis. (FcMf), quizas aumentando la
concentracion de la suspension conidial para generar un incremento en la sefal de
respuesta. Lo anterior, muestra que el método de seleccién de resistencia in vitro, no fue
considerado como confiable, ya que no se observé una marcada diferenciacion de los
niveles de resistencia en los cultivares de platano comparados. Sin embargo, ambos
métodos, estandar y células del mesdfilo son reproducibles.

Las pruebas de patogenicidad, en etapas tempranas de la infeccion, permiten la seleccion de
material vegetal resistente a la Sigatoka negra, faciltando tanto los procesos de
mejoramiento de las especies de Musa, como la seleccion de las plantas antes de ser
establecidas a nivel de campo.

El metédo estandar de seleccion, ofrece la posibilidad, de diferenciar las respuestas
relacionadas con la expresién de sefiales de resistencia en cultivares de Musa, resistentes y
susceptibles. Ofrece la ventaja, de evaluar la expresion de los sintomas de desarrollo de la
enfermedad de manera similar a la expresién de estos en campo, en menor tiempo que en
condiciones naturales de infeccién. Sin embargo, el tiempo requerido, para obtener la
expresion macroscopica de los sintomas, correspondientes a los diferentes estadios de
desarrollo de la enferemedad es muy largo.

La aplicacién in vitro, de pruebas de patogenicidad, es una alternativa prometedora, en la
expresion temprana de resistencia 0 susceptibilidad a la Sigatoka negra, en terminos de
tiempo de respuesta, espacio requerido para el establecimiento de las pruebas, asi como la



disponibilidad de utilzar menos material vegetal; sin embargo, este proceso requiere de mas
investigacion, debido a que no se ha logrado establecer la cantidad adecuada de FcMf
requerida para diferenciar niveles de resistencia a la enfermedad, de manera precisa. Los
resultados obtenidos en esta investigacion, podrian servir como referencia, para la utilizacion
de la FcMf y en las células del mesofilo de los cultivares de Musa, resistentes y susceptibles
para obtener rapidez en la sefial de resistencia, aplicando mayor presion del agente selector.
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6. Conclusiones y Recomendaciones

6.1. Conclusiones

1. Se seleccion6 la cepa Peralta, como aquella con mayor nivel de virulencia para los
cultivares de platano FHIA 21 y Curraré. La cepa seleccionada, en la segunda fase del
experimento, utilizando el método estandar, presenté un comportamiento similar al obtenido
en la etapa de seleccién de virulencia, para todas las variables analizadas en ambos

cultivares, permitiendo su diferenciacion bajo condiciones controladas de invernadero.

2. Se desarrollaron dos métodos de selecciéon temprana de resistencia. El método estandar
en condiciones controladas de invernadero, permitio la identificacion de la reaccion
hipersensible en el cultivar resistente FHIA-21, con la manifestacion de células de guarda
necrosadas alrededor de los sitios de penetracion. El método de células del meséfilo a nivel
in vitro, determind que la FcMf ejerce un efecto directo sobre los cloroplastos de los
cultivares de platano y reduce el porcentaje de viabilidad de las células del mesdfilo de

manera progresiva, en funcion del incremento de la concentracion.

3. El método estandar para la seleccion temprana de resistencia a M. fijiensis en cultivares
de platano con diferentes niveles de resistencia, es confiable y reproducible, ya que permite
evaluar respuestas marcadas segun el nivel de resistencia del cultivar. Esto representa un
ahorro en tiempo yrecursos en comparacion con las pruebas realizadas a nivel de campo.
El método de células del mesdfilo, a nivel in vitro, utilizando fraccion cruda de M. fijiensis
sobre cultivares de platano con diferentes niveles de resistencia, permite realizar pruebas de
patogenicidad de manera rApida (72 horas), pero requiere de ajustes dirigidos a mejorar la
concentracion del agente selector.



6.2. Recomendaciones

1. Continuar con la utilizacion del método estandar, como un sistema eficiente para la

evaluacion temprana de resistencia a M. fijiensis en pruebas de patogenicidad.

2. Mantener en el método estandar las lecturas: nimero de conidios germinados, nimero de
estomas penetrados y células de guarda necrosadas y hacer seguimiento al desarrollo de

sintomas hasta no menos de 45 dias con la escala de Fouré (1985).

3. Continuar con las investigaciones sobre métodos de seleccién temprana de resistencia a
nivel in vitro, mejorando el protocolo de extraccion, agilizando el proceso, con la utilizacién
de FcMf en estado liquido 6 un rango mas amplio y alto de concentracionesse del agente
selector.

4. Incluir en los metddos de seleccion temprana de resistencia, cultivares con resistencia
parcial, para obtener un gradiente de resistencia mas amplio en terminos de respuesta en la

evolucion de los sintomas o a nivel de organizacion celular (células del mesofilo).

5. En siguientes trabajos de investigacion, considerar incluir un nimero mas amplio de cepas
de M. fijiensis, ya que podrian tener diferentes tipos de metabolitos secundarios o

micotoxinas, las cuales podrian ser excelentes selectores de resistencia.
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Anexo 1. Estudios citologicos de lainteraccion entre M. fijiensis y tres cultivares de musa con
diferentes niveles de resistencia (Fotos de microscopia tomadas de Sdlé et d. 1989).
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Anexo 2. Caracteristicas de los cultivares FHIA-21 (R) y Curraré (S) a la Sigatoka negra.

Morfologia : Altura entre 3.5 y 4.0 metros; hojas decumbentes y un tallo brillante. El racimo
ligeramente inclinado y asimétrico. Frutos de color verde, son rectos hacia la punta, la cual

presenta una forma ligeramente puntiaguda.

Fenologia: El tiempo desde la siembra hasta la floracién de 240 a 280 dias en el primer
ciclo.

Cruce: AVP-67 - SH-3142

Produccion: El peso neto del racimo es de 22 y 27 Kilos, con un numero de dedos por
racimo de 120 a 150. Se recomienda el desmane para asegurar el desarrollo adecuado de

estos, en este caso el nimero de dedos es de 70 a 80.
Caracteristicas de resistencia: El hibrido es resistente a la Sigatoka negra y Mal de

Panama, pero susceptible a los dos nematodos de mayor importancia: Radophulus similis y
Pratylenchus coffeae.

Requerimientos Agronémicos: Las plantas toleran condiciones no 6ptimas de cultivo, pero
conviene seleccionar suelos no inundables, bien drenados y que sean accesibles todo el afio
( FHIA. Informe anual 2000).

Caracteristicas del cultivar Curraré

Morfologia: Alturaentre 3.5y .4.0 metros, pseudotallo color rojo violaceo y hojas rayadas.
El racimogrueso y los frutos presentan forma de “cuerno”.

Fenologia: El tiempo desde la siembra hasta la floracién es de 231 dias en el primer ciclo.
Produccion: El peso promedio del racimo es de 13.6 Kilos, con un nimero 36 dedos por
racimo.

Caracteristicas de resistencia: El hibrido es susceptible a la Sigatoka negra, Mal de
Panama y a los dos nematodos de mayor importancia: Radophulus similis y Pratylenchus

coffeae.
Requerimientos Agrondmicos: Las plantas se adaptan bien a condiciones tropicales con

alta precipitacion (Soto 1992).



Anexo 3. Medios utilizados para la extraccion de las células del mesofilo

M1: Fragmentacion para 100 ml
Tampon MES (5mM) 0.10 gr
3-mercaptoetanol (se aoplica al momento de usar) 1.00 gr
Ajustar el pH= 5.8 0.08 gr
M2: Infiltracion-Digestion para 100 ml
Tampon MES (5mM) 0.10 gr.
PVP K30 1.00 gr.
Macerase Pectinase 1.00gr.
K2S04(12.5 mM) 1.00 gr.

3 —Mercaptoetanol ( se aplica al momento de usar) 0.20 gr.
Ajustar pH=5.8 0.08 gr.
M3: Digestién Enzimatica para 100ml
Tampén MES(5mM) 0.10 gr.
PVP15 1.00 gr.
Macerase Pectinase (se aplica al momento de usar) 2.00 gr.
K>SOy (12.5 mM) (se aplica al momento de usar) 0.2 gr.
Sorbitol 5.50 gr.

3 —Mercaptoetanol (se aplica al momento de usar) 0.08 gr.
Ajustar el pH= 5.8

M4: Liberacién de células para 100 ml
Tampon Tris HCL (50mM) 0.606 gr
KNO; (5mM) 0.050 gr
Sorbitol (0.3 mM) 5.466 gr
Ca(NO3), 4H20 0.047 gr
MgCL, 6H20 0.020 gr

Agregar BAP(0.001 gr.)en 1cc de KOH 1N

Se aplica posterior a la preparacion
del medio y ajuste del pH

Ajustar pH=7.8
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Anexo 4: Numero de estomas de los cultivares de platano FHIA-21 (R) y Curraré (S).
Lecturas con objetivo 10X.

Cultivar Campo microscopico
Curraré C1 C2 C3 Cc4 C5 Total
D1 300 300 327 336 400 1,663
D2 355 340 318 342 338 1,693
D3 322 375 325 332 340 1,699
D4 300 300 316 328 337 1,581
Total 6,636
FHIA-21

D1 214 244 265 262 279 1,529
D2 236 280 265 245 210 1,236
D3 282 275 260 218 248 1,283
D4 255 283 275 223 251 1,287
Total 5,335
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Anexo 5. Promedios de niumero de conidios germinados en los cultivares FHIA-21 y Curraré,
alos 11 dias de evaluacion

Cepas
Sta
Variedad | Fortuna Peralta | Matina| Muelle | Clara | Montafia| Expaca Sixaola | Estrella| Sapiqui
FHIA-21 7.5 8.68 5.45 6.5 7.48 6.625 7.875 7.45 6.15 8.6
des st 1.81 1.05 1.16 151 1.48 1.2 0.97 1.42 0.87 1.2
Curaré 9.35 10425 | 9.5 9.4 | 10.175| 10.15 9.575 10.05 | 8.675 8.6
des st 0.98 0.80 1.02 | 051 0.58 0.75 0.57 0.50 0.87 1.20




Anexo 6. Regresion lineal entre el nUmero de estomas penetrados (NEP) y nimero de
conidios germinados (NCG) para los cultivares de platano FHIA-21 y Curraré
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Anexo 7. Evaluacion de resistencia in vitro en diferentes cultivos

Cultivo Patégeno Agente Material Respuesta Referencia
selectivo biolégico observada
Fusarium oxysporum Filtrado de Callos y Aumento Arcioni et al
Alfalfa cultivo suspensiones resistencia 1987;Binarova
celulares et al. 1990
embriogénicas
Stemphylium solani Filtrado de Raiz Aumento Mehta and
Algodon cultivo resistencia Brogin 2000
Hemilthosporium Toxina victorin Callos Aumento Rinesy Luke
Avena victoriae resistencia 1985
Mycosphaerella Toxina Cloroplastos | diferenciacion | Busogoro et
fijiensis purificada Células del de nivelesde | al. 1999
Juglone meésofilo resistencia
Banano Mycosphaerella Filtrado de Células “Screening” Colmenares et
fijiensis cultivo meésofilo resistencia al. 2002
Mycosphaerella Filtrado de Callos “Screening” Hernandez
fijiensis cultivo resistencia 1995
Verticillum dahliae Filtrado de Callos Aumento de la | Rotino et al.
Berenjena cultivo resistencia 1987
Ustilago scitaminea Toxina Callos “Screening” Goémez 1998,
Cafia de purificada suspensiones resistencia 1996
azucar celulares
Helminthosporium Toxina Callos Resistencia Chawla 'y
Cebada sativum purificada Wenzel 1987
b; Chawla 'y
Kole 1990
Maiz Hemilthosporium Toxina HMT Callos Aumento Brettell et
maydis resistencia al.1980




Anexo 8. ANOVA paralas variables nimero de conidios germinados (NCG), niimero de

estomas penetrados (NEP) y cdulas de guarda necrosadas (CGN)

Metddo Interaccién Variable CME Valor p
Estandar (10 Cepa-cultivar- NCG 0.798 >0.01
cepas) planta
cultivares 5.10 < 0.0099
Cepa-cultivar NEP 0.55 >0.01
cultivares 2.12 < 0.0001
Cepa-cultivar CGN 3.72 < 0.0001
Estandar (1 cultivares NCG 0.79 >0.01
cepa) cultivares NEP 0.46 >0.01
cultivares CGN 2.23 < 0.0001
CNG-dias 2.16 < 0.0009
Cél. mesofilo Cultivares/trat %viab. cm 3.25 < 0.0001
tratamientos 2.30 < 0.0001
Cultivares/trat %viab. cdef. 4.23 < 0.0001
tratamientos 3.06 < 0.0001
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