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HEENANDEZ N., R. 1985. Seleccion in wvitro e invernadero de
materiales de Musa sp. para la evaluacidén de su
resistencia a Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis,
MORELET). Tesis M.Bc., Turrialba, CATIE.

PALABRAS CLAVES: Musa sp., M. fijiensis, Sigatoka negra,

extracto crudo, conidios, inoculacidn, medio M-1-D,
compuestos fendlicos "Gran Enanco”, "Calcuta 4", "Currardé”,
"Embrapa-403", "Saba’, "Yangambi” vitroplantas, Aarea de

lesidén, susceptibilidad, resistencia,

RESUMEN
3e planted establecer una metodologia para la obtencion
del extracto crudo de Mycosphaerella fijiensis v probar su
efecto bioldgico sobre hojas de vitroplantas en invernadero
asi como sobre cultivos in vitro de Musa sp. con diferente

grado de resistencia a la enfermedad.

La investigacidn se llevd a cabo en los laboratorics de
fitopateologla, ganaderia vy biotecnologia del CATIE., BSe
utilizaron ocho cultivos monosproricos  del hongo,  los
materiales vegetales evaluados fueron: "Gran Enano . "Calcuta
4", “"Curraré”, "Embrapa-403", “'Saba’, v Yangambi’. Los
trabajos se iniciaron inoculando conidios sobre las hojas de
"Gran Enano” vy “Calcuta 47. Se comprobd el grado de
resistencia diferencial entre los materiales y la virulencia

de las cepas utilizadas.

Mediante la incculacién del medio M-1-D, con colonias de
M. fijiensis y la aplicacién de la metodoleogia descrita se
aobtuvo el extracto crudo.

La aplicacion de 20 ul de la dilucidn del extracto crudo
en carbonato de sodio al 0.5% vy fosfato monobdsico O.1M
rrovocd el desarrcllo de lesidén sobre hojas en todeos lcs
cultivares. Sin embargo la evaluacidn a las 24, 48, 72 y 98
horas permitid observer diferencias entre los materiales de

varios grados de resistencia.
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Al usar 60 ul del extracto crude, diluido en carbonato
de sodio al 0.5% v fosfato monobasico 0.1 M, se observéd
reaccién de necrosis de las células més externas que
conforman el callo de “"Gran Enano” 72 horas después de la
incoculacidn del medio, este daho fue en sumento al usar dosis
mas altas. A diferencia, el uso de concentraciones de
extracto crudo igualmente altas no provocaron reaccidn en los
calleos de “"Calcuta 47, el cual presenta resistencia a la

enfermedad.

El andlisis histoldgico del tejide foliar inoculado con
conidios mostrd aque la mayvor acumulacidén de compuestos
fentlicos se localizd a nivel de celulas occlusivas en el clon
"Calcuta 4" v  en células epidérmicas vecinas en el cultivar
"Gran Enano™ . Esto prodria gxplicar parcialmente el

comportamiento de los materiales a vy, rfijiensis.

En el andlisig histoldogiceo de los tejidos folliares de
los seils materiales incculados con extracto orudo, los

cultivares "Gran Enano y “Curraréd’ presentaron los mayores
niveles de fenoles a las 986 horas después de la incculacion,
seguidos por los materisles 'Yangambi™ v “"Calouta 47, donde
se observd un  aumento en la  acumulacidén de fenoles con el
tiempo. Los materiales "Baba’ v "Embrapa~403", mostraron bajo

contenido de fenoles.

El uso del extracte crudo de V. fijiensis permite de
manera rapida y eficaz (48 horas en pruebas de invernadero y
72 horas en cultivos de callos) identificar =1 grado de
resistencia a la enfermedad de los materiales de Musa asi
tratados; lo gue representa un significativo ahorro en tiempo
YV recurscs 81 pensamos hacer estas pruekas en Campo

utilizando el patdgeno



HERNANDEZ N., R. 1895. In vitro and greenhouse selection of
Musa sp. material to evaluate ite resistance to Black
Sigatoka {Mycosphaerella fijiensis MORELET). M.S3c.
Thesis, CATIE, Turrialba.

KEY WORDS: Musa sp., M. fijiensis, Black Sigatoka, crude

extract, conidia, inoculation, M-1-D medium, phenolic
compounads, "Gran Nain', "Calcutta 4", "Curraré”,
“"Embrapa-403", "Baba’, ‘Yangambi” vitroplants, lesion area,

susceptibllity, resistance.

SUMMARY

A methodology to obtain raw pMyeoosphaerella Ifijiensis
extract to test its bilological effect on vitroplant leaves in
the greenhouse as well as on in vitro Musa sp. plants with

different degrees of resistance was established.

Research was conducted at CATIE s plant pathology,
animal hushandry and bilotechnology laboratories. Hight
monospore cultures of the fungus were used, and vegetative
materials tested were "Gran Nain”, "Calcutta 4, "Curraré’,
"Embrapa-403", “Saba”, and “Yangambi'. "Gran Nain” and
"Calcutta 47 leaves were inoculated with conidia. The degree
of differential resistance between the materials and

virulence of the strains used was tested.

Crude extract was obtained by inoculating the M-1-D
medium with J. fijiensis colonies using the methodology

described.

The application of 20ul of the crude extract dilution in
0.5% sodium carbonate and 0.1M monobasic phosphate caused the
development of leaf lesions in all of  the cultivare.
However, evaluations at 24, 4B, 7Z and 86 hours showed

differences in degrees of resisgtance among the materials.



When 60 ul of the crude extract. diluted in 0.5% sodium
carbonate and 0.1 M monobasic prhosrhate was used, necrosis
was obgerved in the most external cells of the "Gran Hain”
callous. RDeventy-two hours after the medium was inoculated,
the damage observed was directly proportional to the level of
inoculum. On the other hand, the use of equally high
concentrations of the crude extract did not cause reactions
in the calluses of "Calcutta 4", which is resistant to the

disease.

Histoleogical analysis of leaf +tissue inecculated with
conidia showed that the greatest accumulation of phenolitical
compounds was localized at the underliving cell level in the
“Calcutta 47 clone and in neighboring epidermical cells in
the "Gran Nain"” cultivar. This could partially explain the

behavior of the materials to y  sijjensis.

In the Thistecleogical analveis o0f lgaf +tissues from the
six materials incculated with crude extract, the “Gran Nain®
and “Currare” cultivars showed the highest levels of prhenols
896 hours after inoculation, followed by ~Yangambi® and
"Calcutta 47, where an increase in the accumuilation of
phenols over time was observed. ‘baba and Embrapa-403"

showed low phenol contents.

The use of crude M, fijiensis extract allows a rapid and
efficient (48 hours in greenhouse and 72 heours in callus
crops)  identification of the degree o0f resgisbtance to  the
diseasge of Musa materials ftreated; which represents a
slgnificant time and resource savings 1f these tests are

carried in the field using the pathogen.
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I. INTRODUCCION

El cultivo del pldtanco v el banano en los trbépicos tiene
una especial importancia, no solo por constituir wun alimento
esencial en la dieta bdsice de sus habitantes, donde se les
considera como las fuentes energéticas alimentarias mas
baratas v disponibles para las personas de menores recurscs,
sino en virtud del volumen de mano de obra gque genera, los
ingresos gue de ellos se obtienen v porgque una parte de su

produccidn se destina a la exportacidn (Ochee et al. 1885).

La produccidén mundial promedio de pléabano y banano en
1992 fue de 76 millones 500 mil toneladas métricas. De este
total, se produjeron 9 millones de toneladas métrica en
Centroamérica v el Caribe. De este Gltimo valor, Costa Rica
representa €1 21% de la produceidén total de banano y 1la
FKeptiblica Dominicana el 51% de la produccidn de platano. bin
embargo estas cifras no reflejan el gran volumen de fruta que
consumen millones de peguefios agricultores gue cultivan sus
propias plantas, ni la gque se vende en los mercados locales
de pequefios poblados de la regidén y de todo el resto del
trépico (FAO, 1992)

Recientemente, ha aumentado la preocupacién de dar un
enfoque de mayor alcance al mejoramiento de Musa, debido
principalmente a la presencia en América Central (1872),
Africa (1973) y Colombia (19B1), de la enfermedad conocida
como Sigatoka negra o raya negra de la hoja, causada por el
hongo Myvecosphaerella fijiensis. Esta enfermedad causa una
defoliacidén severa, la cual disminuye el rendimientc en mas
del 50%, al ocasionar una baja produccién de frutas, lo cual

hace que el cultivo no sea rentable.
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El control de la enfermedad se efectda basicamente con
productos quimicos (fungicidas), no obstante el hongo va
adquiriendo resistencia a tales productos; ademids de las
implicaciones ecolégicos v/o0 toxicoléglcas gque ocaclionan

dichos productos en el medio ambiente.

Hs por estas razones que los diferentes programas de
mejoramiento genético, se desarrollaron con el proposito de
obtener cultivares resistentes a esta enfermedad. Sin
embargo las variedades comerciales comestibles son
triploides, con frutos partenocirpiceos v semilla sexual
estéril; condiciones que reducen la variabilidad genética y
la posibilidad de hacer hibridaciones, haciendo dificil
aplicar los métodos convencionales de mejoramiento a estas

especies (Krikorian y Cronauer, 1884).

Actualmente el cultivo in witro de células vegetales vy
su rediferenciacidon hasta plantas completas, aportan nuevas
posibilidades experimentales complementarias a los programas
convencionales de mejoramiento en platano v bhanano, mediante
la produccidén de plantas haploides, variantes somaclonales,
guspensiones celulares y fusidn de protoplastos, asocociados
con técnicas tradicionales de hibridacidn con diploides o
aplicados directamente. También es posible el uso de la
ingenieria genética mediante la transformacidn directa
(Eacalant y Teisson 1888; Murfett y Clarke 1887).
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En el caso del control de enfermedades, una estrategia
que puede producir organismos resistentes a algunas de las
muchas enfermedades causadas por hongos vy bacterias que
atacan a las plantas, es seleccionar lineas resistentes a las
toxinas producidas por el pardsito (Robert vy Loyeola 1985), lo
que podria lograrse exponiendo callos o Ssuspensiones
celulares (por ser posible fuentes de variacidn in vietre), a

toxinas del patogeno.

El uso de toxinas como agentes de seleccidn in vitro de

matberiales resistenbes a una enfermedad, tilene su origen

[ei}

F4}
el trabajo de Carlson (1973}, dquien obktuve mediante ia
seleccidn de lineas resistentes a la metionina sulfcoximina,

plantas de tabaco resistentes a la infeccidn por Pseudomonas

tabaci.

Behnke (1979, empled filtrados de cultivo de
FPhytophthora inrfestans para seleccionar callos de papas
resistentes, de los Que obhtuvao plantas tolerantes.
Gengenbach et al (1977, obtuvieron plantas de maisz

resistentes a Helminteosporium, empieando la toxina T del

hongo como presion de seleccidn.

La utilizacion de presion de seleccion a nivel del
cultivo de calle o suspensidén celular, permite también una
seleccidn de los callos y células de forma rapida v temprana
evitando sembrar en el campo grandes poblaciones heterogéneas
de plantas, para identificar dentro de esas poblaciones
aquellas que presenten alguna resistencia o tolerancia al
patdgeno (Escalant, Tapia y Sandobal 1881).
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El propdsito del presente trabajo, es el de establecer

una metodologia para la obtencidn del extracto crudo de M

fijiensis v probar su efecto bioldgico sobre hojas de plantas
ent  invernaderco, asi como sobre materiales in vitre de Musa
sp. con diferente grado de resistencia a la enfermedad. Para

tal fin se propusiercn los siguientes objletivos:

Objetivo General
Obtener un método de seleccidon (tanto in vitre como en

invernadero), eficaz v rapido gue permita identificar vlantas

que presenten alguna resistencia a M., Ffijiensis

Objetivos Esespecificos.

1. Desarrollar un mébtodo de obtencidén del extracto crudo
del honge M., fijiensis.

2. Probar en invernaderoc la incculacidn de
M., fijiensis utilizando conidios ¥y extracto crudo
sobre plantas vy hojas de Musa sp., con el fin de
identificar el grado de resistencia de algunos
clones.

3. Bvaluar in vitro, concentraciones del extracto crudo
sobre callos de Musa sp., hasta determinar la dosis
minima. efectiva gue permita identificar el grado de
resistencia, en forma rdpida v efectiva.

4. Observar mediante estudios histolodgicos el grado y tipo
de reaccion de los tejidos folliares incculados oon
conidios y extracto crudo, asi como de los cultivos de
callos esometidosg a presidn de seleccidon a travées del

extracto crudo del M. fijiensis.
La hipdtesis gue se planted fue:
Existe un método de seleccidn in vitro y/0 en

invernadero eficaz vy rdpido aue permite la identificacidn del

grado de resistencia de clones de Musa sp. a M. fijiensis.



I1I. REVISION DE LITERATURA
2.1. Sistematica del género Musa.

Este género es estrictamente tropical, pertenece a la
familia de las Musdceae, dentro del orden Zingiberales, en la
clase de las Monocotileddéneas. Comprende hierbas altas
perennes, con base foliares unidas entre ellas, formando un
seudotallo. Poseen ademds una lémina foliar grande, con
nervadura central muy desarrollada vy la secundaria pinnada-
estriada (Flores, 1988). La inflorescencia posee briachteas
viatosas con flores irregulares y unisexuales; las pistiladas
presentan un ovario de tres celdas; las estaminadas tienen
seis estambres fértiles v un estaminodio. El fruto ss una
baya (Ledn 1987).

El género Musa estéd constituldo por cuatro secciones o

series: Australimusa, Callimusa, FRhodochlamys v  Fumusa
{Simmonds 188Z2).

La seccidn Aumusa es la de mayor interés econdmico que
incluye la mayor parte de los cultivares conocidos de banano
y platano, los cuales basicamente son producto de la
hibridaecién entre dos especlies silvestres: Musa acuminata
Colla v Musa balbisiana Colla. Simmonds v Shepherd (1986},
designaron con las letras "A" a los derivados de acuminata y
"B a los derivados de balbisiana, para llegar a una
clasificacién resumida de los bananos. Asi los cultivares
diploides s=son AA, BB v AB, los triploides AAA, AAB y ABB y
los tetraploides poeibles se enmarcan entre AAAA AAAB y ABBB
{Rowe, 1985; Shepherd, Dantas y Alves 1986).
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Los cultivares diploides Jjuegan un papel importante en
los programas de mejoramiento, debido a que presentan
variabilidad en cuanto al porte, numero y desarrollo de
hijos, nimero de manos por racimo y tamafico de frutos. En lo
referente a las enfermedades se han identificado, también

fuentes de resistencia a las cuatro razas de la marchitez por

Fusarium (Fusarium oxysporum £. cubense), a la BSigatoka
amarilla (Mycosphaerella musicola), a la Sigatoka negra
{(Mycosphaerella fijiensis) Yy al nematodo barrenador

{Radopholus similis) (Rowe y Richardson, 1975).

Los cultivares tetraploides son relativamente raros y
poco cultivados en todo el mundo. BSin embarge, pueden
producirse mediante polinizaciones controladas de
determinados cultivares triploides (Shepherd, 1986)

2.2. Caracteristicas de la enfermedad Sigatoka negra: (M.

fijiensis).

La Sigatoka negra, es causada por el hongo
Mycosphaerella fijiensis Morelet, v es el principal problema
fitosanitario de los cultivos de banano y pldtano en América
Central, parte de América del Sur vy en muchas regiones de

Asia y Africa.

Se describid como una nueva enfermedad en 1963 en Fiji v
denominada como "raya negra de la hoja" debido a la
apariencia oscura producida por 1la abundancia de manchas
sobre las hojas. (Rhodes 1964, Jones 1990). Rapidamente se
diseminé a través de las islas Fiji en 1964, desplazando a la
Sigatoka amarilla (M. musicola), como mancha foliar
(Meredith 1970).
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Bn 1970, la nueva enfermedad se encontraba presente en

todas las islas del Pacifico del Sureste Asidtico (Meredith
1870), Singapur, Indonesia, Tailandia y Malasia (Reddy 1869).

La progresiotn de esta enfermedad en Africa desde 1973
caust grandes pérdidas. Reportada por primera vez en Gabdn en
1979 (Frossard 1880), llegd a Camertin vy Congo en los afics
1985-886 (Mourichon 1886), vy esta presente en la actualidad
en toda Africa Occidental. Reportada en Africa del Este hace
poco, estd desplazande la Sigatoka amarilla haclia zonas de

altura superior a los 900 metros (Fouré y Lescot, 1988),

En Centro América 1la enfermedad fue observada por
primera vez, en el valle de Ulta en Honduras, en 1872, por
Stover vy Dickson (19876). llegando a la regidn de San Carlos
Costa Rica en 1879 (Stover 1880). Estd actualmente en toda
América Central. En esta regidn, segiun Marin y Romerc (1992},
esta enfermedad ccasiond un aumento de US$ 600 a BOO/ha/afio

en los costos de produccidn del banano en el afio 18981.

En América del Sur, la enfermedad de la Sigatoka negra
g2 reportd por primera vez en Colombia en 1881, v esta
actualmente presente en Ecuador y Venezuela, desplazando a la
Sigatoka amarilla en zonas de altura superior a los 1000

metros, donde el cultivo de platano es muy importante.

Segin dJones (1990), 1la Sigatoka negra es uno de los
factores que méds ha incidido en el decaimiento de la

industria bananera para exportacidn.



2.2.1. Biolcgia del hongo causante de la Sigatoka negra.

Mycosphaerella fijiensis Morelet pertenece a la clase
Ascomycete, orden lDothiales, familia Dothiaceas. El género
Mycosphaerella agrupa aproximadamente 1000 especies, la
mayoria saprofitos, otros son parasitos de plantas de

importancia econdmica (Alexopoulus 1962).

Leach (1964), describié la morfologia del patégeno y

propuso la denominacidn de Mycosphaerella fijiensis.

Bn 1976 Mulder y Stover, reportaron una nueva variedad
de M., fijiensis llamasda por ellos "difformis” por encontrar
egporodoquiocs y conididéforos simples en  los estomas, sin
embargoe estudilios realizados en estas estructuras con
aislamlentos procedentes de varias localidades, permitisron
declarar inconsistente esta clasificacidn, en la actualidad
se denomina Mycosphaerella fijiensis al estado sexusal y
FParacercospora fijiensis al estado asexual (Pons, 1987)
(Fig.1).

La fase asexual se presenta en el desgarrollo de las
primeras lesiones de 1la enfermedad (pizca, estrias),
observandose la presencia de conididoforos con conidios, que
salen mayormente de los estomas de la superficle infericor de
las hojas. Segin Meredith vy Lawrence (1868), los primeros
conididforos en dejar de producir conidios son los que se
ubican al centro del primer estado de estrias, mientras que
log Gltimos, los mds cercanos a la periferia,



Figura 1. Morfqlogia de la estructura reproduoctiva asexual de
Mycosphaerella fijiensis (Uercospora fijiensis). A.
estroma, B. conididéforo, C. conidios.
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Posteriormente cesa la produccidn de conidioforos, en el
desarrollo de la lesidn, inicidndose la fase sexual (sobre
el 1° estado de manchas), aque se caracteriza por la
rroduccidn de gran cantidad de ascosporas en estructuras
Llamadas periteciocs, formados sobre los estomas de la parte
superior e inferior de la mancha foliar (Pons 1987; Marin y
Romero 1992).

Segin Meredith et al (1973), la fuente ma= importante de
indoculo son las ascosporas. Leach (1964), anota «que M.
fijiensis libera muchisimo mas ascosgsporas (7000/pulgada®),
que M. musicola (1500/pulgada<). Después de una lluvia
minima de 0.2bmm con las hojas bien mojadas empieza a liberar
el BbY de las ascosporas en las dos horas siguientes (Stover,
1972).

Stover (1883), reporta que bajo condiciones Optimas de
temperatura v  precipitacion lasg ascosporas maduras pueden
estar presentes tres a cuatro semanas después de la aparicion

de las primeras manchas.

También los conidios son fuentes importante de inodculo:
segin Quifion (1972), una estria de Sigatoka negra puede
producir 134 conididéforos cada uno con seis conidios, lo que
implica que cada estria es capaz de producir mds de 800

conidios.

Z2.4. Susceptibilidad de cultivares de Musa sp.

las relaciones (hospedero-patégeno) en el caso del
genero Musa vy M., fijiensis puede estar gobernada, segin
Laville (1883), por un gran numero de genes que confirien un
gradiente de reacciones que van desde la extrema sensibilidad

a la resistencia.
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Segiin Meredith v Lawrence (1969), los materiales
susceptibles presentan la siguiente secuencia de sintomas.

Estado 1: Pegueiias rizcas color pardo rojizo de
aproximadamente O.Z25mm, sobre la cara inferior
de la hoja.

Estado 2: Primer estado de estria; las pizcas iniclales
se alargan vy sS&  unen formando estrias
paralelas a las venas secundarias de color
pardo rojizo.

hstado 3 Segundo estado de estrias; estas se alargan vy

ensanchan cambiando de pardo rojizo a pardo

oscuro o casi negro.

1

Estado 4: Primer estado de manchas; las estrias se
ensanchan tomando forma eliptica, son de color
pardo oscureo v estdAn rodeadas por un halo
claro, pardo y acuoso.

Estado 5: Segundo estado de mancha; con el centro de la
lesién ligeramente hundide, de color cscuro. A
veces con halo clordtico.

Estado 6: Centro de la lesidn necrosado v  hundido, la
mancha es rodeada por un halo angosto de color
pardo oscuro o negro vy  forma bien definida.
Halo clordtico rodeande la lesiédn.

Gonzdlez {1987), anota gque  todas las variedades
comerciales de banance (AAA) v platanc {AAB) son susceptibles

a la enfermedad. Los platanos con dominancia balbisiana han
demostrado mayor tolerancia a La Sigatoka negra; como  los
clones Pelipita (ABB) v Saba (ABB); sin embargo, la rressncia
de un sclo genoma B no confiere o raramente confiere a las

variedades mayor resistencia a M. fijiensis (Laville, 1883).

Fouré (1985), estudid la sensibilidad wvarietal a p,
fijiensis de los platanos vy bananos de los genomas AAB vy
AAA., encontrando diferentes grados de resistencia entre

algunos cultivares de ambos grupos.
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El mismo autor, encontrd gque los clones Fougamou ABB vy
Saba ABB  presentaron menos sensibilidad, mientras que
Maduranga y Benedetta ambas con genoma AAB presentaron mayvor
sensibilidad al hongo, aunqgue menor a los clones del grupo

"Cavendish™.

En el caso del grupo con genoma A: el diploide AA "Figue
Sucrée” presentd muy baja sensibilidad. Bl cultivar Yangambi
(AAA), resultd altamente resistente con Dblogqueo de la
enfermedad en los primeros estadios. al Contrario los
triploides : "Poyo’, “Gran Enano’' y “Gros Michel", todos
también con genocma AAA, fueron extremadamente suscepiibles.
(Fouré et al. 1990; Fouré, 1985).

La progenie de Musa acuminata ssp.burmannica, tiene alta

resistencia a la Bigatoka negra (Soto, 1988).

Argent (1978), reporta como resistente a la mayoria de
las especies silvestres de Musa de Papta Nueva Guinea. Estas
son M. bkalbisiana. M. boman., M. insgens. M. maclayvl v M.

schizocarpa,

2.5. Programas de Mejoramiento genético.

La seleccidn y mejoramiento de los bananos comerciales,
se inicid en Jamailca con la fundacion del Imperial College of
Tropical Agriculture en el aho 192Z. 5Hu objetivo principal
fue producir un banano con las caracteristicas del “Gros
Michel" pero resistente a la "Marchitez por Fusarium” causada
ror el hongo Fusarium oxyvsporum f.s. cubenses (Shepherd,
1986).
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La llegada a América de la Sigatoka negra, determiné la
necesidad imperiosa de orientar el mejoramiento genético
hacia la produccidn de plantas resistentes a dicha
enfermedad; con caracteristicas de productividad vy de

mercadeo de los clones del subgrupo "Cavendish™ (Soto 1882).

El trabajo de mejoramliento genético convencional que
inicié la United Fruit Company con introducciones de clones
de Filipinas, Java, Malasia, Bali, PapQa Nueva Guinea e Islas
Salomdn, va dirigido a encontrar diploides resistentes a la
Sigatoka, especialmente a la Sigatoka negra, al nemdtodo
barrenador Radophclus similis y a la "marchitez por Fusarium"
Fusarium oxyveporum (raza 4). Tales diploides serian usados
como  progenitores masculinos para ser cruzados con el
trirloide Highgate. La Fundacion Hondurefia de Investigacidn
Agricola {(FHIA), recuperd el programa de la United Fruit
Company en 1984: v en la actualidad ha desarrollado diploides
hibridos vy tetraploides con resistencia a la Sigatoka negra;
como el SH-3481 (FHIA-O1), hibride derivado del cruce del
diploide S5H-314Z con el triploide "Prata Enano” (AAB). Este
tetraploide estd en proceso de liberacion (Rowe, 1883;
Rowe, 1976).

Shepherd, en la conduccidn del programa de mejoramiento
genético de Jamaica, ha logrado la produccidn de tetraploides
que presentan resistencia a la Bigatoka negra, asi como a las
razas 1 v 2 del "Marchitez por Fusarium” (F. oxysporum) v
tolerancia al ataque del nemdtodo FRadopholus similisg, con
rendimientos similares a los del banano Cavendish (Soto,
1985).
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El programa de mejoramiento genéticos del INIVIT
(Instituto de Investigacidén de Viandas Troplcales) en Cuba,
trabaja en la obtencidén de clones superiores de bananos y
busgueda de platanos similares en sabor vy calidad a los
platains, con  resistencia a Sigatoka negra, Sigatoka
amarilla, Marchitez por Fusarium y nematodos, mediante
introduccién de mutaciones, introduccidn de clones forédneos,
la hibridacién y también mediante la explotacidn somaclonal
(Infomusa 1892).

Lios programas de meJjoramientos de Brasil y Honduras, en
la actualidad, utilizan la fertilidad residual femenina de
algunos triploides que hibridizan con diploides sintéticos
mejorados, para la creacldn de tetraploides. En Francia se
utilizan diploides mejorados cuyo genomna doblan con
colchicina para crear individuos tetraploides. En ambos
casos los tetraploides se cruzan con dipleoides mejorados para

ia obtencién de triploides.

Begtin Bakry et al (1990), el programa de mejoramiento
del bananc desarrollade por el IRFA/CIRAD, considera dos

estrategias:

1) Seleccidon vy mejoramiento del banance por métodos
convenclonales {(hibridacidn), & corto v mediano plazo. A
corto plazo se plantea la produccidn de nuevos tetraploides y
=]l ubtilizar un pariente macho diplcide resistente. A largo
plazo, se espera a través del mejoramiehto de poblaciones
diploides de Musa acuminata, obtener diploides mejorados

aptos para la creacion de hibridos triploides sintéticos.

2y La utilizacion del cultivo in vitro y de 1la
biotecnologia para aumentar la variabilidad genética,
utilizando agentes de presion de seleccidn en callos vy



suspensiones celulares © por transformacion genética v

obtencidn de plantas transgénicas.

Segun Escalant (1988), el usoc de tecnicas de cultivo de
tejidos in vitro podria ofrecer wun valioso medio de
generacidtn v  selecclidn de planta variantes de pléatano vy
banano resistentes a la Sigatoka negra. El método ha sido
usado en cafia de azicar (Heinz et al. 1977}, maiz (Gengenbach
et al. 1877; DBrettell et al. 1879), papa (Shephard et al.
1980) v nabo (Sacristan, 1882), como fuente de nuevos clones

resistentes a enfermedades fungosas, bacterianas o virales.

La seleccidn precoz in vitro de nuevos clones puede
hacerse exponliendo callos, embriones, suspensiones celulares,
brotes apicales, a toxinas del patdégeno en el medio de
cultivo, colocando btambién, conildios directamente sobre la
superficie de los callos o incculande la toxina sobre hojas

de vitroplantas jévenes (Mourichon et al. (1987).

Los métodos de inoculacidn in vitreo ofrecen muchas
ventajas que incluyen; control del nivel de inoculo, control
del ambiente vy acceso a plantas libres de la enfermedad
(Escalant 1989).

Mourichon et al. (19873, realizaron inoculaciones
utilizando conidios en hojas de vitroplantas de los clones
"Gran Enano', “PFougamou” y ""Yangambi” ;os cuales poseen
diferente sensibilidad al hongo. Encontraron las mismas
reacciones diferenciales. En "Gran Enano” el estado seis se
alcanzd a los 38 dias, en "Fougamou” el desarrolle de la
enfermedad fue més lenta, puesto gque a los 38 dias solo habia
alcanzado el estado 3. En "Yangambi" a partir del estado 2 se
produjo un blogueo completo del patdgeno. regultados
similares obtuvo Beveraggi (1888).
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2.6. Interaccion hospedante-patogeno.

La interaccidén inicial del patdgeno con el hospedero
ccagiona una alteracién fundamental del metabolismo del
hospedero y hasta cierto grado del patdgeno. Estos cambios
iniciales se amplian de manera gue el desarrollo siguiente de
la enfermedad representa una accidén reciproca continua de la
actividad metabolica alterada (Young et al. 1978).

segun  Hiort (1985), los mecanismos responsables de la
interaccidn se encuentran bhajJo control metabdélico, tanto del
hospedero como del patdégeno, Vv estan determinados por su

constitucidn genética v el medio ambiente.

2.6.1 Resistencia de las plantas al ataque de

patogenos.

La resistencia a las enfermedades es la capacidad
inherente de un hospedante para impedir o reducir la entrada
y las actividades subsiguientes de un agente patédgenc cuando
ia planta esta expuesta, en condiciones ambientales
adecuadas, a una cantidad de indculo suficiente para provocar

la enfermedad (Young et al. 1978).

Segin Hiort (188bH), existen tres tipos de resistencia
geneticas: inmunidad, resistencia egpecifica v resistencila

general.

El concepte “planta inmune” segin Miller (1850), ee
aplica cuando determinados genotipos de una especie de planta
no son invadidos por ninguna raza de una especie de patdgeno
(mientras otros lo son), © cuando el rechazo del patégeno no

origina ningin sintoma visible, como manchas necrdéticas.
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Segin  Agrios (1886), la resistencia especifica o
vertical de una planta a un patdgeno es resultado de uno o
varios mecanismos de defensa controlados por uno o varios
genes, puede ser monogénica u oligogénica y los genes qQue la

codifican se conocen como EEenes mayores.

Caldwell (1968), anota qgque la resistencia especifica
casi siempre se caracteriza por una reaccion de
incompatibilidad (hipersensibilidad), en el encuentro de
determinados genotipos de una especie de hospedero v del

patdgeno, mientrasz otros son compatibles.

Segun Cornide et al. (1980), el mecanismo de
hipersensibilidad es muy frecuente en casn de resistencia
vertical o especifica y en el estan involucrados no solo los
procesos que  conducen a  1la inactivacion del patogeno. sino
ademas, aquellos que reparan el tejido adyvacente al punto
inicial de penetracidén. Kiraly, Barna y Brsek (1872}, anotan
gue este tipo de resistencia se  caracteriza ror la
desorganizacidn, necrosis y muerite de las células en el sitio
de infeccidn, en las células en vias de morir y sus vecinas,
a menudo se originan altas concentraciones de determinadas
sustancias toxicas, llamadas fitocalexinas (Hiort, 1985). Se
ha discutido 8i el fendmeno de hipersensibilidad es la causa
¢ el efecto de la resistencia de la planta. RKirdaly (1880),
concluye que dicho fendmeno debe considerarse como una
manifestacidn visual de la resistencia de las plantas a

agentes o a razas de patdgenos.

Para Agrios (1986), la resistencia horizontal o general
se debe a una combinacién de mecanismos de defensa menos
eficientes, cada uno de los cuwales es individualmente
ineficdz contra el patdgenc vy son controlados por un grupo o
grupos de genes complementarios. Este tipo de resistencia es



18

casil siempre pollgénica v estd controlada por genes menores.
Segin  Hiort (1985), la resistencia general se dirige en
intensidad similar contra todas las razas del patdégeno, no
rroduciéndose interacciones especificas entre determinados

genotipos de los antagonistas.

Las variedades con resistencia especifica (monogénica u
oligogénica), por lo general muestran resistencia completa a
un patdgeno especifico en la mayoria de las condiciones
ambientales. A nivel de planta se impide el establecimiento y
multiplicacion del patdgeno en el hospedante, mientras que &
nivel de campo retarda la aparicién de la enfermedad vy
disminuye la produccidén de indeculo. En cambio, las variedades
que presentan resistencia horizontal (poligénica), son menocs
estables vy pueden variar en su reacclodn al patdogeno en
diferentes condiciones ambientales. S8in embargo retrasa el
desarrollo de una epidemia al reduclr la intensidad de 1a
infeccion, ademas un patdgenc tendra gue experimenbar muchas
mutaciones para abatir por completo la resistencia del

hospedero.

Aungue la resistencia horizontal resulite méds deseable es
nmacho mas dificil su manipulacidén en programas de
mejoramiento genético lo gue limita su uso. (Cornide et al.
1985; Agrios 1986; Bauer 1984).

2.6.2. Mecanismos de defensas de las plantas al ataque

de patogenos.

Las plantas estén sujetas al ataque de los diferentes
tipos de hongos, bacterias, micoplasmas, virus, nemdtodos
etec. en cualguier estado de su desarrolle ontogénico. Sin
embargo ellas contrarrestan el ataque vya sea mediante
caracteristicas estructurales que actdan como barreras

fisicas e impiden que el patdgeno penetre y propague en ellas
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0 por medio de sustancias bicquimicas. Ambos mecanismos de
defensa pueden estar presentes antes del atague del patégeno
0 pueden ser activados como repuestas a la infeccidn causada

por el patdgeno (Agrios 1986).

Los mecanismos estructurales preexisiente tales como:
cuticula gruesa, cantidad v calidad de la cera, tamafo,
localizacidn v forma de los estomas v lenticelas, presencia
de pelos glandulares, estructura de las paredes de las
células epidérmicas; asi como los inducidos {defensas
histoldgicas) gque comprenden: formacidén de cublertas de
corcho, tejidos de abscisidn, formacidn de tilides, secrecidn
de gomas, son importantes en el rechazo y limitaciodon de
muchos agentes patdgenns en el hospedante v  pueden estar
también implicados en la expresidn del grado de resistencia
de una especile de planta {(Melandes vy Crargie 1927; Enight
18952; Edney 1958; Roberts y Martin 1983; Beveraggi 1983).

Bl rpotencial biogquimico de una especie de hospedero
constituide por compuestos antibidéticos preexistentes e
inducidos. son el factor de mayor interés de estudio, dada la
naturaleza bioquimica del atague de un patdégeno (Agrios 1886;
Young et al. 1978; Hiorth 1985; Manners 1986). Segin Manners
(1888), algunos tipos de resistencia biloguimica se deben a
compuestos antibidticoes ya existentes en plantas intactas vy a
otros formados en respuesta a la presencia del patdgeno.
Segun Young et al. (1978), el potencial bioguimico se
evidencia mediante la inhibicidén del crecimiento v del
desarrollo del patogeno, por causa de la restricecidn impuesta
por el hospederco, para la produccidn o distribucidn interna
de los productos del patdgeno que inducen el mal o por la
falta de reaccidn de tales productos. Schloasser (19803,
define las sustancias antibidticas constitutivas como
aguellas que estan presentes en cantidades suficientes,
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dentro de todas las partes invadidas por el patdgeno y bajo

una forma capaz de actuar sobre este Gltimo.

Ingham (1873), cita un ejemplo clasico de sustancias
constitutivas en cebolla con pigmento rojo en sus cascaras

exteriores muertas, las cuales sgson resistentes a (plleto-

trichum circinans, por contener grandes cantidades de
catecol v dcido protocategquico (Walker y Stahmann 1955}, dos
pustancias venenosa. Lanto para las estructuras reproductivas

como al micelio de este hongo.

Manners (19868), suglere que los factores de resistencia
biocguimicos preformados (constitutivos), deben ser  mnas
+éxicos para el patdégenc gue para el hospedero, o deben estar
limitados fisicamente o ligados quimicamente de modo tal gue
la toxina no dafle indebidamente a los tejidos del hospedero.

Segiin  Ingham (18973), la infeccldon puede aumentar la
concentracidn de sustanclas constitutivas mediante una
sintesis intensificada, llegando a tener efectos marcadamente
téxicos; o también pueden ser liberadas sustanclas represivas
las gue incluyen a la mayoria de los compuestas fendlicos,
{que pueden ser abundante tanto en tejido sano como enfermo),
a los productos de su oxidacidédn y a las fitoamlexinas gque en
su mayvoria también son compuestos fendlicos (Agrios 1886).

La acumulacidén en plantas de compuestos fendlicos y sus
productos de oxidacidn en respuestas a la infeccidn y el dafio
de diversos pabdgenos ha sido descrito por diversos autores,
(Farkas and Kirdly, 19862; Mace, 1964; Cruickshank y Perrin,
1964; Kuc, 1964; Rubin and Artsikhovakayva, 1964; Patil and
Dimond, 1967; Rohringer and Samborski, 1967; Metlitskii and
Qzeretskovskaya, 1968; Javapal and Mahadevan, 1988; Kosuge,
1968; Mueller and Beckman, 1873; Mueller and Beckman, 1976;
Fric, 1976; Williams and Harborne, 1977; Goodman et al.,
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1886: Mateille, 1992). Muchos de estos compuestos vy sus
derivados exhiben propledades antibioticas y por lo tanto, =e
considera gue Jjuegan un rapel importante en la resistencia a

enfermedades.

Carrasco et al. (1978), manifiestan gue el tratamiento
de plantas susceptibles de tomate con adcido quindnico y fenil
alanina, incrementa el contenido de fenoles en los tejidos
asi como la resistencla a Fusariwuwm oxyvsporum. Segin Leatham
et al. (1988B0), los productos fendlicos oxidados, son mas
toxicos a los microorganismos qQue en sus formas reducidas.
f.os guinones de radicales libres pueden inactivar, proteinas,
enzimas vy 4&cidos nucléicos (Kosuge 19689); también pueden
interferir en actividades enzimAticas por restriccidn de
cofactores metdlicos, o por competencia por sustrate (Webb
1966; Kosuge 1969).

Otros ELVPOS de compuestos fendlicos sON las
fitoalexinas, término propuesto por Miller v Borger (1841),
basados en los resultados de experimentos sobre la relaciones
hospedero-patdgenc entre el cultivo de la papa v raszas de
Phytophthora infestans. Las fitoalexinas segin Paxton, (1981)
son antibidticos producidos por la interaccion del hospedero
vy el patdgeno. Be conslderan como compuestos antimicrobiancs
de peso molecular bajo, que son sintetizados vy acumilados por
las plantas después de iniciado el procesc de infeccidén por
el patégeno. Lap fitoalexinas son inducidas por la presencia
del patdgeno; no son especificas en su toxicidad hacia los
hongos pero son mas activas contra ciliertos grupos fungosos.
Son preoducidas en las células vivas de algunas plantas v su
sintesis es favorecida por elicitores que son carbohidratos
de origen microbiano gue estimalan la producion de

fitoalexinas. (Levin, 1976),
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Hegin Keen (1975), las fitocalexinas se han encontrado en
TH especlies representadas en 20 familias v son catalogadas
como metabolitos secundarios o metabolitos de estres. Dentro
de los nbcleos basicos de metabdlitos secundarios se han
encontrado fitcalexinas con nicleos de: flavonoides €
isoflavanoides en leguminosas (Meesta vy Crisebach 1980),
diterpenos en euphorbidceas y gramineas (Bloley gt al. 1987),
alcaloides en rutdceas vy solandceas (Barley and Mansfield,

1982), coumarina en umbeliferas v leguminosas.

UPEB (1992), informa sobre al aislamiento de
fitoalexinas en banano atacado 7por Sigatoka negra. Los
resultados indican gque de las hojas atacadas por el hongo (M.
fijiensis), se aisld una sustancia de color café oscurc, gue
se sitta en el grupo de metabolitos secundarios denominados
flavonocides. Estas sustancias aisladas actuwarian como un
rrotector natural de la planta, deteniendo el crecimiento del

hongo.

La produccion de fitcalexinas puede ser inducida por
factores bidticos como algunas especies de hongos, bacterias,
virus o nemdtodos; por factores abloticos gquimicos como
alpgunos fungicidas vy sales metdlicas; o factores abidticos
fisicos como luz uwltravioleta, daflo mecanico o congelacion
{Paxton 1981}).

2.6.3, Selececidn de materiales sometidos a toxinas del

patogeno (Patotoxinas).

Wheeler y Luke (1963), introducen el términc patotoxina
para aguellos productos elaborados por el patégeno. De
acuerdo con los mismos autores, las patotoxinas son capaces
de provocar en las plantas susceptibles todos o casi todos

los sintomas caracteristicos de las plantas infectadas v
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exhiben la misma especificidad con respecto al hospedante que
el organismo causal produce. La capacidad del patogeno para
producir toxina es proporcional a su habilidad para causar la
enfermedad vy sclamente una toxina estd invelucrada en el

sindrome de la enfermedad.

Segun Scheffer v Pingle (1963), las cepas patdgenas de
Helminthosporium victoriae produce ila toxina llamada
victorina, &8 toxica a concentraciones de aproximadamente
0.0002 pg/ml en cultivares de avena susceptibles, sin embargo
concentraciones atn mavores no producen efecto alguno en los

cultivares resistentes.

Muchas especies del genéro Cercospora producen
metabdlitos fitotoxicos, (Balis v Payne, 1971; Fajola, 1873;
Mumma et al. 1973; Assante et al. 1977: Camarda et al. 1879;
Sasaki et al. 1981; Daub, 1982; Viseur, 1884).

Molina v Krausz (1889), evaluarcn la actividad
fitotdxica de extractos de cultivos de M. fijiensis var.
difformis v su uso para evaluar patrones de resistencia a
bigatoka negra. De las pruebas se obtuvieron resultados
positivos para siete cultivares 21 correlacidn con

ar
sensitividades va observadas en el campo.

Stierle et al. (1991), describieron el aislamiento de
varios compuestos aromaticos de cultivos liquidos de M.
fijiensis. El méas abundante y fitotoxico de todos los
compuestos fue el 2Z,4,8~trihidroxzitetralona, el cual indujo
iesiones necrdticas a una dosis de DBul en mence de 12 horas
en cultivares sensibles de Musa. Este compuesto mostrd una

selectividad hacia el hospederoc gue imita al patdgeno.
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Upadhyay, Strobel v Coval (1990), encontraron einco
fracciones toxicas en el extracto crudo de M, fijiensis,
reveladas por la actividad bioldgica diferencial, observadas
en pruebas de hojas de cultivares de Musa sp. v en las

cromatografias realizadas.

Segin Young et al. {1878}, cuando existe especificidad
bioloégica entre la patobtoxina vy la planta, es posible idear
procedimientos rapidos v baratos para seleccionar individuos
resistentes a la enfermedad dentro de numerosas poblaciones

de plantas.

Daub (1986), refiere gue celulas v protoplastos pueden
ser selecclonados por su resistencia a metabdlitecs fitotdxi-
ces producidos por un agente patdgeno, v plantas con una
respuesta alterada por la infeccidn del patégeno, pueden

regenerarse de estos cultivos de células.

Chawla y Wenzel (1987), evaluaron la produccién de
callos derivados de embriones inmaduros de genotipos de
cebada vy trigo bajoe el efecto de un filtrado del hongo
Helminthosporium sativum, obteniendo de un 6 a 17% de callos
sobrevivientes. Encontraron diferencias entre los callos sin
presion del filtrado y los callos sobrevivientes al
tratamiento c¢on la toxina va que éstos Ultimos resultaron
menos susceptibles al hongo.

Carlson (1873), obtuvoe plantas de tabaco resistentes

n

la infececidn por Pseudomonas tahaci mediante la seleccidn de
lineas resistentes a la metionina sulforxina, que transmiten
esta propledad como un cardciter sencillo semidominante.
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Pacheco vy Buitrage (1891), evaluaron el efecto del
filtrado de Colletotrichum sp. en la expresién de sintomas de
mancha mantecosa en cafetos cultivados in wvitro, Y
encontraron que algunas plantas regeneradas del material
susceptible sometidoe al filtrado del patégeno en dilucion

1:3, no desarrollaron sintomas de la enfermedad.



ITT. MATERIALES Y METODOS
3.1.Localizacion del Area experimental

La investigacidn sobre la obtencidn v actividad téxica

del extracto crudo del hongo y.  Fijjensis se 1levd a cabo en

los laboratorios de Ganaderia Tropical vy de Fitopatologia del
Centro Agrondémico Tropical de Investigacidn v Ensefianza
(CATIE), Turrialba, desde Diciembre de 1993 hasta Diciembre
de 1894.

La investigacidn sobre la identificacidn in vitre de
clones de Musa sp. a diferentes concentracciones del extracto

crude del hongo se realizd en la Unidad de Biotecnologia del
CATIE

3.2. Material experimental.
3.2.1. Material vegetal.

£l material vegetal que se evalud (Cuadro 1.) fue
reproducido con la técnica de cultivo jp vitre de dpices en

la Unidad de Bictecnologia del CATIE.

Para la evaluacidn en invernadero utilizando conidiocs de
M, fijiensis se utilizaron hojas del diploide Musa acuminata
ssp. burmannicoides ("Calcuba 47y (AA) v del cultivar
triploide “"Gran Enano” (AAA); se eligieron estos materiales
por presentar diferente sensibilidad a M, rfijiensis. Para la
evaluacidén del efecto del extracto crudo sobre hojas ase
usaron todos los materiales del Cuadro 1. Para la evaluacion
in vitro se utilizaron, callos provenientes del cultivo de
embriones cigoticos inmaduros de 4% a 60 dias, de "Cslouta
4", los cuales segin Marroguin (1892), muestran mayor
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capacidad para la formacidén de callo. En el caso de "Gran
Enano”, se escogleron las flores masculinas de los rangos 6 a
14 del meristemo floral, para la produccidon de callos
(Escalant et al. 1894).

CUADRO 1. Materiales de Musa sp. utilizados en las
diferentes investigaciones.

CLON GENOMA GRADO DE RESISTENCIA
8 M. Ffijiensis.*

Musa acuminata ssp

burmanniceides(Calcuta 4) AA Hipersensible
Yangambi AAA Hipersensible
Gran Enano AAA cusceptible
Currare AAB susceptible
Saba ABB Resistente
Embrapa 403 (Bras-403) AAAB Resistente

#begitn (Rosales, 1983; Marin, 1993; Fouré, 1993; Pasberg,
1983; Mourichon, et al. 1987; Beveraggi, 1988).

3.2.2. Aislamientos del hongo.

Se utilizaron cepas del hongo V., rFfijiensis aisladas de
jido foliar de banane ("Gran Enano' ), proveniente de la

J
zona de Matina, provincia Limén, Costa Rica.
3.3. Inoculacidén de vitroplantas utilizando conidios.

Esta prueba se realizé con la finalidad de evaluar el
grado de resistencia de los materiales "Gran Enano” v
"Calcuta 4" y comprobar la virulencia de los aislamientos a
ser utilizados en la obtencidn del extracto crudo. Para ello
se siguid la metodologia descrita por Mourichon (1987). Se
licuaron en 15 ml de agua destilada estéril, 3g de micelio de
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14 dias de crecimiento sobre el medio V8. La suspension de
conidios obtenidos que fué filtrada, usando una maya de tela
fina. De esta suspensidén se tomd una alicuota que fue
colocada en un hematocimetro con el fin de calcular su
concentracion. Una vez determinada la concentracién de la
suspensidén conidial ¥y miceliar (9.4 x 104 conidios) v au
volumen (30 co), se le alladid gelatina al 1% para aumentar la

adherencia del indculo sobre el limbo foliar.

sy
b

Las inoculaciones se realizaron por aspersion de 9.
e

(P
SR

104 conidios/cc de suspensidn sobre la cara inferior 4
segunda hoja completamente desarrollada en vitroplantas de
a2 14 semanas de edad de los materiales "Calcuta 4" v "Gran

Enanc™.

A fin de favorscer el desarrolleo de la enfermedad. las
rlantas se colocaron en una camara de incubacidn instalada en
gl invernadero. En los primeros siete dias las plantas fueron
gometidas a una humedad saturada de 100%. Burante el resto
del ensavo, las plantas fueron sometidas a un regimen de
humedad relativa que varidé de 50 a 7T0% de dia y 100% de

noche.

3.3.1. Bvaluacién de los sintomas.

La evolucidn de la enfermedad se siguid mediante la

escala de sintomas descripta por Fouréd (1982).

Estado 1: Puntuaciones pequefias pardo rojizo menores de
O0.5mm de longitud.

Estado Z: Rayva parda herrumbrosa inferior a 4mm.

Estado 3: Rava alargada y ensanchada.

Bastado 4: Mancha parda eliptica.

Estado 5: Mancha parda negra rodeada de una zona
clordética amarilla.

Estado 6: Centro de la mancha seco, la lesidn esta

rodeada por un marsgen negro.
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En la evolucidén de los sgintomas se evaluaron las
siguientes variables epidemioldgicas por medio de observa-

ciones diarias:

Periodo de incubacién (Pi); tiempo transcurrido entre el
dia de la inoculaciodn y la observacién del oprimer sintoma
{estado 1).

Periodo de evolueion (Pe); el tiempo transcurrido desde
la aparicidén del primer sintoma v el estado de mancha (estado
6).

Periodo de desarrolio (Pd); corresponde a la adicién en
dias del PI Y PE.

La evaluacidon de los sintomas se realizd sobre la
segunda vy tercera hoja desplegada de los materiales "Gran
Enano" vy “"Calecuta 4". Se utilizé un disefio completamente al

azar con 10 repeticiones.

Se realizdé por un analisis de wvarianza hecho del
promedio de las observaciones de ambas hojas para cada
variable epidemiolégica. Para la separacion de medias se

utilizdé la prueba de DMS.



3.4. BEvaluacién de la actividad bioldgica o toéxica del

extracto crudo de M. fijiensis.

3.4.1. Obtencion del inéculo del hongo.

Ze ubilizaron culbivos monosporicos los cuales =e
pusisron a crecer en tubos inclinados con Mycophyl-agua por
10 dias. Una vez crecida la cepa, se colocd en platos petri
sobre un medio V-8 modificado (100 ml de V8, 0,2 g de CaCOs vy
20 g de agar diluidos en 900 ml de agua), apto para la
produccion de conidios. Los cultiveos se mantuvieron en
incubadora a 25 °C y  luz continua (Mourichon 19887), por
eapacio de 14 dias para ser transferidos al medio ligquido M-
i-I0 modificado por Strobel (1888), donde continud creciendo,
rara la produccidn de toxina (anexo 1A). Para esto se colocod
250 ml del medio  M-1-D en erlenmevers de bHOO ml,

antoeclavéandolo por 15 minutos a dos atmésferas vy 121.8 °C

{French v  Hebert 1982): despueés de alcanzar la temperatura
ambiante, =e inoould con cuatro digcoe de 1 om® de cepa  del
hongo M. fijiensis, con micelio v  conidios. Estos

erlenmevers se mantuvieron en incubadors en oscuridad total
{envolviendolos en papel de aluminio), a una temperatura de
28 °C durante cuatro semanas, nasta que se  observo  un

crecimiento abundante del hongo.
3.4.2. Obtencidn del extracto crudo del hongo.

Después de cuatro semanas, vy con €l fin de eliminar el
micelio, se filtrd el medio liquido uvtilizando un kitazato,
un embudo de porcelana, papel filtro de 11 om de diametro y

0.5 mm de retenclidén v una bomba de succiodn.
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El filtrado se concentrd hasta un tercio del volumen con
la ayuda de un rotaevaporador a 40 “C, en una hora vy 30
minuvtos. Problemas en el equipn de rotasvaporacidn,
obhligaron, en principio a efectuar las concentraciones a 70 u
B0 °C. La fraccidon resultante (300 ml) se acidificd con HCL
0.1 N v se afadid acetato de stilo (vol 1/71), lusgo se agitd
a 140 rpm  en oscuridad por 48 horas (Molina v Krausz, 1983).
Posteriormente, con un embudo separador, se procedid a
decantar el acetato de etilo £1 cual se recogic en un baldn;
a la fraccion acuosa, {(medio M-1-D}) de la misma muestra se le
realizaron tres extracciones usando acetato de etilo (vol
ck

ada ocasion. Las
cuatro extracciones fueron combinadas vy rotasvaporadas a 30

141y agitando la mezcla vigorosamente en o

°C hasta lograr un concentradoe de acetato de £illo de color
amarillento, que se colocd en un  tube de 5 ml  previamente
pesado v puesto a secar en balfio de Maria a 40 *C  bajo una
fuerte corriente de alire. El peseo de los residucs secos se

obtuve por diferencia, pesando nuevamente los tubos.

3.4.3. Pruebas bioldogicas preliminares usando el

extracto crudo de M. fijiensis sobre hojas de

vitroplantas.
Bstas pruebas se realisaron con la  finalidad de: 1)
comprobar desde el inicio la fivotoxicldad del extracto v
observar si ésta se mantenia hashta &l final del proceso. 2)

observar la actividad bioldgica del extracto inooculado en el
haz de las hojas en plantas colocadas en invernadero.
Asimismo se inoculd wmor el snvés hojag previamente separadas
de la plantas, vy colocadas en incubadora. 3) observar en
incubadora si la actividad bioldégica era mavor en condiciones
de oscuridad total o en oscuridad parcial (8 horas y 16 de
luz), sugerida esta condicidn por Mourichon {1984},

(comunicacidn personal).
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FPara la realizacion de estas pruebas preliminares se
utilizo hojas de los clones Musa acuminata ssp.
burmannicoides (Calcuta 47) vy “Gran Enano. Se realizé 10
incisiones por heja por cada tratamiento. A fin de comprobar
la fitotoxicidad del extracto en cada paso de la metodologia

se realizaron diferentes inoculacidn:

&) Colocacion de 20 ul del filtrado del medico M-1-D
inoculado

b Colocacion de 20 pi del filtradeo concentrado
rotaevaporade del medio M-1i-D inoculado.

) Colocacion de 20 ul del rotaesvaporado concentrado del

medio M-1-D inoculado v conteniendo acetato de etilo. En
asta rprueba tambien se usd acetate de etilo como

testlgo.

'} Colocacion de 20 pl (40 upg) del extracto M-1-D
incculado. Tamblen se uso como testigo carbonato de

sodio al 0.5% v fosfato monobisico 0.1 M.

Bn cada une de esteos tratamientos se incluyd un testigo

correspondiente al medio sin inecculo.

Las temperaturas usadas en las incubadoras fueron las
mismas ague se observaron en &1 invernadero del laboratorio de
Fitopatologia del CATIE: aproximadamente 21 °C a la oscuridad

y 268 °C a la lu=z.

Debido a la escasez de material vegebtal no se estable-

cieron experimentos estadisticos formales.
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3.4.5. TInoculacitn del exbracto sobre hojas de

vitroplantas de Musa sp. en incubadora con

alternancia de luz.

Con la finalidad de verificsr la virulencia de log
extractns, se procedid a la inoculacicn en hojas separadas de
plantas aclimatadas en invernaderco, de 12 a 14 semanas de
edad, de los clones del Cuadro 1. Los extractos fueren
diluidos previamente utilizando la siguiente expresidn

matematbica:

A (mg de extracto)
Extracto diluido =

2 ml de Na=zCOz (al 0.5 %)

Los meg de extracte seco  fueron divididos entre 2

e

obteniéndose asi la cantidad de ml de carbonato de sodic al
0,5% en gque se diluyeron; estae dilucion se colocd &an un
potencidmetro v se le agregd fosfato monobasico O.1 M hasta
gque el pH fue 7, llegando al final a una solucicn de 40 ug de
extracto/20 ul de medio liguide (Mourichon, 1893). Comunica-

clidn personal.

e realizaron 30 incisiones (10 por cada tratamiento)
ror hoja sobre la cara abaxial con avuda de una aguja de
diseccién. De emplearon dos hojas por cultivar, a las cuales

se les aplicaron los siguientes tratamientos:

TO: 20 pl del testigo con agua destilada
conteniendo carbonato de sodio al 0.5% vy
fosfato monobasico O.1M.

TX: 20 pl del testigo con medio Strobel.

Ti: 20 pl de la diluciotn del extracto.
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Las inoculaciones se realircaron con una micropipeta
calibrada al volumen reguerido (20 pl). Las hojas inoculadas
se colocaron en cajas de plastico con suficiente humedad
(fig.2), v posteriomente puestas en incubadora con un
fotoperiodo de 15 horas de luz y 9 horas de oscuridad a una
temperatura  variable de 2B °C {luz) y Z1 *C (oscuridad).
Estas fueron aproxXximadamente las mismas temperaturas

observadas en la prueba de invernadero utilizando conidios.

3.4.6. Evaluacidn del efecto del extracto.

Las evaluacidén del efecto del extracto se realizd
midiendo las lesiones (large v  ancho) producida por los
tratamientos a las 24, 48, 72, vy 98, horas después de

realizada la inoculacidn sobre las hojas.

Se  usd un disenco completamente al azar con arreglo en
rarcelas divididas v cuatro repeticiones; las parcelas
grandes correspondieron a los periodos de evaluacion vy las
subprarcelas s los diferentes tipos de inoculaciones. Para la
separacion de medias se utilizd la prueba de Duncan. Este

ensayo se repitid dos veces para comprobar los resultados.
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3.5. Evaluacidn in vitro de clones de AMusa sp.por su

3

resistencia al extracto crudo de M. fijiensis.

3.5.1. Preparacidn de los materiales de siembra ip

vitro v su cultivo.

Para el clon TCaleuta 47 se  recolectaron frutos

fu ]
LS

inmaduroeos de 45 a 80 dias provenlentes de la coleccicon de
Musaceas del CATIE. Estos fueron lavados en agua corriente y
luego sumergidos en alcohol al 7T0O% (v /v), durante tres

minutos (Bscalant v Teisson 19885,

Dentro de la camara de fiuwjo laminar el material se

enjuagd tres veces con agus destilada estéril. Con la ayuda

T

de una pilnza v un bisturi se elimind el rericarpico v ae

procedid a8l aislamiento e los  embriones sancdo un
estersoscoplio; debido al tamaico muy peguetrico de  los emby lones
inmadurcs fue necesario aislar el embridn con uns porcion de

tegumento interno {(anexo ZA),

Los embriones cigdticos sge  gembraron  en medlio  de

Marsehige v Skoog (19862), con los macroelementos diluldos a

la mitad. vitaminas de Morel {1950}, sacarosa (B0 g1
gelrite (2 g/l), picloram (2 mgsly. E1l pH se ajustd & 5.8

rrevio a la esterilizacidn en autoclave. El cultive ze colocd

en la oscuridad a una henperatura de 27 C X 2.

Una vez inducida la formacion de callos, estos fueron
transferidos a un medio M5 (18682} completo; reduciendose la
concentracion de picleram a 0.5 mg/l v la sacarosa a 30 g/1
(M3 pi0.5).



En &1 caso del triploide “Gran Enano’ se reco
vema floral {(chira) conteniendo las flores mascull
ayuda de un cuchille afilado se cortéd ésta a 10 cm antes de
la punta, s=se elimind todas la thracteas hasta veducir la
inflorescencia a 4 cm, esta fue lavada en agua corriente
elimindndose un poco més de bracteas hasta llevarla a 3 om de
longitud aproximadamente. Luego se sumergid en alcohol al 70%
por tres minutos. Dentro de la camara de fludo laminar, tres
lavados con agua estéril completaron la  desinfeccion del
material. Utilizando una pinza y un bisturi se procedio a
eliminar un poco mas de bracteas v sacar las manitas del
rango de B a 14 correspondiendo el © al meristemo floral

(Escalant ot ad 1994).

Lag inflorescencias (manitas) se sembraron en un medio
M5 (19623, meodificado por Shii et al. (1992); el MA1 gue
consta de eales v vitamines ME, bictina (1 mg/l), acido 3-
indol-acético (1 mg/l)., acido naftalenc-acético {1 mg l),
sacarcsa (30 g/1), agarosa (6 2/1) v pH de 5.7 ajustado antes
de la esterilizacidn. Se mantuvieron durante 4 a 5 meses para
la formacion de callo, con un fotoperiodo de 12 horas de luz
v 12 de oscuridad a una ‘temperatura de mas o menog 27 °0
(Escalant et al., 1894).

3.5.2. Evaluacidn.
Esta prueba se realizd, con la finalidad de encontrar la
dosis minima efectiva del exiracto crudo de VM, fijiensis, que

rermita evaluar el gradeo de resistencia del material vegetal,

en el tliempc minimo de cultivo.

Se utilizaron los medios M8 (Pi 0.5) v (MA=), {Anexo 3A)
para los callos de “"Calcuta 4" y e “Grar  BEnano”

respectiveamente.
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El extracto crudo fue esterilizado usando un filtro
miliporo de 0.2 um y afiadideo al medio con  la ayuda de una
micropipeta c¢alibrada al volumen deseado después de ser
autoclavado. Para mantener =1 medio en estado liguido hasta
su dispensacion y con el fin de no desnaturalizar al extracto

se usd un baho Maria calibrado a 40 "C.

oe trabadd en caldas de plastico de 24 pozos denominads
‘nunc multidish® (anexc 4A), en cada pozo se afadid 2 ml  de
medico, mids las diferentes concentraciones del extracto crude.

Para ambos clones ("Gran Enane” y “Calcuta 47) ze
reallizaron tres ensayos a través del tiempo usando diferentes
niveles de extracto. en el primerc se probd 20, 40 v 100 e
que corresponde a 10, 20 v 50 pl de extracto diluido. En 1=
wiracto (100,

200 v 300 1l de la dilucidédn), v en la tercera prueba se

segunds prueba se usaron 200, 400 vy 800 g de

il

evaluaron concentraciones de 100, 120, 140, 1), 180, v Z0OO
Hg del extracto, gue corresponde & HO, B0, 70, HBO, 90y 100
i del extracto diluvideo. En el primer y segundo  ensayo se

ugaron diferentes controles afladiende Z0O pl: del extracto del

medio Strobel (M-1-D) sin  indculo, de aguas con carbonato

&

sodio sl 0.5% v de fosfato monobasico 0.1 M. También =

T

contempld los medios ME (Pi0O.&) v (MA=z) =in ningian tipo d

il

inoculacion.

En cada ensmavos se evaluaron seils tratamientos, cada uno
con un callo {anexo 4A). En ambos materiales los
tratamientos fueron dispuesto en un disefio de blogues sl azar
con sels repeticilones. El ensavo se llevd a cabo en
condiciones controladas, con un fotoperiodo de 12 horas de
luz v 12 horas de oscuridad v una temperatura de 27 °C % 2.
Se evalud el evento necrosia, 8l o NO. los resultados se

analizaron por medico de la distribucidén binomial o de

Bernoulli (Steel yv Torrie 1988).
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3.5.3. Evaluacién histoldogica de las pruebas de

evaluaciodn.

Para la evaluaciodon histolégica, de la segunda prusha =e
hicieron tres muestreocs (1 por semana), el primero a los
siete dias de cultivo, el segundo a los 14 dias y 21 ftercero
a leos 21 dias. De la tercera pruebka se hicieron dos
miestreos, (tambieén uno por semanal, a los 14 v 21 dias de
cultivo. Leos materiales musstreados fueron escogidos de los
tratamientos con: 5HO, 60, 80, 90, 100 v 300 il de extracto
crudo diluido, ademds de los diferentes testigos.

3.6. Estudio histologico.

3.6.1. Inclusidon para corte en parafina.

Yara observar el grado de respuesta del culbivo inp vitre
&, 1a presencia de 1 extracto S efectuaron cortes

histologicos.

Para ello cada semana durante 35 dias =ze tomaron
miestras de los callos inceulados. Estas muestras fueron
fijadas en ¥.A.A. (10 ml de formalina, 50 ml de alcohol de
896°, 35 ml de agua destilada, b5 ml de Acido acético) durante
48 horas, posteriormente fueron deshidratadas en una serie
ascendente de etancl e infiltradas con parafina Paraplast
Plus (anexo 5A). Seguidamente se hicieron blogues que fueron
cortados a 8 um de grosor, los cortes se colocaron sobre
partaobjetos cublertos con adhesivo de Haupt v formalina; al
dia siguiente, fueron tefiidos con la técnica de Safranina
Fast-green v la técnica de cuadruple coloracidn {(Safranina,
Fast Green, Vicleta Cristal, Orange G). Luego se le colocd
dos gotas de Permount v un cubreobjeto v se dejo secar.
(anexo DHA) (CIRAD, 1889).
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3.6.2.Procesamiento de muestra para observar fenoles.

PDe la inoculacidn con conidios se tomaron muestras de 1
cm?®  de tejido foliar enfermo a los 12, 20, 30, 40 v 50 dias
de inoculacion. Bstas fueron fijadas 48  horas en F.AA.,
luego se colocaron en solucion de hidréxido de sodic 2 N por
3 horas. Finalmente fueron puestas durante 20 minutos en =1
reactivo de Hoepfner modificade por Vorsatz (1942), colorante
egpeclifiico para fenoles, compuesto por: nitrite de sodio al
10%, urea al Z2Z0% vy acido acetico glacial volumen 1:1:1
(Reeve, 1951).

Esta misma metodologia fue empleada cuando se& Tomaron
muestras de tejide foliar de los seis culitivares del cuadro

i, inoculados con el extracto crude de VN fFfijiensis. Se

tomaron muestras de 72 horas con tejide incculade, festigo v
tejido sano de los diferentes cultives. Bl foliasr fue fijado
en F.AA.. Luego fueron deshidratadas e infiltradas en
Historesina~Jung, cortadas con un ultramicrdtomo Sorvall MTI
a un greosor de 3.5 de micras en la unidad de Miecrosceopia

Hlectrdonica de la Universidad Costa Rica.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION.

4_1. Inoculacidn de vitroplantas utilizando conidios.

Las inoculaciones realisadas sobre loeg materisles "Gran
Enano” y “"Calcuta 4, utilizando conidios permitieron,
establecer diferencias entre ellos, las cuales se rpresentan

en el Cuadro 2 v la Fig.3.

Los primeros sintomas de la enfermedad se observaron a
los ocho dias scobre el clon "Gran Enano”, v se caracterizaron
por pequefias pizcas color parde rojize. Bl clon "Calcuta 4°
presentd los  primeros sintomas 11 dias después de la
inoculacidn. El anadlisis de varianza realizado a este rveriodo
de dincubacidn., mostrd diferencias altamente significativas

{al 1%) entre materiales (Cuadro 2) v {(anexo BA).

El periodo de incubacién fue 11 dias més corto en el
caso de 'Gran Enano” aque lo reportadce por Mourichon e
al. (1887)Y, para el mizmo cultivar incculado gon conidio en
invernadero. Posiblemente el tiempo de humedad saturante
después de la inoculacidn a gue fueron sometidaz las plantas
podria parcialmente explicar esta diferencis, pues estos
auntores reportan tres disms de humedad 100%, frente & lo=
glete de humedad sseturante A Que Ifueron sometldas en asste

trabajo.

Se deben hacer pruebas en este sentide para determinar
con mavor exactitud la influencia de este factor en el

acortamiento o alargamiento del periode de incubacion.
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Cuadre 2. Promedio de las variables epidemiclédgicas
evaluadas sobre vitroplantas de Musa

Sp. en
invernadero, utilizando conidios de M.
fijiensis.

Variables Epidemioldgicas
Clon Pi Pe Pd (dias)*

Gran enano 7.8 a 24 .0 32.0

Calcuta 4 10.6 b -3 -

L hilegueo al estado 1 o 3.

* Medias con igual letra ne difieren al 0.1% sesin la prueba

de DME

1l periodo de evoliucidn (FPe) de la enfermedad, que
comprende el tiempo transcurrido desde la aparicidn del
primer sintoma v el estado B de mancha, lo alcanzo el
cultivar “Gran EZnano a los 24 dias: sin embargo en Calcuta
47 se produje una detencion en la evolucion de leos sintomas;
la lesion més avanzada correspondic a un estado 3 {manchas
alargadas vy ensanchadas) o un estade 1 {pizcas), en &l caso
de hojas mas jovenes completamente desarrolliadas. Por esta
razén no se pudo realizar analisis estadistico. 5in  embargo
el comportamiente de "Calcuta 47, revela su alta resistencia

a la enfermedad.

El periodo de desarrolleo (Pd) fue también diferente,
entre ambos materiales; el Cuadro Z, muestra el tiempo total
Qque reguirié cada material para alcanzar el maximo grado de
desarrolle de la enfermedad. El clon “Calcuta 4" no alcanzd

el estado 8 de la enfermedad en los 50 dias de evaluaciodn.

En el cultivar "Gran Enano" las lesiones comenzaron a
abarcar toda la hoja, produciéndose la muerte total de la

misma a los 50 dias.



44
4.2. Anadlisis histoldgico de las hojas inoculadas con

conidios.

A los lZ dias se encontrd en el clon "Calcuta 47 una
acumulacion de compuestos fendlicos en células oclusivas. A
medida gue avanzé el desarrcllo de la lesidn, aumentd la
cantidad de fenoles hasta los 30 dias. Para los 40 v 50 dias
de muestreo no se encontrd diferencias con respecto al
muestreo anterior. En este clon se observd en ocasiones,
pequenas concentraciones de compuestos fendlicos en ecélulas
epidérmicas. No obstanbe la principal reaccidn se localizd a
nivel de las células oclusivas. Ez importante mencionar que
se observd germinaciocn de conidios a partir de los 12 dias
después de la inoculacién, en ocacliones dicho tubos

germinativos penetraron a través de las células estomidticas

En el cultivar "Gran Enano a los 12 dias se observaron

5]

o
peguenas acumulaciones de compuestos fendlicos en eélulas
OCL"

epidérmicas. Ademas se observdé muchos conidios germinados
sobre la superficie inoculada.

A leos 20 vy 30 dias hubo acumulacion de fenoles en
celulas epidérmicas vy células gue se localizan paralelas al
tejido wascular (laticiferos). Esta acumulacidn auvmentd
conforme transcurrid el tiempo de muestreo. A los 40 dias se
pudo observar una zona bien delimitada con depdsito de
compuestos fendlicos en la parte inoculada mientras que la

rarte sana permanece igual al testigo sin inoculacidn.

A los 50 dias la evaluacidn microscodpica reveld el
desarrollo de gran cantidad de estructuras reproductivas
identificadas como conidiéforos, v rosteriormente
espermogonios saliendo de los estomas de las A&reas afectadas
(Fig.4).
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En ningunce de los periodos de evaluacidn del cultivar
“Gran Enano” se encontrd acumulacidn de compuestos fendlicos
en celulas oclusivas, lo gue pone de manifiesto una
diferencia de reaccidn entre los materiales "Calcuta 4 vy

“Gran Enano.

El hecho de Thaber resultado todas las variables
epidemioldgicas significativamente diferentes, sugiere la
existencia de diferencia entre ambos materiales, respecto al

grado de sensibilidad a ), fijiensis.

El blogueo al estado 2, ocurrido a los 24 diass sobre el
clon "Caleouta 47 sugierse una reaccidn de hipersensibilidad a
1

a enfermedad, la cual se caracterizd por la acumelacidn de
Tencles sobre las células oclusivas. por la evalu

cién

65

A
histoldégicas hecha al dia sigulente de la aparicidén de lo

primercos sintomas, se  pudo determinar una  respuesta ca

-

5
inmediata (caracterizada por la acumulacion de fenoles=) a la

penetracion del micelio.

Este resultado concuerda con Keen (1992), guien anota
gque la hipersensibilidad es un mecanismo acitivo de defensa
gue se caracteriza por la muerte rapida de las células del
patdgenc mas proximas al micelio del hongo poco después de la

penetracion.

Para Anderson (1889), la reaccidn de hipersensibilidad
Se inscribe en el tivre de relacidin hospedero-patdgeno
incompatible y es casi siempre inducida por elicitores
rroducidos por el hongo o por el vegetal, giendo capacesz de
indurcir un congjunto de modificaciones celulares, tales como:
harreras citoldgicas, rroduccidn de etileno v de meoleculas
que atacan al hongo, liberacidn de electrolitos v de enzimas

hidroliticas.
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4.3. Evaluacidon de la actividad biclégica o toxica del

extracto crudo de Y. fijiensis.

4.3.1. Obtencién del inoculo del hongo y crecimiento en

medio ligquido.

De nueve aislamientos de tejido foliar necrosado por la
enfermedad, se obtuvo igual nGmero de cultives monosporicos,
denominados como 001, 002, 003, 004, 005, 006, OO7, 008 v
0010; los cuales tuvieron un gran crecimiente en 10 dias de
cultiveo en Mycophyl-Agua vy una buena produccidn de conidios

sobre el medic V-8, en 14 dias.

~uatre semanas despues se obtuvo la formacion de
compuestos fitotdxicos en el medio M-1-I) que contenia los

discos de 1 cm? de cepa del hongo con micelio v conidio.
4.3.2. Obtencidn del extracto crudo de M. fijiensis.

Se obtuvo un litro del filtrado de 250 ml del medio M-1-~
P contenido en cada wno de los cuatro erlenmever. tanto del

medio inoculadso como testigo.

El medio ineoculade se diferencid del testige por
rregentar una coloracidn amarilla mas oscura v por la mavor
rroduccion de esoumas durante la filtracidn.

Problemas iniciales presentados con la utilizacion del
rotaevaporador v con la misma metodologia de dilucidn del
extracto ocaslionaron el uso de elevadas temperaturas {(mayores
de 70 °C) por espacio de hasta 6 horas v un pH del extracto

diluide superior a 11.
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Las altas temperaturas indujeron la precipitacidn del
medio M—-1-D inoculado, similar a la que se observa cuando hay
desnaturalizacidén de proteinas; vy camblo de c¢oloracidn,

pasando de amarillc a color pardo.

Las prusbas biclogicas sobre hojas de "Calcuta 4" y
Gran Enano” usando 20 ul; de estas extracciones diluidas en
carbonato de sodio al 0.5% mds 2 ml de metanol no mostraron
ninguna selectividad observandose siempre grandes Areas
guemadas en  dichos clones en el lugar en que se colocd el
swtracto. Bl uso del metanol como testigo no  causd ninguna
lesidn., sin embargo si hubo grandes areas gquemadas en las

heridas inoculadas con carbonato de sodio al 0.D¥%.

Cuande se ajustd a 7 el pH de este extracto diluido, no
se observed ninguna reaccion en las pruebas sobre heridas en

las hojas de ambos clones.

Con el fin de mejorar la calidad del extracto, se

procedido a la aplicacién de una fina capa de pasta de vacil

Q

en todas  las uniones del equipo de rotaevaporacidén. Asi  se
iogrd evaporar las muetras a 40 °C en poco mas de una hora y
no  se  observo ningina precipitacién ni cambics en la

coloracion de las muestras lnoculadas.

El extracto final tanto del medio M-1-D inoculado como
del testigo fue una sustancia color pardo rojizo a pardo

oscuro, adherida a las paredes del tubo previamente pesado.

Después de la dilucidn del extracto en carbonato de
sodio al 0.5% y fosfato monobdsico 0.1 M., se procedid a otra
prueba de inoculacidén. El uso del extracto inoculado sobre
las hojas, indujo la formacidén de areas necroticas alrededor

de la herida en los clones susceptibles de Musa. E1 uso del
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carbonate de sodic al 0.5% v el fosfato monobasico 0.1 M,
como testigo no causaron ningun tipo de legsidn o su efecto
fue muy bajo {(anexo 7); lo mismo ocurrid con el extracto del

medio M-1~D {anexo 8).

4.3.3. Pruebas preliminares usando el extracto crudo

de M. fijiensis sobre hojas de vitroplantas.

Las prusbas preliminares gsobre Musaa sp. utilizando
muestra de cada uno de los pasce del procesce de obtencion del
extracto crudo mostraron los sigulentes resultados: cuando se
uso el filtrado (1ler paso} tTanto del medio testigo como
inoeulado en oscuridad parcial e invernadero sobre hojas, se
observd reaccioén al filtrado gque contenia las toxinas, sobre

todeo en el clon "Gran Enano’. Como el medio M-1-D contiene

o

@

zhcar (30 g/1.), las dreas inoculadas tanto con el filtrado
sti

colonizadas por hongos saprofiteos. A las 48 horas todas las

g0 como con el filtrado +toxico, fuesron rapidamente

heridas estaban colenizadas. Utilizands microscopic se  pudo

identificar estructuras de Aspergillus sp, ¥ Fusarium sp.
Las inecculacicones realizadas con el filbrado evaporado
({2¢de paso) tanto del testigo como del indculeo, Tueron

similares al antericr. Las lesiones en hojas mantenidas en
incubadora con oscuridad parcial (a 21 °C a la oscuridad y 28
*Cooa  la luz), fueron cclonizadas tambien por  hongos

saprofitos.

Cuando se probd el extracto evaporado de los medios M-1-
D testigo & inorulado mas acetato de etilo(3=® paso), no se
observéd ninguna contaminaciom de las heridas en ninguna de
las condiciones ambientales, pero no fue posible distinguir
diferencias de comportamiento entre los clones “'Gran Enanco” y

ife
"Calcuta 47, al presentar el mismo tipo de lesiones, aunque
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el uso de acetato de etilo como  testligo no produjo reaccidn
alguna sobre las heridas, puede ser debido a1 wvalor muy bajo

de pH (3.5) que contenia el medio M-1-D.

La mayor actividad bicldgica de cada uno de los pasos
del proceso de obtencidn del extracto, asi como del extracto
crudeo final se observed en condiciones de alternancia de luz
Lanto en incubadora como en el invernadero. En condiciones
de oscuridad, no fue posible identificar el clon susceptible

debido a la falta de actividad del extracto.

Este resultado concuerda con lo informado por Lepoivre

(1990) guien al hacer inoculaciones del concentrado M-1-D

sobre hojas de los cultivares “"Fougamou”, "Yangambi” v “"'Gran
Enano colocadas a  la oscuridad, no observd ninguna reaccicdn
preerpio =N &1 clon Yangambi® .

[

e  ha propuesto en diferentes trabajos gque el efecto
principal de las toxinas esta en la accidn que ejerce sobre
las mitocondrias, la membrana plasmica, las enzimas, algunos
reguladores de crecimiento, asi como sobre la fotosintesis v
Iotorespiracién. En este caso, parece gser qgue el blance
preferido son  leos cloroplastos, donde produce inhibilcion de
la foteosintesis (Misaghi., 198Z; EKohmoto v OCtanil, 1891

Buiatti & Ingram, 1991).

1l hecho de que las plantas inoculadas con extracto
crudo v colocadas en oscuridad no desarrollaran lesidén a
diferencia de los colocados bajo luz, puede deberse al hecho
de gue el extracto fitotdxico no pudiera ejercer su  accion
sobre el proceso fotosintetico, sin embargo, faltan pruebas

que nos permitan asegurar esta hipdtesis, por tanto seria
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recomendable  realizar otro tipo de trabajo donde se pueds
comprobar el lugar de acciédn primaria del extracto crudo de
M. fijiensis

Otro resultado importante obtenido en stas pruebas es

ot

&
s posibilidad de realizar evaluaciones de esta naturaleza,
&

independientemente de que la hoja esté unida o separada de la
rlanta, yva 4que en ambas se puede medir el grado de
resistencia o susceptibilidad al extracto crudeo de M.

rijiensis. Por otro lado, las inoculaciones realizadas sobre

el haz o el envés de las hojas tampoco mostraron diferencias.

4.3.4. Bvaluacidén del extracto crudo sobre hojas de Musa

sp.en incubadora con alternancia de luz.

Despues de los resultados obtenideos en las rruebas
preliminares se escogié realizar las siguientes pruebas
ndo el extracto final con incculacion en el envésx v

=Y
aliternancia de luz v oscuridad.

Los resultados obtenidos en la primers prueba de
inoculacidén del extracto crudo sobre hojas de seis clones de
Musa en cuatro periodos de evaluacidn se presentan en  los
Cuadros 3, 4 y 5.
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uadreo 3. Total de area foliar necrosada hasta las 98
horas de seis materiales de Musa sp.
inoculados con el extracto crude de M.

Ffijiensis.
Clon Genoma Area en mm2#*
Currare AAR 24 .86 &
Gran Enaneo AAA 15.54 b
Yangambi AAA 9.13 ¢
Calcuta 4 AA 5.04 d
Saba ABE 3.83 d
Bras-403 AAAB 4,13 d

¥ Medias con letras iguales no difleren al 0.,1% segin la
rrueha de Tukev.

El dreo 3, muestra la respuesta diferencial de los

WAL
teriales evaluados al extracte crudo. El material con mavor

3

L8

za afectada fue Curraré, resultande significativamente mas
1 ocurride en los de wmas materiasles. Bl clon mencs

ectado fue =1 Saba (Fig.5).

1

Resultados similares fueron cobienidos por Stierle z¢ a7,
(1991) quienes encontraron gue la mavor sensibilidad la
mostrd el clon con gencoma AAB seguido del cultivar “Gran
Ernane” (AAA), &l clon dipleide (AA), presentc una resistencia
parcial al extracto; mientras que el clon “Saba” (ABB)
resultd ser el menos sensible al iguval gue el hibrideo de M.

a. Furmannica 1 IV-9

Molina v Krausz (1989), probaron el extracto crudo sobre
heojas de siete cultivares de Musa sp., encontrando al
cultivar '"Gran Enano” como &1 mas sensible, seguido por el
platano cuerno., Al igual gue en  log casos anteriores el clon
"Saba” fue menos sensible al extracto. EBEstos resultados ponen
de manifiesto la gran suscepbibilidad de los platanos al
extracto crude, confirmando 1o planteado por Laville (1983),

al anotar gque la presencia de un soleo genoma B no confiere o
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extracto crudo de M. fijiensis.
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Fig. 6. Desarrollo de las lesiones en seis materiales
de Musa sp. a las 24, 48, 72 y 96 horas,

después de Ia inoculacién.



raramente confiere a las variedades mavor resistencia a M.

fijiensi

tﬂ

El tiempo en producir la lesion entre los materiales se
diferencid estadisticamente entre ellos (Cuadro 4). A las 24
horas se registraron los mas bajos valores de area necrosada,

£

sin  embargo a las 48 horas lag areas sfe

i}

incrementarcn casi en un 500%. Posteriormente las 1

experimentaron ningin aumento significative (Fig.8).

Cuadre 4. Promedio del desarrolleo de lesidn en seis
materiales de Musa durante diferentes

periodos de evaluacidn.
Pericdo de evaluacidn (horas) Area necrosadsa mm2#®
24 Z2.64 b
48 12.85 &
I 13.01 &
96 14.0% &

tMedias con letras iguales no difieren al O.1% Segan la
prueba de Tukey.

El desarrcollo de las lesiones en los sels materiales del
Cuadro 1 a través del tiempo, resultd altamente significative
en el andlisis estadistico realizado al primer ensgayvo (Cuadro
5). Se observa qgue a las 24 horas, el grado de reaccldn al
extracto es nulo para todos los materiales excepto para el
cultivar "Curraré”. Bl mavor porcentaje de area afectada lo
presentd este cultivar a las 96 horas seguido por el cultivar
"Gran Enano'. Estos materiales resultaron ser los mas
sensibles al extracto, observandose una relacion positiva con
el tiempo va daue a medlida gue este avanzaba el area de las

lesiones fue mayor.



En el reste de los materiales no se observé un avance de
la lesidén con el transcursoc del tiempo, esto significa que el
desarrollo de la lesidn se inicié a las 48 horas despugs de
ponerse en contacto con el extracto vy durante las 72 vy 98
horas después de realizada la inoculacidn. no se observaron

cambios importantes (Fig.7).

El tiempo minimo de reaccidén al extracto y la velocidad
de avance de las lesiones son criterios a considerar debido a
su estrecha relacidn con la expresién del grado de resisten-
cia de los cultivares de Muysa. Este razonamiento se apova en

la literatura y en los resultadeos obtenidos en este trabajo.

Leal y Maribona (1988), inocularon hojas de variedades
susceptibles ¥y resistentes de cafia de aztecar (Sacharum
officinarum), con el extracto crudo de Helminthosporium
sachari, observando marcada reaccidén en las variedades
altamente susceptibles 48 horas después de la inoculacién.
Zin  embargo en los clones con resistencia se observan

sintomas solo 72 horas después de la inoculacion.

Stierle et al. (1991), refieren que aplicando el
extracto toxice de M., fijiensis en hojas de clones

susceptibles de Musa se obtiene reaccidn en solo 12 horas.

Los resultadeos obtenidos en la presente investigacién
coinciden con  estos autores, puesto que en el cultivar
“Currare” se indujo grandes y largas lesiones en 24 horas.
Estas aumentaron significativamente con el tiempo, en
comparacion con los materiales menos sensibles "Bras-403" vy
"Saba” que presentaron pequefias lesiones 4B  horas después,

las cuales no avanzaron.
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Fig. 7. Promedio del tamafio de las lesiones (mm’) de hojas
de seis clones de Musa sp. evaluados a las 24, 48, 72

y 96 horas, después de la inoculacion.
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Hsta relacidn del grade de resistencia y el tiempo de
reaccidn al indculo, también fueron encontrados en pruebas
bioldgicas sobre hojas de uvas de cultivares susceptibles vy
resistentes, realizadas con fitotdxinas obtenidas a partir
del filtrado de cultivo de bacterias fitopatdgenas, causante
de  la enfermedad del taladro de lag hojas. En  los clones
susceptibles el desarrcolic de los sintomas se presentaron de
5 a 12 heoras despues de la inoculaciodn; mientras que en los
cultivares resistentes noc se presentaron los sintomas hasta

las 48 o 72 horas despues de inoculadas.

Cuadro o. Promedio del tamaibo de las lesiones(mm=) en
hojas de seis materiales de Musa sp.
evaluados en cuatro reriodos diferentes.
CATIE, Costa Rica, 1995.

Clon Periodos (horas)
z24 48 72 96

Curraré 10.85 24 G5 26.88 36.78
Gran Enano 1.00 i5.45 19.65 26.05
Yansamizi i.00 15.60 14.55H 5.37
Burmannicoildes 1.00 7.28 8.98 6.92
Saba 1.00 5.17 3.38 4,99
Bras-403 1.00 65.84 4.83 4.04

Aungue en la segunda evaluacion de inoculacicon se
observd mas reaccion al extracto a las 24 horas; el analisis
estadistico no muestra diferencias significativas entre ambas

inoculaciones {Cuadro 6).

El ansdlisis de varianza de ambas pruebas de inoculacion
del extracto crudo, ne mostrd diferencias significativas
{Cuadro 8). Las figuras 8 y 9., muestran el comporfamlento de
los periodos de evaluacion v tamafic de las lesiones obienidos
en el andlisis. IBstos resultados son importantes puesto gque
demuestra que no hay diferencis entre los extractos usados.

Cabe mencionar que desde un inicio se tuvieron ocho extractos
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Fig. 8. Promedio del desarrollo de Ia lesion en seis materiales
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diferentes provenientes de cultivos monospdricos diferentes.
Las limitaciones de tiempe vy material vegetal disponible
permitieron evaluar unicamente los extractos denominados como
001 vy 003. 5in embargo pruebas posteriores realizadas en el
invernaderc e incubadora utilizande las cepas 007 vy 005,
demostraron que no existe diferencias entre los diferentes
extractos en cuanto a su capacidad para producir los sintomas
de la enfermedad v que casi toda la respuesta gque se
manifiesta (en un 97%) es debida al grado de resistencia de

los materiales.

Cuadro 6. Analisis de varianza de las lecturas del
tamaio de las lesiones en hojas de seis

materiales de ppsq sp. evaluadas en dos

pruebas de incoculacidn utilizando
diferente extracto.

Fuente Gl Cine B ocal, Pr » F
Modelo 55 117.80 23.70 0.0001
Error 40 4.96

Experimento 1 8.34 0.006%
Per. de eval. 3 7070 0.0001
Exp X per. de eval. 8 10.79 0.0001
Clon 5 149.15 0.0001
Exp.X clon 5 9.60 0.0001
Per.de eval. X clon 15 13.83 0.0001
Bxp.¥%X p.de ev.X cion 15 2.862 0.0077

R2 = (,9702 CV o= Z22.50

4.3.5. Efecto macroscopicos del extracto crudo sobre las

hojas de seis materiales de Musa.

Se  observo, que en cada nmnaterial la respuesta al
extracto crudo fuwe diferente v esta variacion también fue
obhservada en cada periodo de evaluaecidn (Cuadro 7). De esta
forma, a las 24 horas después de la inoculacidén, se observd
en  alguncos cultivares que la gota de extracto crudo
permanecia aun sobre la superficie de la hoja, mientras gque

en otros, va la gota se habla distribuide desarrollando



lesiones.
Enano' ),

cual continud hasta las
vy "Calecuta 4" desarrollaron pequefias lesgsiones.
un comportamiento medianamente resistente,
"Bras-403",
(Fig.10).
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Cuadro 7. Caracterizacion del extracto crudo en
hojas de seis materiales de pjsa evaluados en
cuatro periodos de tiempo.

Clon Pericdo (horas)
24 48 TE o6
Curraré Distribucidén Lesiones Lesiones Grandes areas
del extracto largas v largas vy necrosadas.
necrosis. necrosis necrosis haleo clordtico
2ZimmZ2prom. 27mmEprom. intenso.
Gr. Enano IExtracto Lesiones Necrosis Hecrosis
color pardo NEeEcrosas de 20mm= de 2Emm=
sobre la de 15mm= prom.Halec rprom.Halo
heja. prom.Halo clordtico clordtico.
claro.
Yangambi Distribucion Necrosis Lesiones Necrosis
sin necrosis de 16mm* necrosas, de bmm=
prom. de  15mm= halo clorotico.
crom.Halo
claro.
Calocuta 4 Reaccion Algo de Necrosis Necrosis
clara sobre extracto de 9mm= de 7mn=
1a hoja. sobre la pProm. prom.Halo
No necrosis. hoja. clorotico.
Necrosis
de 7Tmm=2
Saba Reacoidn Pequefias Pequerias Pequehias
rojizo sobre necrosis necrosis necrosis
la hoja. de Smm=. de 3mm= de SHmm<Z2prom.
No lesidn. Halo ama rrom.Balo Largoe halo
rilleo amarillo clordtico
Bras-403 Reaccion Pequefias Pequefias Pequefias
pardo oscurce necresis necrosis necrosis
sobre la de Tmm= de 5mm= de 4mm® prom.
hoja. halo rrom.Halo Halc amarillo
No lesidn. amarilio amarilie claro.
claro. claro.

las
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En  algunos materiales el efecto del extracto es muy
lente; en otros, fue posible observar una fuerte oxidacion en
2]l area donde se provocd la herida. No obstante, estas
reacciones no se observaron cuando se inoculd el extracto
testigo, el cual en casi todos los casos no produjo ningan

tipo de lesidn sobre las heridas (anexo BA).

4.3.6. Andlisis histolégico del efecto de las

inoculaciones del extracto crudo sobre hojas.

e los resultadoes obtenideos en el andalisis histolodgico
es importante destacar, gue fodeos los clones utilizados
resccionan  positivamente al reactive de Hoepfner, (para
fenoles). Eso significa que todos ellics en  forma natural en
mayor o menor grado poseen fencles en sus células epidermicas
0o bien en las células del mescéfilo. Sin embargo, al hacer la
inoculacidn con el extracto, se observa como la reaccidn de
acumulacion de estas sustancias va en aumento, hasta llegar a
ohservarse areas completamente oscuras caracterizadas por
alta acvmilacion fendlica. En este sentido ge destacan los

cultivares Curraré” v "Gran BEnano’ que fueron los que
presentaron mayor acumilacidén de fencles seguidos Do
"Yangamhi”® v 'Calcuta 47 donde se observa un aumento en la
acumulacion de fencles conforme awnenta el tiempo de
gxposicidn al extracto crudo. Los clones “"Saba” vy Bras-4037,
desarrollaron menos lesiones, mostraron un bajo contenide en

fenoles (Fige. 11, 12 v 133},

En todos ellos, los fencoles se acumulan scbre tode en el
srea donde se produjo la  incisidn. Sin embargo en  los
materiales susceptibles no solo hay mayor depdsitc de fencles
en dicha Area, sino que Areas vecinas también son afectadas.
La principal reaccién ocurre siempre por el envés de la hoja,
{gquizas por ser el lugar donde se hace la incculacidn) donds

se aprecian fenoles que varian desde una coloracidn
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pardo clarco hasta una coloraclon casl negra, dependiendo de

la acumulacicdn de los mismos y del cultivar (Cuadro 8).

En la cara adaxlal, aungue hube presencia de dichos
fenoles su concentracidn fue mas baja. En la misma la mayoria
de los materiales, y sobre tedo el "S8aba’ mostraron fenoles

de color rojo {(Fig.i14d).

Es importante también destacar que el hibride "Bras—403-
presentd al inicio del periodo de evaluacidn (24 v 48 horas),
una mayor acumulacion de fenoles que a las 72 v 99 horas,
debide 5 una posible reaccidn inicial por parte de este
material, gue limitd la accidn del extracto cuando penetrd

mas tarde (Fig.l15H).

Ebel (1980), menciona que la presencia o inducion de

compuestos  antimicroebianos (fitoalexinas) en el sitio de

penetracion del patdégenc, son mecanismos que confieren
resistencia a las plantas. Estos compuestos comprenden
diferentes metabolitos secundarios Que incluaven
itgseflavonoides, estilbencs v terpenoides. En el rcaso de la

minteziz inducida de estos compuestos la velocidad v magnitud

de

) Acumuliacion  parecen determinot la resgistencia de

i

algunas combinaciones cultivar hespederc (Bailey v Mansfield,

19682). Trabajos realizsados por Beveraggl (1988), mostraron la

presencila de estos compuestos antimicrobiano en los
cultivares resistentes “'Fougamou v  "Yangambi km 5. Sin
embargo la respuesta de hipersensibilidad mostrada por

“Yangambi km 5" vy la poca extensién de la lesidn Fougamou, no
pudieron explicarse de la misma manera. Se busca segun Levin
(1976), wuna respuesta entre la presencia de compuestos
fendlicos v la reaccidn de resistencia v susceptibilidad a

diferentes patdgenos.
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Lios resultados del presente trabajo permite agrupar los
cultivares en estudic en tres categorias, de acuerdo a la
respuesta aue se manifestd con la presencia del extracto
crudo. "Gran HBEnano” y "Curraré” se caractrizaron por su
susceptibilidad. "Yangambi” y “Calcuta 4" Qesultaron MeNnos
sensibles. En el caso especifico de "Yangambi’ se dice gque
muestran una respuesta  de ’hipersensibilidad debido a 1la
rapida reaccion de oscurecimiento vy posterior necroeis de las
células localizadas en el sitio deée infeccidén (Mourichon, 1987;
Beveraggi 1983). Dado que "Calcuta 4" mostrd una respuesta
similar podria caracierizarse C OO hipersensible. Los

materiales "Bras-403" y "Saba"” mostraron mayor resistencia.

Los estudios realizados para medir la presencia de
fenoles en cada uno de ellos, permitieron observar gue a las
24 horas el material mas susceptible tenia mayor cantidad de
fenoles gue los resistentes. 5in embargo a las 48 horas todos
los demdas materiales presentaron reaccion al extracto. Por
este hecho se considera importante hacer evaluaciones a menor
tiempo (por ejemplo cada 12 horas) despues de realizada la
inoculacidén ya que con las evaluaciones anteriores no se pudo
determinar cual de ellos reacciona més tempranc a la
presencia del extracto. Ademds, de acuerdo con Buiatti e
Yngram (1981}, la respuesta diferencial al extracto puede
depender del gradoe de diferenciacion v del estado fenoldgico

de los materiales usados.

Los cortes histologicos en resina del tejido foliar,
sano de los cultivares estudiados, permitieron establecer gque
casi no existen diferencias en la estructura interna de las
hojas de cada uno de 1los cultivares. De esta manera, se
aprecia en todos ellos una epidermis uniseriada compuesta de
células peguefias rectangulares en seccidn transversal.
Internamente se localiza wuna hipodermis de 1 a 3 capas de

células de grosor dependiendo del culiivar. Se observan
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ademas las células del mesdfilo de empalizada v mesdfilo
esponjoso. El tejido vascular se caracteriza por estar

rodeado de fibras vy asociado con laticiferos. Finalmente, la
epidermis abaxial es también uniseriada y es donde se

localiza el mayor ntmero de estomas.(Fig.18 yll7).

fn algunos de estos clpnes se aprecian fenoles en las
células del mesdfilo, s8in embargo no siempre los cortes del
mismo cultivar muestran las mishas caracteristicas, lo que
dificulta establecer diferencias con respecto a otros
cultivares. El grosor de la lamina foliar, va a depender de
ia region de la hoja en que se tomd la muestra. Sin embargo a
pesar de ello podemos observar algunas diferencias en cuanto
a tamafic del complejo estomidtico {(células oclusivas y poro),
frecuencia de estomas, tamafo de las células del mesdfilo en
empalizada, asi como en la densidad de las c¢élulas del
mestfilo esponjosc. No obstante estos resultados por si solos
no nos permiten establecer diferencias entre culitivares

susceptibles v resistentes.

El eultivar "Curraré", presenta células larges del
mesdtfilo v acumulacion de  fenoles en las células gque rodean
la cavidad subestomatica. El cultivar “Gran Enano', =se
caracterizd por tener en general pocoes fencies (en tejido
sanc) vy camaras subestomaticas grandes. El clon "Calcuta 47
mostrd fenoles a nivel del meséfilo de empalizada en el
tejido sano. En “'Saba", se encontré la cavidad subestomética
mas peguefia que en "Curraré” y "Gran EBEnano”, una hipodermis
con dos capas de células, mesdfilo empalizada con celulas
pequetas. Se observd poca acumulacion de fenoles. El
cultivar “Yangambi' mostré en el tejido sano, un meséfilo
empalizada con pocas capas de células, hipodermis de una capa
de células de grosor, una pegquefia acumulacidén de fenoles

cercanos al tejido vascular.
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Figura 16. Seeccién transversal de la hoja de los cultivares
“Gran Enano" (A) "Curraré” (B) "Yangambi” (C) v =l
clon “Calcuta 47 . Obsérvese fenoles en células del

ic. Epidermis adaxial(e ad), hipodermis (hij,
o de empalizada (me), haz vaseular (hv),
0 esponjosc (mes), epidermis abaxial (e ab),
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En todeos los cultivares la muestra incculada se
caracterizd por una gran acumulacion de fenoles en el area de
la lesidn, sin embargo el deterioro y maceracicon de dicha
area no permitid hacer estudios maés profundos (Fig.18).

Cuadro 8. Acumulaciodn de compuestos fendlicos
de las areas foliares inoculadas con el
extracto crudo durante el periodo de

evaluaciodn.

¥

Acumilacidn en los
Clon periodos de evaluacidn (horas)¥

24 48 72 96

Currare ++ +++ 4+ ++4
Gran enano + ++ + 4+ 4+
Yangambi + 4 ++ 4+
Calcuta 4 + + + e
Saba - + + +
Bras-403 +4 ek + +

* Acumulacidn de compuestos fendlicos.
- No acumulacidn

+ baja acumulacién de fenoles.

++ Alta

+++ Muy alta
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17. Segcién transversal de hojas de "Saba”™ (A vy
"Emnbrapa-403" (B) observese fenoles (fe) en cé&lulas
del mesdfilo.

Figura 18. Sececidn transversal de hojas de "Gran
"Curraré” (D), con tejido macerade por inoecul
con extracto crudo.
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4.4. Evaluacion de resistencia in vitro utilizando el
extracto crudo de M. fijiensis sobre callos de Musa

eP.

4.4.1. Obtencidn del material in vitro p;ra la prueba de

identificacidn.
'

L.a formacion de callos en "Gran Enano” se observd a
partir de los cinco meses de sémbradas las inflorescencia
masculinas en el medio M.3. modificado (MA1). Para la
formacién de embriones se transfirid al medio M.S. modificado
(MA=2). En el caso de "Calcuta 4" la formecidén de callo se
comenz® a observar después de cuatro semanas de sembrados los
embriones cigéticos en el medio con 2 mg/l de Picloram y 60 g
de sacarosa. Tres semanas después se indujo la formacidn de
embriones al transferirlos al medio con 0.5 mg/l de Picloram
v 30 g/1 de sacarosa.

4.4_.2. Prueba de identificacidn de resistencia i, vitro

utilizando callos de Musa sp.

Las dosis wutilizadas de 20, 40 y 100 upug. de extracto
crudo de M. fijiensis, no indujo ningin dafic sobre los callos
de “Gran Enano” y "Calcuta 4" durante las dos semanas de

exposicidn al mismo.

Cuando se usd dosis méds altas de 200, 400 y 600 pg de
extracto por 2 ml de medio hubo reaccidn é los tres dias de
gu exposicidén al extracto. La reaccidn se presentd en callos
del cultivar "Gran Enano',en todos 1los tratamientos con
extracto, diferenciandose solo por la intensidad de la misma
(Fig.19).



GRAN ENANO

300 p  MEDIO _MED*AG 60w MED+ST 100 4

Figura 19. Reaccién de callos de Gran Enano v Burmanniceides a la
presencla de extracto crudo de ¥. fijiensis, 14 dias a
la Inoculacidn. CATIE, (osta Rica, 1894.

v Ca: 300pl del extracto crudo.

y Cz: Medios M.5.(HMAz) v M.5.(Ps:0.5).

Bs vy Ca: Medios M.S.(MA2) mds agua v H.3.(P10.5) mas agua.

v Ca: B0pl del extracto crudo.

Bs vy Cs: Hedios M.S.(HA2) mds extracto testigo vy M.S5.(Pi0.5) mas
extracto tastigo.

Bs v Cs: 100upl del extracto crudo.
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Los resultados de la prueba usando 100, 120, 140, 180 y
180 ug por 2 ml de medio, reveld reaccidén de los calleos del
cultivar "Gran Enano” expuestos a partir de los 120 ul, tres
dias después de su  colocacidn. Nuevamente no se observo

ninguna reaccidén al usar dosis de 100 ug por é ml de medio.

La reaccién al extract? Be caracterizdé por una colora-
cidn azul oscuro en el Area del callo més prdoxima al medio
con extracto. Con el paso de 16s dias se tornd de color
negro, abarcando inclusive areas no expuestas al medio. Se
observdé que a mayor concentracién del extracto éstas

reacciones fueron mas intensas y mas rapidas en su avance.

En el clon "Calcuta 4" no se observd la reaccidn
ocurrida en “Gran Enano”, lo gque pone en evidencia su mayor
grado de resistencia al extracto crudo. S5in embargo el uso de
concentraciones de 400 vy 600 ug/2 ml de medio, favorecieron
la oxidacién de los callos (Cuadro 9), lo que fue observado

en la dos primeras semanas de iniciada la prueba.

En los tratamientos testigo de ambos materiales no se
observd reaccidn; en ellos los callos continuaron creciendo
libremente v produciendo en algunos casos gran cantidad de

embriones.
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Cuadre 9. Respuesta de los callos de "Gran Enano" y "Calcuta
4" a la inoculacién del extracto crude de M.

rfijiensis,

TRATAMIENTO| 50nl| 60ul] 70ul SOul) 90ul] 100l 20011 300ul

RESPUESTA NRNRNR\NR)NRN%{NR N R

GRAN ENANO 112 0 |4 B 14 8 |2 10}2 10}2 10]1 11 j0 12

CALCUTA 4. 12 0 j11 1 110 2 10 R J10 2 |10 2 |86 B |2 10

PROB DE R. |.0002].985 | .985 |.999 j.999 .999 (1.000 [11.000
|
|

PROB PE R. | .0002}.003 |.019 |.019 | .019 }|.019 }.390 .989

N= No reacciodn.
R= reaccion.

50 pli= 100 ug de extracto crudo
80 pl= 120 pg de extracto crudo
200 pl= 400 ug de extracto crudo
300 pl= 800 ug de extracio crudo.

De acuerdo con el Cuadro 8, en callos del cultivar "Gran
Enano” la probabilidad de obtener reaccidn al extracto usando
80 pl es 0.9847, si comparamos este resultado con la
concentraciones superiores, podemos observar gue aungue la
probabilidad de reaccién aumenta con la concentracién, la
diferencia con respecto a 60 pl es minima. La probabilidad de

inocular 50 pl vy obtener reaccidn es muy baja.

En "Caleuta 47, se observa un tipo de reaccidon diferente
(oxidacidn) a la ocurrida en "Gran Enano’, gue se aaracterizé
por una coloracidén pardo oscuro que aumentd en intensidad a

medida que aumentd la concentracion del extracto.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en las
demas pruebas utilizando estos dos materiales, en cuantoc a su
grado de resistencia a y. fjjiensis. Este comportamiento de
los ecultivos de callos frente al extracto crude, pone en
evidencia el grado de resistencia diferencial que presentan
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ambos materiales, confirmando lo sugerido por Bvans et al.
(1983), gquien anota gue las caracteristicas de resistencia
aue se expresan en callos podrian ser los mismos qQue se
expresan a nivel de la planta, lo que permite desarrollar

sistemas de seleccidn in vitro con relacidn a este caracter.

4.5 Analisis histolégico dp 1a reaccién de los callos de
"Gran Bnano"” y "Calcuta 4" al extracto crudo de M.

r
fijiensis.

El efecto del exiracto sobre los callos de "Gran Enano”
fue mayor al aumentar su concentracidon y el periodo de
muestreo. Bste efecto se pudo observar por el mayor o menor

namero de capas de células en la periferia del callo.

Al usar la dosis de 80 nl, se observdé el inicio de la
lesidén aue se caracterizd por un leve deterioro de las
células mas externas que conforman el callo. Estas empiezan a
mostrar la maceracién de las paredes celulares, asl como un
citoplasma muy denso de color grisdceo en contraposicildén con
el citoplasma de las células sanas que es de color verde. Los
estudios al microscopio de luz no permiten observar un dafio a

nivel de nucleo.

Los dafios anteriores van en aumento al usar las dosis de
70, B0 vy 90 pl. A los 100 ul las paredes de las células
dafiadas tifien de rojo con la cuadruple coloracidn, dando la
apariencia de suberizacidn. Agui el daﬁo celular permite
establecer una delimitacidn clara con respecto al tejido sano
de la parte interna del callo, se observa degradacién del
nacleo (fig.204).
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Los callos de "Gran Enano” sometidos a 300ul mostraron
un dafio méds profundo puesto que todas las células de la
periferia estaban completamente destruidas y las paredes
tifiieron de color negro (Fig.ZO0B).

Los tratamientos testigos utilizados testigo no causaron
lesiones en los callos. Por’el contrario, fueron calles que
crecieron de manera normal ¥y en algunos casos produjeron gran

. . r
cantidad de embriones.

Todos egtos resultados contrastan con lo observado en
"Calcuta 4" donde, se observd muy poco dafic. Los callos

conteniendo las mayores concentraciones del extracto crudo de

M. fijiensis, presentaron un ligero oscurecimiento del nucleo
v del contenido citopldasmico de las células mis externas del
calleo. Sin embargo no se cobservd deterioro de las paredes de
estas células, las cuales mantuvieron un desarrollo normal

con produccidn de embridn en algunos casos. (Figs.21)
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Seceidn transversal de callos de “"Gran Enano” ¥
“Calewta 4. Respuestas al extracto crudo. (A),
"Gran Enanc”, testigo 4x; (B), "Calcuta 4" 100pl del
extracto 10x; (C), "Calecuta 4" 300ul 4x; (D),
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V. CONCLUSIONES.

Al inocular hojas de vitrorlantas con conidios vy
micelio de Mycosphaerella fijiensis, se pudo
diferenciar el grado de resistencié de los clones
"Gran Enano” ¥y “Calcuta 47 ; susceptible v

resistente, respeopivamente.

Se logrd extraer un extracto crudo de M. fijiensis,
v comprobar su efectividad en la seleccidn de
materiales resistentes a la enfermedad de la
Sigatoka negra.

La inoculacidn de hojas con 40 pg del extracto
crudo de M. fijiensis en carbonato de sodio al 0.5%
v fosfato moncobdsico 0.1 M provocd el desarrolio de
lesitn en todos leog cultivares estudiados. A las 96
horas después de inocular las hojas se pudo
identificar los diferentes materiales de acuerdo a

su grado suscptibilidad a la enfermedad.

En la seleccidn jin vitro de cultivos embriogénicos
de los materiales "Gran IEnano” y "Calcuta 4", el
nan del extracto erudeo de Mycosphaerella fijiensis
mezclado al medio de cultivo en dosis comprendidas
entre 160 y 200 pg, rermitic verificar sus grados
de resistencia, o0 sea altamente susceptible ¥
altamente resistente.

El andlisis histolégico de los diferentes
materiales inoculados, en invernadero, permitio
evidenciar la produccidn de compuestos fendlicos en
las celulas oclusivas en el casc del clon "Calouta

4" v en células epidérmicas vecinas en TGran
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Enano' . Esto podria relacionarse con el grado de
resistencia de estos materiales o sea hipersensible
vy susceptible, Tambien se evidencidé la presencia
de compuestos fendlicos en los cortes realizados en
hojas inoculadas con el extracto oﬁudou Agi a las
86 Thoras después de la incculacidn los cultivares
susceptibles pres?ntaban cantidades mas altas de
fenocles gue los materiales resistentes. En esto es
importante destacar "que dentro de los clones
resistentes, ~Calcuta 4" vy “"Yangambi’ conccidos
por su hipersensibilidad presentaron cantidades de
fencles més altas gque los materiales "Baba”’ vy
“EMBRAPA-403" ( "Bras-403") cuya resistencia es de
tipo horizontal.

Los analisis histolégicos de los cultivos
embriogénicos in vitro, del cultivar "Gran Enano”
tamhién permitieron evidenciar la presencia de
fenoles v la oxidacidn de los tejidos superficiales
del cultivo. A medida gque aumentaba la dosis del
extracto, la zona del tejido dafiade se volvid mas
profundo. Al contrario, en el casoc del clon
reaistente “Calcuta 4", no se evidencidé por lo
general ningin tiro de acumulacidn fendlica.
Tampoco se observé la presencia de un  tejido

guperficial dafiado.

El uso del extracto crudo de Mycosphaerella
fijiensis prermite de manera rébida v eficaz -48
horas en invernadero vy 72 horas in vitro-
identificar el grado de resistencia de los
materiales de Musa. Fsto representa un
significativo ahorro en tiempo YV recursos en
comparacién de lo que representa una hectdrea de

seleccidén Al campo.
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Vi. RECOMENDACIONES.

Efectuar pruebas de inoculacidn con conidios en

2o

invernadero utilizando los materiales "Curraré',

"Yangambi”, “Saba’, vy “Embrapam403”j

Realizar pruebas pe inoculacién del extracto crudo
sobre hojas unidas a la planta vy colocadas en

]

invernadero.

Caracterizar por medio de cromatografia, los
compuestos fitotdxicos producidos en el medio M-1-D

inoculado.

Establecer suspensiones celulares con los callos
sometidos a presidon de seleccidn v tratar de

obtener plantas enteras.

Determinar por medic de cromatografia el tipo de
compuesto fendélico <que se produce en las plantas

evaluadas, como respuesta al extracto crudo de p.

Fijiensis.

Probar diferentes dosis del extracto orudo en
inoculacidén sobre hojas, para determinar la dosis
minima que permita diferenciar la resistencia de
los materiales evaluados,

Probar en callos de log materiales '"Curraré”,
"Yangambi' 'Saba” v "Embrapa-403" las
concentraciones de B0, B0 vy 90 1l del exbtracto

crudo v observar su reaccion.
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Anexc 1 A,

Ca(HDz)z + 4H=0
KNOa
KC1
Mg804 + 7H=20
NazHzP0a + Hz0
(NBa)z + CaHaOs
FeCla + 6Hz20
MnS0a + HzO
ZnS04 + TH=20
HaBO=
K1
pacarosa
pH 5,5 (HC1 1N)

g7
MELDIC M-~1~-D MODIFICADO

0,283 g/l
79,000 mg
65,000 mg

O,TBB‘g

0,908 g

4,990 g

3,000 mg

5,000 mg

2,500 mg

1,360 mg

0,750 mg
30,000 g

Medio de cultivo utilizado para la produccidn de toxina del
hongo M, fijiensis (Upadhvay v Streobel, 18988).
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ANEXO 2 A. Representacidén esquemdtica de una semilla y de un
embrién de Musa (Mcgahan 1961). Mic=micropilo;
ch=chalaza; emb=embrién; end=endopermo;

tiztegumento interno; pr=polo radical;
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ANEX0O 3 A. Medios empleados para la evaluacion i, yitre de la

resistencia al extracto crudo en callos de Musa

Medio pi 0.5 Medio MAZ
{enn callos de "Calcuta 47) {en callos dé "Gran Enanc’)
Macro ML Macro MS
Micro MS g Micro MB
Fe EDTA R Fe EDTA
Vitaminas de Morel " Vitaminas M5
Sacarosa 30g/1 Biotina 1 mg/l
pH 5.8 Glutamina 100 mg/l
Picloram 0.5/1 Bxtracto de malta 100 mg/l
Gelrite 2 g/l 2,4-D 1 mg
Sacarosa 45 g/1
pH 5.3

Gelrite 2 g/1



ANEXQ 4. Camara de 24 pozos en los cuales se colocaron los
diferentes tratamientos conteniendo los callos de los
materiales”"Calcuta 4" v "Gran Enano’ .
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PREPARACION DE CORTES HISTOLOGICOS.

1. Cortes en parafina.

1.1 Fijacion.

Las muetras fueron fijadas vy conservadas en una solucidn

de F.ALA.

(10 mil de formalina,

50 ml de alcohol de 85°, 30 ml

¥
de agua destilada v 10 ml de &dcido acético) durante 48 horas.

1.2,

4
®
B
ES
¥
*
.

ik

Etanol
Etanol
Etanol
Etancl
Etanol
Etancl
Etancl
Etancl

Deshidratacion.

80%
T0%
BO%
Q0%
95%
100%
100%

100% + Tolueno

¥ Tolueno puro

¥ teilueno puro

1.

E3

3. Impregnacidn

Tolueno + parafina
¥ Parafina b5-60°C
# Parafina 55-60°C
¥ Parafina 55-60°C

1 hora
1 hora o toda la nochse

1 hora

-

3C minutos

1 hora

-

30 minutos
2 horas

Z horas

~ .



1.5,

1.4.

Inclusién en bloques de parafina.
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Realizacién de cortes en micrdtomo manual de rotacion.

* Be hacen cortes de 8 um de grosor

*  Be colocan en portaobjetos cubiertos con adhesive

Haupt v formalina sopre una platina caliente a 45-

50°C,

1.6.

* Xileno
* Xileno
* Xileno
* Htanol
¥ Etanol
* Etanol

Desparafinaciéon.

Puro

puro

+ alcohol 100%
100%

9b%

TO%

1.7. Coloracién cuadruple.

¥ Safranina al 2%

# Agua destilads

*® Cristal violeta 2%

¥ Etanol

* Btanol
k¥ Aceite

v Fast

*# Arasitea

11

* Aceite

¥ Aceite

* Xileno-—

* Xileno

#* Xileno

100%

100%
de clavo, orange G

Green
de clavo + orange G
de clave + orange G
de clavo + orange G
Etanol

30

[y

9o

10 minutos

5 minutos

3 minutos

minutos
segundos

segundos

2 minutos

-

2 minutos

2 minutos

-

5 minutos

5 minutos

deja secar a temperatura ambiente.

* @me coloca al cubreobjetos dos gotas de Permount Yy se



2. Cortes en resina.
2.1. Fijacidn.
|
Las muestras fueron fijadas en F.A.A. por 48 horas.
2.2. deshidratacion.
¥ Btanol 50% 1 hora
¥ Etanol 70% o
¥ Etanol B0%
¥ HEtanol 90%
* Frtanol 100%
¥ Btanol 100%
2.3. Impregnacién.
# 100 ml de resina + 1 g de activador.

2.4. Incliusion.

* 15 ml de solucidn de impregnacién + 1 ml de endurecedor

# Polimerizacidn a temperatura ambiente.

2

-b. Cortes en ultramicrdétomo para resina.

* Se hacen cortes de 3.5 micras de grosor

* Colocar los cortes en cubreobjetos con agua destilada.

103
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2.6. Coloracion.

# Colorear durante 1 minuteo con azul de toluldina al 1%.

# Lavar el colorante con agua destilada

¥ Secar a temperatura ambiente.

3. Preparacion de Colorantes usadeos en las tinciones.

3.1. SBSafranina al 2%.

* Diluir 2 g en 190 ml de etancl al H0%.

3.2. Violeta Cristal al 27%.

¥ Diluir 2 g de violeta cristal en 100 ml de agua destilada.

3.3. Fast Green al 1%.

* diluir lg en etanol 100%.

3.4. Orange G.

* 9 partes de aceltes de clave saturadas de Orange Gy 1

parte de Fast Green.
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Anexo 6 A. Analisis de variansza para el periodo de
incubacion de vitroplantas incculadas con

conidios de o, Ffijiensis.

Fuente Gl Cme Recal Pr > F
Clon 1 176.40 0.0001
Brror 13 4.00

R2 = 0.9074 ¢ V.= 5.12

Anexo 7 A. Promedio del tamafio de las lesiones {mm2) en dos
hojas de seis materiales de Musa sp. inoculados
con Agua (carbonato de sodio al 0.5% v fosfato
monobisico 0.1M.)

Clon Periodo de evaluacion (horas)
24 48 72 96

Curraré 1.00 1.18 1.23 4.65
Gran Enano 1.00 1.10 1.18 6.10
Yangambi 1.00 1.13 1.10 1.45
Burmannicoides 1.00 1.23 1.20 2.68
Sabka 1.00 1.15 1.05 1.08
Bras-403 1.00 1.48 1.68 2.86
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Anexo 8 A. Promedio del tamafio de las lesiones (mm®) en dos
hojas de seis materiales de Musa sp. inoculadas
con el extracto testigo del medio M-1-1.

Clon Periodo de evaluacidn (horas}

24 48 72 96
Curraré 1.00 1.05 1.70 7.70
Gran Enano 1.00 , 1.08 1.05 5.04
Yangambi 1.00 1.00 1.48 2.80
Burmannicoides 1.00 1.80 1.40 2.72
Saba 1.00 1.05 1.03 2.20
Bras—~403 1.00 1.84 1.05 4.286

Anexo 89 A. Andlisis de varianza de las lecturas del drea de

lesiones en dos hojas de seis clones de Musa sp.
Segunda evaluacidn de inoculacidn.

Fuente Gl Cm Feal Pr =~ F
Modelo 27 68,3424 26.49 0.0001
Error 20 2.0801

Pericdo

de evaluaclidn 3 a5 .58 0.,0001
Clon 5 93.7 0.0001
P. de ev. X Clon 15 11.11 0.0001

R= = 0.9728 C. V.= 17.38

it



= Gran Enano —+ Calcuta 4

Area de lesion (mm?)

50 60 70 80 90 100 200 300
Periodo de evaluacién (horas)

Anexo 10. Respuesta de los callos de Gran Enano y Calcuta 4
a la inoculacién de diferentes concentraciones
del extracto crudo de M. fijiensis.
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