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RESULMEN

La investigacion se desarrclled de octubre de 1991 a
agosto de 1992 en los laboratorios de cultivo de tejidos vy
de nematologia vy en el invernaderco de nematologia del CATIE.
fos abjetivos fueron explorar sustratos para la
multiplicacidn In vitro de Radopholus similis y evaluar la
respuesta de tres cultivares y un hibrido de Musa al atague
del nematodo.

Para el primer caso se utilizd un disefo completamente
al azar con cinco repeticiones vy se evaluaron: la raiz de la
zarnahoria { Daucus carotal, los tubérculos del fiame
(Dioscorea alata), del camote (Jpomoea batata) y de la papa
(Solanum tuberosum) y los cormelos del tiquisque (Xanthosoma
sagittifolium). En el caso de la zanahoria se experimentd
con dos condiciones: en presencia y en ausencia de agar. E1
nunero de nematodos extraidos por frasco demostrd gque la
zanahoria con y sin agar fue la mejor opcidén para reproducir
a Radopholus similis. El resto de los sustratos no
permitieron un incremento en la poblacion de nematodos,” y
ademas, presentaron alta contaminacidn endégena, la cual nao
fue eliminada por @l procedimiento de desinfeccidn
utilizado.

El otro experimento se realizd dentro de un disefo
completamente al azar con doce repeticiones y los factores

cultivar Y tratamiento. Este ultimo contempld dos
condiciones: plantas inoculadas y plantas sin inocular o
testigos. Se utilizaron los siguientes materiales
provenientes de cultivo iIin vitro de meristemos: Musa HAA
subgrupo Ibota c©v. ‘Yangambi’, Musa AAB subgrupa Plantain
v, ‘Curraré’, Musa AAA subgrupo Cavendish cv. ‘GBran Enano’
y Musa AAAB cov. 'Bras—-%° (cddigo de la coleccidn in vitro

del CATIE}. Las variables altura de la planta, peso fresco
de la planta y de las raices, numero de nematodos por planta
y por peso radical y valor de lesion radical, permitieron
identificar una escala de susceptibilidad de los materiales.
De menor a mayor, se ubicd el “Yangambi’, el ‘Bras-9', el
‘Currarég’ y el "Gran Enano’. En todos los casos éste Gltimo
fue significativamente diferente al primero y entre el
"Bras-%" y el ‘Currareé’, las diferencias no siempre fueron
significativas.
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ABS TRACT

The objectives of the research were to study the effect
of the substrate for the multiplication in vitro of
Radopholus similis and to evaluate the response of three
cultivars and one hybrid of Musa to the attack of the
nematode.

Faor the first case, the method was totally at random
with five repetitions and the following plants were
evaluated: carrot roots (Daucus carota), the tubers of yam
(Dioscorea alata), sweet potato (Ipomotea batata), potato
(Solanum tuberosum) and cocoyam (Xanthosoma sagittifolium).
In the case of the carrot, two conditions were studied: with
and without agar. The number of Radopholus similis
extracted showed that in both cases the carrot was the best
option for the reproduction of this nematode. The other
substrates did not help to increase the population of
nematodes, and in addition showed a high level of endogeric
contamination which was not eliminated with the disinfection
process used.

The other experiment was realised with a method totally
at random with twelve repetitions, using the factors
cultivar and treatment. The latter included two conditions:
inoculated and no-inoculated plants control. The following
materials obtained from the meristem cultures were used:
Musa AAA subgroup Ibota cv. ‘Yangambi’, Musa AAB subgroup

Flantain cv. ‘Curraré’, Musa AAA subgroup Cavendish cv.
‘Bran Enanc’ and Musa AAAB cv. ‘Bras-9' (code Tfrom the
EATIE's In vitro collection). The variables corresponding

to height of plant, weight of fresh plants and of plant
roots, number of nematodes per plant, per roots weight and
racts lesion have permitted to identify a scale of materials
susceptibility. In increasing order are found: ~Yangambi’',
‘Bras—%", 'Curraré’ and ‘Gran Enano’. In all the cases the
latter was signicantly different from the first, and between
‘Bras-9° and ‘Curraré’ the differences were not always
significant.
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i T INTRODUCCION

Las musdceas comestibles constituyen un elemento
importante en la dieta basica de los centroamericanos y son
un recurso fundamental de la economia de los paises del Area
y de muchas otras partes del mundo. Segun Sattler (1990},
el consuwno per capita de platano en la region es de 25 a 30
kilogramos anuales. Por otro lado, la produccidén de banano
para 1990 ascendid a 4498 mil toneladas métricas, 598 mil

mas que en 1988 (FADO, 1991).

En Costa Rica, las divisas generadas por la exportacidn
de estos cultivos han aumentado en los udltimos afos. En
19853 se exportaron 851 mil toneladas de banano y 5450
toneladas de platano por un valor aproximado de US$ 207
millones y US% 1.2 millones, respectivamente. En 1990, 1la
cantidad de ddlares generados fue de US$ 316 millones en el
caso del bananeo v US% 1.81 millones en el caso del platano
(Centro Nacional de Estadistica y Censos, 1991). Es decir
wrn aumento mayor a % 100 millanes en el primerc y $ 0.5

millones en el segundo, en tan solo cinco afos.

Como cualguier otro cultive, el platano vy el banano

afrontan grandes riesgos fTitosanitarios. El hecho de



depender de un sdlo cultivar que se explota en grandes
extensiones, agudiza aun mas los problemas de control de
plagas vy enfermedades. Dentro de éstos, el nematodo
barrenador Radopholus similis (Cobb, 1893; Thorne 1949) es
una de las principales limitantes de la produccidn

(Jaramilleo y Figueroa, 1974).

En America Central y El Caribe, los mecanismos mas
utilizados para su control se basan en las practicas
culturales y en el combate quimico. 5in embargo, la
busgueda de variedades resistentes es una alternativa con
gran potencial, pero ha tenido poco desarrollo. Seg%n
Pinochet (198B8Ba}, la incorporacion de resistencia a traves
del mejoramiento genético, es la forma ideal para el control
de nematodos. El primer paso es contar con metodologias

adecuadas para la evaluacidn de los materiales.

Actualmente, los procedimientos para la evaluacion
intensiva de germoplasma contra el atagque de los nematodos a
nivel de invernadero, son costosos en términos de tiempo vy
reEcursos. Es por ellio que existe la necesidad de utilizar
técnicas confiables que superen estos inconvenientes. En el
presente trabajo se aplicara una metodologia basada en la
propuesta por el Laboratorio de Nematologia del CIRAD/IRFA

Montpellier-Francia (Sarah et al, 1992), para evaluar el



efecto de Radopholus similis sobre el crecimiento de las
plantas a nivel de invernadero. lLos resultados obtenidos
con esta teécnica s0N confiables, reproducibles v
correspondientes a observaciones preliminares en colecciones

de campo (Blavignac, 198%9; Sabatini, 1991).

Uno de los mayores cbstaculos gue se afrontan cuando se
realizan este tipo de evaluaciones, es la disponibilidad de
indculo. El cultivo in vitro de nematodos es un importante
tema de investigacion en la nematologia moderna y no es
exclusivo para Radopholus similis en Musa. l.a posibilidad
de contar con grandes poblaciones de organismos en el

.

laboratorio y en un medio monoxénico, facilita y agiliza 1la

investigacidn y la ensefianza de la nematologia.

Los nematodos se clasifican como "“parasitos obligados”,
es decir, que en teoria reguieren la presencia del
hospedante para desarrollarse. Esta caracteristica podria
limitar su reproduccidén In vitro. Sin embargo, han sido
cultivados sobre hongos (Zuckerman y Jeyaprakash, 1985), en
plantulas, en explantes radicales, en raices o en segmentos

de tejidos vegetales y en callos (Mai et al, 1988).

En el caso de Radopholus similis, el uso de discos de

zanahoria ha dado resultados satisfactorios vy es un método



relativamente sencillo si se compara, por ejemplo, con el
cultivo en callos sobre medios mas elaborados. l.as
zanahorias que se utilizan para este proposito deben estar
recien cosechadas y sin lesiones, heridas o malformaciones.
Sin embargo, las zanahorias que se encuentran disponibles en
el mercado, generalmente no rednen tales condiciones v, en

consecuencia, incrementan las probabilidades de

contaminacién de los cultivos de nematodos en el
laboratorio. Por lo tanto, se justifica explorar otros

sustratos para enriquecer las posibilidades de reproduccion

de Radopholus similis.

Con base en los anteriores antecedentes se planted la
presente investigacion con leos siguientes objetivos: a)
evaluar ’el nivel de resistencia de tres cultivares vy un
hibrido de Musa a Radopholus similis, v b) determinar la

capacidad de diferentes tejidos vegetales patra la

multiplicacidn In vitro del nematodo.



2 . REVISION DE LITERATURAO

2.1 El génera Musa

Segun Soto (1985), el géneroc Musa es originario del
sureste asiatico, pertenece a la familia musaceae v al orden
Escitaminales. Champion (19&7), dividiéd este génerc en
cuatro secciones: la Australimusa, dentro de la "cual la
especie mas conocida es Musa textilis, la Callimusa, la

Rhodochlamys que incluye a Musa ornata, v la Fumusa.

Dentro de esta ultima seccidn se encuentran las
especies Musa acuminata (AA) y Musa balbisiana (BB), 1‘35
cuales dieron origen a la mayoria de los cultivares
caomestibles a partir de cruzamientos interespecificos.
Aungue los procesos genéticos involucrados en la apariecién
de los platanos y los bananos no se conocen con exactitud,
se presume gue la hibridacidén, la poliploidia, la
partenocarpia vy la esterilidad gamética, son los mecanismos

responsables (Mateille, 1992}).

De acuerdo con Sota (1983), los platanos vy los bananos
son plantas herbaceas con seudotallos adreos que tienen su

origen en rizomas Ccarngsos. A partir de éstos se



desarrollan numerosas yemas laterales o "hijos". lLas hojas
tienen una distribucion helicoidal (filotaxia espiral) y las
bases foliares rodean al cormo formando el seudotallo. L.a
inflorescencia es terminal y crece a través del centro del

seudotallo hasta alcanzar la superficie (Figura 1).

En la germinacidon, la radicula es sustituida por un
sistema de raices adventicias de origen enddgenc (Stover y
Simmmonds, 1987). LLas flores son zigomérficas (Soto, 198%5)
Yy se dividen en tres tipos: pistiladas en las manos
superiores, neutras =13 varios cojines centrales y
estaminadas en la parte terminal del racimo. Aungue este
orden no es absoluto, la tendencia en el género Musa es a la
intensificacidon de los elementos femeninos en la base del
racimo y su disminucidn hacia el &pice (lLeon, 1987). L.as
flores femeninas y masculinas difieren en los siguientes
aspectos: las primeras son mas grandes, poseen un ovario
bien desarrollado Y los estambres estéan reducidos a
estaminodios. l.as flores masculinas presentan un ovario
abortivo, el estilo y el estigma son reducidos v las anteras
estdn bien desarrolladas. A pesar de lo anterior, la
ausencia de polen en las anteras de los cultivares gue se
consumen es coman {(Stover y Simmonds, 1987). En los
cultivares comestibles, el fruto s desarrclla por

partenocarpia v no s@ forman semillas (esterilidad
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Figura 1. Representacisn esquematica de Musa sp.



femeninal. Por el contrario, en las especies silvestres
seminiferas, la polinizacion es indispensable para la
obtencion del fruto y éste, a su madurez, contiene una masa
de semillas negras y duras rodeadas de una pulpa escasa vy

dulce (Simmonds, 1962).

2.2 Radopholus similis: generalidades

Este nematodo fue observado por primera vez en las
Islas Fiji en el afio de 1893 vy parece ser originarioc de
Australia y Nueva Zelandia. Actualmente, a excepcidn de
Israel, Las Islas Canarias, Chipre, Creta v Taiwéq,
Radopholus similis se encuentra distribuido en todas las
zonas productoras de musaceas comestibles del mundoe (Union

Carbide, 1986&).

FPertenece al orden Tylenchida ¥ a la familia
Pratylenchidae {Dropkin, 1980} ¥ tiene importancia
economica, principalmente, en barano (incluye platano),

citricos y pimienta negra (' Bannon, 1977).

Su ciclo de vida es de 20 a 25 dias a una temperatura
de 24 a 32 °C. Presenta un estadio de huevo, cuatro
estadios juveniles y el adulto. La hembra pone de cuatro a
cinco huevos por dia durante dos semanas (LUnion Carbide,

1986) .



l.os huevos eclosionan en cinco a siete dias in vitro y en
siete a ocho dias en raices de banano v la larva madura en
10 a 13 dias (Peachey, 1%94&9). Las hembras v los juveniles
penetran las raices y causan dafo, los machos no penetran ni
se alimentan (Uniom Carbide, 1986). ta reproduccidn puede
ser por anfimixis (Rivas y Roman, 1985) o por partenogénesis
{Huettel y Dickson, 1981)}. Es una especie con dimmrfismn
sexual: la region bucal de la hembra es redondeada, posee un
estilete corte y robusto, la cola es ahusada y truncada, 1la
vulva se encuentra a la mitad del cuerpo o ligeramente
despues y posee dos ovarios opuestos. El macho presenta una
region bucal prominente, un estilete delgado y rudimentario
¥y la cola es larga. En ambos sexoas, el esdfago traslapa

dorsalmente al intesting (Taylor, 19&68) (Figura 2).

Radopholus similis es considerado como un endoparasito
migratorio (Lopez, 197&4). Destruye el sistema radical y el
rizoma del banano y el platano, vy por lo tanto, disminuye la
capacidad de anclaje de la planta, la cual tiende a volcarse
{Tarté y Pinochet, 1981). Ademas, provoca una reduccion en
el crecimiento de la planta y en el tamafo del racimo,
alarga el periodo en que la planta entra en produccidn vy

reduce la longevidad de la plantacién {(Roman, 1978).
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Blake (1966), estudid 1los cambios histolégicos que
provoca Radopholus similis en raices de Musa spp. Segun
este autor, el nematodo se posiciona entre las células del
parénquima cortical y se alimenta del citoplasma de las
celulas aledafas. El nucleo y el nucleslo aumentan de
tamafo. E!@ citoplasma desaparece casi por completo, el
naclen se desintegra v la pared celular se rompe originando
cavidades en el tejido. Entonces, el nematodo se mueve a lo
largo de éstas en busca de nuevos sitios de alimentacian.
Las cavidades coalescen vy se alargan hasta la endodermis.
La endodermis de la raiz de banane es fuerte vy densa,
especialmente la pared tangencial interna, y constituye una
barrera a la entrada del patdgeno. La hiperplasia y 1la
hipertrofia no son usuales y la necrosis se confina a las
celulas epidérmicas daradas y a las gue rodean las cavidades

o tuneles.

2.2.1 Radopholus similis: importancia econtmica y sintomas

Stover y Simmonds (1987) aseguran que después de la
Sigatoka Negra, las lesiones por nematodos vy la posterior
invasidn por hongos vy bacterias, constituvyen la mas seria
enfermedad de las wvariedades del subgrupo Cavendish (Musa

AAA) .
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El nematodo barrenador Radopholus similis es de gran
importancia ecaondmica en la produccidn de musaceas
comestibles debhido a su patogenicidad, amplia distribucidn
geografica y dificil control (Boncato y Davide, 1980a;
Bridge, 198B; Edmunds, 19683 Gomez, 1983; Hutton, 1978;
Jimeneéz, 1963; tuc vy Vilardebd, 19413 O Bannon, 19773
FPessoa, 1973; Pinochet, 1987; Pinochet, 198Ba; Pinochet,
1988c; Roman &t al, 1975: Roman, 1978: Sarah, 1990; Stover
y Fielding, 1958; Tarteé y Pinochet, 19813 UPEB, 197%aj; UPEB,

1979b; Vilardebs, 1984).

Seqgun Jiménez (1972), este nematodo es el de mas ampl%a
distribucidn en el cultivo del banano del Atlantico de Costa
Rica. Por su parte Lopez (1980}, quien determind las
especies de nematodos fitaparasitos asociados al cultivo del
platano en Rio Frio, Costa Rica, demostrd gque Radopholus
similis es la especie mas importamte en la zona, no sdlo por
su mayor frecuencia y alta densidad, sino también por ser el

responsable del voalcecamiento o caida de muchas plantas.

Wehunt y Edwards (1968), encontraron que en parcelas
infestadas por Radopholus similis en América Central, 1la
produccion fue de 17.000 lh/acre/ano de banano menos gque en
las no infestadas. Mass (1%96%) citado por UPEB (197%a),

concluyd gue en fincas bananeras con un 100% de infestacidn,

12



los rendimientos fueron de 30 ton/ha/afio, mientras que con
un 3% de infestacién los rendimientos aumentaron a 73
ten/ha/adfo. En Costa Rica, Jaramillo y Figueroca (1974),
repartaron pérdiqas entre un 20 v un 33 %L en el cultivo del
platano. Segun UPEB (197%a), bajo condiclones severas de
infestacion, estous porcentajes podrian aumentar a un 50%.
Sarah (1989}, citado por Blavignac (1989), aseguré que  en
Africa este nematodo es el responsable de pérdidas en el
rendimiento que oscilan entre 30 y 754, LLa Union Carbide
Agricultural Products Company (1984), publicd los siguientes
datos sobre pérdidas ocasionadas por Radopholus: en México,
se reporto una reduccidn de 504 en la produccién; en Puer?n
Rico, la produccidn en parcelas de banano no tratadas
disminuyo en 25 toneladas métricas por hectarea vy en platano
las perdidas variaron entre 11,2 v 28,4& toneladas métricas
por hectarea. For el contrario, el control de Radopholus
similis dio origen a una ganancia neta de US% 16492 por
hectarea en platanoc y el uso de nematicidas, en el mismo

cultivo, redujo la caida de las plantas &n un 9% anual.

l.os dafos del nematodo se pueden dividir en dafos
directos e indirectos. Los primeros consisten en la
destruccion del sistema radical y 21 rizoma. tLopez (1980),
observd gue las plantas atacadas por el nematodo presentaron

los sintomas de la enfermedad conocida como “cabeza negra™.
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Estos se manifiestan con el ennegrecimiento vy deterioro de
las raices y la presencia de hendiduras transversales vy
longitudinales en las mismas. Como consecuencia, las
plantas con altos niveles de infestacidn s0n mas
susceptibles al volecamiento (Gonzalez, 19713 Pinochet,
1988c¢; Shepherd, 19&8 y UPEB, 197%a). Lopez (1980), quien
determind los nematodos asociados al platano en Rim Frio,
Costa Rica, aseqgura gue en algunas fincas Radophalus similis
fue el responsable del volcamiento de hasta un 50% de las

plantas.

lLos dafios indirectos se presentan por la invasion QE
otros patdgenos en las lesiones provocadas por 1 nematodo.
De acuerdo can Figueroa (19823, la interaccidn
interespecifica aumenta la importancia de la necrosis.
Loridat (1989), reportd la presencia de Radopholus similis vy
el hongo Cylindrocladium sp. en lesiones radicales de
banano. Por su parte Pinochet y Stover (1980), encontraron
que Fusarium scolani, Fusarium moniliforme, Cylindrocarpon
musae y Acremonium stromaticum fusron los organismos méas
frecuentes en las lesiones ocaslionadas por el mismo
nematodo. Ghmez (1983), menciond la interaccidn e
Radopholus similis con el hongo Fusarium oxysporum y la

bacteria Fseudomonas solanacearum.
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2.3 Resistencia genética al nematoda barrenador

Aungue @1 banano vy el platano son de los pocos cultivos
en el mundo cuvas variedades utilizadas comercialmente se
originaron por evolucion natural, afrontan grandes riesgos
patologicos. El mas importante es la dependencia que tienen
los productores de una sola variedad o de pocas vériedades

susceptibles (FHIA, 1988).

£l control de nematodos en América Central y El Caribe
se ha realizado, principalmente, por medio de practicas
culturales como el apuntalamiento vy, ademis, por %a
aplicacion de nematicidas (Figueroca, 1982; Gonzalez, 1971;
Gowen, 19793 Pinachet, 19843 Pinochet, 1988c}. El efecto
detrimental de estos agroquimicos al medio ambiente v a la
salud del hombre, han propiciado un cambio en las politicas
internacionales de control de plagas y enfermedades. Dentro
de este cambio de actitud, varios investigadores consideran
que la busqueda de fuentes de resistencia para el
mejoramiento genético de las musdceas comestibles, es una
alternativa de control que debe ser considerada (Bridge,
1988; Davide y Marasigan, 1983; Gowen, 197&; Jaramillo,

1988; Pinochet, 1988b; Pinochet, 1988c; Ouénédherve, 19886;

Sarah, 1920).
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Segun Pinochet (1988b), la complejidad genética del
material, la posibilidad de alterar o perder caracteristicas
deseables y el alto costo del programa, son factores gue
restringen el mejoramiento de las musaceas. Aunado a 1o
anterior, Rowe y Richardson (1975) y Stover y Buddenhagen
(1986), consideraron como limitantes e! tiempo requerido
para desarrollar el programa y la adopcidon de métodos
adecuados para experimentos de evaluacitn intensiva. En la
mayoria de los cultivos, el genetista tiene flexibilidad
para escoger la linea parental debido al caracter diploide
de las plantas con semillas y polen. 8in embargo en el caso
del geneerao Musa, las variedades cultivadas para %a
expartacion y el consumoc local son triploides y presentan

gran esterilidad (FHIA, 1988).

Los esfuerzos en programas de mejoramiento genético en
Musa, deberian estar dirigidos a la busqueda de materiales
con tolerancia o resistencia a Aadopholus similis, que
posean buenas caracteristicas agrondmicas Yy (A1} nivel
aceptable de resistencia a la Sigatoka Negra (Jaramillo,
19883 Pinochet, 1988c). Sin embargo, las fuentes de
resistencia al nematodo barrenador son escasas vy como no han
sido evaluadss en forma extensiva, su  estabilidad en
presencia del patdgeno se desconoce (Stover y Buddenhagen,

1986). Segun Pinochet (1988b), todos los Musa AAA vy la
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mayaria de los Musa AAB vy ABB son susceptibles. De acuerdo
con UPER (1979a), este nematodo comenzd a adguirir
importancia como resultade del reemplazo del cultivar Musa
ARA cv. ‘Gros Michel’, que es menos susceptible, por
materiales de Musa AARA subgrupe "Cavendish®. Hasta la
fecha, no se ha liberado ningun cultivar comercial de banano
0 platano resistente a nematodos, aungue axisten‘trabajms

interesantes al respecto.

Pinochet (1988b), menciona qug desde finales de los
afos cincuenta hasta finales de los setenta, varios
investigadores de Jamaica, Trinidad y Honduras, han evalua@o
cultivares comestibles de los grupos AAA vy AR, en busca de
fuentes de resistencia. El Programa de Mejoramiento del
Banana de la United Fruit Company, en La Lima, Honduras, hoy
bajo la direccion de la Fundacidn Hondurefa de Investigacién
Agricola (FHIA), encontrd que el diploide Musa AA cv.
"Pisang Jari Buaya®' presenta genes dominantes de resistencia
al nematodo. Estos resultados han sido comprobados por
otros autores (Davide y Marasigan, 1985; Pinochet y Rowe,
1978; Wehunt et al, 1948). El ‘Pisang Jari Buaya' exhibe
buenas caracteristicas agrondmicas, peroc la ausencia de
polen y la poca fertilidad femenina restringieron su uso en
polinizaciones coruzadas (Pinochet, 1288b). Después de

varios esfuerzos, an 1977 se selecciond un hibrido
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denominado SH-3142, proveniente del cruce PJB ( Pisang Jari
Buaya') I1I-115 x SH-1734 (Pinochet, 1988bh). Segun Pinochet
y Rowe (1979), este es el material mas promisorio encontrado
hasta la fecha. Posee caracteristicas importantes como
polen fértil y produccidn de varias semillas por racimo.
Una de sus progenies, el SH-3362, forma racimos grandes (24
manos ), muestra alto grado de resistencia a la‘-Sigatmka
negra, buenrn sabor y pedunculos fuertes, pero suU
comportamiento ante el atague del nematodo no ha sido bien
estudiado. La FHIA (1988), ha publicado los esfuerzos que
realizd la institucidn, en busca de materiales resistentes a
nematodos ¥ a varios patdgenos de interés para {a
agroindustria bananera.

Existen otros estudios, los cuales se mencionan a

continuacidn, en los que se evalua el comportamiento de los

materiales a la infestacidn del parasito.

Bowen (197&), midid el efecto de Radopholus similis vy
Helicotylenchus multicinctus sobre o]l crecimiento de clones
diploides, triploides y tetraploides. Encontréd gque 21 clon
diploide Musa AA cv. Sikuzani’' fue menos susceptible a
ambos parasitos que el Musa AA cv. 'Pisang Lilin’ y Musa AA
£vV. “Anal komban”® . En el triploide Musa ARA cv. "Highgate’
{mutante enano del ‘Bros Michel®), se encontréd menor

cantidad de nematodos que en los tetraploides evaluados y en
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los triploides del subgrupo Cavendish (AAA)} “Valery' vy
"Robusta’ . Los clones de este subgrupo han sido utilizados
camo testigos de susceptibilidad o controles en las pruebas
de evaluacion de germoplasma (Davide y Marasigan, 1985:
Pinochet vy Rowe, 19783 Zem et al, 1981). Davide y Marasigan
(1985), estudiaron el comportamiento de 78 cultivares de
banano inoculados con Radopholus similis y Meloidogyne
incognita. De acuerdo a sus resultados, 25 cultivares
fueron resistentes al primerg vy dentro de ellos 21 cultivar
l1lamado "Tanggung’ {derivado de Musa acuminata sSsp.
malacecensis, segun Valmayor et al, 1981), presentd 21 menor
indice de lesidn radical, numerc de lesiones por planta/y
numero de individuos por 25 g de raiz. Segun Davide (1980},
los cultivares locales Musa AA cv. Lakatan , Musa AAB cv.
‘Latundan® y Musa BBB cv. ‘Cardaba , mostraron algun grado
de resistencia al patdgeno. Pinochet v Rowe (1978) y Wehunt
et al (1978), encontraron gue los cultivares Musa ABB cv.
"Pisang Batuau vy los diploides Musa AA "Fisang Lidi vy
"Pisang Jari Buaya , sS0n generalmente resistentes a
ARadopholus similis. fryzarry et al (1988), camprobaron gue
el clon de platano Musa AAB cv. 'Lacknauw’ es susceptible al
ataque del nematodo. Por su parte, Zem et al (1981),
concluyeron que Musa AAB subgrupo Pome cv. ‘Prata vy Musa
AAB cv. Mysore son materiales tolerantes a los nematodos

Kadopholus similis v Helicotylenchus multicinctus. £l cv.
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‘Prata’ se comportd como el peor hospedante, mientras que en
Musa ARAR subgrupo Cavendish cv. "Nanicao' la reproduccidn de
los parasitos fue mavor. Pérez et al (1986), evaluaron la
susceptibilidad de algunos cultivares del genero Musa a
Radopholus similis y Pratylenchus coffeae. Sug resultados
indicaron que ante ®l primer patdgeno las variedades del
subgrupo Cavendish (AAA) 'Gran Enano’ y ‘Parecido al Rey ' v
un tetraploide de Musa acuminata fueron menos susceptibles
que fMusa AAA subgrupo Cavendish® cv. ‘Robusta . Mientras
que, Musa AARA subgrupo Cavendish ecv. “Giant Cavendish’® y los
clones del subgrupo Plantain (AAB) "Macho 3/4° y ‘CEMSA 3/4°
presentaron los mavores valores de dafo. De acuerdo con
Rowe (1990), el clon Musa AAA cv. "Highgate' y los clones

Musa ABB fueron tolerantes al nematodo barrenador.

Los programas de mejoramiento genético requieren, como
primer paso, metodologias que identifiquen 1los materiales
ma&s promisorios. En el caso del género Musa, los
procedimientos actuales a nivel de invernaderoc consumen
mucho tiempo y recursos, ocupan mucho espacio y no  son
consistentes entre ellos desde LM punto de vista
metodoldgico. Por lo tanto, existe la necesidad de disefar
y adoptar metadoleogias gue superen estas limitaciones ¥
cuyons resultados correspondan a observaciones de campo .

Para el caso especifico de los nematodos, Sarah et al (1992)



han propuesto vy evaluado una técnica gue cumple los
requisitos mencionados y que por lo tanto, puede ser
adoptada para sste tipo de estudios. La misma utiliza
plantas de cultivo de tejidos aclimatadas en invernadero
para lograr una prueba precoz y rapida y tener opciédn a un
mayor numero de repeticiones. Usando niveles conocidos de
indcula sobre plantulas an recipientes de volumen
predeterminado, se observan diferencias en las poblaciones
de los patdgenos a las ocho semanas después de la
inoculacidn. Las diferencias en el desarrcollo de las
plantulas y de las raices se logrd incrementandoc el nivel de
inoculo y/o0 el tiempo entre la inoculacion v la obsarvaci?m
{10 semanas o mas). La teecnica es asequible, puede ser
usada para evaluar octros nematodos que forman lesiones y se
puede adaptar facilmente para nematodos agalladores. Esta
metodologia ha sido aplicada con éxito por Blavignac (1989)

y Sabatini (1991}.

2.4 Cultivao in vitro de nematodos

De acuerdoc con Zuckerman y Jeyaprakash (1983), los
cultivos gnotobidticos se caracterizan porque todas las
gspecies presentes se conocen. Generalmente en los cultivos
in wvitro vy, en especial, cuando se utilizan raices o
segmentos de tejidos vegetales, la presencia de bacterias

acelera la descomposicidn de los mismos y contamina a la
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especie principal. A este tipo de cultivos se les denomina
dixénicos, es decir, existen dos especies ademas de la
sspecie de interés. Uno de las abjetivos de ia
multiplicacion de nematodos bajo condiciones gnotobidticas,
s  obtener cultivos monaxénicos en los cuales, por
definicidon, existe una sola especie que acompafa a la que

deseamos multiplicar.

Los nematodos que atacan a las plantas son pardsitos
obligados, s decir, necesitan los tejidos del hoaspedante
para poder viwvir. Esta caracteristica dificulta su
desarrollo en cultivos monoxénicos, limita su estudio como
agentes patdgenicos y aumenta el costo comparado con el
cultivo de hongos (gque no sean pardsitos obligados) v
bacterias {(Brodie et al, 1988; Mai et al, 1988). A pesar de
2llo, instituciones como la Universidad de Carolina del
Norte lograron mantensr grandes poblaciones de nematodos

cultivados In vitro para fines de investigacidn y ensefanza

({Barker, 1988).

Segun Lewis y Harshman (1988), los nematodos producidas
en laboratorio sirven para incrementar las poblaciones
utilizadas en estudios a nivel de invernadero y campo o para
actuar como un respaldo si los cultivos en el invernadero se

pierden. Ademas, los estudios de taxonomia, patogénesis,
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resistencia, interaccién del nematodo con otros organismos,
diversidad genética y estabilidad, efectos en hospedantes vy
biologia molecular, se facilitan cuando existen grandes
poblaciones de organismos (Barker, 1988; Brodie et al, 1988;

Einsenback, 1988).

£l cultivo monoxénico de nematodos se ha desarrollado
sabre plantulas (Einsenback, 1988; GSeshardi, 19684: Starr,
19881, explantes (Lewis vy Harshman, 19883 Starr, 1988;
Thomas, 193%9; Wescott, 1988), callos (Assis vy Ferraz, 1990;
Brown y Vessey, 1785; Lownsberry et al, 1967; Riedel et al,
1273, Starr, 1%988) y tejiidos vegetales almacenados. Ademag,
fuckerman y Jeyaprakash (1989), mencionan el cultivo axénico
y 2l cultivo sobre hongos en nematodos de la superfamilia

Aphelenchoidea.

2.4.1 Cultivo de mnematodos en raices u otros segmentos de
tejidos vegetales

El uso de raices almacenadas para cultivar nematodos In
vitro es una técnica bastantse adoptada, debido
principalmente a que no utiliza medics de cultivo elaborados
y a los resultados satisfactorios logradeos con  varias

especies de nematodos.
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En el caso de FRadopholus similis el cultivo en
secciones radicales de zanahoria ha sido el mas practicado.
Assis vy Ferraz (1989}, Blavignac (198%9), Inserra y 0 Bannaon
{1975}, 0 Bannon v Taylor (1968) ¥ Sabatini (19921),
reprodujeron a ARadogpholus sfmilis sobre discos de zanahoria
y Huettel (19H7) describid el procedimiento para su cultivo.
Boncato y Davide (1980b), lo multiplicaron utilizandm discos
de zanahoria colocados en platos petri con agar—agua al 14 vy
400 ppm de estreptomicina. Los nematodos experimentaron un
mayor aumento en la tasa de reproduccion cuando fueron
introducidos en la superficie de la zanahoria, gue cuando se
ubicaron debajo del disco o en la soclucidn de agar cerca dgl

mismo.

Jtros nematodos pueden ser multiplicados por medio de
esta técnica. Baker (194B) citado por 0’ Bannon y Taylar
(1968B), desarrclld varios métodos utilizando tubérculos de
papa para cultivar a Ditylenchus destructor. Thorne (1961),
extendid &1 cultivo de esta especie con raices almacenadas
de camote, nabo, zanahoria, remolacha vy cebolla. Chitambar
vy Raski (1983), estudiaron el ciclo’de vida de Pratylenchus
vulnus cultivados sobre discos de zanahoria y Moody et al
(1973, modificaron la técnica, colocando discos de

zanahoria en ausencia de agar agua. lLos resultados

obtenidos por los investigadores fueron satisfactoricos en
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ambos casos. Assis y Ferraz (1989), comprobaron gue la
tecnica de discos de zanahoria en platos petri con agar-—agua
fue adecuada para ia reproduccidn de Pratylenchus

brachyurus.

En general, después de un pericdo aproximado de dos
meses, los tejidos empiezan a deteriorarse y es necesario

reemplazarlos (0 Bannon y Taylor, 19&8).
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- MAaTERIAL.ES Y METODOS

La investigacion se realizd en dos partes, una a nivel
de laboratorio y la otra a nivel de invernadero. La primera
tuvo lugar en el Laboratorio de Nematologia y en 1 de
Cultivo de Tejidos del CATIE ¥y la segunda en el invernadero
de Nematologia de la misma institucidn, durante el periodo

comprendido entre octubre de 1991 y agosto de 1992.

l.os materiales y la metodologia empleados en cada

trabaja, se describen a continuacicn.

3.1 Evaluacidn de sustratos para el cultive in vitro de
Radopholus similis

S5e utilizd un disero completamente al azar con cinco
repeticiones, con el proposito de determinar la capacidad de
diferentes tejidos vegetales para la reproduccion in vitro

de Fadopholus similis,

l.os sustratos evaluados fueron: la raiz de la zanahoria
{ Daucus carota), los tubérculos del Rame (Dioscorea alata),
del camote (Ipomoea batata) y de la papa (Solanum tubgsrosum)

y los cormelos del tiquisgue (Xanthosoma sagittifolium).



FPara el caso de la zanahoria, se probaron dos condiciones:
el uso de un medioc agar agua y la ausencia del mismo. £l
procedimiento para la preparacién de los cultivos y el
medio, la axenizacion o desinfecciédn de los nematodos, la
inoculacidon y la incubacidn de los cultivos, se basd en el
propuesto por O 'Bannon y Taylor (19468B) vy Boncato y Davide

(1780b) para zanahoria, el cual se detalla en 1 Anexo 1.

Treinta dias después de la inoculaciéon se determing el
nuamero de. nematados presentes en cada frasco. Las
zanahorias s cortaron en secciones peguefias, se colocaron
sobre un filtro en un recipiente con agua y una fuente qe
oxigeno durante 24 horas (FRadopholus similis es un nematodo
gue muere rapidemente sin un suplemento de oxigena). l.os
nematodos obtenidos se colocaron en 25 ml de agua, se tomd

una alicuota de 1 ml y se determind el numero de Radopholus

similis por frasco.

Se realizd un andlisis de varianza y la prueba de Tukey
al 1% para comparar los tratamientos. Debido a que la
prueba de Hartlett comprobd 1; heterogeneidad de las
varianzas, la variable ndmero de nematodos fue transformada

a logie (x+1).
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3.2 Evaluacién de germoplasma de musAceas

Se utilizd un arreglo factorial dentro de un disefo
completamente al azar con doce repeticiones. tos factores
evaluados fueron tres cultivares y un hibrido de Musa y dos
tratamientos: plantas inoculadas y plantas sin ihécular o

testigos.

Los materiales utilizados fueron: los cultivares Musa
AAR  subgrupo Ibota cv. "Yangambi ', Musa AAB subgrupo
Plantain cv. Curraré’ vy Musa AARA subgrupo Cavendish CY.
"Gran Enano’ y el hibrido Musa AAAB ‘'Bras-9° (codigo de la

toleccion in vitro del CATIE). Este ultimo fue producido

por EMBRAPA en HBrasil bajo el codigo JV 03-15 y proviene del

cruce entre Muysa AAB subgrupo Pomé cov. Prata v Musa
acuminata ssp. burmanicoides (AA) "Calcuta 4 (Jaramillo, R.
1992, CATIE. Comunicacion personall}. tos materiales

citados se produjeron por medico de la técnica de cultivo de
meristemos, gue se encuentra detallada #n la publicacidn de

[

Sandoval (1991).

t.as plantas provenientes del laboratorio se colocaron
en recipientes con capacidad para 1 L y con suelo tamizado y

esterilizado con metabromo 980 (Bromuro de Metilo 980 g/1).
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A los 13 dias después del transplante se realizéd una
aplicacion foliar de una solucidn acuosa preparada con los
macro y los micronutrimentos de Murashige y Skoog. Despusds
de un periodo de aclimatacién de un mes las plantas mas
homogéneas fueran seleccionadas a inoculadas. El
procedimiento de inoculacién se describe en el Anexo 1. Con
el propégsito de evitar la contaminacion entre Ias”ﬁlantas,

los recipientes e colocaron individualmente sobre un plato

de polietileno. El riego se efectud cada uno o dos dias
segun las necesidades. La temperatura vy la humedad se
verificaron wutilizando un higrotermdagrafo. Los datos

obtenidos se detallan en el Anexo 2.

A las ocho semanas después de la inoculacién se
registraron laslsiguiemtes variables dependientes: la altura
de la planta desde el punto donde se inicia el engrosamiento
del cormo hasta el vértice inferior de la 'V' formada por
las dos ultimas hojas emitidas. El peso fresco total de la
planta, el peso fresco y el numero de raices, el numero de
nematodos por planta y el numero de nematodos por gramo de

.

raiz. La extraccion de los mismos se realizd por medio de
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la técnica de Centrifugacidn y Flotacién (Anexo 3). lLos

nematodos se colocaron en 25 ml de agua, luego se determind

el namero de Radopholus similis en una alicunta de 1 ml.



Ademds, se calculd el porcentaje de tejido radical
dafado con base en la escala que se especifica a

continuacion (Blavignac, 1989):

O : menos de 54 del tejido dafado (necrosis)

1 + de 534 a 25% del tejido dafado

N

de 257% a 50% del tejido daRado
3 @ de 504 a 795% del tejido darnado

4 : mas de 75% del tejido dafado

Los cambios histoldgicos en las raices de las plantas
afectadas, se comprobaron por medio de cortes
longitudinales. El procedimiento para la tinciéon de los

tejidos se presenta en gl Anexo 4.

El analisis estadistico consistid en un analisis de
varlianza y pruebas de comparacion mdltiple de Tukey a los
niveles de probabilidad del 1% y del 53%. La variable namero
de nematodos por planta y ndmerc de nematodos por peso de
raices fueron transformadas a 1oQie (%), segun la Prueba de

Bartlett.
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g . RESUL TADOS VY DISCUSION

4.1 Evaluacidn de sustratos para el cultivo in vitro de

Radopholus similis

De acuerdoc al andlisis de wvarianza {(Anexo &, Cuadro
1a), la fuente de variacién debida al tipo de -sustrato
afecto significativamente el numero de nematodos. E1 Cuadro
1, muestra el numero promedio de nematodos recobrados de los
diferentes tejidos y la prueba de Tukey, al nivel de
probabilidad del 1%, demostraé gue las seccliones de
zanahoria, en presencia o ausencia de agar, constituyen el
mejor sustrato para la multiplicacioéon in viéro del nemato&o

barrenador.

Assls y Ferraz (1989), Blavignac (198%9), Boncato vy
Davide (1980b), O Bannon y Taylor (1968), Sabatini (1991) Y
Tarte et al (1981), reprodujeron a Radopholus similis sobre
discos de zanahoria en presencia de agar, y Moody et al
(1973), tuvieron éxito en la multiplicacidn de Pratylenchus

vulnus en ausencia del medio agar agua.

Los tratamientos con papa, camote, fame y tigquisque,
gue no mostraron diferencias significativas entre si,

presentaron los menores valores de ndamero de nematodos.
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Cuadro 1. Numero de Radopholus similis extraidos de seis
sustratos a los 30 dias después de la inoculacien.

SUSTRATO NUMERQO DE INCREMENTO*
NEMATODOS

ZANAHORIA (con agar) 1163 A* 23.3 x
ZANAHORIA (sin agar) 1090 A 21.8 x

PAPA i0 B e —
CAMOTE i0 B =

RAME 11 B ———
TIQUISAUE 7 B e

Promedios seguidos por letras iguales no S0Nn

significativamente diferentes segun la prueba de Tukey al
nivel de probabilidad del 1%Z. Nivel inicial de intrulo: %0
Radopholus similis

l.a contaminacien de estos cultives a nivel de campo
limita y dificulta su manejo in vitro. El métaodo de
desinfeccidon del tejido no es capaz de eliminar los

contaminantes endégenos.

lLos porcentajes de contaminacion en =3} periodo
comprendido entre la preparacidn de los cultivos y 1la
inoculacidn (dos semanas) variaron entre 60 y 70% y entre 20
Yy 40% en la etapa de reproduccion del nematodo (30 dias),
para el tiquisque y &1 Rame. En el caso de la papa y el

camote, estos porcentajes oscilaron entre 30 y 50% durante

las dos primeras semanas, y entre 15 y 25% en la segunda



etapa. En la primera etapa se perdieron 10% de los cultivos
de zanahoria, mientras que en el periodo de reproduccion del
patogeno no se presentaron pérdidas. La papa, 1 camote, el
fame vy el tiguisque uwuna vesz inoculados, permanecen menor
tiempo en condiciones adecuadas para la multiplicacidn del
patdgeno. Los cultivos con zanahoria se pueden mantener en
buenas condiciones durante dos meses, los cultivos restantes
apenas lograron permanecer aceptables hasta el momento de la
evaluacidn (30 dias). En el caso especifico del tiquisque,
la deshidratacion rapida del tejido afecta el contenido de
humedad en el recipiente y en consecuencia la reproduccidn
de Radopholus similis. Ademas, los cultivos de nematodos en
papa, camote, tiguisque y Rame, gue alcanzaron la fecha de
evaluacidn sin contaminacian aparente, no presentarcn un
incremente en el numerc de nematodos (Cuadra 1). Esto
demuestra que no son aproplados para la reproduccion  Iin

vitro de Radopholus similis.

En cuanto a la tasa de reproduccion in vitro del
nematodo existen wvarios trabajgs. A contilnuacidn se
detallan algunos de ellos, para luego establecer uwna
comparacion con los resultados del presente experimento.
Boncato y Davide (1980), reprodujeron a Radopholus similis
sobre discos de zanahoria en un medio agar agua con sulfato
de estreptomicina vy a una temperatura entre 24 y 26 °C, A

los 35 dias después de la inoculacion hubo un incremento en
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la poblacidon de 50.3 veces. Blavignac (1989), obtuve un
incremento de aproximadamente 25 veces, a los 28 dias
después de 1la inoculaecidn Yy a4 una temperatura que wvaridg
entre 28 y 29 °(. En el presente experimento, el mayor
incremento fue de 23.3 veces Y correspondid a los cultivos
de zanahoria sobre el medio agar agua (Cuadro 1). En las
investigaciones citadas anteriormente se uﬁilizarmn
nematodos de diferentes regiones bananeras. Aunque
normalmente existen diferencias metodoldgicas en los
procedimientos de cultivo jin vitro, las distintas tasas de
incremento poblacional, sugieren la existencia de patotipos
de ARadopholus similis. Tarté et al (1981), concluyeron Que

existen dos tipos patogénicos del nematodo en las Areas

productoras de América Central y América del Sur. Sus
conclusiones se basaron en estudios de incremento
poblacional, preferencia a determinados hospederos Y

presencia de variantes morfoldgicos.

4.2 Efecto de Radopholus similis sobre tres cultivares y
un hibrido de Musa

l.a descripcidn de los resultados y las discusiones se
realizd considerando dos grupos de variables. El primero
incluye la altura de la planta, el peso fresco de la planta
¥y de las raices v el numero de raices. Estas se analizaron

siguiendo un arreglo factorial dentro de un disefio
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completamente al azar. t.os factores fueron: tratamiento
(plantas inoculadas y plantas sin inocular), vy el cultivar.
El segundo grupo considera las variables gue fueron
evaluadas, sblamente en las plantas inoculadas. En este

caso, el cultivar fue la udnica fuente de variacién.

Con respecto al primer grupo, la variable numero de
raices no mostrd efectos significativos (Anexo &, Cuadro
5Aa). El factor de variacidn debido al tratamiento (plantas
inoculadas y plantas sin incocular) fue el anico que afectd
significativamente las variables incluidas en este grupo

{Anexo &, Cuadros 28, 3A v 44).

Las plantas libres de indculo, alcanzaron mayores
valores de altura, peso fresco de la planta v peso fresco de
lag raices, gue las gue crecieron en presencia del patdgeno

(Cuadro 2).

En las Figuras 3, 4 y 5, se compara, respectivamente,
la altura, el peso fresco de la planta y el peso fresco de
las raices de los cultivares vy el hibrido inoculados, con
los testigos. Aungue no =1=] produjeron diferencias
significativas entre cultivares, ni entre cultivares dentro
de cada tratamiento, se observa, mas claramente, el efecto

del nematodo anotado en el Cuadro 2, para cada variable vy
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para cada material. El mismo tiende a ser ligeramente mayor
en el ‘Gran Enano’ gue en el “Yangambi®, tanto en 1a altura
de la planta, como en el peso total v radical. Este
comportamiento comprueba, que Radopholus similis no pierde
su capacidad patogénica al ser cultivado in vitro, sohre

discos de zanahoria (Boncato y Davide, 1980b).

Cuadro 2. Efecto de Radopholus similis sobre la altura de
la planta, el peso fresco de la planta v el peso
fresco de las raices de Musa®* a los &0 DDI

VARIABLE TRATAMIENTOD

SIiN INGCULAR INOCULADAS
ALTURA (cm) 21.0 12.3
PESO PLANTA (g) 32.9 47 .9
PES0O RAIZ (g) 25.8 22.3

¥Cada promedio incluye los tres cultivares y el hibrido
dentro de cada tratamiento.

En el segundo grupo de variables, la fuente de
variacion debida al cultivar provoco diferencias
significativas sobre el numero de nematados por planta, el
numero de nematodos por peso de raices vy el valor de lesién

radical (Anexo &, Cuadros &A, 7A y BA, respectivamente).
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Figura 3. Efecto de Radopholus similis sobre la altura de
la planta de tres cultivares v un hibrido de Musa
a los 60 dias despueés de la inoculacidon (DDI)
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Figura 4. Efecto de Radopholus similis sabre el peso fresco
de la planta de tres cultivares y un hibrido de
Musa a los &0 DDI
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Figura 5. Efecto de Radopholus similis sobre el peso fresco
de las raices de tres cultivares y un hibrido de
Musa a los &0 DDI

Con respecto a la variable rnumero de nematodos por
planta, los materiales fueron significativamente diferentes
entre si segun la prueba de Tukey al 1% (Figura &). El
‘Gran Enano’ presentéd el mavyor valor para esta variable,
seguido por el "Currarée , el "Bras-9 vy g1 ‘Yangambi’. El
mismo orden se obtuvo para el numero de nematodos por peso
de raiz (Figura 7). El 'Gran Enano’ fue significativamente
diferente a todos los demds materiales. No hubo diferencias
estadisticas entre @1 'Curraré’ y el Bras-9 , ni entre éste

altimo v 2l "Yangambi .
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La diferencia del valor de lesién radical entre los
materiales evaluados se dio a un nivel de probabilidad del
5% (Anexo &, Cuadro 8A). El orden, de mavor a menor, fue
similar al de las variables anteriores (Figura 8). La
prueba de Tukey dempstrd gue 21 Gran Enano’ vy el "Yangambi’
fueron significativamente diferentes. Este dultimo presentd
el menor indice de lesidn radical. El "Curraré’ vy gl 'Bras-
9" obtuvieron valores de indice intermedios y no fueron
estadisticamente diferentes entre si, ni con respecto a los

otros dos materiales.

NMUMERD DE NEMATDDOS
A
€000 -
008 B
4060 - o
D
2000 -
2000 -
1900 -
[+ ] 1 t T 1
GAAN ENANO| cunmanE | BnAs-s | mNnoaws
] 0049 ses0 sars 74

Figura 6. Numero de Radopholus similis extraidos de tres
cultivares y un hibrido de Musa a los &0 DDI

Letras iguales sobre las barras, indican que los promedios
no difieren significativamente entre si segun la prueba de
Tukey al 1%
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Figura 7. Numero de Radopholus similis por gramo de raiz
extraidos de tres cultivares y un  hibrido de
Musa a los &0 DDI

Letras iguales sobre las barras, indican que los promedios
no difieren significativamente entre si segin la prueba de
Tukey al 1%
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Figura 8. Valor de lesion radical en tres cultivares y un

hibrido de Musa a los &0 DDI

Letras iguales sobre las barras,
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Blavignac (1989, realizd Varios experimentos
utilizando plantas de cultivo de tejidos y un nivel de
indculo de 100 Radopholus similis cultivados en discos de
zanahoria vy provenientes de Costa de Marfil. A continuacidn
se presentan algunos de sus resultados con el propdsito de

compararlos con los obtenidos en el presente experimento.

A las nueve semanas después de la incculacidon, el
numero de nematodos por peso de raiz fue de 1042 en las
plantas de "Gran Enano’ y 202 en las de *Yangambi'. Los
valores de lesidon radical, para los mismos cultivares y en
2l mismo orden fueron de 1.5 y 1.0, Con respecto a esta

altima variable, los datos fueron tomados a las seis semanas

despues de la inoculacion.

En el presente experimento, se encontraron 74 nematodos
por gramo de raiz en el "Yangambi® y 263 en el “Gran Enano’
(Figura 7) vy valores de lesidon radical de 0.67 y 1.17,
respectivamente (Figura 8). .a evaluacidn se realizd a las

ocho semanas después de la inoculacion.

£l ndmero de nematodos por peso de raiz y el valar de
lesion radical que reportd Blavignag (198%9) para ambos
cultivos, son mayores que los encontrados en el presente
experimento. Aparentemente, los nematodos provenientes de

Costa de Marfil, lograron reproducirse mejor en los tejidos
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radicales vy, por 1lo tanto, causar mas dafio gque las
provenlientes de Costa Rica. Sapatini (1991), evalud el
poder patogénico de cuatro poblaciones de nematodos de Costa
de Marfil, Guadalupe, Costa Rica y Martinica. lLas plantas
inoculadas fueron de las variedades "Poyo' y “Yangambi’ y se
concluyd que la poblacidn de Costa de Marfil es la mas
patogenica. La existencia de biotipos de Radopholus similis
en las areas productoras de banano, ha sido investigada por
varios nematologos (Edwards y Wehunt, 1971; Pinochet, 1979;

Tarte et al, 1981).

Blavignac (1989), evalud cinco cultivares vy encontté
que la reproduccidn de Radopholus fus menor en las plantas
de ~Yangambi . El numero de nematodos por gramo de raiz a
las ocho semanas después de la inoculacion fue de 3I75. El
cultivar mas susceptible fue el Musa AAA subgrupo Cavendish
"Poyao', con un valor de 1433 nematodos por aramo de raiz.
El autor menciona gue estos resultados concuerdan  con
abservaciones de campo en las cuales los rizomas y las
raices del ~Yangambi , presentan menor dafoc gue los de otros
cultivares. Agrega que es notoria la importancia de este

clon porgque se ha encontrado que tiene resistencia a 1la

cercosporiosis, a la marchitez fungosa y al picudo.

Por otro lado, la susceptibilidad del grupo Cavendish

{el caso del ‘Poyo' en el experimento de Blavignac y el
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‘Gran Enana’ en la presente investigacion) ya ha sido
mencionada. De acuerdo con UPEB (197%9a), Radopholus similis
comenzo a adquirir importancia como resultado del reemplazo
del cultivar Musa ARA cv. "Gros Michel’', por materiales mas
susceptibles pertenecientes al subgrupo Cavendish. La
importancia de éstos ultimos radica en el hecho de que
sirven como testigos de susceptibilidad o controles en este
tipo de pruebas. Davide y Marasigan (1985}, Pinochet vy Rowe
(1978) y Zem et al (1981), utilizaron el Musa AAA subgrupo

Cavendish cv. "Biant Cavendish o Valery ' con este propésito.

E1l ‘Bras—-9° y el ‘Currare’ ocuparon una posicion
P

intermedia en la escala de susceptibilidad. En el caso de
las variable numero de nematodos por peso de raiz y valor de
lesidn radical, estos materiales no fueron
significativamente diferentes, por lo tanto, no se puede
afirmar gue el "Bras—9 es el material menos suceptible al
ataque del nematodo después del ~Yangambi- . Sin embargo,
numéricamente, ocupa la sequnda posicidn de menor a mayor
susceptibillidad para las variables numero de nematodos por
planta, numero de nematodos por peso radical y valor de

lesidn radical.

El "Bras-9° proviene del cruce entre Musa ARB subgrupo
Pomé cv. "'Prata’' y Muse acuminata ssp. burmanicoides AR tipo

‘Calcuta 4 (Jaramillo, R. 1992. CATIE. Comunicacidn



personall}. Zem et al (198l1), concluyeron gue el ‘Prata’ fue
el peor hospedero para Radopholus similis comparado con Musa
AAB  cv. "Mysore’ y Musa AAA subgrupo Cavendish cv.
‘“Nanicao’. Este ultimo presentd el menor grado de
tolerancia. For otra parte, el "Bras-9' fue moderadamente
resistente a Mycosphaesrella fijiensis (Galindo et al, 1991)
y el Musa acuminata ssp. burmanicolides AA tipo 'Calcuta 4°
se clasifico como resistente al hongo. Estas
caracteristicas SOnN importantes, puesto que un mismo
cultivar reune algun tipo de tolerancia a los dos
principales problemas patoldgicos de los platancos y los
bananos en la zoana. Ademas, =] "'Prata’ es el cultivar mas
explotado en Brasil, especialmente en las regiones norte vy
noreste del pais {Alves, 1987). Pinochet (1988c¢) Yy
Jaramillo (1988) insisten en que los esfuerzos en estudios
de mejoramiento genetico en musdceas deben sstar dirigidos a
la busqueda de materiales, que posean resistencia a
Fusarium, con tolerancia o resistencia a Radopholus similis,
con buenas caracteristicas agrondmicas y un nivel aceptable

de resistencia a la Sigatoka negra.

Blake (1964}, describid los camblios histoldgicos
provocados por la accidn patogenica de Radopholus sIimilis en
raices de Musa. En el presente experimento se observaron v
corroboraron las alteraciones sufridas por los tejidos

radicales.
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Para observar los tejidos internos de la raiz, se
realizaron cortes longitudinales vy se tifReron por medio de
la técnica safranina~fast green (AGnexo 4). l.Las fotografias
aparecen en el Anexo 3. Cuando el nematodo invade las
raices, se ublica entre las células del parénguima cortical.
El volumen del citoplasma de las células afectadas disminuye
y &1l nudcleo vy el nucleolo aumentan de tamafo. l.uego, las
estructuras citadas anteriormente desaparecen, las paredes
celulares se rompen y se forman cavidades a lo largo de los
tejidos. Las células que revisten las cavidades o tuneles vy
las células epidérmicas dafadas durante la invasion se

necrosan.
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5. CONCLUSIONES

9.1 Reproduccidn in vitro de Radopholus similis

De los materiales evaluados, la zanahoria es la mejor
opcion para muitiplicar al nematodeo, no solo porque favorece
su reproduccidn, sino porgue permanece por mas tiempo en

condiciones aceptables libre de contaminacidn.

Considero gue la presencia 0 ausencia de agar en el
medio es una decision del investigador. En ambas

situacicnes el numero de nematodos que se recobraron fue

similar. En el primer caso se requiere mas material y mayor
manipulacidn para la preparacidn del medio. Esta ultida
condicion podria favorecer las posibilidades de
contaminacidn. Sin embargo, el procedimiento permite la
incorporacion de un antibidtico. En el seqgundo caso,

aumenta la cantidad de sustrato (secciones de zanahoria) que
se necesita para compensar la humedad que suministra el agar
Ys por lo tanto, la deshidratacidn de los tejidos podria ser
un factor limitante para la reproduccidn del patdgeno. Por
otro lado, la manipulacidn y el gasto de materiales de

laboratorio bajo este ultimo sistema son menores.

La papa, el camote, el fRame y el tiquisque, no deben
ser utilizados para la multiplicacidn del nematodo debido a

gque: a) las probabilidades de pérdidas de los cultivos por
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contaminacidn son altas y mucho mayores que en el caso de la
zanahoria (el procedimiento de desinfeccidn utilizado en
este trabajo no es capaz de eliminar los contaminantes
endogenas), b) los cultivos de nematodos que alcanzaron la
fecha de evaluacidn (30 dias despues de la iLnoculacidn) sin
contaminacidn aparente, no favorecieron la multiplicacidn

del nematodo.

fa tasa de incremento poblacional del nematodo en
condiciones iIn vitro, es una caracteristica util para la

identificacidn de patotipos.

5.2 Evaluacidon de germoplasma

El uso de plantas de cultiveo de tejidos aclimatadas en
el invernadero e inoculadas con 100 Radopholus similis a los
30 dias después del transplante, constituye una alternativa
repraducible, sencilla y rapida para 1a evaluacion de
germoplasma de Musa. Fermite aumentar el ndamero de
repeticiongs y de cultivares a evaluar sin ocupar mucho
espaclico en el invernadero y 21 numero de nematodos requerido
es bajo. Aunque Pinochet (1988a), menciona que no es
recomendable utilizar plantas provenientes de cultivo de
tejidos para este tipo de evaluacianes, los resultados
demuestran la factibilidad de esta metodologia aunada a las

ventajas comparativas que ofrece.

48



El comportamiento de los materiales estd sustentado con
io que reporta la literatura y con algunas observaciones de
campa. Las variables altura de la planta, peso fresco de la
planta y de las raices, numero de nematodos por planta v por
peso de raiz y valor de lesidn radical, permitieron definir
una escala de susceptibilidad. El ‘Yangambi’ fue el
cultivar menos susceptible, seguido por el 'Bras;Q” y el
"Currareé’ ., Por el contrarioc, el cultivar mas susceptible

fue el "Gran Emnano’ .

El "Bras—-% es un material interesante puesto gue es
poco susceptible a la Sigatoka negra, ademids es posible gue
su descendencia del "Prata®™ le ha conferido algun tipo de

tolerancia a Radopholus.

Al incorporar esta metodologia dentro de un esquema de
mejoramiento genético de musaceas, donde =Y evaluan
constantemente grandes cantidades de materiales, es mas
practico vy no por ello menos confiable, utilizar las
variables numero de nematodos por gramo de raiz y el valor
de lesidn radical para caracterizar los cultivares. La
primera ofrece una estimacion de la capacidad del
germoplasma como hospedero y corrije el error al comparar
plantas nque genéticamente presentan peso de raiz diferente.

La segunda es guiza la prueba mas confiable para democstrar,
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a ese nivel, el poder patogénico del nematodo, y ademas,
complementa la interpretacion de la primera para establecer

las conclusiones.

tos experimentos para evaluar cultivares en el
invernadero, son 21 primer paso en el establecimiento de un
programa de mejoramiento genetico. Bl objetivo es
identificar los materiales mas promisorios dentro de un gran
numero de posibles fuentes de resistencia a una determinada
plaga o enfermedad. De esta forma, el fitomejorador ahorra
tiempo y recursos al utilizar, Jdnicamente, los cultivares

mas prometedores.
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o . RECOMENDAC ITONES

4.1 Reproduccidn in vitro de ARadopholus similis

Para lograr resul tados satisfactorios n la
multiplicacion del nematodo, se deben utilizar zanahorias
recién cosechadas, bien formadas y sin golpes, adema&s de
segulir culdadosamente el proceso de cultivo in vitro gque se
detalla en el Anexo 1. De esta forma, la contaminacidn se
reduce casi por completo y los tejidos permanecen por un

tiempo mas prolongadeo en buenas condiciones,

Asimismo, se recomienda reprogucir al nematodo
Fratylenchus coffeae vy estudiar su comportamiento in vitro.
Segun PRinochet (1988c¢), este nematodo junto con Radopholus

similis son los mas impertantes en la zona.

6.2 Evaluacion de germoplasma

Este tipo de experimento deberia incluir, ademas del
control susceptible (germoplasma del subgrupo Cavendish), el
material con menar susceptibilidad que se conoce o sus
derivados (Musa A4 cv. "Pisang Jari Buava'}. De esta forma,
el germoplasma se pueden evaluar y ubicar dentro de la
escala de susceptibilidad gue delimitan los primeros.

Ademas, s pusde afinar la escala de valor e
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lesidn radical. tEn el presente experimentoc la misma
presento valores entre O (menos de 5% de la superficie
radical dafada) vy 4 (mas del 75% de la superficie radical
dafiada). £l 'GBran Enano’ fue el material mads susceptible
con un valor de lesidn radical de 1.17 (en general, los
cultivares del subgrupo Cavendish se utilizan como testigos
susceptibles). Esto quiere decir, que debido a la duracion
del experimento y a las caracteristicas de la metodologia
empleada, la escala de valor de lesidn radical se podria
modificar vy redefinir categorias entre los actuales valores
de dano de O vy 2.

Considerando la existencia de patotipos de Radopholus
similis relacionados con las zonas gecgraficas {(Pinochet,

1988c), se debe especificar y caracterizar la poblacién de

nematodos que se estudia. Una vez identificadas esas
diferencias de patogenicidad, Seria mas recomendable
utilizar el patotipo mas agresivo para someter los

materiales evaluados a una mayor presidn de seleccion,

En las futuras evaluaciones de germoplasma, se debe
incluir a Pratylenchus coffeae (en el caso de la situacion
de América Central y El Caribe), vy evaluar su interaccidn

con Radopholus similis.



Se recomienda a los institutos de investigacidn vy a las
organismos internacionales, que 58 insista sobre la
necesidad de uniformizar las metodologias de evaluacion
intensiva de germoplasma de Musa. Ern la actualidad, los
resultados que se encuentran en la literatura provienen de
propuestas metodoldgicas diferentes. Es posible gue esta
situacidn propicie la obtencidn de resultados diferentes
entre los mismos. La recomendacion anterior se fundamenta
en la necesidad gue tienen los programas de mejoramiento de
una metodologia precoz, que utilice poco material para asi
ahorrar espacio, mano de ohra y recursos ¥ gque a la vez sea

reproducible y corresponda a las observaciones de campo.

De igual manera, es necesario desarrallar una
metodologia de campo para la evaluacidn de germoplasma de
Musa. De esta forma, los resultados pusden ser comparados a
los dos niveles ({(invernadero y campo) Yy corroborar el

comportamiento de los cultivares evaluados.
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ANEXO 1

CULTIVO MONOXENICO DE RADOPHOLUS SIMILIS SOBRE ZANAHORIAS
(2l procedimiento para los otros cultivos es el misma)

Preparacidn de los frascos:

Se autaoclavd una solucidn de agar al 1% vy se adiciond
500 ppm de Sulfato de Estreptomicina (Streptomycin sulfate
(streptamycin sesquisulfate) de la Sigma Chemical Company),
cuando la solucidn estuvo a una temperatura aproximada de 50
°C (lo anterior se presenta en el momento en que el
recipiente con el agar se puede sujetar con las manos}. El
antibidtico se diluyd en agua destilada vy se agrego al agar
por medio de una Jjeringa desechable v un filtro Millipore
Millex—GS Nan-pyrogenic sterile 0,22 upm. Se depositaron 20
ml de la solucidn en TfTrascos de vidrio con las sigulentes
dimensiones: 7.0 com de altura, 5.9 cm de didmetro y un
volumen aproximado de 120 ml (en estos frascos oe
comercializan los productos Gerber’).

Preparacion de las zanahorias:

l.as zanaharias recién cosechadas, sin lesiones i
defarmaciones, se sumergieron en alcohol a %5° por tres
minutos (se introdujo un tenedor en el extremo proximal de
la zanahoria para facilitar su manejo). Se {flamearon hasta
que el alcohol se consumid, se les elimindg el extremo distal
y la cascara utilizando un pelador de verduras, y se
cortaron en porciones o discos de 0.5 a 1.0 cm de espesor.
Se depositaron tres discos por frasco. En el caso de los
cultivos de zanahoria sin agar, se colocaron cuatro discos
por frasco para aumentar la bumedad en el sistema. t.os
frascos se sellaron con parafilm para evitar la
deshidratacidn v la entrada de organismos y s almacenaron
en la oscuridad dentro de una incubadora y a una temperatura
que varid entre 26 y 28 °*C. Dos semanas despues, los
cultivos libres de contaminacidn fueron inoculados.

Preparacion de los nematodos:

Los nematodos provenientes de raices de banano y/o de
cultivos monoxénicos fueron axenizados de la siguiente
manera (el procedimiento se resume en la Figura 1A):

Se introdujeron en microtubos (tubos de
microcentrifugacidn Eppendorf de 1.3 ml) con agua esteril vy
se centrifugaraon por tres minutos a 23500 revoluciones por
minuto. Se elimind el sobrenadante y se adiciond Cloruro de
Mercurio (Mercury (ic) Chloride (crystal) de la Fisher



Scientific Company) al 0.01%. Después de centrifugar bajo
las mismas condiciones citadas, se elimind el sobrenadante vy
se adiciond agua esteril repitiendo la centrifugacidn. Se
redujo el volumen de agua, == agregd Sulfato de
Estreptomicina a razdn de 2 g/1 y se centrifugd de la misma
manera. Se elimind el sobrenadante y se lavd dos veces con
agua estéril, repitiendo las centrifugaciones entre cada
lavado. Después de agregar el agua y cada solucién v antes
de centrifugar, se agitd el microtubo para homogenizar el
cantenido.

Inoculacidn:

Utilizando nematodos provenientes de los cultivos
monoxenicos, se realizaron las diluciones vy los conteos
necesarios para alcanzar un nivel de indculo constante de
acuerdo a las necesidades metodoldgicas.

La inoculacion se realizd con una pipeta en la base del
seudotallo v el instrumento se lavd con agua entre cada

inoculacidn. e verificd el nivel de indculo entre cada
grupo de cuatro plantas inoculadas. En el casoc de las
prusbas de laboratorioc el indculo se colocd sobre los discos
de zahahoria v los o©otros sustratos. Previo a la
inoculacidén, los nematodos se obssrvaron al microscoplo para
verificar su pureza, cantidad y actividad. Se inocularon

100 Radopholus similis sobre las plantas de Musa v 50 sobre
los discos de zanahoria v de los otros cultivos. El volumen
de inoculacion varid entre 200 v 250 pl y entre 100 v 150 ul
para los experimentos de invernadero Y laboratorio,
respectivamente.

Cuando fue posible, las operaciones se realizaron
dentro de una camara de flujo laminar vy cerca de un mechero.

Incubacidn:
Los cultivos sellados con parafilm s mantuvieron en la

oscuridad vy a una temperatura gue varid entre 26 v 28° C por
30 dias.
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ANEXO 3

TECNICA DE FLOTACION Y CENTRIFUGACION CON SOLUCION AZUCARADA
PARA LA EXTRACCION DE NEMATODOS

Se tomaron las radices de la planta y se lavaron con
agua corriente. Se cortaron en pedazos de 0.5 a 1.0 cm, se
homogenizd y se tomd una muestra de 25 g para ser procesada.

La muestra se licud durante 30 seqgundos con 100 m]l de
agua. Se colocd un tamiz de 100 sobre uno de 400 v se
vertio la suspension. Se hicieron lavados sobre el tamiz de
100 v el residuo que quedd en e} de 400 se pasd a tubos de
centrifuga. Después de 35 minutos de centrifugacidn a 2000
rpm se 21limind el sobrenadante vy se adiciond una solucidn de
azucar (471 g de azucar/]l de agua). Se centrifugd durante
un minuto utilizando las mismas revoluciones por minuto. E1
sobrenadante se vertid sobre una criba de 400 vy se lavd por
debajo de la misma para eliminar el exceso de azucar.

El residuo se colocd en un recipiente con un volumen de
agua de 25 ml y se tomd una alicuota de 1 ml para determinar
el numero de nematodos.
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ANEXO 4

METODOLOGIA SAFRANINA-FAST GREEN PARA EL. MONTAJE PERMANENTE
DE RAICES

De las plantas previamente inoculadas con Radopholus
similis, se seleccionaron raices con sintomas v se lavaron
tulidadosamente con agua corriente. Se cortaron en secciones
de 5 mm v se introdujeron en FAA (formalina, alcohol 60° v
dcido acético). Despues de 48 horas se colocaron en las
spluciones gue se especifican a continuacidn:

SUSTANCIA CONCENTRACION TIEMPO
(horasy
ALCOHOL BUTILICO TERCIARIO (ABT) S0% 2
ABT 70% toda la
noche
ABT 80% 2
ABRT 854 1
ABRT F0% 1
ABT 95% 1
ABT 100% toda la
nache
ABT 100% 2 a4
ABT puro 2 a 4
ABT+PARAFINA LIQUIDA 1:1 1
PARAFINA PURA (sucia) e e 3
FARAFINA PURA ———— z
FPARAF INA PURA —_—— 2

lUna vez gue las secciones de raiz fueron infiltradas en
parafina, se realizaron cortes a 12 micras utilizando un
microtomn de rotacidn. Las secciones se montaron en




portaobjetos v se tiferon. La tincidn se realizd por medio
de la técnica de la safranina-fast green, la cual se detalla
a continuacidn:

SUSTANCIA TIEMPO

XILEND PURD 10 m
XILENO PURD 10 m
XILENO-ALCOHOL om
ALCOHGL ABSOLUTO I m
ALCOHOL 95° I m
ALCOHGL. 70° I m
SAFRANINA 30 m
AGUA 5 seqg
ALCOHWOL 70° Im
ALCOHOL <20° I m
ALCOHOL. -95% 3 m
ALCAOHOL. 100° 3-im
FAST GREEN 15 seg
ALCOHDOL 100° I m
X 1LENO-ALCOHOL 3am
XILENG © . S m

¥ m: minutos
seg: segundos
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ANEXED &6

Cuadro 1lA. Anadlisis de varianza del numero de nematodos en
diferentes sustratos

FUENTE DE G. L. SUMA DE CUADRADD VAL.OR P > F
VARIALCTION CUADRADUS MEDIO F

SUSTRATOS 5 26.670 5.334 1559%.626 0.0001
ERROR 24 0.082 0.003

TATAL. 29 26.752

C. V. = 3.40%

Cuadro 2A. Analisis de varianza de la altura de la planta
FUENTE DE G. L. SuMA DE CUADRADO WVALOR P > F
VARIACION CUADRADOS MEDIO F

CULTIVAR®* 3 10.872 3.624 0.6237
TRATAMIENTO 1 81.9255 81.955 14.1040 0.0003
INTERACCION 3 5.458 1.8919 0.3131

ERROR 88 511.349 5.811

TOTAL 995 4609 .634

C. V. = 12.01%

¥ para efectos de la presentacion del cuadro, se anota como
fuente de variacidn el cultivar, sin embargo, se evaluaron
tres cultivares y un hibrido.



Cuadro 3A. Andlisis de varianza del peso fresco de la
planta.

FUENTE DE G. L. SUMA DE CUADRADO VALOR F > F

VARIACION CUADRADOS MEDIO F

CULTIVAR 3 41.4538 13.886 Q.2325

TRATAMIENTO 1 775.773 775.775 12.98465 Q.0005

INTERACCION 3 282.879 94,193 1.9768 C.2007

ERROR 88 52546.844 59.737

TOTAL 2?5 5356 .856

C. V. = 135.26%

Cuadro 46. Analisis de varianza del peso fresco de las
raices.

FUENTE DE 5. L. SUMA DE CUADRADO VALGOR P > F

VARIACION CUADRADOS MEDIOG F

CULTIVAR 3 166.363 55.455 1.8639 0.14164

TRATAMIENTO 1 1337.9210 1357.310 45.6262 0.0001

INTERACCION 3 23.115 7.703 0.2590

ERROR 88 2618.230 29.733

TOTAL ?5 41465.240

C. V. = 22.60%
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Cuadro 5A. Analisis de varianza del numero de raices por

planta
FUENTE DE G. L. SUMA DE CUADRADD VAL B8R P >F
VARIACION CUADRADOS MEDIO =
CULTIVAR 3 10.115 3.372 1.7461 0.1634
TRATAMIENTO 1 4.524 4,594 2.3771 0.1266
INTERACCION 3 11.615 3.872 2.0051 0.1191
ERROR 88 109.917 1.9231
T4aTAaL 23 194.240
C. V. = F.49%
Cuadro &A. Anadlisis de varianza del numero de nematodos por
planta
FUENTE DE G. L. SUMA DE CUADRADO VALOR P> F
VARTACION CUADRADOS MEDIO F
CULTIVAR 3 7.12795 2.3758 B83.05 0.0001
ERROR 44 1.2587 0.0284
TOTAL 47 8.38&3

€. V. = 2.11%
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Cuadro 7A. Andalisis de varianza del numero de nematodos por
peso de raiz

FUENTE DE G. .. SUMA DE CUADRADO VALOR P >F

VARIACION CUADRADOS MEDIO F

CULTIVAR 3 g.0084 3.0028 27 .83 0.0001

ERROR 44 4.,7468 €.,1078

TOTAL 47 13,7552

C. V. = 6.31%

Cuadro 8A. Analisis de varianza del valor de lesidn radical

FUENTE DE G. L. SuMA DE CUADRADO VALOR P> F

VARIACION CUADRADOS MEDIO F

CULTIVAR 3 1.5673 0.321 3.313 0.0285

ERROR 44 b.FL7 0.157

TOTAL 47 8.479

C. V. = 44,26%
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