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RESUMEN

La técnica de crioconservacidn por inmersién directa en nitrégeno liquido (-196 °C) se
establecid para la conservacidén del hongo patdégeno Mycosphaerelia fijiensis,
causante de la Sigatoka Negra en banano y platano, con fines de transferencia y
fuente de material genético de buena calidad para trabajos de investigacion
fitopatolégica  Con este técnica se consigue detener la actividad metabdlica celular,
lo que protege la estabilidad genética de los organismos por tiempo indefinido, con
minimo mantenimiento y ahorro de espacio.

En esta investigacion se incluyeron 10 cepas de M. fijiensis procedentes de la zona
Atlantica de Costa Rica, las que fueron colocadas en un medio crioprotectante y
criccongeladas por un periodo de dos horas en nitrégeno liquido.  Se valord la
recuperacion, produccién de conidios y patogenicidad de cada una de las cepas por
medio de la inoculacion artificial en hojas de banano (Gran Enano).

El grado de recuperacidn de las cepas después de la criocongelacién a 196 °C,
medida en términos de la superficie del medio de cultivo cubierto por las colonias y el
micelio del patdgeno, mostré variaciones entre el 20 y 100%. La produccién de
conidios mostrd valores arriba de 150 000 conidios por mililitro en el 90% de las cepas
y la patogenicidad, medida por medio de cuatro periodos (Pl= Periodo de Incubacion,
PT= Periodo de Transiclén, PL= Periodo de Latencia y NT= Necrosis Total), se
mantuvo para todas las cepas.
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Jiménez R, JR. 2001. Methodology establishment for Mycosphaereffa fifiensis Marelet,
crioconservation in liquid nitrogen {(-196 °C). Thesis M. Sc. CATIE, Turrialba, CR. 60 P

Key words: crioconservation, liquid nitrogen, Mycosphaerelia fijiensis, inoculation,
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SUMMARY

The deep freeze in liquid nitrogen (<196 °C) crioconservation technique for
Mycosphaerella fifiensis by direct immersion was settled down for pathogen
conserving, transfering purpose and good quality genetic material for research. This
technique allow to stop the cellular metabolic activity, which protects the genstic
stability of organisms for indefinite period, with minimum maintenance and spacs.

In this investigation 10 M. fijiensis strains were included coming from the Atlantic area
of Costa Rica, those that placed in a crioprotectant medium and deep freeze in liquid
nitrogen during two hours. it was valued the recovery, conidios production and
patogenicity of each strins through artificial inoculation in banana leaves (Gran Enano)

The strains recovery degree after deep freeze to —196 °C, measure in terms of
medium surface covered by colonies and micelium grow of pathogen, showed
variations between 20 and 100 %. The conidia production showed values up to 150
00 conidia per mifliliter in 90% of strains and patogenicity, measure by means of four
pericds (P! = Incubation Period, PT = Transition Period, PL = Latency Period and NT =
Total Necrosis), was maintained for all strains.
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1. INTRODUCCION

El banano y el platano se cultivan en 120 paises, con una produccion total aproximada
de 75 millones de toneladas (casi el 32% de |a produccion total mundial de frutas). FI
90% de esa produccion constituye una fuente significativa de alimentos para mas de
400 millones de personas que habitan en paises tropicales, para quienes constituye
un alimento basico, rico en carbohidratos; excelente fuente de vitamina C y minerales
como calcio, potasio, fosforo y magnesio (Rodriguez et al. 1997; Stover y Simmonds
1987, Singh y Chadha 1996).

Sin embargo, en las dos Ultimas décadas la produccidn se ha visto seriamente
amenazada por la presion de plagas (Rodriguez ef al. 1994); dentro de las cuales los
hongos que causan la Sigatoka Negra y la Sigatoka Amarilla, representan los
patégenos mas importantes en el cultivo (Daniels ef al. 1995, Cordeiro et al. 1998).

Cuando no son controlados, estos patdgenos pueden reducir severamente ! tejido
foliar fotosintético de ia planta, lo que provoca una disminucion en el rendimiento del
cultive hasta en un 90% (Fouré 1985), debido a que se acelera el proceso de
maduracién del fruto (Mobambo 1995; Pérez 1998).

Segun Fullerton y Stover (1980), a la fecha, la base del control de la Sigatoka la han
constituido los fungicidas sistémicos. Carlier ef al. (1999), calcularon el costo del
control con funguicidas entre $400 y $1 400 Ha™ afo”’. En Costa Rica, con un area
de 52,737 hectareas en produccién en 1995 (Serrano y Marin 1998), el costo para el
control de Sigatoka negra fue estimado en $49 millones afio” (Romero y Sutton 1997).

Para Fouré (1994) y Garcia ef al. (1997) dos posibles formas de enfrentar el problema
de la Sigatoka son a través del uso de plantas mejoradas genéticamente y la
aplicacion de controladores bioldgicos asociados con practicas adecuadas, que de
tener éxito, puede resultar mas econdémico, estable y ecoldgicamente deseable que el

control actual.

No obstante, uno de los problemas mas frecuentes para los mejoradores en banano
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es la falta de informacion respecto a ia naturaleza del patogeno, esto determina la
prioridad de poseer un inventario de las poblaciones del patdgeno que puedan ser
utilizadas en pruebas en investigacion (Mourichon 1994).

Sin embargo, disponer de una coleccion de organismos patégenos con ayuda de los
meétodos actuales no es sencillo.  Abdelnour (1996) y Tan et al. (1991) aseguran que
la conservacion de organismos patégenos por métodos fradicionales, como la
refrigeracion y el cultivo periddico, aumentan los riesgos de envejecimiento,

contaminacion y mutacion debido a la manipulacién a que son sometidos.

Chandler (1994) y Abdelnour-Esquivel y Escalant (1994) indican que el grupo de
técnicas de crioconservacion (nitrégeno liquide a -196 °C) se considera la via mas
confiable para el almacenamiento a largo plazo con minime mantenimiento y ahorro
de espacio.

Para el caso especifico del presente trabajo se considera de vital importancia la
conservacion estable y duradera de aislamientos de M. fiiensis provenientes de
diferentes localidades de la provincia de Limon y Alajuela de Costa Rica. Esto
permitira emplear el material genético en diferentes momenios o paises.

Luego de una amplia revision de literatura no se encontrd informacion relacionada con
el almacenamiento, de M. fijiensis, por medio de inmersion directa en nitrégeno liquido,
por tal motivo, este trabajo podra brindar los primeros resultados relacionados con

este tema.

1.1 Objetivo general

Estabecer una metodologia para la crioconservacion de M. fijiensis por medio de

inmersion directa en nitrégeno liquido que asegure su posterior recuperacion.



1.1.2 Objetivos especificos:

1. Establecer las condiciones fisicas necesarias para la conservacion a largo
plazo (nitrogeno liquido) de diez cepas de M. fljiensis provenientes de la zona
atlantica de Costa Rica.

2. kvaluar la supervivencia del hongo M fijiensis al proceso de congelacion
mediante pruebas de patogenicidad, capacidad de esporulacién de conidios y
posibles dafios celulares.

1.3 Hipotesis:

= Es posible establecer una metodologia para fa conservacién de
Mycosphaerella fijiensis en nitrégeno liquido que permita su recuperacion
posterior y niveles adecuados de supervivericia y patogenicidad.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Aspectos generales de la enfermedad

2.1.1 Origen y distribucién

La Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis), se describié como enfermedad en 1963,
en la Isla de Fiji (Rhodes 1984). En Centroamérica, se describié por primera vez en
Honduras en 1972 y desde alii se diseminé por el resto de la regién (Stover 1980).
En Costa Rica fue identificada en 1979 (Marin y Romero 1992), posteriormente, fue
registrada en Colombia en 1981, a continuacidn en Ecuador en 1989 y mas
recientemente en Cuba y Venezuela (Mourichon y Fulierton 1990) (Anexo 2 A).

2.1.2 Clasificacién taxonbémica

La Sigatoka negra es una enfermedad foliar causada por el hongo Ascomicete
Mycosphaerella filiensis (Belalcazar ef al 1998) en su estado sexual o teleomorfo,
mientras que su estado asexual o anamorfo es denominado Paracercospora fijiensis
Morelet (Deigthon) (Fullerton y Stover 1990).

En un principio, se consideré que el agente causal de la Sigatoka Negra, descrito en
Honduras, presentaba diferencias en el estado anamorfo con respecto a
Mycosphaerella fijiensis explicado anteriormente en la region del Pacifico (Asidtico).
Debido a ello se determind que el hongo encontrado en Honduras perienecia a una
variedad diferente y se designd como var. difformis. No obstante, luego de examinar
un gran nimero de especimenes, la diferencia entre ambos organismos fue escaza,
por lo que actualmente se considera M. fliensis var difformis como sindnimo de M.
fﬁiensis,(Fullerton y Stover 1990).



2.2 Sintomatologia

Tapia (1993) resume las observaciones recopiladas de una serie de autores que
desde 1946 han trabajado en la descripcion de la sintomatologia de ia enfermedad:

Estado 1: Pequefias pizcas café rofizo, menores de 0.25 mm de longitud.

Estado 2: Las pizcas se alargan y se forman estrias café rojizo.

Estado 3: La estria se ensancha y alarga hasta alcanzar dimensiones alrededor de 20
y 30 mm.

Estado 4: La mancha se torna eliptica, rodeada en ocasiones de un halo clordtico.

Estado 5: La coloracién negruzcea es total con un halo clorético alrededor.

Estado 6: El centro de la mancha se seca, la lesion es rodeada por un méargen negro
con halo clorético

L.as lesiones caracteristicas de los estados 5 y 6, son vistas solamente cuando hay
una pequeia cantidad de inoculo y las condiciones climaticas no son particularmente
favorables para la rapida dispersion de la enfermedad (Fouré 1994).

2.3 Ciclo biolégico del patégeno

El hongo M. fiiensis tiene la capacidad de reproducirse tanto por la via sexual,
mediante ascosporas, como por la via asexual {Fig. 1) por medio de conidios (Stover,
1980).

Una vez que las esporas (ascosporas y conidios) se sitiian en ia superficie de la hoja
bajo condiciones meteorologicas adecuadas, germinan dos o tres horas después. El
tubo germinativo penetra a través de los estomas después de 48 a 72 horas e inician
un proceso rapido de colonizacion del meséfilo (Stover, 1980; Belalcazar y Merchan
1991, Foure y Moureau 1992). A varios intervalos a lo largo de la hifa, se desarrollan
pequefas ramificaciones laterales que terminan como apresorios sobre el estoma
(Meredith y Lawrence, 1968).



Ciclo asexual Ciclo sexual
- DISPERSION
conidio ascospora
conididfore seudotecio
v
INFECCHIN
Paracercospora Sigatoka Mycasphaeralia
fijiensis negra fijlensls

Fig. 1. Ciclo biolégico de M. fiiensis. Tomado de Fouré (1994)

Cuando la infeccion se establece, una o mas hifas vegetativas emergen desde el
estoma desarrcliandose los conididforos individualmente o en grupos pequefios
(Gauhl 1992). La mayoria son producidos en la superiicie inferior (abaxial), sin
embargo, una pequena cantidad aparece en la superficie adaxial o superior (Carlier ef
al. 1999).

La formacion de conidios en la cara abaxial de la hoja puede darse desde la aparicién
de la pizca, primer sintoma de la enfermedad, hasta la presencia de la mancha negra,
estado avanzado de la enfermedad. Los conidios (Fig. 2) tienen forma obclavada
(clavo invertido) a cilindroclavada, reduciendo en cono desde la base hasta al apice:;
de curvos a medio curvos. El extremo distal es obtuso y el basal obconicamente
truncado con presencia de cicatriz basal o hilum, esta Glitima caracteristica lo distingue
de M. musicola (Sigatoka amarilla). Poseen de uno a diez septos. Son hialinos, de
color clivo a verde olivo (Stover 1980; Meredith y Lawrence 1968).



Fig. 2. Conidio tipico de M. fijiensis visto a través del microscopio de luz.

Los cuerpos fructiferos de la fase sexual, espermogonios y peritecios, pueden
comenzar a formarse en el envés de la hoja a partir de la formacion de la mancha
negra (estado 5), como producto del agrupamienio de hifas en [a camara

subestomatica (Meredith y Lawrence, 1969; Belalcazar y Merchan, 1991).

Transcurrido el periodo de maduracion de los peritecios, fertilizados previamente por
los espermacios, las ascosporas que se encuentran en sacos llamados ascas son
liberadas a traves del ostiolo (abertura superior de los peritecios) y transportadas por
el viento (Mourichon y Fullerton, 1990).

Aungue se ha visto que todas las hojas son igualmente susceptibles a M fiiensis, la
mayor parte de la infeccion ocurre en las hojas nuevas, entre la emergencia y el

desplegamiento de la hoja (Stover y Simmonds 1987).



2.4 Epidemiologia

Fouré (1994), Fouré y Moreau (1992) encontraron variaciones sustanciales
relacionadas con la alta precipitacidon y baja evaporacion, y por lo tanto con alta
humedad, sobre el ciclo de desarrolio de la Sigatoka Negra.

Otros elementos como temperatura y disponibiidad de indculo son incluidos por
Porras y Pérez (1997), dentro del grupo de factores que afectan el desarrollo de la
enfermedad

En relacion con la temperatura, Porras y Pérez (1997) comprobaron que la
temperatura minima, dptima y méaxima para el crecimiento del tubo germinativo del
hongo resulto ser 11, 27 y 38°C, respectivamente. A temperaturas inferiores a 20°C y
ausencia o poco depdsito de rocio y lluvia sobre las hojas, la velocidad de crecimiento
de los tubos es 50% menor que la que se obtiene con una temperatura 6ptima.

Por otro lado, fa cantidad de inéculo tiene una fuerte relacion con la velocidad de
desarrolio de la enfermedad, pues, una fuerte presién de indculo (gran cantidad de
ascosporas y conidios sobre la hoja) acelera la evolucién de los sintomas y
enmascara el efecto de condiciones climaticas relativamente desfavorables (Porras y
Pérez 1997).

Respecto a la humedad relativa (HR) necesaria para la germinacion de ias estructuras
reproductivas y el desarrolio del tubo germinativo, Jacome et al. (1991) indican que las
ascosporas requieren de una pelicula de agua libre sobre las hojas o un ambiente
himedo cercano a la saturacion (98 — 100% HRY), mientras que los conidios germinan
en un rango mayor de humedad (92 — 100% HR).

2.6 Conservacion de hongos fitopatdégenos

ingram (1998) sugiere fres aportes importantes de los hongos fitopatégenos al
desarrollo de investigacion y tecnologia que hacen necesaria su conservacion: 1) los

hongos fitopatégenos coleccionados ofrecen informacién valiosa sobre su diversidad
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genética y son utiles en las evaluaciones previas de resistencia, 2) representan
materia prima para mucha de la investigacion base sobre ciclos de vida y variacion
genética del patdgeno, evolucion y dinamica de poblaciones y 3) constituyen fuente de

informacion para la ingenieria genética.

El principal objetivo de una coleccion de hongos patdgenos es mantener las cepas o
aislamientos en estado viable sin cambios morfolégicos, fisioldgicos o genéticos hasta
su uso futuro (Smith y Onions 1994). Por tal motivo, los métodos mas usados para
este tipo de conservacion apuntan a la reduccién del crecimiento y metabolismo de
estos organismos.

La conservacion en aceite mineral, suelo seco, silica gel, medio de cultivo con
trasferencias frecuentes 0 agua destilada, es usada para periodos relativamente
corfos.  Sin embargo, estos metodos requieren muche trabajo y tiempo; mientras que
fa crioconservacion en nitrégeno liquido (-196 °C) representa un método rapido y
seguro para la estabilidad genéfica de los organismos, para colecciones a largo plazo
(Croan ef al. 1999, Yang y Rossignol 1998).

La eleccion del método de conservacién mas apropiado para cada hongo dependera
de las caracteristicas de cada individuo. En este sentido, Ellis (1979), Pereira ef
al.(1999), Burdsall y Dorworth (1994) determinaron que la conservacién en agua
destiiada ofrece resultados satisfactorios para los hongos que ellos frabajaron.  Smith
y Onions (1983) encontraron que 47 de 58 especies de hongos patégenos
permanecieron viables después de 32 afios conservados en aceite mineral y otra
cantidad, aunque menor, mostrd buena recuperacidon después de 11 afios

conservados en silica gel.

Asi mismo, Tooley (1988), Long ef al(1978), Croan et al.(1999), Yang vy Rossinal
(1998) y Stalpers ef al.(1987), por mencionar algunos, encontraron buenos resultados
en la recuperacion de estructuras de hongos almacenados en nitrogeno liquido (NL),
con o sin pretratamiento de congelacion.

En el Cuadro 1, segln Smith y Onion {1994), se muestran los principales métodos
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convencionales para la conservacion de hongos fitopatogenos, junto con sus ventajas

y desventajas.

En el caso particutar de M. fifiensis, la conservacién mediante la técnica de subcultivos

periodicos ha sido dificil debido al lento crecimiento que exhibe el hongo en platos de

cultivo, ya que requiere de condiciones muy especificas para lograr esporulacién de

conidios (en laboratorio no se ha logrado observar produccion de ascosporas) y tiende

a agotarse después de dos a tres subcultivos. Ademas, los cultives de M. fjiensis, al

igual que la mayoria de cultivos de ofros hongos, son muy susceptibles a ser

infestados por &caros (Figura 3) que los devoran o producen contaminacion con

bacterias que los destruyen’.

Cuadro 1. Principales metodos convencionales usados en la conservacion de hongos

Método Ventajas Desventajas
1. Subcuttivos periddicos Método simple. Posibilidad de:
Transferencia de porciones variacion genética,
del hongo a medio fresco. pérdida de patogenicidad,
contaminacion.
2. Almacenamiento en aceite | Algunos Aspergillus y Riesgo de:

mineral

Peniciflium viables hasta por
40 afios.

Recomendado para
laboratorios con escaso
recurso.

seleccion de individuos por
crecimiento en condiciones
adversas,

lento crecimiento de
materiales recuperados,
cortaminacion.

3 Almacenamiento en agua
estéril

Método sencillo. Trozos de
agar con hongo en viales con
agua estérii a 20 - 25 °C.

Se ohserva pérdida de
patogenicidad aunque son
capaces de infectar al
hospederao.,

4. Almacenamiento por
desecacion

Técnica simple. Hongo o
asporas bajo deshidratacion
por aire seco o con silica gel.

Ha permitido conservar
hongos por 25 afios sin
variacién en ia constitucion
genstica.

La técnica es limitada a
hongos que producen esparas
y no es adecuada para
hongos como Pythium,
Phyfophtora y otros Qomycota
que producen micelio u ofros
hongos con esporas delicadas
o complejas

Tomado de Smith y Onions (19984)

7 Guzman M. 2000. Conservacién e inoculacién de M. filiensis (entrevista). La Rita, CR, CORBANA.
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Fig. 3. Contaminacidén por acaros en colonias de M. fijiensis creciendo activamente.
lzquierda: colonia libre de acaros. Derecha: colonia devorada por &caros.
Nétese el grado de deterioro sufrido.

2.6.2 Crivconservacién de hongos fitopatégenos

Los hongos patégenos son dificiles de mantener en cultive puro sin pérdida de
patogenicidad, virulencia y la habilidad de esporular (Dahmen et al 1983). Es porello
que se propone el uso de la crioconservacion, la cual se refiere al aimacenamiento de
un organismo viviente a temperaturas ultra bajas tal que después de la congelacion

pueda recuperar su actividad metabdlica normal (Brand 2000).

En ese sentido, Garcia ‘ef al, (1995) y Croan ef al. (1999) hacen notar la necesidad de
almacenar los organismos a una temperatura minima de 150 °C, la cual puede
lograrse con el uso de nitrégeno liquido; lo que asegura el cese de las funciones de
crecimiento y metabolismo. De esta forma se garantiza la estabilidad genética del

espécimen por tiempo indefinido.

Sin embargo, para la conservacion exitosa de-organismos en NL, se requiere la

regulacion de factores fisicos y quimicos.
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El control del estado del agua durante la criocongelacion es el principal factor en el
desarrolio de estrategias de crioproteccion y limitacion de dafio en la célula, como lo
describen Fujikawa y Jitsuyama (2000), quienes aseguran que la formacion
intracelular de hielo es fatal para las células en todos los tejidos bicldgicos. La
formacién de una gran cantidad de hielo en el interior de la célula hace que estas

estén sujetas a sufrir cambios ultraestructurales dafiinos durante la descongelacion.

En células de Citrus deliciosa criccongeladas en NL, Aguilar ef a.(1993), observaron,
en células proembriogénicas, cambios en la forma de esfera del nicleo o la
desaparicién de la membrana nuclear, mientras que en células diferenciadas el
principal dafio fue la ruptura y deformacion de la pared celular.

Para disminuir el riesgo de destruccion de la membrana celular se recomienda
deshidratar la célula, de tal forma que su volumen sea reducido; asi se evita la ruptura
de la membrana debido a un aumento excesivo del volumen interno al congelarse.
Se debe tomar en consideracion que existen niveles de tolerancia de las células a la
deshidratacion y diferente capacidad de resistencia mecénica a la reduccién del
volumen, como lo advierten Meryman y Wiliams (1985). Asi mismo, estos autores
agregan que una excesiva deshidratacion de la célula ha sido asociada con cambios
en la membrana, especificamente, incremento en permeabilidad y pérdida del material
estructural.  En tanto, el dafio fisico no es la Gnica causa de las lesiones letales en la

celula.

Dumet y Benson (2000), refieren que también existe la posibilidad de dafio en el
ambito bioquimico, sefialando que el estrés al que se someten los iejidos durante el
proceso de criocongelacion puede promover cambios subletales, tal como el
desacoplamiento metabdlica, el cual incide en la produccion de radicales libres toxicos,
con el (OH) y el stper oxido (QO;) como los mas importantes. Estas moléculas
poseen electrones no pareados que pueden causar dafo al extraer electrones de

macromoléculas esenciales come lipidos, proteinas y ADN.

Los tiempos de almacenamiento indefinido requieren que &l organismo sea mantenido

debajo de la temperatura a la cual el agua congelada ya no sublima y recristaliza,
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aproximadamente --130 °C.  Aunque los congeladores usados para aimacenamiento
a ultra bajas temperaturas pueden estabilizar algunas celulas vivientes, durante
semanas o incluso afios, se requiere de nitrdgeno liquido para periodos de

almacenamiento mas largos.

Con el uso de las técnicas de crioconservacion se permite la conservacion de polen
(Towill y Walters 2000), meristemos, embriones cigdticos y somdaticos, callos
embriogénicos (Abdelnour-Esquivel y Escalant 1994 y Engelmant et al. 1994),
suspensiones celulares (Aguilar ef al. 1993) y estructuras de hongos (Chandler 1994 ,
Dahmen et al. 1983, Smith 1982).

Autores como Dahmen et al. (1883), Chandier (1994), Berny y Hennebert (1991) y
Stalpers et al. (1987) consideran la conservacidén de hongos por inmersion en NL
como el método méas confiable para el almacenamiento de hongos & largo plazo;
incluso en vapor de nitrégeno liquido; debido a su confiabilidad, costo relativamente
bajo y ausencia de procedimientos complicados. La posible desventaja de Ia
crioconservacion, segun Stalpers et al (1987), incluye el riesgo relacionado con el
constante abastecimiento de nitrégeno liquido.

Segln Smith (1982) una de las principales ventajas de conservar hongos en NL es
que permite mantener colecciones de hongos vivos, los cuales son incapaces de
crecer continuamente sobre medio de cultivo, o bien, sufren cambios o deterioro
cuando se mantienen bajo el método de transferencias frecuentes. Otra de las
ventajas mas importantes que se adjudica a este tipo de conservacion es descrita por
Long et al. (1978), quienes afirman que hongos con problemas de mutacion pueden
ser almacenados en la fase gaseosa del NL, por tiempe indefinido, sin cambios en su

constitucién genética.

En el caso especifico de M. fijiensis, Guzman', logrd resultados poco satisfactorios en
su trabajo sobre conservacion de suspensiones de conidios o partes de micelio de
este hongo a -80 °C en camara de congelacién, debido a que mas del 80% de los
aislamientos no tuvieron la cépac:idad de desarrollarse luego de la descongelacion y

los que lograron recuperarse mostraron crecimiento lento. Ademas, otro factor a
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tomar en cuenta fue la perdida de algunas cepas del hongo debido a desperfectos en
la camara de congelacidbn y la ausencia de medios para practicar la

conservacionconhL.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion de la investigacion

Los trabajos de laboratoric e invernadero fueron realizados en las facilidades c!él
Centro Agronomico Tropical de Investigacion y Ensefianza (CATIE), entre los meses
de febrero y noviembre del 2001.

El CATIE se localiza en la ciudad de Tumialba, Costa Rica. A una altitud de 602
msnm a 9° 55°21"" N y 83° 39°40"" O; con valores anuales promedio de temperatura,
precipitacion y humedad relativa de 21.7 °C, 2.065 mm y 87%.

3.2 Material experimental

3.2.1 Material vegetal

Para la evaluacion de los fratamientos se utilizaron plantas de banano (AAA) de la
variedad Gran Enano susceptible a la Sigatoka negra (Fouré 1991). Tales plantas
fueron reproducidas por cultivo in vitro en el laboratorio Cristal Vitro (Costa Rica).

Las plantas fueron sembradas en maceteros plasticos Polyplast N° 500 de
aproximadamente 5 Kg de capacidad usando suelo esterilizado en hornos a 100 °C
por cuatro horas. Una semana posterior a la siembra y cada cuatro semanas las
plantas fueron fertilizadas con 10 gramos de ia férmula completa NPK 12-24-12.
Ademas, cada tres semanas fueron fertilizadas con el abono foliar (Bayfolan®) a razon
de 6mlfi de agua.

Dependiendo de las condiciones meteoroldgicas, se aplicd riego a la base de las

plantas para mantener la tierra a capacidad de campo.
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3.3 Cepas del patdégeno

Se evaluaron diez cepas de Mycosphaerelia fifiensis, provenientes de diferentes zonas
productoras de banano del aflantico de Costa Rica (Cuadro 2). Los procesos de
descarga de ascosporas a parlir de muestras foliares y el cultivo menoascosporico
fueron llevados a cabo en los laboraiorios de Fitopatologia de la Ccrporgcién
Bananera Nacional (CORBANA) y el CATIE, por e! personal de esos Centros de
investigacion.

Cuadro 2. Lugar de procedencia de las cepas evaluadas.

Cédigo de cepa Procedencia
Aglr 28 millas, Limén, Costa Rica
C#2* San Carlos, Algjuela, Costa Rica
E#3* Valle de La Estrella, Limén, Costa Rica

M6 #35 * BriBri, Limén, Costa Rica
M10 #27 * BriBri, Limon, Costa Rica
LF Roxana ** Roxana, Limén, Costa Rica
Urania 37 ™* Cariari, Limdn, Costa Rica
Urania 19 ™* Cariari, Limon, Costa Rica
PAIS 8 Sixaola, Limon, Costa Rica
PAIS 18 *** Sixaola, Limoén, Costa Rica

* Cepas facilitadas por el M, Sc. Galileo Rivas
** Cepa aportada por el Ing. Luis F. Patifio
=* Cepas facilitadas por CORBANA
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3.4 Metodologia

3.4.1 Preparacién del medio para cultivo

Para el cultivo del hongo se usé el medio nutritivo a base de jugo de vegetales (V-8),
preparado segin lo describe Gonzélez (1999). Luego de su elaboracion y
esterilizacion, se adiciond 2gfl de sulfato de estreptomicina para reducir la posibilidad
de contaminacidén por bacterias. El medio, dentro de la camara de flujo, fue
dispensado en platos de Petri de 60 x 15 ml, en cantidad de 10 ml en cada uno.

3.4.2 Preparacion del medio para crioconservacién (MCC}

Para la congelacion de los propagulos de M fijiensis se usd una suspension de agua +
aceite mineral al 0,5%, la cual fue esterilizada dos veces en autoclave por 20 minutos
a121°C.

3.4.3 Multiplicacién de las cepas

Dentro de la camara de flujo laminar, a cada plato Petri con crecimiento activo de
colonias de M. fiiensis se le agregd 10 m! del MCC, previa agitacién. Con ayuda de
pinceles N° 12 se realizd un barrido sobre la colonia para liberar los conidios y
fragmentar el micelio. Con un gotero estéril, la suspension de propaguios fue
transferida a un beacker y agitada por 10 minutos. Pasado ese tiempo, con una
micropipeta se tomaron muestras de 0,25 mi cada vez, las cuales fueron colocadas en
platos Petri con medio V-8 fresco. Los platos inoculados fueron colocados en una
incubadora programada con periodos de 12 horas de luzfoscuridad a 26 °C, durante
quince dias. Esas condiciones, segun Fullerton y Olsen (1985), usuaimente inducen

una profusa esporulacion.
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3.4.4 Tratamienios evaluados

Cumplidos los 15 dias de incubacion, los platos fueron colocados en la camara de flujo
laminar. Posteriormente, les se agregd 5 ml de MCC a cada uno vy se barrié sobre e
hongo con un pincel N° 12, La accion fue repetida para tratar de colectar la mayor
cantidad de propagulos posibles. La suspensién obtenida fue transferida a un beaker
y agitada por 10 minutos para homogenizarla. Pasado el tiempo de agitacion, se
tomaron tres muestras de 0,25 ml que fueron colocadas en cajas Petri con el medio
de cultivo (testigo). Otras tres muestras de 1,0 ml cada una fueron colocadas en
crictubos y congeladas por inmersién directa en nitrégeno liquido durante dos horas.
Pasado ese tiempo, las muestras fueron rapidamente descongeladas por inmersién
en bafio maria a 40°C durante tres minutos y de cada criotubo se tomé una muestra
de 0,25 ml que fue colocada en una caja Petri con medio (tratamiento +NL). El resto
de la suspension fue dejada en reposo durante dos horas, luego de ese periodo, se
agitd de nuevo y se fomaron tres muestras de 0,25 ml que se colocaron, igualmente,
en cajas Petri con medio de cultivo.

Por ditime, las cajas con las muestras (tratamientos) fueron colocados en la
incubadora, bajo las mismas condiciones descritas en el acapite 3.4.3.

3.4.5 Recuperacion de las cepas criocongeladas

La recuperacion de las cepas del hongo, que en términos de este trabajo fue definida
como el area del medio de cuitivo invadida por el hongo, fue evaluada de forma visual
al completarse los 15 dias de incubacién, con ayuda de una escala de referencia
disefiada para este caso (Anexe 1.A). Para cada tratamiento, se evaluaron los tres
platos y se promediaron los valores btenidos.

3.4.6 Evaluacion de la produccién de conidios de las cepas criocongeladas y
estandarizacién de inéculo

Después de quince dias de incubacidn de ios hongos tratados (acépite 3.4.4), los
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platos que los contenian fueron retirados de la incubadora, paso seguido, se les
agregd 5 ml de agua y se realizé el procedimiento de barrido con pinceles. La
suspension obtenida fue filtrada a través de una malla metdélica con unatramade 7 x 7
micras; el filtrado resultante fue agitado y dos muestras cada vez fueron colocadas en
un hemacitbmetro. Luego, con la ayuda de un microscopio se procedid a realizar el
conteo de los conidios. La lectura se realizé en los cinco campos principales (CP),
cuatro esquinas y el centro, del hemacitdmetro y el promedio fue muttiplicado por
2.000 (factor de conversidn) con [o que se obtuvo la concentracion de conidios por ml
de esa muestra (1). La cantidad de conidios en cada tratamiento fue tomada como la
variable de estudio y fue registrada para su posterior analisis.

Una vez hecho el conteo de los conidios para cada muestra (repeticiones) de cada
tratamiento, se procedid a estandarizar la suspension en 10 000 conidios por mililiiro
(2) para ser usada en la inoculacion de las plantas en el invemadero. Las formulas
usadas fueron las descritas por Gonzalez (1999):

(1) SZ‘CP + 2000 = conidios/ cc ; donde : nc = nimero de conidios
idios / -
conidios ce *pfo = yf ; donde: vio = volumen total original, vf = volumen
conidios | ccdeseado
final.

3.4.7 Evaluacion de patogenicidad de las cepas criocongeladas

La incculacion y las observaciones sobre el avance de la enfermedad se realizaron en
las plantas de banano previamente cultivadas en el invernadero. Para ello se
tomaron como variables: el periodo de incubacidn (PI), periodo de transicion (PT), el
periodo de latencia (PL) y el periodo a necrosis total (NT) del &rea aplicada; los cuales
se describen en acépites posteriores.
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3.4.7.1. Inoculacién de plantas

Por cada tratamiento, fueron inoculadas tres plantas de banano cv Gran Enano sobre
ta superficie abaxial de sus tres hojas mas jovenes. Para ello se utilizé la suspension
obtenida después de realizar el conteo de conidios, la cual fue estandarizada en
10 000 conidios/mi. Con el fin de favorecer la adherencia de los propagulos a la hoja,
se le afiadio a la suspensidn gelatina en ldmina al 1%. Tres mililitros de la suspension
fueron aplicados en cada hoja con ayuda de un aplicador DeVilbiss, dentro de un area
de 100 cm? (10 x 10 cm), demarcada con la ayuda de un molde hecho de lamina

plastica, recomendada por Guzman'.

Durante los cinco dias posteriores a la aplicacion del indculo, y para favorecer las
condiciones para la germinacion y desarrolio de los propagulos, las plantas fueron
sometidas a condiciones de alta humedad y temperatura dentro de una camara
hameda construida para tal efecto (Fig. 4). Antes de introducir las plantas inoculadas
en la camara, fueron dejadas por espacio de freinta minutos en un lugar seco para
lograr que la suspensién de propagulos aplicada se secara, con la intencién de evitar

gue la suspension fuera lavada por el agua.

Fig 4. Camara usada para favorecer condiciones de alta humedad durante los cinco
dias posteriores a la inoculacién de las plantas de banano con las cepas
crioconservadas en nitrégeno liquido.

! idem
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Dentro de |la camara el agua fua aplicada a través de un sistema de aspersion, en
periodos de 15 minutos cada media hora. Pasados los cinco dias, las plantas fueron
colocadas en las mesas del invemnadero donde permanecieron hasta el final del
periodo de evaluacion.

- W

3.4.8 Medicién de las condiciones mefeorolégicas

Las condiciones de temperatura y humedad dentro de la cdmara h(meda y en el
invernadero fueron registradas con la ayuda de equipo especializado. Para
determinar las condiciones dentro de la camara, se usaron dos sensores (Temp
Tale®), los cuales registraron las variaciones de las variables cada hora (Fig. 8). Las
condiciones en el invermnadero fueron medidas por medio de un higrotermografo, el
cual grafico las variaciones sobre una cartilla. Las variaciones meteorolagicas fueron

agregadas a la base de datos con una frecuencia de cada dos horas.

3.4.9 Variables evaluadas

Para la evaluacién de los sintomas se tomé como referencia fa escala compilada por
Tapia (1993) en el Cuadro 1. La metodologia de evaluacién se realizo siguiendo la
recomendacion de Guzman'. Sin embargo, debido a que los sintomas que produce
M. fijiensis cuando es inoculado en plantas jévenes no son idénticos a los presentados
en plantas maduras, el estado dos de Ia enfermedad, usado para definir el PI, fue
establecido de acuerdo a lo definido por Fullerton y Olsen (1985), quienes lo describen
como la presencia de sintomas evidentes en la superficie adaxial de la hoja, como un
bloque de pequefias manchas difusas, generaimente causadas por decoloracién de la
clorofila (Figura 5).

lidem
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Fig. 5. Lesiones en estado dos de infeccion en hojas de plantas jovenes de banano
(Gran Enano) inoculadas artificialmente con M. fiiensis. Noétese en el recuadro
los pequeiios bloques (agrupamiento) de manchas difusas de color café claro
en la superficie abaxial de la hoja.

Periodo de incubacion (Pl)

El periodo de incubacion es el tiempo, en dias, que transcurre entre la inoculacion y 1a
aparicién de los primeros sintomas de la enfermedad. De este modo, el periodo de
incubacion fue determinado en el momento en que la hoja presentd las primeras 10

lesiones.
Periodo de transicion (PT)

El pericdo de transicién fue definido como el nimero de dias que suceden entre el Pl y
la presencia de las primeras 10 manchas maduras (estado 1V).

Periodo de latencia (PL)
Este periodo es determinado como el nimero de dias desde la aparicion de las

primeras estrias (PI) hasta que alcanzé diez manchas con €l centro necrotico (estado
Vi)
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Periodo a Necrosis Total (NT)

Este se definio como el nimero de dias necesarios desde la inoculacion hasta el
momento en que el tejido necrosado fue igual al 100% del area de 100 cm? que fue
inoculada.

3.5 Disefio experimental para evaluar la produccién de conidios y la prueba de
patogenicidad de las cepas criocongeladas

Para la comparacion de los tratamientos se empleé el Disefio irrestricto al Azar con un
nivel de significancia de 0.05, cuyo modelo lineal aditivo es:.

Yy 47, +e donde ¥, = variable de respuesta del iésimo tratamiento en la
Jjésima repeticion
A = media general
7, = efecto del jésimotratamiento desde i=1 hasta i=3
e, = ermor experimental asociado en el ésimotratamienio
en la jésima repeticion desde j=1 hasta j=3

Debido a que los valores obtenidos no mostraron una distribucién estadistica normal,
fue necesaria su transformacién usando la funcidn frigonométrica de seno para el
caso de las variables para la prueba de patogenicidad y la ecuacién de logaritmo
natural (LN) para la evaluacion de la produccién de conidios.

3.58.1 Andlisis de los datos

La informacion de interés se centrd en las diferencias que existieron entre los
tratamientos dentro de cada cepa, debido a que el objetivo de la investigacion fue
comparar el comportamiento bioldgico de las cepas luego del periodo de congelacion
en nitrogeno liquido.

Los datos fueron analizados con ayuda del programa estadistico SAS (Statistical
Analisys System) versidén 8.0, mediante el procedimiento GLM, dentro del cual se
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estimo la diferencia de las medias de los tratamientos por medio de analisis de

variancia y con la comparacion de medias por el criterio de Duncan.

3.4.9 Estudio histolégico

Una muestra de 1,0 ml de la suspensién congelada (+NL) y otra muestra de la
suspension no congelada (testigo) de cada aistamiento, fueron usadas para estudiar la
estructura celular con el fin de determinar los posibles cambios fisicos sufridos durante
el proceso de congelacién y descongelacion.

Las muestras (suspension de propéagulos) fueron confinadas dentro de bloques de
agar-agua al 1%. Para ello, se prepard la solucién agar-agua que luego fue vertido
sobre las muestras contenidas en tubos desechables para centrifuga, de 2 ml de
capacidad. Los tubos fueron cortados una vez que el agar gelificd y los propéagulos
quedaron de esta forma atrapados en bloques de agar. Los bloques resultantes,
fueron colocados en solucién filadora de Glutaraldehido-Paraformaldehido durante una
noche a 4 °C. Luego fueron deshidratados por inmersidn sucesiva de una hora cada
vez en una serie ascendente de etanol en concentracién de 50, 70, 80, 90, 95 y 100

%, este (ltimo dos veces.

L.uego de deshidratadas, tas muestras fueron sumergidas en historesina Reicheri-
Jung a 4 °C durante toda Ia noche. Seguidamente, fueron colocadas en moldes
plasticos con una mezcla de historesina mas endurecedor (1:1) con el fin de facilitar su
polimerizacién.  Los bloques polimerizados fueron cortados a 4 micrometros de
grosor con un micrétomo de rotacién.  Una vez hechos los cortes, se procedio a la
tincion utilizando la técnica Schift-Naphtol Blue Black (CIRAD 1989).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Mulfiplicacion de las cepas

El inicio de la multiplicacidon de las cepas utilizadas en el presente trabajo fue dificil ya
que al tomar las cepas onginales, mantenidas en crecimiento activo, muchas de ellas
presentaron niveles de contaminacién bacterial muy alios, que retrasd el desarrollo de
la investigacion. Posteriormente, una vez superado el problema mediante la adicion
de suifato de estreptomicina (2grs/l} al medio de cultivo, todas las cepas crecieron muy
bien. Esto implica que hubo un buen desarrollo de las colonias en cada uno de los
materiales.

4.2 Tratamientos de criocongelacion.

tUna vez establecido el patégeno en el plato Petri, con fines de criocongelacion, el
manejo del mismo, dependiendo de la cepa, mostrd diferencias en cuanto a
consistencia de la masa miceliar. Esto hizo que para algunas cepas la labor de
barrido con el pincel fuera méas sencillo, pues,debido a su consistencia suave, permitd
desprender los conidios y sobre todo, partes de micelio con gran facilidad. Otfras
cepas mostraron una mayor consistencia que originé el uso de fragmentos mas

grandes de micelio en el proceso de criocongelacion.

4.3 Recuperacion y produccién de conidios de las cepas criocongeladas

4.3.1 Recuperacion de las cepas

El crecimiento de las cepas, luego del pericdo de congelacion en NL, permitié
observar diferentes niveles de invasion del patbgeno en el medio de cultivo (Fig. 6).
En el testigo y el tratamiento ~NL se observé una buena capacidad de invasidn para
todas las cepas, sin embargo en el tratamiento +NL, se aprecié poco desarrolic de

colonias sobre el medio de cultivo, en seis de |as diez cepas criocongeladas.



26

Figura 6. Respuesta de 10 cepas de M fijiensis, crecidas durante 15 dias a 26 °C y
12/12 periodos de luz-oscuridad luego de ser crioconservadas (+NL) o no (-NL
y Test.) en nitrégeno liquido.
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Especificamente, con el tratamiento -NL y el testigo, los propagulos crecieron y
lograron invadir, en promedio, entre el 85 y 100 % de |a superficie del medio, mientras
que en el tratamiento +NL los valores se ubicaron entre 20 y 82%, a excepcion de las
cepas PAIS 18, Urania 37 y Urania 19, las que mostraron vaiores entre 80 y 100%.
La cepa LF Roxana fue la que mostrd la menor recuperacion (20%) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Valores promedio de recuperacion (invasion) de las cepas de M. fiiensis
sobre el medic de cultivo como respuesta al tratamiento de

crioconservacion.

Cepa Tratamiento
Testigo -NL +NL
A#1 100.0 98.7 81.7
C#2 100.0 100.0 61.7
E#3 100.0 100.0 787
MB#35 91.7 85.0 58.7
M10#27 93.3 85.0 53.3
LF Roxana 100.0 100.0 20.0
Urania 37 100.0 100.0 96.7
PAIS 8 100.0 100.0 46.7
PAIS 18 100.0 100.0 90.0
Urania 19 100.0 100.0 100.0
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Es importanie destacar que en las cepas que presentaron los valores maximos de
invasion, se observé el desarrolio de colonias y abundante micelio; lo que ayudé para
gue el mayor porcentaje de la superficie del medio fuera cubierto. En el caso de las
cepas con valores de invasioén minimos, se distinguié un crecimiento pobre o nulo del
micelio y en su lugar sdlo se desarrollaron sobre el medio, colonias en forma aislada.

La inmersion directa en nitrégeno liquido pudo provocar plasmdlisis de las células del
micelic debido a la ruptura de sus paredes. Esto pudo estar determinado por el
aumento en volumen del contenido celular; por efecto de la formacién de cristales de
hielo durante la congelacion, tal y como ha sido observado por Smith y Onions (1994)
en micelic de Serpula lacrymans. Esta respuesta al proceso de criocongelacion,
donde se observan areas de micelio dafiado, va a infiuir notablemente sobre Ia
recuperacion de las cepas, posterior al tratamiento de criocongelacién. Aqui cabe
resaltar que luego de la criocongelacién, se toma una alicuota de 0,25 ml de la
suspension, que es utilizada para la iniciacidn de las nuevas colonias. Esto implica
gue muchas de las muestras puestas a crecer sobre el medio de cultivo, llevaban gran
cantidad de micelio dafado por efecto del proceso. Esto pudo incidir en la capacidad
de invasion de las cepas, debido a que el micelio criocongelado, como parte de ia
suspension de propégulos, no fue capaz de recuperarse (germinar y crecer) con lo

que resultaria obvio la menor invasién del medio, mostrada por algunas cepas..

Similares observaciones, en otro tipo de células, fueron hechas por Aguilar et a/.(1993)
durante la crioconservacion de suspensiones celulares de Cifrus deliciosa, en las
cuales se aprecio la ruptura de la membrana celular en parte de esa suspension
estudiada. En esa investigacion se manifiesta, ademas, que la crioconservacion
desencadena un proceso de seleccion celular, que provocaria que sélo las células
mejor capacitadas en su estructura y contenido citoplasmatico (i.e. contenido de

almidones) puedan regenerarse, con la consecuente muerte de las células no aptas.

En observaciones realizadas con ayuda del microscopio de luz, sobre muestras de
suspensiones testigo y otras congeladas en NL, se pudo constatar el deterioro del
micelio (Fig. 7) en algunas de las muestras congeladas, mismas que presentaron los

mas bajos niveles de recuperacion. La forma en que se presenta arreglado el micelio



Fig. 7. lzquierda: deterioro del micelio observado en muestras congeladas en
nitrégeno liquido (-196 °C). Notese la aglomeracion de micelio en algunos
sectores.  Derecha: patron de distribucién del micelio sano en muestras
testigo.

puede darse, segan Smith y Onion (1994), como respuesta al congelamiento en
nitrbgeno liquido y, a su vez, indica que ese es tejido muerto. Estos resultados fueron
corroborados con ayuda del colorante Acridine -orange, recomendado por Neergaard

(1997), como una tincidn que permite mostrar la viabilidad de estructuras fungosas.

El deterioro de la masa miceliar puede estar ligado a una reducida efectividad del
medio crioprotectante (agua destilada + aceite mineral al 0,5%) usado en esta
investigacién. Croan et al. (1999) obtuvieron un 100 % de recuperacion de muestras
de micelic de hongos Basidiomicetes cuando wusaron glicerol al 10% como
crioprotectante.  Similar resultado obtuvieron Hwang ef al. (1976) usando 104 cepas
entre hongos Basidiomicetes, Ascomicetes y Phycomicetes.



30

4.3.2 Produccitn de conidios

Todas las cepas criocongeladas, durante su recuperacion sobre medio de cultivo,
mostraron ser capaces de producir conidios. En seis de las diez cepas, la cantidad
de conidios producidos, luego del periodo de crioconservacion (tratamiento +NL), no
mostro diferencia estadistica con el testigo; mientras que con el tratamiento ~NL no se
encontrd diferencias estadisticas con el testigo en ninguno de los casos.

Con base en el analisis estadistico (Anexo 2.A), se identificaron diferencias entre los
tratamientos para las cepas LF Roxana, PAIS 18 y PAIS 9. El tratamiento +NL
mostrd una produccién de conidios mas baja con respecto al tratamiento ~NL vy el
testigo. En las restantes cepas, no se encontraron diferencias entre los tratamientos.

Esta respuesta indica que existe un efecto negativo de la crioconservacién, por
inmersion directa en NL (-196 °C), sobre la produccion de conidios en clertas cepas de
M. fiensis. Es de notar que esta situacion se relaciona con el grado de recuperacién
de las cepas, ya que el desarroilo de colonias y la abundancia de micelio indican la
posibilidad de que una gran cantidad de conididforos, y consecuentemente conidios,
se estan produciendo. Por lo tanto, al exisfir menor cantidad de hifas vivas se
esperaria una menor cantidad de dichas estructuras reproductivas en e! tratamiento
+NL con respecto al —=NL y el testigo.

A pesar de las diferencias encontradas, segin se aprecia en la Figura 8 (Anexo 3.A),
la produccion promedio de conidios fue mayor a 150 000 unidades por mililitro en
todas las cepas, para todos los tratamientos, con excepcion de la cepa LF Roxana, en
la que el patdgeno bajo el efecto del tratamiento +NL produjo menos de 30 000
conidios por unidad de volumen.
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Fig. 8. Respuesta de la produccién de conidios de 10 cepas de M. fiensis, crecidas
durante 15 dias a 26 °C y periodos de 12 horas de luz-oscuridad luego ser
crioconservadas (+NL) o no (-NL y Test.) en nitradgeno liquido.

En los conidios observados con el microscopio, tanto en las muestras no
criocongeladas como las cirocongeladas, no se advierte dafio estructural, ya que no
se colapsd o dafio la pared después de la congelacion en NL.  Asimismo, se
caracterizaron por un citoplasma muy denso cuando se colorearon con Toluidina azul
y el colorante de Alexander (1980). Puede observarse que el grosor de la pared del
conidio es mayor que la del micelio (Figura 9) y aunque no pudo observarse en
nuestros estudios histologicos, el contenido de almidones, es también mayor en los
conidios. Aparentemente, por ser el conidio una estructura de resistencia,
probablemente tiene bajo contenido de agua y una elevada concentracion de solutos
en su interior; lo que sumado al grosor de su pared, favorece la tolerancia a

temperaturas ultra bajas (Holden y Smith, 1992).
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Fig. 9. Histologia de estructuras (conidios y micelios) de M. fijiensis después de la
congelacion en NL. El conidio presenta una pared mas gruesa (c) con mayor
contenido de almiddn (a) en comparacion al micelio (m).

Croan et al (1999) afirman que el grosor de la pared del conidic asegura la
sobrevivencia de esa estructura bajo condiciones adversas de frio, desecacion,
presién fisica y abrasion. Ademas, Gonzalez-Arnao et al., citados por Aguilar ef al
(1999), relacionan la tolerancia a la congelaciéon con la acumulacion de azlcar y

aimiddn en el interior de la célula.

Otra causa que puede explicar los resultados obtenidos en esta fase del experimento,
es la velocidad de deécongelamiento a la que fueron sometidos los hongos. Goos ef
al (1967) reconocen que la supervivencia de hongos congelados en NL depende
directamente de este factor.  Existen hongos gue han mostrado, después de una
congelacion directa en NL, mejor respuesta a la descongelacion répida (bafio Maria),
mientras que otros a la descongelacion lenta (a temperatura ambiente). Esto puede
asociarse al contenido de agua congelable durante el proceso de crioconservacion

aplicado.
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De manera general, Croan et al. (19989) y Hwang et al. (1976), hacen la observacion
de que la susceptibiidad al daho por la congelacibn es dependiente de la
caracteristica {genéticas) de cada cepa, mas que a las peculiaridades de las técnicas
de crioconservacion. No obstante, debido a la falta de estudios, no se puede
generalizar.

Si bien existe diferencia en el ambito estadistico, la produccién de conidios es acorde
con el objetivo de la crioconservacion. Es decir, mantener las estructuras
reproductivas por tiempo indefinido con la capacidad de regenerar un nuevo individuo
y & su vez este sea capaz de continuar reproduciéndose. Lo que permite contar con
material infectivo para trabajos de investigacion dentro o fuera del habitat natural del

hongo.

4.4 Condiciones meteoroldgicos

L.a Figura 10 muestra el comportamiento de la temperatura y la humedad relativa en el
interior de la camara hitmeda usada durante cinco dias con plantas de culfivo in vitro
inoculadas con la suspension de M. fiiensis. La temperatura (Tp) mostré la mayor
fluctuacion, con un maximo de 45 °C y una minima de 21°C.  Aunque hubo
momentos con temperatura mayor a 38 °C, la que segun Porras y Pérez (1997) es
detrimental para el crecimiento del tubo germinativo de las esporas de M. fiiensis,
estos periodos se dieron por muy corto tiempo, lo que no representd obstaculo para la

germinacion y penetracion de las esporas en la hoja.

Del comportamiento de la humedad relativa (HR) dentro de la camara hiimeda, resalta
el valor minimo de 60% y el maximo de 100 %. A pesar de presentarse periodos de
humedad por debajo de 82%, no aptos para el buen desarrollo de las esporas
(Jacome et al. 1991), estos no incidieron sobre ellas y los periodos de alta humedad
{entre 90 y 100%) fueron lo suficientemente largos y frecuentes para satisfacer las
condiciones apropiadas para la germinacion y el desarrollo de los propagulos.

Dentro del invernadero (Fig. 11) es de notar que la temperatura se mantuvo entre 18 y
31 °C durante todo el periodo de evaluacion. Al igual que para las condiciones dentro
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Fig. 10. Tendencia de la temperatura y la humedad relativa dentro de la camara
himeda construida para la evaluacion de la patogenicidad de las cepas de M.
fljiensis.
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Fig. 11. Tendencia de la temperatura y la humedad relativa en el invernadero donde
se ubicaron las plantas para la evaluacién de la patogenicidad.
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de Ja camara, esta situacion favorecio el desarrollo de la enfermedad, a pesar de
existir lapsos en los que la temperatura fue bastante baja, ésta siempre estuvo muy
por encima de la temperatura minima citada por Porras y Pérez (1997).

Por efecto de las condiciones propias del sitio del estudio, la humedad relativa en el
invernadero present6 valores bajos mas bajos del minimo aceptado (Porras y Pérez
1997) cerca del medio dia durante todo el periodo de evaluacion. Sin embargo, entre
las seis de la tarde y las seis de la mafiana de cada dia, la HR se mantuvo arriba del
90 %. Esto Gltimo, sumado a la posible presencia de rocio sobre las hojas durante la
noche y madrugada, propicié el desarrollo de [a enfermedad.

4.5 Evaluacion del desarrolio de la enfermedad

Aqui es importante mencionar, que tal y como se informd en la metodologia, el
desarrollo de las lesiones causadas por M. fiiensis en plantas inoculadas
artificialmente y puestas a crecer en camara hitmeda, muestran un desarrollo de la
enfermedad diferente al que se obhserva en el campo. En este sentido, ya desde
1989, Gaiindo et al, realizando inoculaciones en invermnadero encontraron que los
sintomas conocidos como estrias, no simulan el progreso de la enfermedad que se
observa en e campo, debido a que dichas estrias cambian directamente a manchas

oscuras. Esto motivé a fa medicion de los siguientes parametros.

4.5.1 Periodos de incubacién (P}, Transicion {PT), Latencia (PL) y Necrosis Total
(NT). ‘

En lo que concierne al periodo hasta Necrosis Total, a la fecha, sélo las cepas E#3,

M6 #35, LF Roxana, PAIS 9 y Urania 19 presentaron tal estado de desarrolio de ia

enfermedad. Es por este motivo que exclusivamente se presentan los resultados

para esas cepas.

En la Figura 12 se puede notar la respuesta obtenida sobre las hojas de banano (Gran
Enano) a la inoculacion con propagulos criocongelados de las 10 cepas de M. fiiensis
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Fig. 12. Respuesta de 10 cepas de M. fijiensis crioconservadas { & +NL) o no ( * .NL

y + Testigo) a la inoculacion artificial sobre hojas de banano var. Gran Enano,
evaluada por medio de cuatro periodos (Pl= Periodo de Incubacion, PT=
Periodo de Transicion, PL= Periodo de Latencia y NT= Necrosis Total).
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estudiadas. Es destacable que la criocongelacion en nitrégeno liquido (-196 °C) no
afectd la capacidad de las cepas para infectar el hospedero.

El Pl mostro variacion entre 20,6 y 39,3 dias, el PT entre 14,0 y 68,7 dias y el PL entre
24,3 y 68,7 dias para las 10 cepas estudiadas (Anexo 4.A) En tanto que el periodo a
Necrosis Total varib entre 57,22 y 97,33 dias (Anexo 5.A), en cinco cepas a las que

fue posible medir esta variable, como se menciond anteriormente.

La medicion del Pl reveld que en las cepas A#1, Urania 37 y PAIS 18 el testigo fue el
que mostro los periodos mas cortos de evolucion. En el caso de las cepas C#2, E#3,
M6 #35, LF Roxana y M10 #27 no hubo diferencia estadistica entre los tratamientos
+NL y -NL; siendo estos los que presentaron el periodo mas corto de desarrollo
(Anexo 6.A). El testigo no presentd diferencia con el tratamiento +NL en la cepa
Urania 19 como los tratamientos que presentaron el periodo mas corto y no hubo
diferencia entre ninguno de los tratamientos en la cepa PAIS 9.  Sin embargo,
conforme avanzod la enfermedad, no hubo diferencia estadistica entre la duracién de
ios periodos de Transicidon y Latencia de las cepas criocongeladas y las no

criocongeladas o fue menor a favor de las primeras.

Al identificar el tierpo requerido entre el Pl y la aparicion de las primeras 10 manchas
en esta IV de infeccion (Periodo de Transicion) se hizo evidente que el tratamiento
+NL, en las cepas M6 #35, M10 #27, LF Roxana, PAIS 9 y PAIS 18, necesitaron de un
menor nimero de dias para cuiminar este periodo. No se apreciaron diferencias
estadisticas entre los fratamientos para las cepas C#2, E3#, M10 #27, Urania 37 y
Urania 19 (Anexo 7.A).

Siguiendo el desarrollo de la enfermedad, incluyendo a la cepa A#1, los tratamientos
mostraron el mismo comportamiento para el PL que el mostrado en el PT. El
tratamiento +NL continud presentando los periodos mas cortos de evolucion, esta vez,

para siete de las diez cepas, corroborado por el analisis estadistico (Anexo 8.A)

El analisis estadistico (Anexo 8.A) muestra que, para el periodo a Necrosis Total, no
existe diferencias entre tratamientos para la cepa E#3. En el caso de la cepa Urania
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19, el testigo y el tratamiento +NL no presentan diferencias estadisticas entre ellos
pero si con respecto al tratamiento —-NL, el cual presentd el periodo mas largo hasta
necrosis. Para las cepas M6 #35, LF Roxana y PAIS 9 el fratamiento +NL mostrd la
mas rapida evolucion de la enfermedad v difiere del testigo vy el tratamiento ~NL.

Los resultados observados en la evaluacion de patogenicidad de las cepas .de M.
fiiensis congeladas son comparables con los obtenidos por Holden y Smith (1982),
quienes determinaron que urediniosporas de Puccinia abrupfa almacenadas en
nitrogeno liquido, a -196°C, mostraron el mas alto porcentaje de infeccion luego de su
inoculacion en plantas de Parthenium hysterophorus .

El comportamiento de los hongos criccongelados puede relacionarse con las
observaciones que hacen Long ef al (1978) sobre el estado de madurez de los
propagulos al momento de la congelacion, lo que podria explicar ia variacién en la
capacidad de invasion, pues, las estructuras jévenes no soportarian el fuerte estrés al
que son sometidas y sélo aquellas con un alto estado de madurez serian capaces de
regenerarse; ademas de lo citado anteriormente por Aguilar et al. (1993), en el sentido
de que la crioconservacion desencadena un proceso de seleccion celular.

De ser asi, sdlo los conidios y fragmentos de micelio mejor capacitados tuvieron la
capacidad de recuperarse satisfactoriamente luego de la descongelacion. A su vez,
dieron origen a estructuras reproductivas con mayor capacidad de explorar e invadir el
tejido foliar del banano, en comparacion con los organismos no congelados. De esta
forma, el avance de la enfermedad pudo desarrollarse a mayor velocidad en los casos
en que el indculo fue previamente congelado en NL.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Con base en los resultados obtenidos y bajo las condiciones propias del presente

estudio, se puede llegar a las siguientes conclusiones;

1. El procedimiento ensayado para la crioconservacion de cepas de M. fijiensis resultd
ser sencillo, rapido y eficaz. La necesidad de equipo para congelar los hongos es
basica, para lo cual es necesario sdlo el tanque para contener el nitrégeno liguido y
una buena supervision del nivel de nitrégeno.  Ademas, permiti® mantener los
organismos libres de contaminacion y viables para las pruebas realizadas.

2. El cien por cien de las cepas sobrevivio al proceso de criocongelacién. La
recuperacion, en funcion del area del medio de cultivo cubierta por el crecimientio del
patdégeno (invasion), varid entre 20 y 100 %.

3. Nueve de las diez cepas de M. fijiensis, criocongeladas en nitrégeno liquido a —-196
°C, fueron capaces de producir mas de 150 000 conidios por miliitro. La cantidad de
conidios obtenidos luegeo del periodo de congelacion fue menor que las obtenidas en
el testigo, en cada cepa.

5. Todas las cepas crioconservadas mostraron la capacidad de reproducir la
enfermedad (Sigatoka negra). El desarrollo de la Sigatoka Negra, a partir de la
inoculacion con cepas criocongeladas en nitrégeno liquido a -186 °C, se mantuvo

igual o relativamente menor que el testigo en todas las cepas evaluadas.
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5.2 Recomendaciones

1. Se recomienda el uso de la metodologia de crioconservacion para M. fliensis
descrita en esta investigacion por el buen nivel de supervivencia del patégeno, medida
en términos de recuperacién y capacidad patogénica. _

2. Es recomendable repetir este trabajo incluyendo diferentes periodos de cultivo del
patdgeno antes de ser congelado (diferentes edades), con el fin de medir si ia edad
tiene efecto scbre la supervivencia de las estructuras del patdgeno aimacenadas en
nitrégeno liquido a -196 °C.

3. Se sugiere ensayar el proceso de criocongelacion descrito en este trabajo utilizando
diferentes estruturas del patégeno en forma aislada (micelio, ascosporas, conidios).

4. Se deben realizar estudios comparativos que incluyan diferentes especies de
patégenos, asi como diferentes estructuras de reproduccion cuando sea posible, para
aumentar el alcance de esta técnica de crioconservacion; debido a su facilidad de
ejecucion y economia con respecto a aquellas practicas que necesitan trabajos de

precongelamiento.

5. El uso de medios de cultivo liquidos debe ser considerado para futuros trabajos,
pues, en pruebas preliminares simultéaneas lievadas a cabo por el autor del presente
trabajo, mostrd ser un medio muy efectivo para la regeneracion de los propagulos de
M. fijiensis, después de la congelacidn en nitrégeno liquido.
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ANEXOS

1.A Tabla de referencia para determinar Ia invasioén sobre ef medio de cultivo de
las cepas en los diferentes tratamientos (Testigo, -NL, +NL).

25%,

50%

75%




2.A Resultado del analisis estadistico para la esporulacion de conidios

Cepa Fcalculada| Pr>F |Tratamiento| Promedio |Duncan (0.05)
A1 0.56 0.5998 Testigo 521666.7 a
-NL 3896667 a
+NL 473333.3 a
C#2 105 0.4050 Testige 468333.3 a
-NL 480000.0 a
+NL 381666.7 a
E#3 1.17 03716 Testigo 375000.0 a
-NL 381666.7 a
+NL 262333.3 a
LF Roxana 72.98 <,0001 Testigo 5183333 a
-NL 671666.7 a
+NL. 256333.3 b
M10 #27 1.81 0.2425 Testigo 4033333 a
-NL 488333.3 a
+NL 370000.0 a
M8 #35 0.42 0.8773 Testigo 451666.7 a
-NL. 458333.3 a
+NL 3916686.7 a
PAIS 18 13.21 00063 Testigo B886666.7 a
-NL 758666.7 a
+NL 300333.3 b
PAIS S 14.76 0.0048 Testigo 701666.7 a
-NL 763333.3 a
+NL 170666.7 b
Urania 19 1.16 0.3754 Testigo 2460000 a
-NL 295333.3 a
+NL 164000.0 a
Urania 37 1.61 0.2750 Testigo 5143333 a
-NL 416666.7 a
+NL 279333.3 a
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3.A Promedio de la esporulacion conidial en las diferentes cepas de M. fijiensis
sometidas a los tratamientos de crioconservacion.

Cepa Trat*™ | Conidios/mli Cepa Trat™ | Conidios/iml
{promedio) {promedio)

A#1 Test 521666.7 |LF Roxana| Test 518333.3
-NL 389666.7 -NL 671666.7 |

+NL 473333.3 +NL 25333.3

C#2 Test 468333.3 Urania 37 | Test 514333.3

-NL 480000.0 -NL 416666.7

+NL 381666.7 +NL 279333.3

E#3 Test 375000.0 PAIS © Test 701866.7

-NL 381666.7 -NL 763333.3

+NL 282333.3 +NL 170666.7

M6#35 Test 4516686.7 PAIS 18 Test 886666.7

-NL 458333.3 -NL 756666.7

+NL 391668.7 +NL 300333.3

M10#27 | Test 403333.3 Urania 18| Test 246000.0

-NL 488333.3 -NL 295333.3

+NL 370000.0 +NL 164000.0
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4.A. Promedio para los periodos de Incubacion (Pl), Transicion (PT) y Latencia
(PL) representados en dias durante la evolucion de ia Sigatoka negra
utilizando cepas sometidas a los tratamientos de crioconservacion (Testigo,
-NL., +NL)
Cepa Trat Pl PT PL
A Test 2286 49.3 60.8
-NL 314 42.8 57.8
+NL 36.5 30.8 45.8
C#2 Test 36.9 41.0 456.8
-NL 26.6 39.4 53.9
+NL 33.4 323 44.8
E#3 Test 39.3 30.3 44.4
-NL 29.1 31.6 41.9
+NL 35.7 27.4 35.4
M6#35 Test 208 36.4 48.8
-NL 233 35.5 48.1
+NL 29.7 14.0 26.2
M10#27 Test 34.8 343 44.9
-NL 36.8 30.3 42.4
+NL 23.6 25.1 34.7
|.LF Roxana Test 341 28.1 38.6
-NL 246 33.3 448
+NL 20.9 13.8 24.3
Urania 37 Test 257 47.8 66.6
-NL 36.8 35.2 48.2
+NL 35.7 27.6 48.2
PAIS9 - Test 221 424 60.3
~NL. 217 39.8 59.1
+NL 232 26.9 35.4
PAIS 18 Test 32.3 68.7 68.7
-NL 253 42.9 49.5
+NL 206 34.0 42.8
Urania 19 Test 214 32.8 38.2
-NL 266 29.2 421
+NL 20.8 21.4 34.0
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5.A Promedio para el periodo a Necrosis Total (NT) representado en dias durante
la evolucion de la Sigatoka negra utilizando cepas sometidas a los
tratamientos de crioconservacion {Testigo, -NL, +NL)

Cepa Trat Necrosis
Total
E#3 Test 80.67
-NL 88.83
+NL 81.00
M6#35 Test 81.33
-NL 77.67
+NL 66.22
LF Roxana Test 80.00
-NL 75.50
+NL 57.22
PAIS © Test 97.33
~NL 93.61
+NL 68.89
Urania 19 Test 71.33
-NL 81.67
+NL 61.89




6.A Resultado del analisis estadistico (SAS) para el Periodo de Incubacion {Pl)

Cepa Fcalculada; Pr>F |[Tratamiento| Promedio [Duncan {0.05)
At 374 0.0883 Testigo 226 a
-NL 314 a
+NL 38.5 a
C#2 685 0.0282 Testigo 36.9 a
-NL 266 b
+NL 33.4 ab
E#3 2.58 {.1657 Testigo 383 a
-NL 291 a
+NL 357 a
LF Roxana 40.74 0.0003 Testigo 34.1 a
-NL 24.8 b
+NL 20.9 c
M10#27 21.71 00018 Testigo 34.8 a
-NL 36.8 a
+NL 236 b
MB #35 1.82 0.2408 Testigo 20.8 a
-NL 233 a
+NL 29.7 a
PAIS 18 5.04 00519 Testigo 323 2|
-NL 253 ab
+NL. 20.6 b
PAIS 9 0.28 0.7892 Testigo 221 a
-NL 217 a
+NL. 232 a
Urania 19 270 01461 Testigo 214 a
-NL 266 a
+NL 206 a
Urania 37 6,93 0.0276 Testigo 257 b
NL 36.8 a
+NL 357 a
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7.A Resultado del andlisis estadistico (SAS) para el Periodo de Transicién {PT)

Cepa F calculada| Pr>F |[Tratamiento] Promedio {Duncan {0.05)

A# 476 0.0579 Testigo 49.3 a
-NL 428 a
+NL 30.8 a
C#2 2 41 0.1707 Testigo 41.0 a
~NL 394 a
+NL. 323 a
E #3 013 (1.8765 Testigo 303 a
-NL 3186 a
+NL 27.4 a
LF Roxana 17.20 0.0033 Testigo 281 a
-NL 333 a
+NL 13.8 b
M0 #27 4.80 0.0564 Testigo 34.3 a

-NL 303 ab
+NL. 251 b
ME #35 5.45 0.0447 Testigo 364 a
-NL 355 a
+NL 14.0 b
PAIS 18 11.39 0.0091 Testigo 687 a
-NL 429 b
+NL 34.0 b
PAIS 9 11.62 0.0086 Testigo 42.4 a
-NL 398 a
+NL 269 b
Urania 19 2.25 01862 Testigo 32.8 a
-NL 29.2 a
+NL. 21.4 a
Urania 37 216 0.1971 Testigo 47.8 a
~NL asz2 a
+NL 276 a




8.A Resultado del analisis estadistico (SAS) para el Periodo de Latencia {PL)

Cepa Fcalculada; Pr>F |[Tratamiento| Promedio [Duncan {(0.05)

A#l 7.10 0.0262 Testigo 60.8 a
-NL 57.8 ab

+NL 45.8 b

C#2 3.09 01197 Testigo 45.8 a
-NL 539 a

+NL 44.6 a

E#3 0.68 0.5413 Testigo 44 4 a
~NL 419 a

+NL 35.4 a

LF Roxana 21,76 0.0018 Testigo 38.6 a
-NL 44 8 a

+NL 24.3 b

M10 #27 25.21 0.0012 Testigo 449 a
-NL 42 4 a

+NL 347 b

M6 #35 8.31 0.0186 Testigo 48.8 a
-NL 48.1 a

+NL 26.2 b

PAIS 18 12.99 0.0066 Testigo 68.7 a
-NL 49.5 b

+NL 42.8 b

PAIS 8 23.51 0.0014 Testigo 60.3 a
-NL 59.1 a

+NL 354 b

Urania 19 112 0.3859 Testigo 38.2 a
~NL 42 1 a

+NL 34.0 a

Urania 37 1.38 0.3212 Testigo 66.6 a
~NL 49.2 a

+NL 48.2 a
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9.A Resultado del analisis estadistico {SAS) para el Periodo a Necrosis Total

{NT).

Cepa Fcalculada Pr>F Tratamiento Promedio Duncan (0.05)

E#3 3.02 0.1240 Testigo 907 a

-NL 88.8 a

+NL 81.0 a

I.LF Roxana 43.52 0.0003 Testigo B0.C a

-NL 755 a

+NL 57.2 b

M6 #35 524 0.0482 Testigo 81.3 a

~NL 777 a

+NL 66.2 a

PAIS 9 3.47 0.0899 Testigo 97.3 a

~NL 936 a

+NL 69.9 a

Urania 19 10.45 0.0111 Testigo 71.3 a

AL B1.7 a

+NL 61.9 b
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