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Patiiio, LF. 2001. Effect of an energy source, three resistance inductors and a
foliar substrate on black Sigatoka on banana.

Keywords: induced resistance, Asm, Pseudomonas fluorescens, spore germination
fluid, fluorescent appositions, chitin, glucan, calcium, molasses, vermicompost,
Mycosphaerella fijiensis.

ABSTRACT

Banana cultivars Gran Naine and FHIA 23 were evaluated under greenhouse
conditions with three resistance inductors and a foliar substrate against black Sigatoka
disease, in absence and presence of an energy source. The induced resistance was
higher in FHIA 23 than Gran Naine. Vermicompost had a significant effect on
resistance expression, besides it showed also resistance induction. The induction
capacity was affected by inoculation conditions. High induction was produced by Asm
in both cultivars, rhizobacteria can induce resistance in FHIA 23 when the energy
source was present. Spore germination fluid just induced resistance in FHIA 23 with
energy source was present after artificial inoculation was used. High control of the
disease was given by the foliar substrate.

Under field conditions for Gran Naine cultivar, Asm incremented the disease control of
standard fungicides. Vermicompost and phosphorus did not have effect on
improvement of induction by Asm. Fungicides rotation with foliar substrate offered less
control than the standard operation practice. In the presence of the energy source,
combination of fungicides with Asm in rotation with foliar substrate had 3 similar
control level than the standard chemical control.
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Patifo, LF. 2001. Efecto de una fuente de energia, tres inductores de resistencia
Yy un sustrato foliar sobre Sigatoka negra en banano.

Palabras claves: resistencia inducida, Asm, Pseudomonas fluorescens, fluido de

esporas en germinacion, aposiciones fluorescentes, quitina, glucano, calcio, melaza,
lombriompost, Mycosphaerella fijiensis.

RESUMEN

Los cultivares de banano Gran Enano y FHIA 23 fueron evaluados bajo condiciones
de invernadero con tres inductores de resistencia y un sustrato foliar contra la
enfermedad Sigatoka negra, en ausencia y presencia de una fuente de energla. La
resistencia inducida fue mayor en FHIA 23 que en Gran Enano. El iombricompost
mostré efecto significativo sobre la induccién de la resistencia, ademas de que este
también mostré incremento en defensa. La capacidad de induccién resulté afectada
por las condiciones de inoculacion. Asm produjo alta induccién de resistencia en
ambos cultivares, la rizobacteria pudo inducir resistencia en FHIA 23 cuando la fuente
de energia estuvo presente. El fluido de esporas en germinacion indujo resistencia en
FHIA 23 en presencia de la fuente de energia, luego de inoculacién artificial. Se
obtuvo un alto control de |la enfermedad mediante la aplicacion del sustrato foliar.

En condiciones de campo para el cultivar Gran Enano, Asm incrementé el control de
la enfermedad ofrecido por el sistema estandar. El lombricompost y la fuente de
fésforo no mostraron efecto sobre la induccién via Asm. La rotacién de fungicidas con
el sustrato foliar produjo menos control que el sistema estandar de control. En
presencia de la fuente de energia, la combinacion de fungicidas con Asm en rotacién
con el sustrato foliar presentoé un nivel de control similar al control quimico estandar.
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1. INTRODUCCION

l.os bananos junto con los piatanos son cultivados en cerca de 100( palses en &l
mundo dentro de las regiones tropical y subtropical, donde estas plantas
constituyen una fuente principal de alimento para miles de personas y son
también fuente valiosa de ingresos a través del comercio local e internacional.
El cultivo de estas musaceas ocupa en el mundo aproximadamente 10 millones
de hectareas, con una produccion anual alrededor de 88 millones de toneladas
mefricas; constituyéndose en el cuario cultivo alimenticio mas importante a
nivel mundial después del arroz, trigo y el maiz, en términos de valor de
produccién bruta. En América Latina y el Caribe los cultivos de banano y
platano son importantes como alimento y generador de ingresos para cerca de
200 millones de personas (Frison y Sharrock 1999).

Se considera que la enfermedad foliar mas destructiva para los cultivos de
banano y platano es la Sigatoka negra causada por el hongo ascomiceto
Mycosphaerella fjiensis Morelet, estado perfecto de Paracercospara fijiensis
(Morelet) Deigthon. Esta enfermedad ataca las hojas de las plantas,
produciendo un rapido deterioro del area foliar cuando no se controla. También,
produce una reduccion en la calidad de la fruta, al favorecer la maduracién
prematura de los racimos, causa principal de pérdidas debida a ésta
enfermedad (Marin y Romero 1892).

En Costa Rica el control de Sigatoka negra representa un costo de alrededor
de 1.050 US$/ha/afio, en un total de cerca de 47,982 has en produccion
registradas para finales del afio 2000, lo cual equivale aproximadamente a
US$50 millones/afio con un promedio de 39 aplicaciones de fungicidas al afio
(CORBANA 2000; CORBANA 2001).

En Colombia se cultiva el banano en dos regiones agroecoldgicas diferentes.
La zona bananera de Uraba con 28,000 hectareas, donde el control quimico de
la Sigatoka negra cuesta aproximadamente US$ 800 / ha /afio, y la zona de
Santa Marta con 14,000 hectdreas con una inversion en control quimico de
US$ 500 /ha /afio; para un total en este pais de cerca de US $30 millones por
afio con un promedio de 25 ciclos de fungicidas. Esta situacién tiende a




agravarse ante el reducido ndmero de grupos quimicos actualmente empleados
para controlar la enfermedad, y a la capacidad demostrada del hongo para

desarrollar resistencia a los fungicidas sistémicos (Romero y Sutton 1998; Wirz
y Chin 2000).

Se considera necesario generar investigacion que contribuya a disminuir el
problema creciente de la resistencia de M. fijensis a fungicidas; ademas de
satisfacer la necesidad sentida y presionada de buscar alternativas ecoldgicas
para controlar la enfermedad. En CATIE se ha generado informacién sobre el
efecto de microorganismos que alteran la pared celular del patogeno, y otros
que promueven el crecimiento y los mecanismos de resistencia en la planta de
banano. La investigacién sobre esta enfermedad también reporia otras
maneras diferentes de control como la adquisicién de resistencia a través de Ia
aplicacion de sustancias quimicas sintéticas, algunas de éstas ya comerciales.
Con la experimentacion de estas aiternativas de confrol se busca satisfacer las
exigencias de calidad de los consumidores actuales y disminuir los impactos
negativos de las descargas de fungicidas sintéticos al ambiente en las zonas
de influencia donde se cultiva el banano y platano en el mundo.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo General

Contribuir al desarrolio de tecnologias alternativas para el control de Sigatoka
negra en plantas de banano por medio de inductores de resistencia de origen
bidtico y sintético, conjuntamente con la accién de una fuente de energia y un
sustraio foliar que alfera el establecimiento del patogeno.

1.1.2 Objetivos Especificos
a. Determinar la capacidad inductora de resistencia del Acibenzolar-s-meti,
al igual que la rizobacteria del grupo flucrescente de Pseudomonas y un
inductor derivado de esporas de M. fijiensis; sobre un cultivar altamente
susceptible y sobre otro tolerante a la enfermedad.



b. Estimar en condiciones de invernadero el efecto de una fuente de
energia en la posible expresién de resistencia sistémica promovida por
los inductores de resistencia.

¢. Analizar en condiciones de invernadero la accién de un sustrato foliar

sobre la severidad de la Sigatoka negra.
d. Evaluar en condiciones de campo el efecto de una fuente de energia
sobre la accién de Asm y un sustrato foliar.

1.2 HIPOTESIS
a. Los inductores de resistencia de origen bidtico y sintético estimulan
significativamente la expresion de resistencia de plantas de banano a la
Sigatoka negra.

b. La expresion de resistencia se fortalece con la presencia de la fuente de
energia.

c. El sustrato foliar reduce la severidad de M. fiiensis y se genera
interaccion positiva de éste con los inductores de resistencia.




2. REVISION DE LITERATURA

2.1 ORIGEN Y DISEMINACION DE LA ENFERMEDAD

La Sigatoka negra fue registrada como enfermedad importante por priméra vez
en el valle de Sigatoka dentro de la isla de Fiji en 1963 (Rhodes 1964). EI
agente causal se disemino velozmente, desplazando e invadiendo el drea que
ocupaba la ofra variante de ia enfermedad conocida como Sigatoka amarilla
(M. musicola), la cual es menos severa. Para 1970, la enfermedad se
encontraba presente en todas las islas del Pacifico del Sureste Asiatico,
Singapur, Indonesia, Tailandia y Malasia (Meredith 1970).

El ingreso de la enfermedad a América Latina, se reportd en 1972 en ataques a
plantaciones de banano en Honduras (Stover y Dickson 1976). Rapidamente la
enfermedad alcanzé proporciones epidémicas en los pajses centroamericanos;
registrandose por primera vez en Costa Rica a mediados de 1979 {Gonzalez y
Jaramillo 1979). El patdgeno continué con su desplazamiento y para finales del
afio 1980 ya se encontraba en todas las dreas bananeras costarricenses. Para
este mismo ario, la enfermedad se reportd en México (Orozco-Santos 1998).
En las islas del Caribe, se registré en Cuba en 1992, Jamaica (1994) y
Republica Dominicana (1996). En Sur América se encontrd por primera vez en
Colombia en octubre de 1981, en la zona bananera de Uraba. Ocho afios
después, se detectd en la segunda zona bananera de este pais, distante 400
kms de la primera (Mayorga, 1994). Posteriormente se observé en Ecuador
(1986), Venezuela (1992), Peru (1994). Bolivia (1997) (Tejerina ef al. 1997);
Brasil (1998) (Maciel ef al. 1998); y el hallazgo méas reciente es en Australia
(2001} ('Guzman; Comunicacion personal, Julio 2001).

2.2 CARACTERISTICAS DEL PATOGENO Y DE LA ENFERMEDAD

El hongo que causa la Sigatoka negra tiene la caracteristica de reproducirse
tanto sexual como asexualmente durante su ciclo de vida. La fase asexual, gue
corresponde al género Paracercospora se presenta en el desarrollo de las
primeras lesiones de la enfermedad (pizca, estria), observandose la presencia

" Guzmidn, M. 2001. Taller Internacional scbre Sigaloka negra. (Comunicacion personal).CATIE. San
Josg, CR. CORBANA.
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de conidiéforos que salen principalmente de los estomas de la superficie
inferior de las hojas (Meredith y Lawrence 1969).

Una vez termina la produccian de conidioforos en el desarrollo de la lesion, se
inicia la fase sexual (Mycosphaerella fijiensis) sobre el primer estado de
mancha, con produccidn de gran cantidad de ascosporas en estructuras
lamadas peritecios, los cuales se forman sobre los estomas de la parte
superior e inferior de la mancha foliar (Pons 1987; Marin y Romero 1992).

La caracteristica del patégeno de reproducirse repetitivamente durante el curso
de la epidemia, hace que la Sigatoka negra se considere una enfermedad
policiclica, es decir, con una secuencia sin fin de infeccion, colonizacion,
esporulacion y dispersion, y de infeccidn ramificada porque existen dos formas
de esporas aungque no necesariamente en forma alterna (Zadoks y Schein
1979).

Como producto de la gran capacidad reproductiva del hongo, éste ha
alcanzado una amplia variedad genética y patogénica que le ha permitido
adaptarse a diversas condiciones ambientales y del cultivo en casi todas las
areas productoras de banano en el mundo. La presién de seleccién ejercida por
los fungicidas sistémicos utilizados para combatirlo, también es otro factor
generador de variabilidad {Stover 1980; Romero y Sutton 1997).

En plantaciones de platano en Costa Rica, se encontré que el nimero de
conidiosporas fue del orden de 10-100 veces menor que el de ascosporas,
indicando que las conidiosporas son de significado secundario para la
reproduccion y dispersion de Mycosphaerella fljiensis (Gauhl 1990).

El periodo desde inoculacion hasta formacion de peritecios esta determinado
por el vigor de ia planta, cantidad de indculo y condiciones climaticas. En
banano los primeros sintomas aparecen alrededor de los 17 dias después de
inoculaciones artificiales y en platano después de 29 dlas. El tiempo desde la
aparicion de los primeros sintomas hasta formacion de la mancha es de 10y
17 dias respectivamente. El ciclo de la enfermedad es completado en cerca de




50 dias en banano y 75 dias para platano. En banano la variacion del ciclo
puede ser de 32 a 102 dias (Mayorga 1986).

El vuelo de ascosporas ocurre en dias libres de lluvia solamente después de
las horas de mayor precipitacion de rocio, y el vuelo de este tipo de esporas
estuvo correlacionado positiva y significativamente con la lluvia. Las
ascosporas son liberadas con 0.1 mm o més de lluvia por hora. En los meses
con menor lluvia se registran pequefas cantidades de ascosporas a diferencia
de la estacién lluviosa. Iguaimente se encontré que en tiempos de menor lluvia
el desarrollo de sintomas duré mas, mientras que en los de mucha lluvia el
desarrolio fue mas corto (Gauhl 1990).

Pasberg-Gauhl (1991), a través de inoculacion natural durante 2 dias, y
posterior incubacion de la enfermedad bajo condiciones apropiadas en
invernadero y campo, evalud la Sigatoka negra en plantas jovenes derivadas
de rizoma o de cultivo de tejido, sin encontrar diferencia entre estos dos tipos
de materiales. Este resultado sefiald que la reaccion de la enfermedad sobre
diferentes cultivares puede ser observada adecuadamente en plantas muy
jovenes (1 a 3 meses de edad), donde la clasificacién de los materiales con
base en su respuesta a la enfermedad fue siempre la misma en comparacion
con plantas de 3-8 meses de edad.

2.3 CONTROL QUIMICO Y BIOLOGICO DE LA ENFERMEDAD

2.3.1 Control Quimico

El uso de fungicidas es el método de control mas utilizado contra ia Sigatoka
negra. De acuerdo a Marin y Romero (1992), los fungicidas para el control de
esta enfermedad se pueden agrupar en tres categorfas con base en su modo
de accién: fungicidas de contacto o protectores, de accién sistémica local y
fungicidas sistémicos.

Los primeros son productos que permanecen en la superficie de la hoja,
incluyen varios productos con los ingredientes activos mancozeb y clorotalonil.
Su accidn es de contacto sobre la produccién de conidias en lesiones de la
hoja y sobre las conidias y ascosporas depositadas en la hoja, evitando su




germinacion y por consiguiente nuevas infecciones. Se consideran fungicidas
multisitio porque actdan en diferentes momentos del proceso de crecimiento
del hongo y por esta razén el patégeno tiene una escasa probabilidad de
desarrollar resistencia a la accion de estos fungicidas (Ramirez 1998).

Los fungicidas con accién sistémica local pertenecen al grupo de las
morfolinas, éstos penetran en las hojas pero no se traslocan al resto de la
planta. Su modo de accidn se ubica entre los inhibidores de la biosintesis del
ergosterol, actuando en dos etapas diferentes de la ruta biosintética del hongo,
por lo que la generacion de cepas resistentes a este grupo de fungicidas es
menos probable (Marin y Romero 1982).

Finalmente estan los fungicidas sistémicos, los cuales presentan una actividad
fuertemente curativa sobre los primeros estados de la infeccién, luego de
atravesar la cuticula y entrar al fiujo respiratorio de la planta. Estas molécuias
realizan el control de la enfermedad en el interior de la hoja, siendo los grupos
mas utilizados en banano los benzimidazoles, friazoles y estrobilurinas
(Shillingford 1989; Pérez-Vicente et al. 2000; Wirz y Chin 2000).

2.3.2.Control biologico

Entre los trabajos pioneros sobre el control bicidgico de la Sigatoka negra, se
tiene el estudio realizado por Jiménez et al. (1985), que reporta el efecto
antagonista a nivel in vifro de 12 cepas de Pseudomonas sp. Una de estas
presentd un antagonismo superior al clorotalonil en plantas de invernadero.
Posteriormente Esquivel (1992}, referencia cinco hiperparasitos de M. fijiensis,
siendo el mas comun Hansfordia pulvinata, asociado con la fase anamorfa del
patogeno.

La divisidn Eumicota, dentro de ia cual estan los ascomicetos se caracteriza
por poseer en su pared celular galacto-mano-proteina y a-glucano como
polimeros solubles en alcali y B-glucano y quitina como polimeros insolubles en
alcali (Bartnicki-Garcia 1968; Griffin 1994). Este hecho se ha constituido en la
base para el desarrollo del control biolégico aplicado de Sigatoka negra.



Existen microorganismos capaces de digerir la quitina presente en la pared
celular de hongos fitopatégenos (Michell y Alexander 1962). De igual forma, se
ha reportado que la aplicacion de quitina coloidal aumenta la sobrevivencia y
poblacion de esta clase de microorganismos, mejorando el control de
patogenos foliares (Ploper ef al. 1991; Kokalis-Burelle et al. 1981; Okumoto y
Bustamante 1993). La combinacién de quitina y una cepa de Bacilius cereus
redujo en un 60 % el ndmero de manchas foliares causadas por Cercospora
arachidicola, encontrando ademas que la quitina actuaba como barrera fisica a
la germinacién y penetracion del hongo (Kokalis-Burelle ef al. 1991).

Gonzalez et al. (1896), evaluaron mediante aplicacion semanal por el haz y
enveés de las hojas de banano, la accién de microorganismos quitinoliticos
sobre Sigatoka negra, encontrando que Serratia marcescens es compatible con
los fungicidas protectantes y sistémicos comunmente utilizados para controlar
la enfermedad. Sin embargo, la adherencia de la bacteria se vi6 reducida por
los coadyudantes quimicos como Silwet L75 y NP7. La quitina sola resulto ser
el mejor tratamiento, inhibiendo la enfermedad en un 80 % bajo condiciones de
invernadero. En condiciones de campo la aplicacion de fungicidas controlé en
un 60 % la enfermedad, mientras que los fratamientos con quitina y
quitinoliticos solos o en mezcla controlaron la enfermedad en un 40%, sin
existir diferencias entre estos ultimos. Miranda (1996), reportdé que el aceite
agricola y ios coadyudantes Silwet L-77 y Nu-Film 17 mostraron compatibilidad
con microorganismos antagonistas a la Sigatoka negra.

Vallecillo (1996), reportd control de Sigatoka negra bajo condiciones de campo,
mediante la aplicacion terrestre de Serratia marcescens en suspensién acuosa
con aproximadamente 110 litros de solucién bacterial/ha, registrando mayor
numero de hojas por planta, mayor posicién de la hoja mas joven manchada,
menor nimero de hojas infectadas y menor porcentaje ponderado de infeccién,
con relacion a plantas sin tratamiento. Se indicd que la aplicacion de la bacteria
tuvo una efectividad del 50% en el control de la enfermedad; permitiendo contar
con los parametros fisiol6gicos y de cosecha necesarios para cumplir con los
requerimientos comerciales de exportacion de la fruta.



Otro de los componentes principales de la pared celular de los hongos
ascomicetos es el glucano, un polisacérido con enlaces glucosfdicos beta. Este
hecho propicié también la exploracion de la actividad glucanolitica de bacterias,
encontrando que algunas de ellas pertenecientes al género Bacillus mostraron
efecto antagbnico sobre ascosporas de M. fijiensis, llegando a inhibir su
germinacion hasta en un 25% y la longitud de su tubo germinativo en un 47%.
Estas cepas también mostraron en el laboratorio compatibilidad con los
fungicidas mas utilizados para controlar Sigatoka negra en banano. En
condiciones de campo, las bacterias glucanoliticas también han mostrado
diferencias significativas, logrando reducir la severidad de Ia enfermedad hasta
en un 58.5% en promedio (Talavera et al. 1998).

Una de las limitaciones en la aplicacién de microorganismos para el control de
patégenos foliares, es su baja efectividad causada por exposicién a las
condiciones ambientales (Spurr y Knudsen 1985). Blakeman y Fukkema
(1982), plantearon que la capacidad competitiva de los microorganismos
antagonistas, la habilidad de multiplicacion y la persistencia en la superficie
foliar, pueden ser mejoradas con el manejo de las condiciones nutricionales.

Andrews (1992), indica que las aproximaciones con mayor potencial para
mejorar el contro! biologico de patégenos foliares son: mejoramiento drastico
en formulacidn, uso de cepas mejoradas, uso de enddfitos y el
redireccionamiento de los esfuerzos de control bioldgico al estado saprofitico
en fa hoja. La colonizacion por un antagonista es un requerimiento general para
el control biologico; por esta razén éste debe encaminarse a promover la
acividad de bacterias residentes de ocurrencia natural o aplicadas
exégenamente (Blakeman y Fokkema 1982).

En microbiologia existe un adagio que dice: “los microorganismos estan en
todas paries, el ambiente los selecciona’(Andrews y Harris 2000), v los
sustratos foliares constifuyen una alternativa para establecer este ambiente
selectivo; ademas el uso de esta tecnologia disminuye los riesgos potenciales
asociados a la aplicacion masiva de controladores bioldgicos en el campo.




Ruiz-Silvera et al. (1997), evaluaron el efecto de sustratos y bacterias
antagonistas sobre M. fiensis en banano. En condiciones de invernadero se
encontré que la leche y melaza mostraron un efecto positivo en la
multiplicacién de S. marcescens. No obstante, en condicones de campo no se
detectaron diferencias entre los sustratos y el testigo sin proteccion.

Talavera et al. (1998), estudiaron la actividad glucanolitica de cepas
bacterianas aisladas de la filosfera de plantas de banano. En condiciones de
laboratorio, cuatro de estas cepas inhibieron en un 16% en promedio la
germinacion de esporas de M. fijiensis, y la elongacion de su tubo germinativo
fue reducida en un 40 %. La aplicacién de estas bacterias y glucano en
condiciones de campo controlaron la enfermedad en un 58.5%.

Arango (2000), reporta que la aplicacién de quitina favorecio el crecimiento de
colonias de bacterias de color amarillo, blanco nacar y amarillo estriado
clasificadas como quitinoliticas. El giucano fue menos eficiente que la quitina
en su efecto sobre la densidad y dinamica de poblaciones de estos
microorganismos, aungue favorecio la estabilidad de las colonias amarillas y de
una bacteria fiuorescente con alta capacidad de consumir glucano. No obstante
este sustrato presentd menor diversidad de colonias al final del ensayo y el
menor efecto sobre el desarrolio de la enfermedad

Un sustrato foliar compuesto de leche, melaza y quitina presento mayor
capacidad de favorecer la multiplicacién y diversidad de colonias de bacterias
quitinoliticas y glucanoliticas a nivel del filoplano, mostrando compatibilidad con
fungicidas tradicionalmente utilizados para el control de la enfermedad. La
utilizacion de este sustrato, al igual que otro a base de quitina, glucano y calcio
en rotacion con fungicidas, exhibieron un control estadisticamente similar al
control ejercido por un programa basado solamente en control quimico (Arango
2000).

El caicio ha sido reportado como un componente que puede potenciar la accién
de los sustratos foliares, su efecto se fundamenta en que puede incrementar la
eficacia de los agentes de control bioldgico, presumiblemente por afectar
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directamente la germinacion de las esporas y metabolismo del patégeno e
indirectamente por no alterar el metabolismo normal del arganismo
biocontrolador (Wisniewski et al. 1995),

El tratamiento de tejido vegetal con este mineral también induce un incremento
en el contenido de calcio dentro del tejido mediante un entrecruzamiento de
polimeros poligalacturonatos, resultando en una disminucion de enfermedades
como las causadas por Botryfis cinerea (Conway et al. 1991). Adicional a este
efecto, el calcio también inhibe la enzima poligalacturonasa de los hongos,
enzima esencial para los procesos de infeccitn (Biggs ef al. 1997; Chardonnet
et al. 2000).

2.4 RESISTENCIA SISTEMICA ADQUIRIDA

Tréinta anos despues ‘Carbonne y Kalaijev conf irmaron estos estudios. y
mostraron que la resmtenma adquarsda tambien dependla del estado (fitness) de_
la planta hOSpedera (Kessmann ef al. 1984).

En 1933, Chester revis6 cerca de 200 publicaciones que describian un
fendémeno que él denominé inmunidad fisioldgica adquirida (Ryals ef al.1994).
Dentro de este concepto, se incluian al menos, tres procesos diferentes
reconocidos actualimente como: proteccion cruzada viral, antagonismo (o
control bioldgico), y resistencia sistémica adquirida (SAR, por su sigla en
inglés).

~ En términos generales, se puede expresar que cuando [as plantas reconocen

que estan siendo mvadidas por un patdgeno, se pueden inducir. una variedad

de reSpuestas inducidas por un factor llamado “elicitor” { Kiba et al. 1996).

Dentro de estas respuestas de defensa se ;ncluyen la muerte celutar
programada ia cual restrlnge el progreso dei patogeno (respuesta
hlpersensmle) el fortalecimiento de la pared ceiu[ar como resuitado de fa
Ilgntf cacion y la formacion de aposiciones en la pared celular (papilas) en S!thS
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de intento de entrada de patdgenos; el entrecruzamiento de las proteinas dela
pared celular, y la produccion de compuestos antimicrobiaies como ﬁtoalexi_n_as
y proteinas relacionadas con la patogenicidad (PR’s).

directamente desarrolian una resistencia incrementada (sensibilizacién) a
posteriores infecciones patogénicas. (Vernooij et al.1994; Sticher ef al. 1 997).

El Acido Salicilico (AS) fue propuesto como una sefial que conduce a SAR,
esta hipotesis se fundamenta en estudios donde se purificé una proteina que
se enlaza al AS y a sus andlogos, inhibiendo la actividad catalasa de la enzima.
Este hecho ha llevado a la especulacién de que el AS puede mediar una
inhibicion de la catalasa; ya que esta enzima convierte el H,0, en H,O y O, La
inhibicion resuitaria en una acumulacion de especies reactivas de oxigeno que
puede actuar como mensajeros secundarios para inducir la expresion de los
genes responsables de SAR (Chen ef al. 1893).

La hipotesis de la inhibicidn de la catalasa no ha sido reconocida como el
principal modo de accidn del AS en la induccion de defensa. Se ha enconfrado
que la induccién de ciertas PR's no es producto de la acumulacién del H.0,
sino del AS directamente, ademas la actividad de la enzima no decrece con el
tratamiento de AS. Otro argumento en confra de la hipétesis es que los niveles
de AS dentro del tejido son muy bajos como para inhibir ia catalasa, y el HoO;

en altos niveles también puede inducir la produccién de AS (Mauch-Mani y
Metraux 1998).

Actualmente se ha identificado un gen reguiador durante la transduccion de la
sefial de SAR, conocido como NIM1/NPR1; éste codifica una proteina que
controla la expresion de varios eventos de los genes de defensa, actuando
como factor esencial en la regulacion de la induccién de resistencia a
enfermedades (Cao ef al. 1997),

Resulta interesante que este gen regulador de SAR muestre homologia en su
secuencia con un factor de transduccion que esta implicado en la respuesta de
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resistencia en un rango de organismos desde Drosophila hasta mamiferos:
sugiriendo que la via de sefialamiento de SAR puede representar un
mecanismo de defensa antiguo en organismos superiores (Ryals et al. 1997).

2.4.1 Induccion de SAR por BTH

El benzothiadiazole (BTH), es un inductor de SAR gue ha mostrado actividad
en plantas como trigo, arroz y tabaco. Este compuesto practicamente no tiene
efecto antifungal y conduce a la acumulacion de genes SAR. La mayoria de
estudios sobre SAR han sido llevados a cabo con plantas dicotiledéneas; sin
embargo BTH ha mostrado induccién de SAR en plantas monocotiledéneas
(Delaney 1997; Friedrich ef al. 1996;Gorlach et al.1996; Ukness ef al. 1992;
Vernooij ef al. 1994; Ward ef al. 1991).

El BTH inhibe las dos principales enzimas degradadoras del H,0,, catalasa y
ascorbato peroxidasa; siendo considerado mejor inhibidor de la catalasa que el
acido salicilico, sugiriendo que cambios en los niveles de H,0, o en el estado
redox de la célula pueden estar involucrados en la activacion de ciertas
respuestas de defensa (Wendehenne ef al.1997) .

Este compuesto al igual que su molécula derivada Acibenzolar-s-metil (Asm),
simulan el modo de accion del acido salicllico (AS). Ambos inducen el promotor
PR-1a (Friedrich ef al. 1996). Du y Klessig (1997), enconiraron que el BTH
compite muy exitosamente con el AS para unirse a la proteina de enlace con el
AS (SABP2) y que la habilidad de los analogos del AS, como BTH y Asm, para
competir con el AS y eniazarse a dicha profeina estd correlacionado con su
habilidad de activar la expresion de los genes de defensa e incrementar la
resistencia. BTH ademas de activar PR's también induce la formacién de
compuestos fendlicos y de residuos de B-glucésido (Benhamou y Bélanger
1998b).

Existe evidencia derivada de estudios citologicos, que muestra que el efecto de
prateccion ejercido por BTH, puede explicarse por su reduccién en el grado de
colonizacion fungal en tejidos radicales, asociada con acumulacién masiva de

aposiciones de la pared que actlan como barreras estructurales. Este proceso
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de reforzamiento mediado por la deposicion temprana de calosa y fenoles,
probablemente conduce a cambios draméticos tanto en la rigidez como en la
vuinerabilidad de las células y tejidos (Benhamou 1996).

A nivel foliar (Gérlach ef al. 1996), reportan que la tasa de penefracion de
Erysiphe graminis fsp tritici en tejido tratado con BTH, disminuy6 en un 30 %
comparada con las plantas control. Una posible explicacién para la
obstaculizacién de la entrada del hongo fue también el incremento en la
formacion de papilas efectivas (directamente sobre la hifa de penetracion) en
tejido fratade. Se ha encontrado también que la expresion de las reacciones de
defensa en planias tratadas con Asm ocurre con mayor magnitud después del
contacto con el hongo (Benhamou y Bélanger 1998a).

La evidencia de la funcién de la calosa o de la lignina en ia resistencia no es
conclusiva, es asi como otros reportes sugieren la no relacién entre dificultad o
fracaso de la penetracién y la formacion de papilas (Aist 1976). Aunque esta
relacién no debe negar la validez de la clasificacion de este tipo de sustancias
como respuestas de resistencia, no ha sido demostrado una funcién definitiva
de las papilas en la resistencia a enfermedades en plantas (Smedegaard-
Petersen y Tolstrup 1985).

En cullivos comerciales de banano en la Provincia de Limén-Costa Rica, se
encontro que plantas de banano respodieron a la activacién de resistencia al
ser tratadas con CGA 245704 = Acibenzolar-s-metil (Asm). Se reporta que la
inclusidn de la molécula en los programas de manejo de la Sigatoka negra
reducen entre un 15-18% el numero de ciclos necesarios para tener un buen
control (Madrigal et al., 1998).

BTH ha mostrado induccion de resistencia hacia el mildiu velloso de las
cruciferas, encontrando efecto directo de la dosis (desde 1.5 —250 gr de
l.a/litro) sobre la induccién de resistencia; del genotipo de las accesiones vy la
dosis sobre la altura de las plantas. La duracion del efecto protector se extendié
hasta 15-30 dias después del tratamiento (Godard et al. 1999).
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Este compuesto sintético también ha mostrado reduccién significativa de la
incidencia del virus de la marchitez manchada del tomate TSWV en plantas de
tabaco, causando toxicidad en las plantas y disminucion significativa en la
altura al inicio del cultivo, pero sin diferencias al final del mismo (Pappu et al.
2000). Tambien se reporta efecto de BTH sobre la replicacién del Virus del
Mosaico del Pepino (Anfoka 2000).

Una implicacion del uso del BTH, es su efecto sobre Ia fisiologia de la planta,
es asi como plantulas de tabaco resultaron muy sensibles a la fitotoxicidad del
producto, y se encontré mediana toxicicidad en plantas jévenes. La toxicidad
estuvo acompafiada de clorosis, la cual fue corregida por la aplicacion de
nitrato de calcio, sugiriendo un posible desvio de Ia disponibilidad de nitrdgeno
hacia el metabolismo inducido por SAR (Cole 1999).

La activacion de resistencia a través de BTH en plantas de pimentén
(Capsicum annum L), resultd independiente de la presencia o ausencia de
genes mayores en los cultivares inducidos. Bajo condiciones de campo el uso
de Asm solo o en combinacién con cobre, mostré un control de la mancha
bacterial similar al tratamiento estandar de cobre mas maneb (Romero et al.
2001). Sin embargo la inclusién del inductor en programas estandares de
control, aumento ia efectividad del mismo en plantas de tabaco (Cole 1999;
Alexander y Graves 2001)

2.4.2 Otros inductores sintéticos de resistencia hacia Sigatoka negra
Actualmente se encuentra en evaluacion un inductor sintético de naturaleza
proteica conocido como Harpin, para el control de diferentes enfermedades
dentro de las cuales se encuentra Sigatoka negra en banano. La proteina fue
originaimente aislada de FErwinia amylovora, e induce una respuesta
hipersensitiva en el tejido tratado (Wei et al, 1982),

Ofro compuesto sintético reportado como inductor de resistencia hacia
Sigatoka negra es el Triciclazole, un inhibidor de la biosintesis de melanina en
M. fijiensis, el cual causd en el hongo acumulacién del metabolito 2,4,8-
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trinidroxytetralone (2,4,8-THT). La activacion temprana del metabolismo de esta
sustancia esta relacionada con el nivel de resistencia a Sigatoka negra, a
través de la formacion de micro lesiones necréticas y la induccion de
reacciones de defensa post-infeccionales que condujeron a ia incompatibilidad
entre el patdgeno y sus plantas hospederas (Hoss ef al. 2000).

Los inductores de resistencia no son necesariamente un reemplazo de los
fungicidas o bactericidas tradicionales. Su utilizacién alternada o en conjunto
con estos pesticidas puede llegar a reducir el nimero de aplicaciones o quizés
la dosis de aplicacién (Ortega et al.1998). Igualmente, este tipo de productos
puede ayudar a extender la durabilidad de la resistencia en cultivares con
genes de resistencia a razas de los patbgenos (Romero ef al. 1998). Ademas,
la activacién de diferentes mecanismos de defensa disminuyen el riesgo de
desarrollar resistencia a este tipo de productos (Tally ef al. 1999; citados por
Romero et al.2001).

2.5 INDUCCION DE RESISTENCIA POR MICROORGANISMOS

Kloepper y Schroth (1978) reportaron que ciertas bacterias que colonizan las
ralces podian promover el crecimiento de plantas de pepino, denominandolas
“Rizobacterias Promotoras del Crecimiento de las Plantas (PGPRs por su sigla
en inglés) (Liu ef al. 1995). Pero dentro de este grupo se encuentran algunas
bacterias pertenecientes principalmente a especies fluorescentes del género
Pseudomonas, que actuan como agentes bioldgicos de induccion de
resistencia sistémica (ISR, por su sigla en inglés). Esta induccién es producida
por medio de determinantes bacteriales como sideroforos, AS y
lipopolisacaridos (Van Loon, et al. 1998).

Hoffland et al. (1996), evaluaron una cepa de P. fluorescens para inducir
resistencia sistemica contra Fusarium oxysporum en varias especies de
plantas; se encontré que la resistencia fue inducida sin propiciar la sintesis de
PRs; demostrando también que una sola cepa de PGPR puede inducir
resistencia contra multiples patégenos, inclusive aquellos que atacan las hojas,
y el nivel de proteccion fue tan alto como el llevado a cabo por la accién de un
patdgeno necrotizante e inductor de sintesis de PRs.
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A pesar de que la resistencia debida a P. fluorescens ha sido demostrada en
varias especies (Van Peer ef al. 1991; Pieterse ef al. 1996; Leeman et al. 1995;
Wei et al. 1991; Maurhofer et al. 1995); se conoce poco acerca de cémo este
tipo de microorganismos pueden inducir la resistencia sistémica (Mauch-Mani y
Metraux 1998).

Pietersé et al (1998), proponen un modelo para explicar la via del
sefalamiento de ISR por rizobacterias no-patogénicas, en el cual para el caso
de P. fluorescens se activa una via independiente del SA hacia SAR, donde
participan respuestas del jasmonato (JA) y del efileno para generar una
reaccion de resistencia sistémica que al igual que SAR es dependiente de la
proteina reguladora NPR1. La via de ISR comparte eventos de sefialamiento
que son iniciados en presencia del patégeno pero no asociada con expresion
de genes PR o Pdf1.2. En este trabajo se plantea que P. fluorescens activa una
via novedosa de sefialamiento y que la resistencia inducida involucra la
produccion de compuestos de defensa desconocidos.

Con relacién a la influencia del tipo de cultivar sobre ia capacidad de
induccion, van Loon et al. (1998), hacen un recuento donde se muestran
resultados contrastantes, desde no dependencia de diferentes niveles de
resistencia en plantas de rabano, pasando por incremento significativo en
cultivares de clavel con resistencia moderada, hasta limitacién en la capacidad
inductora en cultivares de pepino con niveles altos de resistencia. Lo anterior
sugiere la existencia de un limite por encima del cual la induccién biologica no
puede adicionar proteccion a la expresada por la resistencia heredable.

Un factor adicional que puede modificar la resistencia inducida a través de
rizobacterias, es la presencia de hierro en el suelo, el cual en altas
concentraciones reduce la induccién al afectar determinantes bacteriales como
los siderdforos y el AS. Se plantea que una rizobacteria puede inducir
resistencia mediante diferentes mecanismos, dependiendo de las condiciones
locales que se presenten en la rizosfera (van Loon ef al. 1998; Press ef al.
2001).
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La promocién del crecimiento de las plantas por parte de las rizobacterias, es el
otro componente de las bacterias con capacidad inductora de resistencia.
Alexander (1977} indica que la mayor contribucion de la microfiora bacterial a
las plantas que coloniza es el proveer productos excretados que sirven de
fuente de carbén, nitrégeno o reguladores de crecimiento; ademas la cantidad
de CO; liberado por las bacterias produce &cido carbonico, que ayuda a la
solubilizacion de nutrientes inorganicos no disponibles, lo que favorece la
asimilacion de fosforo, potasio, magnesio y calcio.

Otros mecanismos que se tienen para explicar la promocién del crecimiento, es
el efecto que ocurre como consecuencia indirecta al cambiar el balance
microbial en la rizosfera, lo que favorece las poblaciones de microorganismos
benéficos para la planta. Dependiendo de las condiciones fisioldgicas vy
ambientales, se estima que mds del 20% del peso seco de la planta es liberado
de las raices al suelo; las rizobacterias pueden favorecer la liberacion de
exudados en mas del 100 % a través de reguladores de crecimiento, vitaminas,
toxinas, enzimas celuloliticas u otros compuestos, o a través de la alteracion de
fa disponibilidad de nutrientes (Kluepfel 1993). Segun Foster (1986), las
rizobacterias también pueden liberar nutrientes tanto organicos como
inorganicos, particularmente el fosforo insoluble.

Jaizme-Vega et a/(2000), reportaron que tanto Ia micorriza Glomus manihotis
como la rizobacteria Bacillus subliis en forma individual o conjunta,
incrementaron significativamente el crecimiento de microplantulas de banano
comparados con [os controles sin inocular.

Los microorganismos formulados en sustratos como cachaza y broza de café
lograron promover el crecimiento del area foliar en banano con una correlacion
significativamente negativa entre promocién de crecimiento y porcentaje de
infeccion de Sigatoka negra (Gutierrez 1996). Los tratamientos con S.
marcescens y P. fluorescens exhibieron los porcentajes mayores de nitrégeno y
calcio en hojas de banano. El fratamiento con P. fluorescens produjo
significativamente mayor nimero de hojas en condiciones de campo.
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Camacho (1997), reportd que P. fluorescens promovid el crecimiento de
plantas de banano y caus6 un menor indice de severidad de Sigatoka negra.

Tanto SAR como el control biolégico de fitopatdgenos se espera que puedan
ser usados en combinacion y estos dos fenémenos pueden interactuar en
forma inesperada e impredecible. Este hecho llevé a Chen ef al. (1996) a
evajuar la compatibilidad de estas dos alternativas de control, encontrando en
plantas de tabaco que la induccién de SAR mediante aplicaciones de acido
salicillico o INA suprimieron el efecto de patégenos comicetos, pero no
alteraron el crecimiento de la bacteria antagonista Bacillus cereus UW85 sobre
las ralces, y la combinacion de los dos fratamientos resulté en una supresion
aditiva de la enfermedad.

Las interacciones entre la planta hospedera, el agente de control biologico y el
patdgeno parecen ser significativas en la actividad de B. cereus UW85, donde
el potencial de SAR para influenciar cambios en la composicion de la dinamica
y comunidad microbial mediada por agentes de control bioldgico, puede
contribuir significativamente a la supresion de enfermedades desde una
perspectiva ecologica (Chen et al. 1996).

2.6 COMPOST E INDUCCION DE RESISTENCIA

Trénker (1992} observo que el mildiu polvoso del trigo y cebada fue menos
severo en suelos enmendados con compost con relacién a suelos sin este
sustrato. Situacion similar fue reportada para enfermedades fungosas y
bacterianas en tomate (Roe ef al. 1993). Zhang et al.(1996), registraron que
mezclas de compost elaborado a base de especies maderables indujo SAR en
pepino hacia la pudricion radical ocasionada por Pythium y antracnosis
causada por Colfefotrichum orbiculare.

Actualmente no se tiene claridad sobre los mecanismos de induccion. No
obstante, las plantas en suelos enmendados con compost son colonizadas por
una gran variedad de taxas bacteriales dentro de las cuales han sido descritas
cepas capaces de inducir resistencia a patégenos presentes en el suelo y en
las hojas (Maurhofer et al. 1994; Wei ef al. 1991).
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Zhang et al. (1996), reportaron que la actividad de la peroxidasa (un marcador
de SAR) en pepino fue significativamente mayor en plantas sembradas en
mezclas con compost que en plantas sin este sustrato, siendo critica la
interaccion con el patogeno; ademas la actividad de la enzima p-1,3-glucanasa
resultdé incrementada en aquelias plantas sembradas con compost, mientras

que en tabaco se reporta ta acumulacién de esta enzima y de quitinasa (PR3)
(Maurhofer et al. 1994).

La naturaleza biclégica de la induccion de resistencia por parte de los compost
ha sido corroborada por el hecho de que al autoclavar el sustrato se destruye el
efecto supresivo (Chen et al, 1987).

En lombricompost de pulpa de café, se encontrd una gran riqueza microbiana
representada por 14 géneros de bacterias dentro de las cuales se destacan
como promotoras de crecimiento e inductoras de resistencia a enfermedades,
los géneros Baciflus, Pseudomonas, Serratia; también se encontraron 5
generos de hongos, 2 de levadura y 3 de actinomicetos, en lombricompost
mezclado con mucilago de café. Las bacterias predominan en la pulpa de café,
mieniras que el proceso de lombricompostaje favore el establecimiento de
hongos y actinomicetos. De igual forma, se encontraron altos contenidos de
minerales y materia organica (Blandén et al.1999).

Oluma y Onyezili (1999), reportan menor severidad de Sigatoka negra en
suelos que presentan mayores contenidos de materia organica (2.7 —2.9%) con
relacion a suelos con bajo contenido (0.95%), indicando la participacion
importante que juega el tipo de fertilidad de los suelos sobre el manejo de la
enfermedad.

Las sustancias himicas y en general los sustratos organicos, también
presentan un estimulo sobre el crecimiento de las plantas relacionado
comunmente con el incremento en la toma de macronutrientes y la
solubilizacion de micronutrientes a partir de las formas orgénicas, y un
incremento en la permeabilidad de las membranas celulares. De igual forma
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tanto la tasa de fotosintesis como de respiracion se han visto aumentadas por
la presencia de sustancias humicas, encontrandose un incremento en fos
contenidos de clorofila luego de aspersiones foliares con este tipo de
sustancias (Chen y Aviad 1990).

2.7 INDUCTORES DE RESISTENCIA DERIVADOS DE Mycosphaerella spp.
Diferentes elicitores bidticos como proteinas, glicoproteinas, péptidos, quitina,
glucano, polisacaridos y lipidos han sido encontrados en fluidos de esporas en
germinacion, filtrados de cultivos de hongos y bacterias, paredes celulares o
membranas de hongos fitopatogénos, al igual que en el espacio apoplastico de
las plantas (Darvill y Albersheim 1984).

Dentro del género Mycosphaerella se ha reportado que la especie M. pinodes
secreta un elicitor de alto peso molecular (> 20,000 kDa) en su fluidoe de
picnosporas en germinacion (Shiraishi et al 1978). Este elicitor induce
defensas activadas como fa produccion de la fitoalexina pisatin, un inhibidor de
infeccion no identificado, generacién de un anién superéxido (Kiba et al. 1996}
y el incremento en actividad de PR's como p-1,3-glucanasa y endoquitinasa
(Yoshioka et al. 1992). Recientemente se ha encontrado que el elicitor
incrementa rapidamente la generacion del superéxido O,y la actividad ATPsa
en la fraccion proteica solubilizada de paredes celulares de arveja y caupl que
pueden estar estrechamente correlacionadas con la transduccion de la sefial
que conduce a las respuestas de defensa (Kiba ef al. 1997).

El elicitor ademas de inducir las respuestas de defensa, también lleva la
respuesta concomitante de un supresor que bloquea estas mismas,
condicionando los tejidos de la planta a ser susceptibles. La accién de este
supresor parece estar relacionada con base en el tipo de interacciéon que puede
ser especifica a una especie ¢ en forma similar a la espe'cificidad entre un
cuitivar y una raza del patégeno (Yoshioka ef al. 1995).

La estructura parcial de un elicitor presente en fluido de esporas de M. pinodes
en germinacion fue determinada como glicoproteica. Se ha logrado sintetizar
exitosamente derivados glicopéptidos con la porcién oligosacdrida de este
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elicitor, encontrando que los glicopéptidos sintéticos pudieron inducir in vitro la
activacion de respuestas de defensa (Kiba ef al. 1999).

Riveros y Lepoivre (1898), utilizando una técnica de inyeccion localizada sobre
hojas de banano, del fluido de conidias de M. fijlensis en germinacién,
reportan induccion de necrosis seguida de la aparicion de aposiciones
fluorescentes a partir del 6° dia después de aplicado el inductor. También se
observé una mas rapida e intensa reaccion en el tejido de un clon resistente a
la enfermedad con relacion a un cultivar susceptible. Se sugirié que el elicitor
es producido por las conidias durante su germinacion, y que su naturaleza
probablemente es polisacarida.

2.8 AZUCAR E INDUCCION DE RESISTENCIA

La acumulacion o agotamiento de azlcar en los tejidos vegetales puede
convertirse en adaptacion fisiolégica de las plantas que afecta la accion de los
hongos fitopatégenos (Salzman et al. 1998). El incremento en susceptibilidad a
hongos en tejidos vegetales con bajos niveles de azlcar, es un fenémeno
denominado “pérdida de resistencia inducida por sumidero”, documentado en
tomate, algodon, y maiz (Salzman ef al. 1998). Niveles moderados de azticar
pueden incrementar las tasas de colonizacion de algunos hongos patogénicos,
presumiblemente debido a la presencia de fuentes de carbono para los
microorganismos. Sin embargo, niveles mayores de azlcares pueden reversar
este efecto, conduciendo a un descenso en la susceptibilidad, fenomeno
conocido como “resistencia de alta azicar" (Horsfall y Dimond 1957; citado por
Salzman et al1998). Al menos dos mecanismos potencialmente
interrelacionados pueden estar involucrados en el descenso de susceptibilidad
con la regulacion de la acumulacién de sustancias de defensa como las PR's:
mecanismo osmético debido a la acumulacién de azlcar o sefialamiento
condicionado por el azlcar al regular la expresion de los genes que codifican
para las proteinas antifungales. En frutos de uva la actividad antifiingica de una
proteina parecida a la Taumatina y de quitinasas, fue incrementada con el
aumento en la concentracién de glucosa, descartando algin mecanismo
dependiente de la nutricion, al no ser esta aziicar metabolizada por hongos
como Guignardia bidwelli y Botrylis cinerea. El mecanismo mas probable
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atribuido en este estudio fue la represion debida al azlcar, de genes
involucrados en la patogénesis o virulencia.

Otro posible mecanismo por el cual el aziicar puede incrementar la actividad
antifingica de PR’s esta basado en la preservacion de la estructura primaria de
fas proteinas ya que los azucares son conocidos como estabilizadores de las
proteinas ante la desnaturalizacion (Lee y Timasheff 1981), lo que facilita la
conformacion activa de las proteinas antifungales en la solucion fisioldgica
(Salzman et al. 1998).

Sancho y Guzman (1997) tomando como base la fuente de carbohidratos
presentes en melaza como fuente de energia para la planta, ademas de la
complejidad en contenido de minerales de este subproducto; evaluaron su
aplicacién en combinacion con con las aspersiones aéreas de fungicidas para
el control de Sigatoka negra. No se encontré efecto de la melaza sobre
aumente en el control de la enfermedad.

2.9 MARCADORES HISTOLOGICOS DE LA INDUCCION DE RESISTENCIA
La induccion de resistencia puede generar cambios no sélo bioguimicos y de
reforzamientos de pared celular, sino también en la presencia de sustancias o
estructuras relacionadas con la defensa. Griesbach et a/. (2000), reportan como
marcador histolégico de la induccién de resistencia en células de tomate, la
formacion de particulas densoelectrénicas de forma papilar a esférica en el
tonoplasto y membranas de las organelas de las células parenguimaticas del
sistema vascular. La formacion de estas particulas fue asociada con Ia
respuesta de defensa a la preinoculacion con una raza avirulenta de
Clavibacter michigannensis subsp michiganensis.

La formacion y acumulacién de compuestos fendlicos en los espacios
intercelulares han sido asociadas con la formacion de gotas denso-electronicas
y vesiculas dentro de las células hospederas, como ha sido registrado por
Benhamou (1996) para la interaccién Fusarium oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici en tomate. La formacion de estas gotas fue explicada como punto
de partida para la sintesis de compuestos fendlicos. Gotas osmiofilicas (por su
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tincién afin al Osmio) similares fueron observadas en membranas y organelas
de células de plantas de algodoén resistentes a la marchitez por Fusarium (Shi
et al. 1991) e identificadas como terpencides con posible funcién de
fitoalexinas.

Tambien existen referencias de que estos cuerpos de inclusién vacuolar
asociados a la membrana pueden ser PR’s, las cuales han sido caracterizadas
como osmotina y thaumatina (Rodrigo et al. 1993). La presencia de estas
particulas dentro de la vacuola podria representar también un depésito de PR’s

y la vacuola central actuaria como un “arsenal de defensa” (Griesbach et al.
2000).

2.10 ENERGIA E INDUCCION DE RESISTENCIA

Resulta obvio que la defensa activa en plantas y las reacciones de
fncompatibzlldad estén asomadas con un ;ncremento en actwndad b[oioglca
como ca!osa !|gnsna f toalexmas y acndos nuclelcos chhos :ncrementos en
actividad bzologlca requleren energia que en gran medida debe denvarse de

Smedegaard Petersen ¥ Toistrup 1985)

Para iiustrar el potencial de la respiracién en la biosintesis de los compuestos
asociados con la combinacion incompatible, Daly (1976) calculd el
requerimiento para la sintesis de risitina en papa. Tomando como base que la
glicdlisis es la fuente de piruvato y de ATP, se plante6 que debe metabolizarse

un minimo de 4.5 moléculas de glucosa para construir una moiécula de risitina,

La demanda de energia por parte del estado de induccion de resistencia, causa
una caida de la energia dlspombfe por el hospedero para trabajo util y puede
limitar sggmf catwamente el cremmtento y Ia producc:on con respecto a sus
vaiores potenma!es (Smedegaard Petersen y Tolstrup 1985).
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La reaccion hipersensitiva, requiere que el ciclo del acido tricarboxilico esté
operando, esto pudo ser demostrado ya que la respuesta de defensa puede ser
refardada por la accién de inhibidores de la respiracion mitocondrial, donde la
adicion de ATP no solo acorta el tiempo para la expresion de la resistencia,
sino también que puede compensar el efecto de retardo (Nozue et al. 1978;
Crute et al. 1985).

En tomate se ha observado que la induccion de resistencia para Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis, estimula la formacién de una mayor
cantidad de ribosomas y de reticulo endoplasmaético en las células activadas,
sugiriendo un intenso metabolismo celular necesario para la expresion de la
defensa (Griesbach et al. 2000).

Con respecto a los posibles cambios que puede experimentar la induccion de
résistenb_ia a través del 'desar_rol'io de fa pianta; Gﬁedes ef al. (1980) registraron
como la induccion de resistencia sistémica a antracnosis del pepino, se
present6 en plantas que estaban en estado fisiologicos vegetativos, pero no
ocurrid induccion en aquellas plantas que llegaban al periodo de fructificacién,
siendo marcadamente disminuida cuando estaban en el momento de floracion.
Esta respuesta fue atribuida a que en estos estados fisiolégicos la senal
quimica para la resistencia no es producida por las plantas o las célutas no
estan en un estado fisiolégico apropiado para responder a la sefial.

El Acibenzolar-s-metil (Asm), al ser usado como inductor de resistencia a
Xanthomonas axonopodis pv. vesicaloria en plantas de pimenton (Capsicum
annum), conlleva un costo energético que puede ocasionar en algunos
cultivares una sobreproduccion de frutos de menor tamafio, afectando
negativamente la produccion, siendo mas evidente el costo cuando la
frecuencia de aplicacion es mas alta. Es posible que ia continua expresion de
resistencia incremente igualmente la sensibilidad al estrés, v asl la respuesta
de los cultivares puede estar relacionada con una habilidad inherente para
responder al estrés (Romero et al. 2001). Lo anterior podria también contribuir
a explicar la induccion de resistencia a enfermedades adquirida a través del
uso de herbicidas (Cohen et al. 1992; Strobel y Kué 1995).

25



Con el objetivo de compensar los costos energéticos implicados en la induccién
de resistencia, es importante tener presente la accion de facilitadores en el uso
de la energia disponible para la efectividad de la induccién.

De acuerdo a Bustamante y Patifio (2001), estos facilitadores se pueden
agrupar en: 1)faciliftadores ambientales dentro de los cuales estan el manejo de
temperatura, humedad, luz y velocidad del viento. 2)Facilitadores biolégicos
principalmente rizobacterias promotoras de crecimiento, micorrizas v
fertilizantes organicos. 3)Facilitadores quimicos como el suministro adecuado
de minerales como fosforo, calcio, potasio y seleccién adecuada de herbicidas
y 4)facilitadores genéticos como el uso de cultivares que exhiban
caracteristicas de buena adaptabilidad, resistencia genética duradera y de
buena produccion.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 LOCALIZACION DEL ESTUDIO

El experimento se llevo a cabo bajo condiciones de laboratorio e invernadero,
en el area de Fitopatologia del Centro Agronémico Tropical de Investigacion y
Ensefianza (CATIE), situado a 602 m.s.n.m., con temperatura, precipitacion y
humedad relativa promedios anuales de 21.7 °C, 2650 mm y 87 %,
respectivamente. Se realizé una fase de campo en el drea experimental de la
compaiiia DEL MONTE S.A.(Bandeco) ubicada en Ia zona de Siquirres- Costa
Rica, a 30 m.s.n.m.,, con precipitacion promedio anual de 3644 mm,
temperatura promedio anual de 25.3°C y humedad relativa promedio de 85 %.

El estudio histolégico de la interaccién entre los inductores de resistencia con
los materiales de banano, se realizé en el laboratorio de Histologlia Vegetal de

CATIE y en la Unidad de Microscopia Electrénica de la Universidad de Costa
Rica.

3.2 MATERIAL VEGETAL

Se utilizaron plantas provenientes de cultivo in vitro con el fin de asegurar la
uniformidad y sanidad de las mismas. En la fase de invernadero se usaron dos
cultivares con diferente grados de respuesta a la Sigatoka negra: Gran Enano
(AAA) altamente susceptible y FHIA 23 (AAAA) clasificado como tolerante a la
enfermedad (Orjeda et al. 1999). Este cultivar fue suministrado por el MSc.
Pablo Acufia de CORBANA. Para la fase de campo se evalud la respuesta de
tos tratamientos en el cultivar comercial Gran Enano.

3.3 TRATAMIENTOS
Fase de invernadero
Ensayo 1

Este ensayo consisti6 de los siguientes tratamientos:
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FE 0 (agua) A1 B1 s ABS

LCO MO T1 12 T3 T4
M1 TS 16 17 T8
LCt Mo T9 T10 T11 T12
M1 T13 T14 T15 T16 T17

FE= Fuente de Energia, LC = Lombricompost, M = Melaza, 0: ausencia 7: presencia. A
= Acibenzolar-s-metil (2cc de i.a./litro) B = Pseudomonas sp cepa PF1 S = Sustrato
Foliar. Por disponibilidad de material, en el cultivar FHIA 23 no se incluyeron los
tratamientos que comprendian S a exepcién del tratamiento ABS. En el cultivar Gran
Enano se evaluaron todos los tratamientos.

Ensayo 2

Debido a sintomas de toxicidad encontrados con la dosis inicial de Asm, se
evalué una segunda dosis de éste producto, al igual que otra cepa de P.
fluorescens y un inductor obtenido de fluido de conidias de M. fjiensis en
germinacion. El efecto de estos inductores fue evaluado en presencia y
ausencia de lombricompost. La distribucion de los tratamientos fue [a siguiente:

FE Ofagua) A2 B2 F
LCo T1 T2 T3 T4

L.C1 TS T6 17 T8

FE= Fuente de Energla, LC = Lombricompost, 0: ausencia 7: presencia. A2 =
Acibenzolar-s-metil (0.2 cc de .a../litro) B2= Pseudomonas fluorescens cepa PF2. F=
fraccion cruda de M. fjiensis (FcMf),

En este segundo ensayo se realizd una prueba para evaluar la accion individual
de los componentes del sustrato foliar sobre el cultivar Gran Enano, teniéndose
los siguientes tratamientos: sustrato foliar, fuente de quitina, fuente de giucano
y calcio.

Fase de campo

Para esta fase se establecieron 10 tratamientos tomando como parcelas
totales hileras de 12 plantas y como parcela Util las 4 plantas centrales. Las
parcelas fotales estuvieron aisladas enrtre si mediante una barrerra de pasto

elefante, con el fin de evitar traslape durante la aplicacion de los tratamientos.
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Se usaron tres repeticiones (bloques) por tratamiento. La distribucion de los
tratamientos para esta fase fue la siguiente:

SOE SOE + : SOE + SF SF en rotacidn con SOE+
FE Asm 40 grde l.atha Asm 15grdeialha enrotacién  Asm 15 gr de i.atha
cada 35 dias cada 20 dias con SOE cada 20 dias
LCo 11 T2 T3 T4 TS
LC1 T6 T7 T8 TS TG

FE= Fuente de Energia
SOE= Sistema de Operacion Estandard de contro! quimico - Bandeco 2001
SF= Sustrato Foliar

LC = Lombricompost. 0= ausencia 1= presencia, como complemento a esta fuente de energla,
se incluyo fa aplicacién foltar de Phos-pro (P,05 18% + Ca 4%) a una dosis de 0.5 litrostha, de
acuerdo al ciclo de aplicaciones indicado en el Anexo 14.

Luego de once semanas de ser sembradas las plantas, se iniciaron los
tratamientos, realizando aspersiones con bomba de motor Jacto PL50 BV
calibrada para lanzar un volumen de 23.6 litros de mezcla /ha.

El sistema de operacion estandard utilizado por Bandeco dentro del cual se
evaluaron los tratamientos, consistio en el uso de fungicidas protectantes
aplicados 7-9 dlas después de la Ultima aplicacion y fungicidas sistémicos
después de 12-14 dias (Anexo 14).

La evaluacion de los tratamientos se realizd hasta que una parcela de
referencia con plantas sin ningun tipo de control llegara a su nivel maximo de
infeccion natural.

3.3.1 Aislamiento de Rizobacteria

Una cepa fluorescente de la bacteria Pseudomonas fué aislada de la rizosfera
del clon Pelipita (ABB). Se prepararon suspensiones de suelo de rizosfera en
agua destilada estéril, luego se diluyeron estas suspensiones hasta 10 — 105,
para seguidamente esparcir una gota de 20ul en cajas de petri con medio de
cultivo agar nutriente. Posteriormente se tomé el crecimiento bacterial por
unidad formadora de colonia, y se purificé en medio agar nutriente y en medic
B de King. Se aislé una cepa de la bacteria fluorescente del género
Pseudomonas identificada como PF1. Esta fue aplicada en condiciones de
invernadero, sumergiendo raices de plantulas de banano en suspension
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bacterial de 10° esporas/cc durante 45 minutos, seguido por la siembra de las
plantas en suelo con sustrato para crecimiento de la bacteria (aceite vegetal de
maiz al 3%, melaza al 6% en 1000 cc de broza de café esterilizada 2 veces
durante 1 hora) a una proporcién de 3:1. Cada dos semanas se aplicé al suelo
200 cc de suspension bacterial/planta con el fin de fomentar la colonizacion del
sustrato y rafceé (Gutiérrez 1996; Camacho 1997).

De igual forma, en el ensayo 2 de invernadero, se evalud la capacidad
inductora de resistencia de P. fluorescens cepa PF2 facilitada por la Dra.
Jennifer Parker de la Universidad de Wisconsin, y reportada por Camacho
(1997), como inductora de resistencia a Sigatoka negra en plantas de banano.
Antes de aplicar esta cepa, se indujo su reactivacion, asperjando una
suspension bacterial sobre hojas de banano bajo condiciones asépticas, con
posterior reaislamiento e incremento en medio B de King.

3.3.2 Aplicacion de Asm

Acibenzolar-s-metil (Boost 500 SC, Syngenta S.A.) un activador de defensas en
plantas perteneciente a la clase quimica de los benzotiadiazoles, fue aplicado
via aspersion 5 dias después de la inoculacién (DDI) a una dosis de 3 cc de
solucion/hoja, en las tres primeras hojas de plantulas de 4.8 meses de edad
total desde su cultivo in vitro. Se evaluaron dos dosis: 2cc dej.a. Jitro, durante
el ensayo 1. Debido a la observacién de sintomas de fitotoxicidad con esta
dosis, se evalub preliminarmente una segunda dosis 2, con 0.2 ¢c de i.a.flitro,
sobre plantas de Gran Enano sin lombricompost bajo condiciones de
inoculacién natural similares a las del ensayo 1 (Anexo 9). Esta dosis menor
fue evaluada nuevamente durante el ensayo 2 de invernadero. En todos los
casos la aplicacidon del producto fue cada 30 dias, lo que representd dos
aplicaciones desde el inicio de |os tratamientos hasta la evaluacién final 50 dias
después de la inoculacion.

En condiciones de campo se evaluaron igualmente dos dosis de Asm, con
diferentes frecuencias de aplicacion: 1) 15 gr de i.a./ha, cada 20 dias y2)40gr
de i.a./ha cada 35 dfas. En todos los casos en mezcla con el sistema estandar
de control (Anexo 14),
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3.3.3 Sustrato Foliar

Se ulilizd el sustrato reportado como promotor de poblacién natural de
microorganismos quitinoliticos indicado por Arango (2000). La aplicacién de
este tratamiento se realizo via aspersién 5 DD, obteniendo una cobertura total
del envés de las hojas. Las aplicaciones se realizaron cada 15 dlas hasta la
evaluacion final (Ruiz-Silvera et al. 1997; Talavera ef al. 1998).

Para la fase de campo, con el fin de ajustar la concentracion de los
componentes del sustrato a la dosis comercial de 23.6 litros de mezcla de
fungicida/ha, la concentracién de ios componentes fue modificada 4 semanas
después de iniciar los tratamientos, teniéndose las siguientes proporciones:
fuente de quitina al 25%, fuente de glucano 8%, fuente de calcio al 5% y nufilm
al 0.3%.

3.3.4 Inductor derivado de M. fijiensis

Esporas asexuales de M. fijiensis se colocaron para su germinacién en una
solucion de 2.5 x 10° conidias/cc durante 48 horas en oscuridad, con agitacion
suave y constante. Al cabo de este tiempo se hizo una filtracion con tela de
etamina y filtro Whatman No.1, para finalmente obtener la fraccion cruda de M.
fijiensis (FeMf). Con el fin de aumentar la posible capacidad inductora, este
inductor fue concentrado 10X mediante el proceso de rotaevaporacion, la
solucion fue almacenada a 4°C bajo oscuridad hasta el momento de fa
aplicacion (Riveros y Lepoivre 1998).

Para la evaluacion de los tratamientos con este inductor, se cubrio el envés de
las tres primeras hojas con una mezcia de FcMf, mas gelatina al 1% con el fin
de facilitar la permanencia de! inductor sobre el tejido. La aplicacion se realizo

48 horas antes de la inoculacion con el patégeno, seguida por dos aplicaciones
5 DDl y 10 DDI.

3.3.5 Fuente de Energia

Como fuente de energla metabélica para facilitar la expresion de la resistencia,
se utilizé compost clasificado como sustrato vigorizante en plantas de banano
{(Bustamante 2000, resultados sin publicar). La proporcidon del sustrato con
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lombricompost, fue de una parte de lombricompost proveniente de broza de
café por otra parte de suelo mezclado con arena. También se evalud durante el
ensayo 1 de invernadero, el efecto de la melaza de la cafa al 2% en
aspersiones semanales.

En la fase de cémpo se evalué el efecto del lombricompost aplicando 5 kg al
momento de la siembra, seguido por una dosis de 3 kg, a los tres y seis meses
después de la siembra. Como complemento de la fuente de energia, se incluyé
la aplicacién de P,O5 18% + Ca 4% a una dosis de 0.5 L/ha con intervalos de
aplicacion indicados en el anexo 14, en aquellos tratamientos que llevaron
iombricompost.

3.3.7 Inoculacidn de las plantas

Aislamiento del patégeno

Se utilizd tejido vegetal en estadio 6 de severidad de [a enfermedad,
caracterizado por presentar una alta produccion de cuerpos fructiferos del
hongo. La muestra fue tomada de una plantacién ubicada en Guapiles-Costa
Rica, tratando con esto de que el aislamiento proviniera de una zona con alta
presion de la enfermedad. Una vez en el laboratorio, las muestras fueron
colocadas por 24 horas en camara himeda y luego de este tiempo se
sumergieron por 5 minutos en agua destilada con el fin de hidratar los
peritecios, para posteriormente por cambios de presién inducir la descarga de
ascosporas sobre medio agar-agua al 3% incubadas bajo condiciones de luz y
temperarura normal del laboratorio. Luego de 12 horas las ascosporas de M.
fijiensis germinadas, fueron fransferidas a medio nutritivo PDA donde crecieron
las colonias multiesporicas del hongo, las cuales fueron purificadas mediante
subcultivos.

Inoculacioén artificial

En el ensayo 2 de invernadero se inocularon plantulas con 4.8 meses de edad,
con una suspensién de 1 x 10* conidias de M. fijiensisicc provenientes de
cultivos puros del hongo de 15 dias de edad, colocados bajo luz continua a 25
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°C. Esta suspension fué diluida en gelatina al 1% antes de ser asperjada sobre
las hojas de banano, ia aplicacion se realizd mediante un atomizador DeVilbiss
modelo 15 con presién constante de 0.7 kg/cm?, asperjando las tres primeras
hojas de plantulas hasta obtener una cobertura total del envés de ia hoja. Al
momento de secarse la suspensién, las plantas fueron trasladadas a una
camara humeda con HR mayor del 90%, acondicionada con microaspersores
sincronizados a 15 minutos de encendido y 15 minutos de apagado en forma
constante durante 10 dias después de la inoculacion, luz continua durante los 3
primeros dias y temperatura alrededor de los 26 °C (%Riveros 2000,
comunicacién personal). Luego de este tiempo las plantas fueron trasladadas al
invernadero para evaluar la severidad de la enfermedad.

Inoculaciéon natural

Este tipo de inoculacién se realizé mediante la exposicién de las plantulas a
inGculo proveniente de una plantacion de banano con dos condiciones de
manejo de la plantacién: ta primera con control cultural y bioldgico de la
enfermedad, control de malezas y condiciones climaticas relativamente menos
favorables para el desarrollo de la Sigatoka negra (Anexo 8) v una segunda
condicion con ausencia de cualquier tipo de control de la enfermedad, sin
contrel de malezas y condiciones mds favorables para el desarrolio de la
enfermedad que las ocurridas en el primer ensayo (Anexo 10). En ambos casos
las plantas estuvieron expuestas durante 10 dias dentro de la plantacion y
seguidamente fueron llevadas al invernadero donde se evalud la severidad de
ta enfermedad.

Durante el ensayo 2 de invernadero, se compararon los dos tipos de
inoculacion (artificial y natural), realizando primero la evaluacion de la
inoculacion artificial y al finalizar ésta, se realizé la inoculacién natural sobre
hojas nuevas.

En la fase de campo, las plantas recibieron Ia infeccién natural por el inéeulo
presente en la zona de experimentacion.

* Riveras, AS. 2000. [nvestigadora Asociada Universidad de Tolima-CATIE (comunicacion personat),
Turrialba, CR.
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3.4 VARIABLES DE RESPUESTA

Para la fase de invernadero se evalud la severidad de Sigatoka negra sobre las
tres primeras hojas definidas en el momento de iniciar los tratamientos (4.8
meses de edad). La severidad de la enfermedad se midié 50 dias despues de
la inoculacion, de acuerdo a Romero y Sutton (1998); tomando como valor el
promedio de la severidad en las tres hojas/planta o repeticion. En la fase de
campo esta misma variable fue medida cada dos semanas. En ambos casos se
utiliz6 la escala de severidad de enfermedad segln la metodologia de Stover
modificada por Gauhl (1989), la cual consiste en una estimacion visual del
porcentaje de area foliar afectada en todas las hojas de Ia planta excepto la
hoja candela y las hojas dobladas, por medio de Ia siguiente escala:

Grado 0 = Hoja sin sintomas visibles

Grado 1 = Hoja con < 1% de rayas o hasta 10 manchas
Grado 2 = Hoja con 1~ 5% de drea foliar atacada
Grado 3 = Hoja con 6 — 15% de area foliar atacada
Grado 4 = Hoja con 16 — 33% de area foliar atacada
Grado 5 = Hoja con 34 — 50% de area foliar atacada
Grado 6 = Hoja con > 50% de area foliar atacada

Como estimacion de la evolucién de esta variable en e tiempo se utilizo el Area
Bajo la Curva de Desarrollo de la Fnfermedad (ABCDE).

En la fase de campo, para tener una mejor estimacién del efecto de los
tratamientos sobre la enfermedad, se midid igualmente cada dos semanas el
Indice de severidad, el cual considera ademas del grado de severidad de la
hoja, la posicién que ésta ocupa en la planta, asignando los siguientes factores
de correccién de acuerdo al ndmero de la hoja;
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No. de hoja Factor de correccion No. de hoja Factor de correccién

1y2 60 10 25
3 55 11 20
4 50 12 15
5 45 13 10
6 40 14 5
7y8 35 >14

9 30

Se evalud también en condiciones de campo las variables Periodo Total
(Periodo de incubacion= HMJE x Emision Foliar + Periodo de transiciérn=HMJM
-HMJE x Emision foliar) y Hojas Totales (Marin y Romero 1992; Bandeco
2001). HMJE = hoja mas joven enferma, HMJM = hoja mas joven con mancha.

indice de aposiciones fluorescentes

Mediante microscopia de luz se determiné la presencia de aposiciones
fluorescentes en tefido de banano con y sin indculo del patdgeno, expuestos
bajo condiciones de invernadero a los inductores de resistencia en presenciay
en ausencia total de la fuente de energia.

Después de once dias de la inoculacion artificial (Riveros 2000. Comunicacién
personal) y 14 dias de la inoculacién natural, se tomaron 10 discos de hojade 2
cm de diametro/tratamiento, provenientes de la zona media de la segunda hoja
completamente expandida al momento de la inoculacién.

Las muestras fueron fijadas en solucién de acido acético glacial : alcohol al
95% (1:2), seguido por una serie de deshidratacion en etano! al 25%, 50%,
70%, luego se colocaron en NaOH al 10% durante 48 horas, seguidamente se
realizé un lavado con solucion buffer K;HPO, 0.15M, pH 8.9 por 30 minutos, y
finalmente las muestras fueron tefiidas con solucion alcalina de azul de anilina,
durante 12 horas. Al cabo de este tiempo las muestras se examinaron bajo un
microscopio Nikon, utilizando luz fluorescente.
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El indice de aposiciones fluorescentes fue medido en 5 campos dpticos/disco
de hoja, con un aumento de 100 X con base en la escala descrita por Riveros
(1995):

. sin aposiciones flucrescentes

> muy pocas apaosiciones fluorescentes

: algunas aposiciones fiuorescentes muy dispersas
. aposiciones presentes

R ™

: aposiciones fluorescentes coalescentes

3;4.1 Microscopia electrénica

Muestras de tejido de plantas expuestas a Asm en condiciones de campo
fueron procesadas para Microscopia Electronia de Barrido (MEB) y Microscopia
Electronica de Transmisidon (MET), bajo las técnicas convencionales de fijacién
y deshidratacion descritas en el anexo 16.

Como variable vegetativa, se determiné la altura de las plantas, medida desde
el suelo hasta el vértice de la primera hoja con el tallo, al final de ia evaluacién
de la severidad de |a enfermedad en condiciones de invernadero. En la fase de
campo se midi6 en igual forma la altura de las plantas, 20 semanas después de
iniciar los tratamientos.

3.4.2 Prueba de sensibilidad a Asm

Al finalizar la fase de campo, se midié el porcentaje de reduccion del tubo
germinativo por accion in vitro de Asm. Para esto se fomd tejido con
fructificacion del hongo, a partir de plantas que recibieron SOE sin a fuente de
energlia; y tejido con iguales condiciones, proveniente de una finca comercial
de Bandeco. Las muestras se incubaron en camara hiimeda durante 48 horas,
al cabo de este tiempo mediante inmersién de las muestras en agua destilada
por 5 minutos, se indujo la descarga de ascosporas sobre medio agar al 2%,
que contenia las siguientes concentraciones de Asm: 0, 0.01, 0.1, 1y 10 ppm.
Las esporas se incubaron para su germinacion a 26 °C por 48 horas, en el
momento preciso de finalizar esta incubacion, se realizaron lecturas de la
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longitud del tubo germinativo de 30 ascosporas por concentracion, usando tres
repeticiones.

3.5 ANALISIS DE LA INFORMACION

Los datos provenientes de cada uno de los ensayos de la fase de invernadero,
fueron analizados con base en un disefic de parcelas divididas dentro de un
disefio completamente aleatorizado, con ftres repeticiones. EI modelo
matematico fue el siguiente:

Yupa = B+ Vy+ g4 + Gy + My + Ty (VC) + (VM)y; + (VT)y + (CM);; +
(CT)y + (MT)y + (VCM)y; + (VCT )i + (CMT)jpc + (VCMT)ujjk +
Eviji

Donde : Yy = Variable de respuesta
M = Promedio general
Vv= Parcela grande: Cuiltivar, convy = 1,2
Ew= Error asociado a la parcela grande
C; = Efecto del sustrato a base de compost, coni= 12
M, = Efecto de la melaza, conj=172 '
Tw= Parcela pequena : Efecto de los agentes de control (O=agua,
A=Asm, B= rizobacteria), con k= 1,2,3.
£ v = Error Experimental
t=1, 2, 3. Repeticiones

Al interior de cada cultivar se realizé un analisis factorial 22 x 4 + 1 para Gran
Enano, para el cultivar FHIA 23 se utilizé un arreglo factorial 22 x 3 + 1 en el
ensayo 1 de invernadero. En el ensayo 2, se usé un factorial de 2 x 4.Todos
estos arreglos factoriales se establecieron sobre un disefio completamente
aleatorizado.

La comparacion de la inoculacién natural con la inoculacion artificial se obtuvo
a través de la significancia de la media de la diferencia por medio de la prueba
T mediante el sisterma SAS.

Para la fase de campo se utilizé arreglo factorial de 2 x 5 sobre un Disefio de
Bloques al Azar, con tres replicaciones. El factor lombricompost fue evaluado
por su presencia y ausencia, sobre cinco tratamientos. El modelo matematico
para esta fase fue el siguiente:
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Yig =+ Ci+ Ti+ B+ CTj+ Ty B+ CTy P + € Kl

Donde Yy = Variable de respuesta
1 = Promedio general
Ci= Lombricompost con i= 2
Ti= Efecto de tratamientos con j=5
B« = Efecto de blogues con k=3
€ i = Error experimental con |= 3 repeticiones

Se utilizd el procedimiento Generalized Linear Models (GLM) del sistema SAS
version 8 (1999).
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4.RESULTADOS
4.1 Fase de invernadero
4.1.1 Ensayo 1
La respuesta de los tratamientos estuvo influenciada por el tipo de cultivar.
Gran Enano mostré un alto grado de susceptibilidad a la enfermedad, mientras
que FHIA 23 exhibié un alto grado de resistencia (Figura 1; Anexo 1).

En Gran Enano se hallo efecto altamente significativo del lombricompost sobre
la variable severidad, sin efecto de la melaza, con influencia significativa de los
tratamientos y de la interaccion lombricompost por tratamientos (Figura 2;
Anexo 2).

Se detecté efecto altamente significativo de Asm sobre severidad. Se
encontraron sintomas de toxicidad expresada por emision de hojas nuevas de
forma lanceolada, engrosamiento del tallo y ia hoja tratada presentaba textura
coridcea. La fuente de energia no favorecié el nivel de expresion de resistencia
obtenido mediante Asm (Figuras 2 y 3).

Las hojas que emergieron luego de la aplicacién del producto y que no
recibieron este en forma directa, presentaron mayores niveles de severidad que
las hojas tratadas localmente.

En el cultivar Gran Enano la rizobacteria PF2 no tuvo efecto sobre reduccién de
' la severidad de la enfermedad ( Figuras 2 y 3).

El sustrato foliar exhibié buen control, significativamente diferente del testigo 0,
no se hallo efecto del lombricompost sobre su nivel de contro y se encontré
poco beneficio del efecto de este sustrato con la adicion de melaza. Sin
embargo, al igual que los tratamientos con Asm fa severidad fue muy baja,
dificultando detectar cualquier aporte adicional al control (Figuras 2 y 3). La
combinacion de lombricompost y melaza, causéd una significativa reduccion de
la severidad en el tratamiento testigo 0 (Figura 1).
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En el cultivar FHIA 23, resultdé dificil detectar diferencias entre los
tratatamientos a los 50 dias después de la inoculacion natural (Figura 1). No se
encontré efecto del lombricompost y la melaza, ni de los tratamientos sobre Ia

variable severidad {Figuras 5 y 6; Anexo 2).

Al permitir 10 dias adicionales para el desarrollo de la enfermedad, aunque
esta aumentd con relacién a los niveles encontrados a los 50DDI, no se
encontré efecto del LC sobre la severidad, ésta continué siendo baja; pero en
este caso, si se detectd efecto significativo de los tratamientos (Anexo 2).

L
ran Enano
Grado de Severidad~ © FHIA 23 L
Gmdo de Severidad it

[: 3

54

LLca
L RE= ]

k. b — 7 I
a A ] A ABS

MO Ml
Grodo de Severidad
8 FHIA 23
il. &9
A OLeco

BLct

Figura 1. Severidad de Sigatoka negra en los cultivares Gran Enano y FHIA 23.1
cincuenta dfas después de inoculacion (DDI), ll sesenta DD!. FE= Fuente de Energia,
LC = Lombricompost, M = Melaza, O: ausencia 7: presencia. A = Acibenzolar-s-metii
{2ce de i.a.flitro) B = rizobacteria Pseudomonas sp cepa PF1 S = Sustrato Foliar,

En las figuras 1y 2, se puede apreciar como en FHIA 23 a los 60 DDI, el Asm
y PF1 en presencia de lombricompost, difieren significativamente del testigo 0,
ambos inductores muestran efecto sobre la severidad de la enfermedad. PF1
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parece requerir dicho nivel de resistencia, mientras que Asm no, ya que
restringio el desarrolio de la enfermedad en el cultivar con bajo nivel de
resistencia (Gran Enano).

L
Grado de severidad Gran Enano Grado de severidad FHIA 23

5 ‘-

5+ £ 4

44 4l

34 5

2. 5.

14 1.

0+ . . 0 L . .

ABS o A ABS
IL. Grado de severidad FHIA 23

6 - ig
5
4

- -

A a AB3

Figura 2. Interaccion lombricompost por tratamientos, para severidad de Sigatoka
Negra. 1 cincuenta DDI. 1l sesenta DD!. Ensayo 1 de invernadero[ ] =LC@ =1C1
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Grado de severidad Gran Enano Grado de severidad FHIA 23

] . a [l " . r—@ .
A85 o A 8 ABS
L. Grado de severidad FHIA 23

B -

Figura 3. Interaccion melaza por tratamientos, para severidad de
cincuenta DDI. I sesenta DDI. Ensayo 1 de invernadera— = Mo

La aplicacion de lombricompost provocé un efecto altamente significativo sobre
el incremento en la altura de las plantas. Esta variable resulté influenciada por
el cultivar y la aspersién de melaza no mostré relacion con la misma (Figura 4;
Anexos 1y 2).

La cepa PF1 promovié el crecimiento en ambos cultivares, siendo mayor el
efecto cuando la bacteria se encontraba en mezcla con fombricompost. No se
encontro efecto significativo de Asm sobre la variable altura, al ser comparada
esta con el testigo 0; pero si al comparar su efecto con el testigo mas
lombricompost (Figuras 5y 8).
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Gran Enane Altura (cm) FHIA 23
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Figura 4. Altura de plantas (cm) medida 50 DDI. Ensayo 1 de invernadero.

Altura (cm) Gran Enano Altura (cm) FHIA 23
70 - 70 -
60 - 60
50 4 50 -
40 4 40
30 A 30 -
20 - 20 +
10 - 10 -
0 0

Figura 5. Interaccion lombncom ost por tratamientos, para altura de plantas. Ensayo
1 de invernadero.J = { C0 =LC1.
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Altura (em)  Gran Enano Altura (cm) FHIA 23

60 4 70 -
¥ ;hx: S
50 - o 60 -
40 - - 501
30 1
e 30 -
20 -
o
- 1
- 20
10 - ﬁ‘f 10
0 0

[ A B 5 ABS

Figura 6. Interaccion melaza por tratamientos, para altura de plantas. Ensayo 1 de
invernadero. = Mo B = m1.

Con respecto a la formacién de aposiciones fluorescentes, en este ensayo se
encontro mayor indice de este tipo de material celular en tejido inoculado con
respecto a tejido sin inocular (Figura 7). En ambos tipos de cultivares, Asm
exhibié mayor indice de aposiciones fluorescentes que el testigo inoculado. No
se encontré efecto de la fuente de energla sobre dicho indice, ni tampoco

incremento de estas aposiciones al comparar el efecto del Asm en los dos
cultivares (Figura 8; Anexo 3).
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Figura 7. Aposicicnes fluorescentes en tejide de hojas de banano. A, By C
tejido tratado con inductores de resistencia e inoculado con M. fijiensis. D.

tejido no inoculado sin aposiciones fluorescentes.




Gran Enano FHIA 23

NI 0 A B NI

Figura 8. Interaccion fuente de energla por tratamientos, para indice de aposiciones
fluorescentes. 14 DD natural. Ensayo 1 de iﬂvemademm =Energia 0B = Energla 1.
IAF = Indice de Aposiciones Fluorescentes

La dosis de Asm 0.2 cc de i.a./L para las condiciones de inoculacion natural y
desarrollo de la enfermedad dentro de las cuales fue evaluada {(Anexo 9},
mostro un nivel de severidad de 0.44 a los 50 ddi, diferente del testigo sin esta
dosis donde la severidad fue de 5.06; siendo a su vez similar al nivel de
severidad que mostré el mismo tratamiento en el ensayo 1, con valor de 0.50
(Figura 1).

4.1.2 Ensayo 2

4.1.2.1 Inoculacién artificial

Con relacion a la variable severidad, se encontro efecto de los cultivares, al
igual que en el ensayo 1. Se hallé efecto altamente significativo de los
tratamientos y un efecto significativo de la interaccidn cultivar por tratamientos
{Anexo 4).

En el cultivar Gran Enano, se hallé un efecto del lombricompost sobre la
severidad de la enfermedad confirmando la tendencia de menor severidad en
presencia de esta fuente organica. PF2 al igual que FcMf no mostraron
capacidad inductora de resistencia y los tratamientos con Asm?2 presentaron
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menor nivel de enfermedad. Se detectd efecto benéfico del lombricompost
sobre la expresion de la resistencia (Figura 9; Anexo 5).

En FHIA 23 no se encontré efecto del Lombricompost sobre la variable
severidad de la enfermedad. Se presentd efecto significativo de los
tratamientos. PF2 ocasioné menor severidad sobre este tipo de cultivar solo en
presencia de lombricompost con relacion al testigo 0, aungue sin diferencia
estadlistica. Asm2 indujo resistencia a la enfermedad pero sin encontrar efecto
del lombricompost. La FcMf indujo capacidad de defensa en FHIA 23 pero solo
en presencia de lombricompost (Figura 9; Anexo 5).

Gran Epane FHIA 23
Grado de severidad Grado de severidad

[

t
-] F

Figura 9. interaccion lombricompost por tratamientos, para severidad de Sigatoka
negra, 50 DDI artificial. Ensayo 2 de invernaderd ] =LCOEE =1LC1. A=
Acibenzolar-s-metil (0.2cc de i.a./litro) B = rizobacteria Pseudomonas fluorescens
cepa PF2 F= FcMf.

Tanto en Gran Enano como en FHIA 23, no se observo efecto de ninguno de
los tres inductores sobre el indice de aposiciones fluorescentes, tampoco se
encontro efecto de la fuente de energla sobre este indice (Figura10; Anexo 6).
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Gran Enano FHI1A 23
4 4
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2 - 2

Figura 10. Interaccion lombricompost por tratamientos, para indice de aposiciones
fluorescentes. 11 DDI artificial. Ensayo 2 de invernader =LCO® =|C1.[AF=
[ndice de Aposiciones fluorescentes. NI = tefido no inoculado.

El sustrato foliar redujo significativamente la expresion de la enfermedad, su
respuesta no difirié a la de la fuente de quitina sola, y de Ia fuente de calcio; la
fuente de glucano fue el componente que menos redujo la severidad de Ia
enfermedad; sin embargo el nivel de severidad fue menor que la encontrada en
el tratamiento testigo 0 (agua) (Figura 11).

Grado de
Severidad

iy

0 L] ¥ ) ¥ T
Agua G Q Ca S

Figura 11. Efecto de componentes del sustrato foliar sobre Sigatoka negra en
plantas de Gran Enano,luego de inoculacion artificial. Prueba de Tukey, alfa
=0.05 diferencia minima significativa = 1.201: letras iguales no difieren
estadisticamente.
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4.1.2.2 Inoculacion Natural

Con respecto a la inoculacion natural llevada a cabo en el ensayo 2 de
invernadero, se encontré efecto del cultivar sobre la variable severidad, con
efecte significativo de los tratamientos y de la interaccion de estos con el
cultivar, denotando nuevamente la influencia del cultivar sobre la expresion de
la enfermedad y sobre los tratamientos (Figura 12; Anexo 4).

En el cultivar Gran Enano no se detectd efecto significativo del lombricompost
sobre la severidad de la enfermedad, sobre esta misma variable se hallé efecto
de los tratamientos, sin encontrar significancia de la interaccion lombricompost
por tratamientos (Figura 12; Anexo 5).

La rizobacteria PF2 no redujo la severidad de la enfermedad, en ausencia o
presencia de lombricompost. EI Asm2 logré inducir defensa, sin encontrar
efecto de! lombricompost sobre el nivel de inducion. La FecMf no logré reducir
significativamente la severidad de la enfermedad en ausencia o presencia de

lombricompost (Figura 12).

En FHIA 23 se hallé un leve efecto del lombricompost sobre la severidad de |a
enfermedad, efecto significativo de los agentes de control y de su interaccion
con el lombricompost (Anexo 5).

La rizobacteria PF2 logr6 reducir la severidad de la enfermedad, solo en
presencia de Jombricompost. Asm2 indujo resistencia en forma altamente
significativa, sin encontrar efecto de la fuente energeética sobre la induccién. La
FeMf no logré inducir resistencia, a diferencia de lo observado con Ia
inoculacion artificial (Figura 12).
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Gran Enano FHIA 23
Grado de severidad Grado de severidad

Figura 12. Interaccién fombricompost por tratamientos, para severidad de Sigatoka
negra, 50 DDI natural. Ensayo 2 de invemadero.[] = LC@ =LC1. A=
Acibenzolar-s-metil (0.2cc de i.a.litro) B = rizobacteria Pseudomonas fluorescens
cepa PF2 F= FcMf.

Con relacion a la formacion de aposiciones fluorescentes (Figura 13; Anexo 6),
se encontré nuevamente formacion de estas estructuras en el tejido inoculado,
y ausencia de las mismas en tejido no inoculado con el patégeno. Asm2
presentd un incremento significativo en fa formacion de este tipo de material en
presencia de la fuente energética para el cultivar Gran Enano. En FHIA 23 se
encontré un alto indice de estas aposiciones en tejido tratado con el mismo
inductor, pero en este caso no se encontré relacién con el lombricompost. No
se detectd estimulo en la deposicion de material fluorescente por accién de
PF2 o Fcli.
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iAF Gran Enano IAF FHIA 23 *
4 4

Figura 13. Interaccién lombricompost por tratamientos, para indice de aposiciones
fluorescentes. 14 DDi natural. Ensayo 2 de invernader(] =LCOgg =LC1.JAF=
indice de Aposiciones Fluorescentes.

La altura de las planias presentéd relacién con el tipo de cultivar, y resultd
afectada por los tratamientos (Anexo 4). En ambos cultivares el lombricompost
en todos los casos favorecio la aitura de las plantas y los tratamientos también
afectaron esta variable (Anexo ). PF2 presentd mayor altura, pero en
presencia de lombricompost con respecto a testigo 0. La dosis 2 de Asm no
afectd la altura siendo mayor ésta cuando el Asm?2 estaba combiando con Ia
fuente de energia (Figura 14).

Gran Enano FHIA 23
Altara {cm) Altura {cm)
70 4 70
80 + 60 +
50 1 50 4
40 4 40 -
30 4 30
20 - 20 -
10 10
0 0

Figura 14. Interaccion lombricompost por tratamientos, para altura de plantas. Ensayo
2 de invernadero. L] = Lco® = |1
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La descomposicion del efecto del sustrato foliar sobre la severidad de Ia
enfermedad, no detecté diferencia entre este y la quitina sola; la fuente de
glucano no redujo la severidad y el calcio exhibié un leve control (Figura 15).

Grado de
Severidad 6-

B ¥ ¥ L4 L] 1
Agua G Ca Q S

Figura 15. Efecto de componentes del sustrato foliar sobre Sigatoka negra en
plantas de Gran Enano, luego de inoculacién natural. Prueba de Tukey, alfa
=0.05 diferencia minima significativa = 0.7244, letras iguales no difieren
estadisticamente.

Al comparar la evaluacién de los tratamientos con los dos tipos de inoculacion,
se encontré que para el cultivar Gran Enano 11 de 12 tratamientos (91.6 %) se
comportaron igual en los dos tipos de inoculacion. E| tratamiento con calcio
resultdé mas efectivo al evaluar la severidad con inoculacidn artificial en
comparacion con la inoculacion natural. Para el cultivar FHIA 23, 6 de 8
tratamientos (75 %), se comportaron igual en los dos tipos de inoculacién. El
tratamiento FcMf con lombricompost mostré menor severidad en condiciones
de inoculacion artificial con respecto a inoculacion natural (Anexo 7).

El comportamiento del lombricompost usado como fuente de energia para ios
inductores de resistencia evaluados, puede apreciarse en la Tabla 1. La
incorporacion de este sustrato organico promovid el incremento en altura de las
plantas para todos los tratamientos, y el aumento de la resistencia inducida en
un 71 % de los casos.
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Tabla 1. Efecto del lombricompost usado como fuente de energia sobre la altura y la
accion de tres inductores de resistencia en dos cultivares de banano.

indicador Ensayo Tratamientos Gran Enano FHIA 23
LCO LC1 LCO Lt
Altura (%)

1 Agua o* +39.3 8  +38.2
Asmit -10.2  +1.58 -13.2 +27.2
PF1 +10.2  +47.24 +2.9 +37.5

2
Agua 0 +22.7 0 +11.7
Asm2 -10.4  -3.25 -6.18  +8
PF2 +06 +33.7 -1.24 +20.1
FeMf -22.1 -1.3 248 +486

Resistencia (%)

1
Agua 0* +31.5 ¢ +63.9
Asm +90.56 490 +100 +100
PF1 -1.8 -0.5 +33.4 +58.3

2 LA,
Agua 0 +22.3 0 -0.086
Asm?2 +27.8 4556 +80 +86.8
PF2 0 0 +6.8 +26.8
FoMf +2.8 0 +134  +40
21N

Agua 0 0 0 +6.8
Asm2 +48.3 +47.3 +82.9 +82.9
PF2 0 it} 0 +30.7
FoMf 0 +5 +11.9 +34

* Punto de referencia (testigo agua) para determinar el incremento o disminucion en altura o
resistencia. L.CO= ausencia de lombricompost LC1= presencia de lombricompost. }.A=
inoculacion artificial |.N.= inoculacion natural.

4.2 Fase de campo

Durante el inicio de esta fase, las plantas se vieron afectadas por condiciones
de sequia, ocasionando el retraso en los programas de fertilizacién y en el
inicio de los tratamientos, postergandolo hasta 11 semanas después de la
siembra, en lugar de 6 semanas como estaba previsto.

Para las variables severidad e indice de severidad, no se detecté efecto de la
fuente de energia, los tratamientos presentaron efecto significativo, sin efecto
entre la interaccion fuente de energla por tratamientos (Anexo 15).

La inclusién de Asm en el sistema de operacion estandard de fungicidas
aumentd el control de Sigatoka negra bajo condiciones de campo sin encontrar
diferencia entre los dos programas de Asm en ausencia o presencia de la
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fuente de energia. No obstante, la reduccién en severidad e indice de
severidad no fueron significativas (Figuras 16 y 17).

Los tratamientos que incluyeron sustrato foliar presentaron mayores niveles de
enfermedad con relacién al sistema estandar de control, a excepcion de la

rotacion del sustrato foliar con el sistema estandar mas Asm 15 gr /ha cada 20
dias en presencia de |a fuente de energia. La combinacion de esta fuente con
el sistema estandar de fungicidas, el programa de Asm 40 gr/ha cada 35 dias y
la rotacion del sustrato foliar con el sistema base de fungicidas exhibié mayores

niveles de énfermedad, con relacién a estos mismos tratamientos sin dicha
fuente (Figuras 16 y 17).

Grado de
Severidad
4 -
g
2 [OEG
HE1

T ¥

S0E SOE+Asmdd SOE+Asmis S0E-8 SOE+Asmi5-8  Absoluto

Figura 16. Interaccion fuente de energia (E) con tratamientos, para severidad de
Sigatoka negra bajo condiciones de campo.
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Indice de
severidad

120 ~

100

80

CEO

60 ~ HE1

40 ~

20 4

Lo . . .
SOE SOE+AsSmA4D

- . .
SOE+Asmi5-  Absoluto
8

SCE+Asmi5 S0E-8

Figura 17. Interaccion fuente de energia (E) con tratamientos, para indice de severidad
de Sigatoka negra bajo condiciones de campo.

Con relacién al periodo total de la enfermedad, este resulto semejante para
todos los tratamientos y no hubo efecto de la fuente de energia sobre esta
variable (Figura 18; Anexo 15). El nimero de hojas fotales evidencié un efecto

altamente significativo y positivo de la fuente energetica, mientras que los
tratamientos no afectaron su respuesta (Figura 19, Anexo 15).
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Periodo -
Total

{diag) 40
30
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BE1
20 -
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0 ‘ . | |

Vs ] T
SOE+Asmib-  Abscluto
s

SOE SOE+Asmd0 SOE+Asmib  SOE-S
Figura 18. Interaccion fuente de energia (E) con tratamientos, para periodo total de
Sigatoka negra bajo condiciones de campo.

14 -

No. Hojas

OE0
BE1

SCE-8 SOE+Asmi5.  Absocluto
5

SOE SOE+Asmdl SOE+Asmib

Figura 19. Interaccion fuente de energia con tratamientos, para hojas totales bajo
condiciones de campo
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4.3.1 Area Bajo la Curva de Desarrollo de la Enfermedad

Al analizar el area bajo la curva de severidad de Sigatoka negra de todos los
tratamientos a lo largo de! tiempo, se encontré una respuesta igual (Anexo 15)
a los parametros de severidad evaluados al final del experimento. Las curvas
de los tratamientos que lievaron Asm siempre estuvieron por debajo de la curva
de referencia SOE, tanto en ausencia como en presencia de la fuente de
energla. El desarrollo de Ia enfermedad con los tratamientos que incluyeron
sustrato foliar estuvo por encima de la curva de referencia, excepto para la
curva del tratamiento SOE en rotacién con sustrato foliar mas Asm 15 griha
cada 20 dias en presencia de la fuente de energia, el cual resultd
estadisticamente igual al sistema estandar de control (Figuras 20 y 21).
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Figura 20. Desarrollo de Sigatoka negra en condiciones de campo. E= Energia.
Las lineas verticales corresponden a los niveles de precipitacion,
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ABCDSE
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B
240 -
200
160
CED
120 4 BE]

S0E SOE+Asm40 SOE+Asmi15 SOE-SF

L] 13

S0OE+ Absoluto
Asm15-SF

Figura 21, Interaccién fuente de energfa (E) con tratamientos, para Area Bajo la Curva
de Desarrollo de la Severidad de la Enfermedad (ABCDSE) bajo condiciones de
campo.

La fuente de energia presenté un efecto positivo altamente significativo sobre
altura de las plantas medida siete meses despues de la siembra. En esta edad
de las piantas, no se encontré efecto significativo de ninguno de los
tratamientos sobre esta variable (Figura 22, Anexo 1 5).

140 -
Altura

(cm) 120 -

100 4

80 OED

B E1

60

40

20 4

SQE SOE+Asm40 SOE+Asm1i5 SQE-S SOE+Asmi5-5

Figura 22. Interaccion fuente de energia (E) con tratamientos, para altura de plantas
bajo condiciones de campo.
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4.2.2 Microscopia electrénica

Las secciones transversales de hoja observadas en MEB, revelaron que el
tejido expuesto a Asm desarrolla mayor densidad de parénquima esponjoso,

sin embargo; esta densidad no fue constante a lo largo de toda |a hoja (Figura
23).

Figura 23. Corte tranversal de hoja de banano. A hoja no tratada con Asm. B
hoja tratada con Asm. La fiecha indica la densidad en los espacios aéreos del
meséfilo esponjoso = me.

Las muestras observadas con MET revelaron una alia diferencia
ultraestructural entre as plantas no tratadas y tratadas con Asm. Dentro de
estas diferencias se tiene el efecto sobre cloroplastos en el caso de las hojas
tratadas, donde estas organelas presentaron gran cantidad de cuerpos
osmiofilicos, estas estruciuras fueron identificados inicialmente por *Corrales
(2000 comunicacion personal). igualmente se observé una tendencia a
presentarse mayor ntimero de mitocondrias y atteracion de los tilacoides dej
cloroplasto en las células gue recibieron este inductor (Figura 24).

* Omar Corrales Avila, ing. Agr. Syngenta Costa Riea - Desarrolle Banano,
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Figura 24. Efecto de Asm sobre células de hoja de banano. Cuerpos
osmioilicas: A hoja no tratada. B hoja tratada. Tilacoides: C célula sin Asm. D
célula con Asm. co= cuerpo osmiofilico. t= tilacoides.
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4.2.3 Prueba de sensibilidad a Asm

Asm mostré reduccién en la longitud del tubo germinativo de ascosporas, la
reduccion fue menor en la muestra tomada del tratamiento SOE en el
experimento de campo, donde se encontré una ECsp= 0.2553 ppm. En la finca
comercial de banano que recibe control estandar de la enfermedad la reduccién
fue mayor, obteniéndose una ECso= 0.0092 ppm (Figura 25).

Curva de respuesta de M, flflensis
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Figura 25. Curva de respuesta del crecimiento del tubo germinativo de ascosporas de
M. fijiensis a Asm. A. tejido tratado con SOE en el experimento de campo. B tejido tralado
con SOE en finca comercial
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5.DISCUSION

Para la discusion de los resultados se adopt6 la siguiente secuencia: fase de
invernadero: comportamiento de tratamientos testigos, Asm, rizobacteria, FcMF,
aposiciones fluorescentes, sustrato foliar, tipos de inoculacion. Fase de campo:
Asm, microscopia, sustrato foliar. En ambas fases se analiza el efecto de la
fuente de energia sobre los tratamientos.

En la fase de invernadero con inoculacion natural, baja precipitacién y
medidas de manejo de la enfermedad, se detecté en los tratamientos testigo
de Gran Enano, un efecto positivo del lombricompost sobre la reduccion de Ia
severidad, indicando que entre los microorganismos presentes en este sustrato
deben existir especies capaces de activar mecanismos de defensa en la planta,
lo cual ha sido encontrado en diferentes estudios (Chen et al. 1987: Wei ef al,
1991, Trénker 1992; Roe et al. 1993; Maurhofer ef al. 1994: Zhang et al. 19396).
Este efecto del lombricompost también se pudo apreciar en FHIA 23 perc enun
menor nivel de severidad, debido a la resistencia que posee este cultivar.

Con clima e indculo muy favorables para el desarrollo y establecimiento de
Sigatoka negra, los niveles de severidad fueron muy altos en los testigos; no
obstante, en la etapa de inoculacién artificial el lombricompost redujo
nuevamente en forma significativa la severidad de la enfermedad en el cultivar
Gran Enano. Sin embargo con la inoculacién natural, el l[embricompost no
causd en los dos cultivares una reduccién de severidad como en los casos
anteriores; esto pudo deberse a una alta presién de indgculo constante por 10
dias, la cual impidio la accién inductora de resistencia de la posible microftora
presente en el lombricompost. La reiacién inversa entre concentracion de
indeulo y capacidad inductora de resistencia por accién de compost también
fue observada por Zhang et al. (1998) en Arabidopsis y su interaccidén con
Pseudomonas syringae pv macuficola.

En el tratamiento testigo de Gran Enano la reduccién en severidad de Ia

enfermedad por el lombricompost pudo ser complementada en forma

especifica por los azlicares presentes en la melaza, al favorecer la expresion y
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estabilidad de genes responsables de defensa (Salzman ef al. 1998},
probablemente activados por la microflora presente en el tombricompost. No
obstante; Sancho y Guzman (1997), no encontraron beneficio de la aplicacion
de melaza sobre el control de fa enfermedad, pero en este caso fueron
condiciones de campo y no se incluyé el efecto de un fertilizante organico.

La resistencia de FHIA 23 en condiciones de bajos niveles de precipitacion y
potencial de indeculo cambié drasticamente al presentarse altos niveles de estas
variables, observandao valores de severidad semejantes a los encontrados en
Gran Enano. Guzman et al. (2000) registran como a lo largo de diferentes
ciclos de produccion el cultivar FHIA 23 ha disminuido su nivel de resistencia,
llegando a tener valores similares a la severidad encontrada en el cultivar Gran
Enano. El rompimiento en la resistencia de FHIA 23 fue atribuido al posible
incremento en la frecuencia de aislamientos del patégeno con capacidad de
afectar este cultivar.

Lo anterior indica que la resistencia de un cultivar, estd relacionada
inversamente con las condiciones agroclimaticas y de presién de indéculo y de
enfermedad. Fullerfon y Olsen (1995) registran como los niveles de
enfermedad y zonas geograficas pueden proporcionar las condiciones para el
rompimiento de resistencia a la Sigatoka negra. Sin embargo, desde los
trabajos iniciales realizados por Vakili (1968) son pocos los estudios bésicos
dirigidos a comprender la naturaleza de la resistencia a la enfermedad: durante
el presente frabajo no se encontré un estudio tendiente a explicar el tipo de
resistencia que presenta FHIA 23, lo cual dificulté explicar adecuadamente las
variaciones en pérdidas de resistencia.

En condiciones de baja presién de enfermedad el Asm redujo en forma
drastica los niveles de severidad de la Sigatoka negra. La accién del
lombricompost sobre este inductor no se observé dado el nivel de control
alcanzado.

Con baja presién de enfermedad el Asm hizo que el cultivar altamente
susceptible, se asemejara a los niveles de defensa que posee FHIA 23. Estas

64



modificaciones del nivel de resistencia en cultivares susceptibles y su
acercamiento a la reaccién propia de cultivares resistentes, se ha reportado
para otros inductores como el propenazole en arroz (Thieron 1893, citado por
Sticher ef al. 1997), indicando que a pesar de su condicién de susceptibilidad
es posible activar genes realcionados con la defensa hacia Sigatoka negra.

La fitotoxicidad encontrada con la dosis de 2 cc de i.a de Asm./L afectd la altura
de la planta, lo cual coincide por lo reportado en otros estudios que incluyeron
este inductor (Godard ef al. 1999; Pappu et al 2000), atribuyendo esta
reduccion en altura y otros sintomas externos como clorosis o bronceado del
tejido, al costo energético de la planta por desviar sus reservas hacia la sintesis
y accién de las sustancias de defensa (Smedegard-Petersen y Tolstrup 1985;
Cole 1989; Romero ef al. 2001).

| En condiciones de inoculacién artificial el lombricompost si permitié detectar
una mejor expresion de la induccién ejercida por Asm aungue este fue aplicado
a una dosis menor, la cual mostrd un nive! de induccién similar a fa dosis alta
en condiciones de baja presién de enfermedad. Los niveles de severidad
encontrados con este inductor fueron superiores a los de la dosis inicial,
indicando que la capacidad inductora de resistencia puede en parte afectarse
por la dosis como fue registrado por Gadard et al. (1999); ademds la presion de
indculo también juega un papel importante en la capacidad de induccion
(Zhang ef al. 1998).

En condiciones muy favorables para la enfermedad, el Asm elevd el nivel de
resistencia del cultivar FHIA 23, el cual perdid su resistencia bajo estas
condiciones. Lo anterior sefiala el gran potencial del inductor sobre este tipo de
cultivares, por ejemplo para la alta proporcién de area cultivada con FHIA 23 en
Cuba (Alvarez 1997).

En el cultivar altamente susceptible, Asm fue el Unico inductor que logré
disminuir significativamente el nivel de severidad en condiciones de inoculacion
natural muy favorables para el desarrollo de la enfermedad, aunque en menor
proporcién que bajo condiciones menos favorables, confirmando que la alta

65



presion de enfermedad afecta la capacidad inductora. Una vez mas el Asm
presenté mayor reduccion de la severidad de la enfermedad en FHIA 23 con
relacién a Gran Enano, debido a la condicion de mayor resistencia que posee
este cultivar.

La diferencia en reaccién a la enfermedad entre hojas tratadas y no tratadas
directamente con Asm, plantea que la activacién de las defensas puede ocurrir
en forma localizada y no sistémica a través de toda la planta; sugiriendo que
una aplicacion mas frecuente del producto ofreceria mayor posiblidad para que
las hojas reciban el producto en forma directa. Es necesario estudiar la
sistemicidad del producto o de sus defensas inducidas en banano, para
aumentar el potencial de control de la Sigatoka negra.

Las dos cepas de rizobacteria evaluadas no ofrecieron reduccién de severidad
en Gran Enano, mientras que la disminucién de la enfermedad en EHIA 23 mas
subsidio energético, apoyan el planteamiento de que éste junto con un nivel de
resistencia en el hospedero facilitan la induccién. Van Peer y Schippers (1992)
registraron un resultado similar para la induccién de resistencia por accion de
Pseudomonas sp sobre un cultivar de clavel moderadamente resistente a
marchitez por fusarium.

La compatibilidad entre microorganismos biocontroladores y dentro de estos los
inductores de resistencia con sus plantas hospederas, es otro factor importante

para la induccién de resistencia, como ha sido determinada en los estudios de
Smith y Goodman (1999).

La seleccién de cepas con base en los criterios de pétencial de induccion,
necesidades energéticas y compatibilidad con los cultivares y condiciones de
cultivo de los bananos comerciales, plantean una linea promisoria de
investigacién en el manejo de ia enfermedad.

Bajo las condiciones del presente estudio, la FeMf no redujo la severidad de la
enfermedad en Gran Enano, diferente a lo encontrado en FHIA 23 bajo
condiciones de inoculacién artificial, donde el incremento en defensa fue
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significativo con la participacion del lombricompost; sefialando al igual que con
Asm y rizobacteria, que el nivel de resistencia y el subsidio energético son
determinantes para la induccién. Sin embargo, no se observo reduccién de
severidad con la FcMf luego de inoculacion natural en condiciones muy
favorables para la Sigatoka negra.

La técnica de aplicacién foliar de la FcMf, no es comparable con |a téc:r;ica de
inyeccion reportada por Riveros y Lepoivre (1998) para este inductor, lo que
explicaria en parte la diferencia de resultados, teniendo presente ademas el
tipo de cuitivares evaluados.

A pesar de lo anterior, se podrian tener resultados diferentes, si se realizaran
ajustes de concentracién y estabilidad de este inductor u otros derivados del
patégeno o de la interaccién entre éste con la planta hospedera. Lo anterior
permitirfa encontrar alguna sefial de induccion, la cual pudiera ser mejorada
con una fuente de energla apropiada y con facilitadores de su uso, para lograr
que la induccion sea eficaz.

La ausencia de aposiciones fluorescentes sobre las células no inocutadas,
indica que este tipo de reaccién es una respuesta natural de la planta ante la
infeccion. La no difererencia entre el indice de aposiciones fluorescentes entre
cultivares, plantea que la resistencia a la Sigatoka negra en FHIA 23 no es
atribuible a este tipo de reaccion. Con el uso de la FcMf no se registro
incremento en el material fluorescente, lo cual difiere de lo reportado por
Riveros y Lepoivre (1998), cuando se inyecté la FcMf en un cultivar altamente
resistente en ausencia del hongo. Esto indica que el nivel de aposiciones
puede variar con el tipo de inductor, la técnica de aplicacion, el cultivar y el
patégeno.

El incremento en Indice de estas aposiciones por accion de Asm, confirma que
esta molécula ademds de activar defensa quimica como PR’s y fenoles
(Gorlach ef al. 1986; Benhamou y Bélanger 1998) también puede obstaculizar
la penetracion del hongo, como ha sido reportado en trigo y tomate (Gorlach ef
al. 1996; Benhamou 1996). No obstante; la ausencia de incremento de este
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material luego de inoculacién artificial, sugiere que el tipo de indculo y {écnica
de inoculacién pueden afectar la deteccion de esta respuesta.

El sustrato foliar bajo condiciones de inoculacion artificial y natural y posterior
evaluacion en invernadero, fue un tratamiento muy eficaz en el control de la
enfermedad, lo cual coincide con los resultados de Ruiz-Silvera et al. (1997) y
Arango (2000). Los niveles bajos de precipitacion y el manejo de la enfermedad
en la plantacién, mejoraron fa efectividad del tratamiento. El nivel de control no
permitid observar incremento significativo en contro!, al combinar el sustrato

foliar con el Asm, o al incluir lombricompost 0 melaza.

Mediante la evaluacion individual de los componentes del sustrato foliar, la
quitina y el calcio actuaron como los componentes principales. El sustrato foliar
en condiciones muy favorables para el desarrollo de la enfermedad, presento
menor controf con respecto a condiciones menos favorables: indicando una vez
mas que la mayor presién de indculo, afecta significativamente el potencial de
control de los tratamientos.

La quitina ademas de aportar el sustrato para la seleccion, establecimiento y
accion de microoganismos quitinoliticos, como o reporta Arango (2000),
también puede actuar impidiendo la germinacion y penetracion del hongo
{Kokalis-Burelle et al. 1991) o bien como inductor de resistencia (Kokalis-
Burelle 2001).

El calcio probablemente contribuye al efecto de control ejercido por el sustrato
foliar, debido a sus cualidades sobre el reforzamiento de pared celular del
hospedero, a la inhibicién de la enzima poligalacturonasa o al afectar la
germinacion y metabolismo del hongo (Chardonnet et al 2000). Se debe
estudiar el efecto que pueda tener este elemento sobre el patégeno v la accién
de bacterias quitinoliticas y glucanoliticas, con base en el reporte de
incremento en la eficacia de agentes de control bioldgico, como lo plantea
Wisniewski ef al. (1995).
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A pesar de la semejanza en la respuesta de los tratamientos al evaluarlos
después de los dos tipos de inoculacién, se considera mas representativo,
economico y confiable trabajar con inoculacion natural, ya que con este tipo de
inoculacion, dependiendo de las condiciones climaticas, generalmente
predominan las ascosporas sobre fas conidias, siendo las primeras mas
importantes para el desarrollo de la enfermedad (Gauhl 1990).

La inoculacién natural puede resultar méas eficaz que la artificial, si se tiene
presente que en la primera, las hojas se exponen a una inoculacién continua,
como ocurre en condiciones naturales, mientras qgue en inoculacion artificial es
una sola inaculacién en el tiempo.

En la fase de campo la reduccion en los niveles de enfermedad al incluir Asm
en el sistema de operacién estandar de fungicidas, coincide con lo reportado
por Madrigal et al. (1998), aunque en el presente estudio no se obtuvieron
diferencias estadisticas. Las ganancias en control fueron del orden de 30.4 % y
22.2 % en menor severidad para los programas de Asm 40 y 15 griha
respectivamente; similar a la reduccién de 20.6 % reportada por Madrigal ef af
(1998) para el primer programa, igualmente con referencia a una practica
estandar de control.

Aungue no se encontréd diferencia entre los dos programas de Asm, es
importante tener presente el estudio de Godard ef al. (1999), en el cual se
indica que los maximos de induccion de SAR mediante la aplicacion de BTH
ocurren los primeros dias después del fratamiento, sugiriendo que un programa
de mayor frecuencia de apiicacion, tendria mas picos de expresion de defensa
con relacion a un programa de menor frecuencia. Sin embargo, esta
observacion requiere ser estudiada en banano.

El uso de Asm en el control de enfermedades generalmente reporia efecto de
esta molécula sobre los patégenos, con resultados inconsistentes en el
incremento en control al combinar este inductor con programas estandar de
control quimico. Cole (1999) obtuvo incremento en el control de P. syringae pv
tabaci al combinar BTH con oxicloruro de cobre, Alexander y Graves (2001)
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también registran ganacia en el control de P.s. pv. tomato al incluir el inductor.” =

dentro del programa base de bactericidas. Sin embargo, Romero et al. (2001)-' :

no lograron aumentar el control de Xanthomonas axonopodis pv vesicatoria en

Capsicum annum. Lo anterior sefiala que el tipo de planta, cultivar y patégeno
son determinantes para el potencial de induccién.

La curva de sensibilidad a diferentes dosis de Asm indica que el producto
puede afectar la capacidad de elongacion del tubo germinativo de las
ascosporas de M. fliensis, lo que lleva a no descartar un efecto antimicrobial
directo sobre alguna etapa de desarrollo del patégeno. No obstante, este
resultado requiere ser corroborado con diferentes aislamientos del patégeno,
antes de deducir una participacion de un modo de accion directa del producto,
adicional al efecto sobre la induccion de resistencia. La observacitn registrada
en la fase de invernadero, sobre la mayor eficacia local de Asm, enfatiza sobre
la necesidad de comprender con presicién el efecto sistémico de control en la
planta de banano.

La mayor cantidad de globulos osmiofilicos y la tendencia a mayor nimero de
mitocondrias encontradas en tejido fratado con Asm, encontados en el estudio
de microscopia, pueden estar indicando un alto metabolismo en la célula
activada, como lo sugieren Cole (1999), Griesbach ef al. (2000), Romero et al.

(2001). La naturaleza de estos gldbulos debe ser determinada, para
comprender mejor los mecanismos de accion, asi como para conocer las

implicaciones a nivel celular que puede estar conllevando la induccion de SAR
a través de Asm.

La densidad mayor de parénquima esponjoso observada en tejido tratado con
Asm, pudiera estar relacionada con la textura coriacea que se aprecia en hojas
con lesion avanzada de bronceado. De igual forma las alteraciones sobre la
membrana interna del cloroplasto y el alto nimero de cuerpos osmiofilicos,
podrian explicar dicho sintoma caracteristico de plantas tratadas.

La fuente de energla, representada en el lombricompost complementado con
fosforo y calcio, no favorecio la accidn de Asm en condiciones de campo. Este
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resultado puede explicarse por la presién de indculo y las condiciones de
estrés, en especial hidrico, a que se vieron sometidas las plantas; fo que
probablemente desvié la energla a utilizar en la induccién.

El aumento en severidad de la enfermedad en algunos de los tratamientos que
incluyeron materia organica, puede interpretarse como predisposicion de las
plantas a la enfermedad, debido a desbalances de elementos nutricionales,
como lo referencia Romero (1998) para la relacion N/K. Sin embargo, Oluma y
Oneyezili (1999) registran reduccién de la enfermedad en plantaciones que
presentaban mayores contenidos de materia organica. Estos resultados deben
tener una influencia importante del tipo de suelo y por lo tanto no son
comparables. Se requiere de estudios tendientes a determinar el efecto de la
fertilizacién orgdnica sobre la Sigatoka negra, mas atin con el actual interés de

establecer sistemas de manejo organico del cultivo de banano.

La mayor altura de las plantas en presencia de materia organica, es un factor
que también pudo desfavorecer el control, pués en estas plantas la cobertura

de las aplicaciones terrestres disminuye con relacién a plantas de menor
tamarnio.

En las condiciones de campo donde fue evaluado el sustrato foliar, no se
obtuvo un acercamiento al control estandard de la enfermedad, aunque si se
logré reduccion de la enfermedad con respecto al testigo absoluto. Arango
(2000) reporta para un programa de rotacion de este sustrato foliar con
fungicidas sistémicos y un volumen de aplicacion terrestre de
aproximadamente 110 litros/ha con niveles de precipitacién de 2500 mm/ano,
un nivel de control estadisticamente similar al ofrecido por un programa basado
soio en fungicidas tradicionales. Argumentos econdmicos y practicos de
aplicacién, ademas del grave problema de resistencia de M fiiensis a
fungicidas sistemicos, sustentan la dificultad de adaptar el programa
encontrado por Arango (2000} a condiciones de manejo comercial de la
enfermedad, en zonas con precipitacion anual superior a los 2500 mm como la
que presento la zona donde fueron evaluados los tratamientos (3600 mm).
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El nivel de control aceptable encontrado con el sustrato foliar en las primeras
etapas de la fase de campo, con baja presién de indculo, indican mayor
probabilidad de efectividad de este sustrato en épocas agroclimaticas de menor
precipitacién, o en zonas con condiciones menos favorables para el
establecimiento y desarrollo de la Sigatoka negra. Igualmente, se requiere
realizar ajustes en la formulacién del sustrato foliar, equipo de aplicacion y
programacion, para tener una aproximacion valida en sistemas estandares de
control de Sigatoka negra.

La inclusion de Asm en la rotacién del sustrato foliar con el sistema estandar de
fungicidas en presencia de la fuente de energia, mejord el control ofrecido por
el sistema estandar solo, aunque no en forma significativa. Este resultado
sugiere que este inductor pudo extender la accién de los fungicidas y favorecer
el efecto del sustrato foliar o bien la ganancia en control puede ser atribuida a
la accidn conjunta del Asm y el sustrato foliar. Chen ef al. (19986), encontraron
un mejor control de enfermedades causadas por oomycetos en tabaco, al
combinar el inductor sintético INA mas el biocontrolador Bacillus cereus con
relacién al efecto individual.
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CONCLUSIONES

La induccion de defensa por medio de Acibenzolar-s-metil, resultd
evidente en el cultivar altamente susceptible como en el tolerante,
siendo mas efectiva la induccién en este Gltimo.

La presion de indculo y de enfermedad, en especial bajo condicion
natural, aféctan tanto la capacidad de resistencia inducida como la
resistencia propia de un cultivar,

Bl lombricompost disminuyé la severidad de Sigatoka negra en
invernadero, en condiciones de baja presién de indculo o inoculacion
artificial, debido posiblemente a la presencia de una microflora inductora
de resistencia.

El lombricompost incrementd la efectividad de los inductores de
resistencia en invernadero y favorecio el crecimiento de plantas de
banano expresado en altura, tanto en condiciones de invernadero como
de campo.

Las rizobacterias PF1 y P. fluorescens cepa PF2, no mostraroﬁ
induccion de resistencia en el cultivar altamente susceptible, mientras
que si hubo reduccién en la severidad de |a enfermedad, cuando se
dispuso de una fuente de energia organica y un nivel de resistencia
como el de FHIA 23.

El sustrato foliar ofrecid6 un buen control de la enfermedad bajo
condiciones de invernadero, encontrandose como componentes
principales la fuente de quitina y de calcio.

La FeMf no logré reducir los niveles de enfermedad, a excepcion de su

combinacion con lombricompost y FHIA 23 luego de la inoculacién
artificial.

73



En invernadero, la evaluacion de los tratamientos mediante inoculacion
natural, resultd similar a la evaluacién con inoculacién artificial,
considerdndose mas representativa la primera, con base en el tipo de

indeulo y aproximacion a la escala natural.

El indice de aposiciones fluorescentes no se relacioné con el nivel de
resistencia a Sigatoka negra en FHIA 23, aunque el tratamiento con Asm
tuvo una tendencia a incrementar el Indice de este material luego de
inoculacion natural.

Bajo condiciones de campo la inclusion de Asm en el sistema de
operacion estandar de fungicidas mejord el control de Sigatoka negra;
sin embargo, el incremento en control no fue significativo.

La fuente de energla no favorecid en condiciones de campo la
capacidad de induccion de SAR via Asm.

El sustrato foliar en rotacién con el sistema de operacién estandar de
control quimico, no ofrecié control de Sigatoka negra bajo condiciones
de campo. Sin embargo el nivel de severidad estuvo por debajo de lo
observado en plantas sin ningun tipo de control.

El programa de rotacién del sustrata foliar con un programa estandar de
aplicacion de fungicidas mas Asm, en presencia de la fuente de
energia, ofrecid un control de la enfermedad similar al programa
estandar.

Las alteraciones ultraestructurales observadas en tejido fratado con

Asm, coinciden con el planteamiento de una alta demanda de energla
por parte de la induccién de resistencia.
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ANEXOS

Anexo 1. Andlisis de varianza para severidad de Sigatoka negra y altura de plantas,
ensayo 1 de invernadero. Analisis de parcelas divididas.

Fuente de variacion Severidad Altura
GL CM CM
Cultivar 1 181.246* 298.157*
Repeticién (cultivar)=Ea 4 0,176 ns 15.837 ns
Tratamientos 12 9.890* 498.607*

Cuitivar*Tratamienios 12 7.649* 32184 ns
Errorexperimental=Eb 48  0.265 27.707
* = gignificancia ns= no significancia

Anexo 2. Analisis de varianza para Severidad de Sigatoka negra y altura de plantas,
ensayo 1 de invernadero. Analisis factorial.

Fuente de Severidad Altura Severidad Severidad Aitura
variacion GN 50 ddi GN FH 50 ddi FH 60 ddi FH
GL CM CM GL CM . CM CM

—_—

Lombricompost (A) 1 5.200* 2429.630*
Melaza (B) 0.020ns  128.380*
Tratamientos
(agua, A, B,S)(C) 3 81.270% 561.241*
Interaccion A*B 1 0.270ns  9.630 ns
interaccion A*C 3 4.050* 63.352 ns
3
3

0.002ns 0.937ns 1326.173*
0.146ns 0.004ns 16673 ns

—r
——

0.480ns  7.743* 415.187*
0.613ns 1.134ns  166.840*
0.060ns 0.254ns 5881ns
interaccion B*C 0.555ns 14.602 ns 0.038ns 0.269ns 11.048 ns
Interaccion A*B*C 0.815ns 55796 ns 0.170ns 0.688ns 24.298 ns
Error Experimental 32 0.361 29.182 24 0149 0.479 18.048
* = significancia ns= no significancia GN = Gran Enano FH=FHIA 23 ddi= dias
después de inoculcion. :

NN =N

Anexo 3. Analisis de varianza para indice de aposiciones fluorescentes ensayo 1 de
invernadero. Anélisis factorial.

Fuente de variacion Gran Enano FHIA 23
GL CM CM
Fuente de energia (A) 1 1.600ns 0711 ns
Tratamientos {(Agua, A, B)(B) 2 43.244*  23.211*
Interaccion A*B 2 0.400ns 0.877ns
Error experimental 84 0.473 0.836

* = significancia ns= no significancia
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Anexo 4. Andlisis de varianza para severidad de Sigatoka negra y altura de plantas,
ensayo 2 de invernadero. Analisis de parcelas divididas.

Fuente de variacion Inoc. Artificial Inoc. Natural
Severidad Severidad Altura
GL CM CM Ci
Cultivar 1 35.880* 11.603*  170.630*
Repeticion (cultivar)=Ea 4 0.380ns 0.023ns  15.098 ns
Tratarmientos 7  11.600* 16.983* 274.957*
Cultivar*Tratamientos 7 2.380* 1.311* 44.082 ns
Error experimentai=Eb 28  0.173 0.163 27.479

* = significancia ns= no significancia

Anexo 5. Andlisis de varianza para Severidad de Sigatoka negra y altura de plantas,
ensayo 2 de invernadero. Analisis factorial.

Fuente de variacion Gran Enano FHIA 23
Inoc. Artificial Inoc, Natural 1. Artificial I. Natural
Severidad  Severidad Altura  Severidad Severidad Altura
GL CM CM CM CM CM CM

Lombricompost (A) 1 3010 0.020ns 693.375* 2.041ns 1.083ns 333.760*
Tratamientos (agua, 3 8.121*  11.930" 307.263* 20.708* 28.887* 32.204ns

A B, F)(B)
A*B 3 1.288ns 0.040ns 45041ns 0.819ns  1.463* 17.538ns
Error experimental 16 0.510 0.022 40.333 0.833 0.268 11.531

* = significancia ns= no significancia

Anexo B. Analisis de varianza para indice de aposiciones fluorescentes
ensayo 2 de invernadero. Andlisis factorial.

Fuente de variacion Inoculacion Adificial Inoculacién Natural
Gran Enano FHIA23 GranEnano  FHIA 23
GL CM CM CM CM
Fuente de energia (A) 1 0.338ns  0.264ns 6.160* 0.120ns
Tratamientos (Agua, AB,F)(B) 3 0.274ns  0.345ns 4.201* 11.363*
Interaccion A*B 3 0.081ns  0.238ns 2.501* 0.951ns
Error experimental 72 0.533 0.276 0.575 0.457

* = significancia ns= no significancia
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Anexo 7. Comparacién entre Severidad de Sigatoka negra, medida a través de
inoculacion natural e inoculacién artificial. Procedimiento Means Mean T PrT, SAS
System, para la variable diferencia entre los dos tipos de inoculacién.

Gran Enano FHIA 23

Tratamiento Mean T Prob>T Mean T Prob> T _

Dif Dif
LCOo 0 - - 0.86 6.50 0.0229
Para2b LCO 0 - - 1.20 1.22 0.3479
Asm2 LCO -1.23  -1.98 0.1862 0 1.00 1.0000
FeMf1.C0 0.16  1.00 0.4226 0.83 0.82 0.4975
LC1 1.33 1.51 0.2697 -0.40 -1.92 0.1946
Para25 L C1 0 - - 0.40 0.36 0.7538
Asm2 LC1 0.50 1.00 0.4226 0.33 1.00 0,4226
FeMf LC1 -0.30 -1.868 01885 2.66 16.00 0.0038
SF 0.66  2.00 0.1835
Q 0 0.00 1.0000
G 2.00 - -
Ca 1786  7.57 0.0170

Anexo 8. Condiciones climaticas durante la inoculacién natural del ensayo 1 de
invemadero. Febrero 12-22. CATIE 2001.

Dia Tem. Tem. Tem. Precip.  Radiacion Humedad Relativa

Méax.°C  Min.°C  Med.°C (mm) solar Media  Minima
(MIIm?) (%) (%)
1 27.4 16.4 19.9 4.0 11.43 90.4 685
2 27.8 17.0 20.3 15.0 9.95 93.5 65
3 28.2 19.0 21.0 1.7 11.99 89.5 64
4 27.4 18.8 20.7 39 12.32 91.7 66
5 25.8 18.1 19.9 10.7 8.05 92.3 67
6 28.0 17.3 21.1 0.2 20.49 85.5 55
7 26.1 14.9 19.4 5.6 10.24 87.0 52
8 28.9 14.8 21.2 0.1 22.71 78.0 44
9 28.4 12.3 19.9 0.0 23.38 78.8 43
10 294 14.1 21.0 0.0 22.86 80.8 47
11 28.6 13.9 20.0 0.0 17.51 82.5 51

Anexo 9. Condiciones climaticas durante la inoculacion natural del ensayo preliminar
donde se evalué la dosis de 0.2 cc de i.a. de Asm. Marzo 9-19. CATIE 2001.

Dia Tem. Tem, Tem.  Precip. Radiacién Humedad Relativa
Max.°C Min.°C  Med.°C  (mm) solar Media  Minima
(MM (%) (%)
1 295 16.9 216 0.0 21.08 85.5 60
2 306 19.2 23.3 0.0 23,73 85.0 55
3 306 16.8 23.1 0.0 23.72 82.2 45
4 30.2 16.6 23.2 0.0 24.33 81.9 55
5 29.8 17.4 21.9 0.0 23.71 81.2 58
5 29.7 14.7 21.6 0.0 24.48 82.5 49
7 29.9 19.1 22.4 0.0 18.54 85.3 56
8 30.0 16.0 22.3 0.0 24.45 84.2 55
9 29.8 18.9 22.4 0.0 16.24 85.0 60
10 29.7 17.0 22.4 0.2 20.35 84.3 55
11 30.0 17.5 22.8 0.0 24.01 83.8 57
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Anexo 10. Condiciones climaticas durante la inoculacién natural del ensayo 2 de
invernadero Junio 1-11. CATIE 2001.

Dia Tem, Tem. Tem, Precip.  Radiacién Humedad Relativa
Méx.°C  Min.°C  Med.°C (mm) solar Media  Minima
M) (%) (%)
1 27.0 18.4 22.0 0.4 12.31 87.9 60
2 30.7 19.2 229 35.9 20.61 85.8 55
3 30.3 18.9 23.2 71.3 24 56 86.3 63
4 30.9 18.1 23.4 0.0 24.79 86.3 60
5 30.2 18.5 224 1.8 14.80 87.9 61
6 30.7 17.7 22.0 1.4 17.41 88.2 59
7 23.0 17.2 19.6 5.6 3.20 98.8 90
8 30.2 16.3 21.8 13.9 18.04 87.2 57
9 26.4 18.6 21.0 6.2 8.64 94.3 70
10 30.3 18.3 22.8 2.4 16.17 88.1 63
11 29.1 19.9 22.9 0.5 12.29 88.9 65

Anexo 11. Analisis de suelo utilizado durante la fase de invernadero. Laboratorio de
analisis de suelos, tejido vegetal y aguas. CATIE 2001

pH Acd. Ca Mg K P Cu Zn NMn Fe MO N
Ext Cmol(+)}iL Cmol{(+)/L Cmol(+)/l. mg/L mg/L mgil mg/l mg/l. (%) (%)
Suelo 6.4 0.12 1258 2.99 1.00 2856 69 8.0 117 215 19.0 0.82

Anexo 12. Andlisis quimico y microbioldgico de Lombricompost. Centro de
Investigaciones agronomicas-Universidad de Costa Rica. 2001

Componente Unidades
Nitrégeno total 2.48 %
P 0.29 %
K 1.59 % s
Ca 2.00 %
Mg 0.85 %
Fe disponible 106 mg/Kg
Cu 104 mg/Kg
Zn 68 mg/Kg
Mn 433 mg/Kg
Bo 8 mgkyg
5 0.24 ma/kg
Masa himedo 9.88¢
Masa seco 4114
Humedad
Gravimétrica 140.47 %
Humedad disponible 58.41
NH. 19.76 mg/Kg
NQOs 924.80 mg/Kg
C. 0. 2063 %
Bacterias 110000 miles
UEC/gr
Actinos 56000 miles
UFClar
Hongos 800 miles
UFClgr
Trichoderma sp 2.8 x 10°
UFCigr
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Otros componentes. Lombritica. S.A. 2001

C/N
Acidos Humicos

Fuente de glucanos
Actividad Quitinasa
Bacterias aerdbicas

Bacterias
anaerdbicas

Relacion Aer/Anaer.

2.57g Eg/100g

¢l/g
450 x 10 * ¢/g

Anexo 13. Composicitn de la melaza final de cafia (Gonzalez et al. 1989)

Brix 88.4 %
Polarimetrico 41.5 %
Pureza 46.9 %
Reductores 16.4 %
Sacarosa 45.7 %
Azicares totales 64.6 %
Cenizas 114 %
pH 5.1
lon Calcio 1.1%
lon Magnesio 0.4 %
lon Fosfato 0.9 %
ion Sodio 0.1%
lon Potasio 23%
Hierro 0.03 %
Silice 0.02 %
lon Cloruro 0.9 %
Coloides 34%
Viscosidad 17.28 Pa-s
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Anexo 14. Sistema de operacién estandar utilizado por Bandeco, dentro del cual se
evaluaron los tratamientos durante [a ensayo de campo.

Aplicacién Fecha Fungicida Aceite Asm 15 Asm 40 Susfrato Phos.

No. gr /ha gr /ha Foliar pro
cada 20 cada 35
dias dias
1 4/5/01  Calixin 5 /ha X X
2 18/5/01  Tilt 5Ltha X
3 25/5/01 Dithane 5l /ha X X
4* 01/6/01 Dithane 5 /ha X X
5 09/6/01 Benlate 5L/ha X
5] 16/6/01 Dithane 5L/ha X X X
7 02/7/01  Folicur 3L/ha
8 10/7/01  Calixin 3L/ha X X
9 17/7/01  Dithane 3L/ha X
10 2477101 Vondozeb 3i/ha X
11 31/7/01 Vondozeb 3L/ha X X
12 09/8/01 Vondozeb 3lL/ha X
13 16/8/01 Vondozeb 3lLtha X
14 23/8/01 Dithane 3L/ha X X X
15 04/8/01  Sico 5L/ha
16 12/9/01 Dithane 50L/ha X X X
17 20/9/01  Dithane 5L/ha X
18 29/9/01 Calixin Bl/ha X X X

* Inicio de las evaluaciones

Anexo 15. Analisis de varianza para variable severidad, indice de severidad, periodo
total, hojas totales y ABCDE. Cultivar Gran Enano bajo condiciones de campo.

Fuente de variacién  Severidad Ind. Sev P.Total H.Totales ABCDE Altura

GL CM M CM CM CM CM
Fuente de energia 1 0.072ns 4.469ns 0.761ns  5.350* 284.961ns 7468.358*
(A)
Tratamientas(SOE,
SOE+AsmA40, 4 1.083* 575.898* 21.446ns 1.465ns 5398.680* 312.639ns
SOE+Asm1i5
SOE -85,
SOE+Asm15-8) (B)
Interaccion AR 4 0.159ns 217.478ns 5.243ns 0.333ns 793.471ns 64.870ns

Error Experimental 20 0.153  129.313  11.027 0.654 455328 487.675
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Anexo 16. Metodologia para la observacién por microscopia de muestras de tejido de
campo tratado con Asm.

Microscopia Electrénica

Fijacion en mezcla de glutaraldehido al 2.5 % y paraformaldehido al 2% en
buffer fosfato de sodio 0.1M pH 7.4, se realizaron tres lavados (15 min cada uno) con
el amortiguador

Posfijacién en tetraoxido de osmio al 1% diluido en el amortiguador. Se realizaron 4
lavados con agua destilada.

Deshidratacién mediante gradiente ascendente de alcohol etilico (30°, 50°, 70°, a0,
90°, 85°, 100°, 100°, cada cambio se hizo por 15 min y los dos de 100 por 20 min).

Transmision infiltracion en resina utilizando gradientes de etanol- oxido de propileno y
gradientes de oxido de propilenc-resina Spurr's (3:1, 1:1, 1:3), una infiltracidn en
resina pura se realizé mediante tres cambios de 4 horas cada uno. La polimerizacién
se realiz6 a 70°C por 24 horas Y s& procedio a hacer los cortes ultrafinos de 7G nmde
grosor, utilizando un ultramicrotomo. Estos fueron contrastados con acetato de uranilo
€ hidroxido de plomo, la observacion se realiz6 con micorscopio electrénico de
transmisién Hitachi (Japdn), modelo H-7100.

sublimador marca Eiko (Japén) modelo ID-2. Una vez secas las muestras, éstas
fueron montadas sobre bases de aluminio y cubiertas con una capa oro de 30 nmde
grosor, utilizando un cobertor ignico marca Eiko {Japén), modelo 1B-3. Seguidamente
la observacién se realizé con microscopio electronico de barrido Hitachi (Japén)
modelo S-570.

¥
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