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1. INTRODUCCION

El cultivo del platano es de gran importancia a nivel de pequefios productores, al
constituirse en un alimento esencial para la dieta basica y generar ingresos a la
canasta familiar. Se cultiva a nivel mundial en un &rea aproximada de 5 290 107
hectareas, con una produccién anual de 33 349 584 TM, de las cuales el 70% se
concentra en los paises del Africa y el restante en las regiones de América Latina y
el Caribe (27%) y Asia (3%). En América Latina, Colombia (38%), Per( (19%) y
Ecuador (8%) son los paises mas productores (FAO 2006).

Entre los principales problemas fitosanitarios que enfrenta el cultivo, se encuentran
los ocasionados por hongos y nematodos. En el caso de los hongos, la Sigatoka
negra causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis, es considerada la enfermedad
foliar mas limitante y destructiva a nivel mundial. Esta enfermedad causa
destruccion paulatina del area foliar, afectando el proceso fotosintético, haciendo
que la planta llegue a la floracién con un reducido ndmero de hojas funcionales,
perjudicando el eficiente llenado de frutos y acelerando el proceso de maduracion de
la fruta, lo que genera grandes pérdidas econdmicas en la fase de comercializacion
(Guzman 2006; Marin y Romero 1998).

La enfermedad actualmente se encuentra presente en todas las regiones productoras
de Musas del mundo (Orozco y Aristizabal, 2006). Su control se basa
principalmente en la aplicacion de fungicidas, en Ecuador hasta el 2002 se gastaba
mas de 60 millones de ddlares anuales en fungicidas solo para combatir la Sigatoka
negra y esto en algunas regiones represento mas del 40% de los costos de
produccién (Chang, 2000), hecho que esta fuera del alcance de la economia de un
pequefio productor. En los Ultimos afios se han generado hibridos resistentes a la
Sigatoka Negra I(Rowe y Rosales, 1996; Vuylsteke et al., 1997),| que sin embargo
no han tenido buena acogida porque dichos cultivares varian sustancialmente sus

caracteristicas culinarias (caso del platano) y de sabor (banano), por tanto se requiere

[Comentado [D1]: ACTUALIZAR DATOS




continuar en la basqueda de estrategias que permitan mejorar opciones de control de

este patégeno.

El panorama se agrava porque M. fijiensis es una variante muy agresiva del género y
continua presentando alta adaptabilidad a variaciones ambientales. Por lo tanto, para
el manejo de la enfermedad es necesario generar estrategias basadas en el
conocimiento de la biologia del patégeno y la coevolucion con su hospedero
(McDonald et al., 1989; McDonald, 1997).

La informacion sobre el grado de variabilidad patogénica (Fullerton y Olsen, 1995;
Romero y Sutton, 1997a), morfoldgica y genética del hongo en relacion con el tipo
de hospedero y las caracteristicas de una region o lugar en particular (Johanson et
al., 1994), permite asi establecer estrategias de control mas eficientes y evitar la
pérdida de sensibilidad que ha mostrado el hongo a los fungicidas (Romero y
Sutton, 1997b).

El presente estudio dard informacién mas precisa del comportamiento del hongo
proveniente de &reas plataneras en el pais donde el patosistema M. fijiensis — Musa
tiene mas de 25 afios establecido. Para lo expuesto anteriormente se requiere los
procesos de aislamiento del hongo, desarrollo en medio de cultivo solido y
producciéon de micelio en medio liquido, seguido de estudios morfol6gicos y
pruebas de patogenecidad, lo que permite ampliar el conocimiento del patogeno y el

comportamiento del hospedero en estudio.

A. Justificacion

En banano se estima que la aplicacion constante de fungicidas provoca la aparicion
de poblaciones resistentes del hongo a ciertos grupos quimicos ademas de dafios al

ambiente y a la salud humana; en el caso del platano, aunque no hay la misma
2



presion de fungicidas debido a que los productores usan pocos quimicos, existe una
gama de cultivares (Barraganete, Dominico y Dominico Hartén) creciendo en
diversas condiciones ecolégicas que también pudieran causar variacion adaptativa en
el patdgeno. En ambas situaciones el conocimiento de la biologia y su evolucién con

los respectivos hospederos permitird plantear estrategias de control mas eficientes.

B. Objetivos

1. General.

Determinar la presencia de biotipos de Mycosphaerella fijiensis asociados a

cultivares de musa (AAB) en dos regiones del Ecuador.

2. Especifico.

Establecer las caracteristicas morfologicas y culturales de diferentes

poblaciones del hongo.

Establecer niveles de agresividad de las diversas colonias de M. fijiensis en

tres cultivares de Musa spp.

C. Hipotesis.

Existe variabilidad entre las poblaciones de M. fijiensis colectadas en la region
Centro Norte del Litoral, que deben considerarse para los planes de control de

Sigatoka negra.



I.  REVISION DE LITERATURA

A. Generalidades de las MusaceasMusaceas

Los bananos y platanos (Musa spp.) son plantas herbaceas, poliploides y perennes<
ampliamente adaptadas a regiones tropicales y subtropicales. En la planta se
distinguen tres partes importantes: el cormo con hijuelos y el sistema radical, el
pseudotallo con el sistema foliar y el racimo o inflorescencia. Dos especies diploides

de 22 cromosomas cada una, Musa, acuminata Colla (genoma A) y M. balbisiana

Colla (genoma B), son los ancestros comunes de todas las variedades triploides y

tetraploides conocidas (Simmonds y Shepherd, 1955; Robinson y Sauco, 2010). El

tamafio del genoma de Musa fue determinado como 550 Mbp en M. balbisiana y

M. acuminata es una de las especies de banano cultivadas més importante en el

mundo en términos de produccion y consumo. Este cultivo se cosecha en muchos
paises en desarrollo en los tropicos, en donde proporciona un alimento basico para
gran parte de la poblacién. Se considera un alimento de alto nivel energético, rico en

minerales y vitaminas, con un corto periodo de vida media (Manrique et al, 2007,

Robinson y Satco, 2010),

En Ecuador la produccién de Musaceas se desarrolla a través de los cultivos de
platano Barraganete (AAB), Dominico (AAB)_y Dominico Harton (AAB) y banano
del sub grupo Cavendish tales como Williams (AAA), Valery (AAA), Grand

Nain(AAA). El banano Orito (AA)_es otra musacea de importancia econémica para

el pais, siendo la zona de La Mana el principal sitio de produccién. Se encuentra
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sembrado como monocultivo vy cultivo mixto combinado con cacao, frutales

perennes, y otros cultivos. La zona de ElI Carmen, provincia de Manabi se destaca

por la mayor produccién de platano con 52612 hectareas aproximadamente de donde

sale el 95% de la produccion para la exportacion con un rendimiento de 5 Tm/Ha;

mientras que, la produccién de banano ocurre a nivel nacional con una superficie

cosechada de 218.793 hectareas y un rendimiento aproximado de 37,6 Tm/Ha
(INEC 2011; MAGAP 2011).

En Ecuador las exportaciones de banano y platano han evolucionado positivamente

en la Ultima década. La tasa de crecimiento promedio durante el periodo 2008-2009

ha registrado un crecimiento de 16.4% y 28.8% respectivamente, mientras que de

enero a diciembre del 2010 las exportaciones totales entre banano y platano llegaron

a mas de 5 millones de toneladas representando un ingreso aproximado de 2.000

millones de délares por concepto de divisas (MAGAP 2011). A nivel mundial se

cosecharon 4,923,584 hectéareas de banano y 5,358,917 de platano en este mismo
afio (http://faostat.fao.org, consultada el 20 de Julio de [2011)).

B. Sigatoka negra,
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|a Sigatoka negra causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis Morelet [anamorfo<

[Con formato: Fuente: (Predeterminada) Times New Roman

Paracercospora fijiensis (Morelet) Deigthon], es considerada hasta el momento, la

enfermedad foliar de mayor importancia que afecta a los cultivos de platano vy

banano en todo el mundo, produciendo pérdidas en rendimiento de hasta 100%, si no

se implementan medidas para su manejo (Orozco y Aristizabal, 2006).

La enfermedad provoca desérdenes significativos en el crecimiento vegetativo de la

planta, la cual sufre un severo deterioro del area foliar y de la productividad del

cultivo, al disminuir su capacidad fotosintética. De presentarse esta condicion, la

planta no logra extraer de las hojas los elementos nutritivos para llevarlos al racimo

y llenarlo; éste puede presentar madurez prematura y la fruta no sirve para la

exportacion (Herrera, 2007).

La severidad de este patdgeno se magnifica en un sistema agricola como el de las
Muséceas, en el cual la propagacién vegetativa (reproduccién asexual) y el cultivo
en grandes extensiones de tierra de un clon genéticamente uniforme, lo hace

altamente vulnerable a ataques epidémicos de la misma (Clay y Kover, 1996).

Por otra parte, la naturaleza compleja de este patégeno le da un gran potencial de
adaptacion a nuevas condiciones climaticas, a nuevos fungicidas y genotipos
hospederos (Ploetz, 2000). Ademaés, los costos de fungicidas quimicos son

accesibles principalmente | para las grandes productoras, multinacionales (Hibler y

Hardy, 1994). Por ello se plantea convivir con dicha enfermedad, promoviendo gl
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uso de cultivares con algun nivel de resistencia a la Sigatoka negra, una alternativa a

evaluar especialmente gn sistemas pequefios de produccion.

Las evaluaciones en campo bajo condiciones de infeccion, han sido durante mucho
tiempo el Unico método disponible para evaluar y seleccionar genotipos de Musa
resistentes a M. fijiensis (Chaerani, 2006), las mismas deben estar validadas por

a

comparacion de los genotipos de interés con cultivares de referencia en pruebas
multilocales (Mourichon, 1997; Carlier et al., 2003). Aunque Pérez et al., (2006)
manifiesta la potencialidad del ensayo de fragmentos de hojas como una
metodologia para comparar la agresividad en un solo ciclo infectivo de diferentes
poblaciones de M. fijiensis bajo condiciones controladas de inoculacién asi como
para evaluar la reaccion de resistencia parcial de clones de Musa spp. al patégeno

basandose en la velocidad de evolucién de las lesiones.

1. Clasificacion Taxonémica

El patdgeno M. fijiensis tiene la siguiente clasificacion (Agrios, 1996).

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Clase: Loculoascomycetes
Orden: Dothideales

Familia: Mycosphaerellaceae
Género: Mycosphaerella

Especie: Mycosphaerella fijiensis
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2. Biologia y ciclo de vida del patégeno | Con formato: Fuente: (Predeterminada) Times New Roman,
12 pto, Color de fuente: Negro

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

completa de la cosecha (Mourichon y Fullerton, 1990).
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Figura.l, Ascosporas germinadas de M. fijiensis (reproduccion sexual) EET- Con formato: Fuente: (Predeterminada) Times New Roman,

12 pto, Color de fuente: Negro

Pichilingue, INIAP, 201160.
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claramente diferenciadas en su fase sexual y asexual. Esto ltimo le proporciona una {

amplia capacidad de infeccion y mayor plasticidad genética, gracias a la
recombinacion. Los estados anamorficos y teleomorficos estan presentes en las hojas
infectadas y las ascosporas son determinantes en el desarrollo de la epidemia
(Mourichon y Zapater, 1990).

N | Con formato: Fuente: (Predeterminada) Times New Roman,
12 pto, Color de fuente: Negro, Espafiol (Ecuador)

Este patdgeno, se caracteriza por la presencia de 1 a 4 conidiéforos simples que | Con formato: Fuente: (Predeterminada) Times New Roman,
12 pto, Color de fuente: Negro

emergen de los estomas en forma de estrias jovenes en el envés de las hojas. Los
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conidioforos producen conidias (esporas asexuales) que forman un hilum o cicatriz
distintiva en la base siendo facilmente desprendidas por el viento. La principal
fuente de in6culo son las ascosporas (esporas sexuales), que pueden propagarse a
través del viento a grandes distancias. Los conidios tienen menor impacto, los cuales
se forman a partir de los conidi6foros, ya sea uno por cada conidioforo o en
pequefios grupos compuestos por 4 a 8 conidios. Estos son cilindricos y pueden estar
formados por 1 6 10 segmentos, aparecen extendidos o curvados con forma obtusa
en el apice y truncados o redondeados en la base. Su longitud puede estar entre las
30 a 132 um (Stover and Simmonds 1987).

Figura.2. Conidios de M. fijiensis (reproduccion asexual) EET-Pichilingue, INIAP,

2011.
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Los pseudotecios (peritecios) o cuerpos fructiferos de cardcter sexual varian en

cuanto a sus caracteristicas, pero en su mayoria son globulares con un diametro entre

47 y 85 um, se observan incrustados en el tejido de la hoja y se pueden visualizar en
ambas superficies, aunque son mas abundantes en el haz que en el envés. Las
paredes del peritecio son de color marrén oscuro y estan formadas por tres o cuatro
capas de células con forma poligonal. Dentro del peritecio se forman numerosas

cuyas dimensiones alcanzan las 12.5 — 16.5 um x 2.5 — 3.8 um y son biseladas conla

célula predominante unida al asca (Mulder y Holliday, 1974).

Produccion de ascosporas
Produccon de conxdsas

-

A

Ascosporas
Comclins

Lesones Lesones
cloroticas con DECIONcas con
coniclins ASCOSPOTHS
y l o
Fase epifitica Fase asexual Fase sexual

2, [ L

4 Penodo de mcubacion e

< >

o Periodo de latencin asexual P o

- - o - Ll

Penodo de lntencia sexual Infeccdn por ascosparay

Figura 3; Ciclo de vida de M. fijiensis (adaptado de EI Hadrami 2000)
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El ciclo de vida de M. fijiensis, se inicia con la germinacioén de las ascosporas,
seguida de la penetracion. Ambos procesos requieren de la presencia de una pelicula
de agua sobre la superficie de la hoja. La germinacion de las esporas se da en
aproximadamente 2 horas mediante el desarrollo de los tubos germinativos, los
cuales se alargan y ramifican en blsqueda de los estomas, donde penetran y se
desarrollan por los espacios intercelulares. La penetracion ocurre entre 48 y 72 horas
si las condiciones de humedad y temperatura son favorables. La temperatura éptima
es proxima a los 26°C. El desarrollo de las primeras lesiones da inicio a la fase
asexual, en los estomas aparecen algunos conidi6foros, principalmente por el envés
de la hoja (Stover, 1983). A los 28 dias de la infeccién aparecen los primeros
conidios y a los 49 dias finaliza el ciclo cuando se da la liberacion de las primeras

ascosporas (Merchan, 1998).

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

sintomas de la enfermedad o destruccion de células.

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

de ascosporas y un répido desarrollo de la infeccion (Marin et al., 2007).

3. Sintomatologia
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Como resultado de la accién patogénica de M. fijiensis en las hojas de las plantas | Con formato: Fuente: (Predeterminada) Times New Roman,
12 pto, Color de fuente: Negro

afectadas, se manifiestan una serie de sintomas tal y como se observan en la figura 2,
que van desde puntos y rayas hasta manchas necroticas, pasando por diferentes
estados, los cuales han sido descritos por Fouré (Fouré, 1991), de la siguiente

manera:

) ) ©6)

Figura. 4, Escala de severidad de infeccion de la Sigatoka negra., EET-Pichilingue, | Con formato: Fuente: (Predeterminada) Times New Roman,

12 pto, Color de fuente: Negro

INIAP, 2011,
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12 pto, Color de fuente: Negro
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ESTADO 1. Sg distingue por la presencia de ligeras _decoloraciones o por puntos Con formato: Fuente: (Predeterminada) Times New Roman,

12 pto, Color de fuente: Negro

con menos de un milimetro de longitud, de color café rojizo mas conocida como Con formatos Fuente: (Predeterminada) Times New Roman,

R B { Con formato: Fuente: Times New Roman, 12 pto, Color de
{ 12 pto, Color de fuente: Negro

pizca. Este sintoma no es visible al trasluz y solo se puede observar por el envés de

la hoja.
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ESTADO 2. Las pizcas aumentan de tamafio en sentido longitudinal paralelas a la
venacion, formando estrias de 2 a 3 mm de longitud, de color café rojizo, visibles

primero en el envés y luego en el haz de las hojas,

ESTADO 3. Se distingue por la presencia de estrias o rayas con un tamafio minimo
de 5 mm, pudiendo alcanzar hasta 2 a 3 cm de largo. Las estrias conservan el color

rojizo por el envés y presentan un tono negro por el haz.

ESTADO 4. Se caracteriza por la presencia de manchas elipticas u ovales de color

café por el envés y negro por el haz.

ESTADO 5. En este estado la mancha eliptica es totalmente negra en ambas caras
de la hoja, aparece rodeada por un halo amarillo y presenta una “depresion” en el

centro del tejido.

ESTADO 6. La mancha esta totalmente desarrollada; el rea central hundida es de
color gris y un borde de color café oscuro o negro forma un anillo bien definido
alrededor de la mancha. Ademés, aparece un halo de color amarillo brillante
alrededor de la lesion. Aln cuando la hoja esté muerta, la mancha persiste y el anillo

oscuro que rodea la mancha también se mantiene bastante definido.

La Sigatoka Negra ataca solamente las hojas, donde las esporas producen, una gran

cantidad de manchas que coalescen rdpidamente, causando necrosis y muerte de toda
el area foliar. De esta manera, disminuye la actividad fotosintética afectando el
normal crecimiento y productividad de las plantas y trayendo, como consecuencia, la
maduracién prematura de los racimos, lo que se constituye en la mayor causa de
pérdidas ligadas al ataque de esta enfermedad (Merchan, 2000, citado por

Bornacelly y Bolafio, 2003).
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4. Dispersién de M. fijiensis

Los estudios de poblaciéon del patégeno han puesto de manifiesto que en el &mbito

mundial o en distancias muy largas, la diseminacién ocurre a través del movimiento

de material vegetal infectado; en otras escalas (continente y/o pais (distancias =

centena de kildmetros)) la dispersién ocurrira con el movimiento de material vegetal

infectado v por una dispersion limitada de ascosporas; esto explica la importante

diferenciacién genética observada, resultante de una diseminacién estocastica de la

enfermedad. Estudios epidemiolégicos preliminares sugieren que la distancia media

de dispersién de ascosporas a partir de una fuente de inéculo es del orden de una

poca cantidad de metros (Abadie et al. 2003)

En el &mbito de un pais y de una planta, distancias inferiores a unas pocas centenas

de kilémetros, la dispersién por las ascosporas tomara mas importancia y resaltara el

flujo de genes, base de la diferenciacidn genética.

5. Manejo de la enfermedad

El método tradicional para el manejo de la Sigatoka negra, ha sido las practicas

culturales, dirigida a reducir la fuente de in6culo del patégeno y forma parte de un

programa de manejo integrado de la enfermedad. En este sentido, el establecimiento

de un buen sistema de drenaje, la remocién de las hojas viejas en el suelo junto con

la poda sanitaria, se han utilizado durante afios como estrategias para reducir la

densidad del indculo, sin dejar de lado, un adecuado programa de fertilizacién. Se ha

propuesto el establecimiento de altas densidades de siembra, con el fin de generar un
14




micro y mesoclima al interior de la plantacién, creando condiciones desfavorables

para el patdgeno (Rosales et al. 2002).

El método de control quimico, més ampliamente utilizado, se establece dentro de

un programa normal de rotacion entre fungicidas, sistémicos y protectores, a lo largo

del ciclo del cultivo. De acuerdo a Marin y Romero (1998), los fungicidas para el

control de esta enfermedad se pueden agrupar en tres categorias, con base en su

modo de accién: fungicidas de contacto o protectores, de accién sistémica local y

fungicidas sistémicos. En cuanto a los fungicidas protectores (Mazoceb vy

Clorotalonil), estos son utilizados de forma alternada con fungicidas sistémicos

(benzimidazoles, azoxistrobina), estos ultimos, son aplicados con aceites o

emulsiones como adherente (Romero, 2006).

El mejoramiento genético como en todo cultivo seria una de las mejores

alternativas para el control de la Sigatoka negra. Los hibridos desarrollados por el

programa de mejoramiento genético convencional de la Fundacién Hondurefia de

Investigacion agricola (FHIA), fueron distribuidos en mas de 50 paises alrededor del

mundo vy estan en evaluacién desde 1991, mediante el programa internacional de

Musaceas patrocinado por INIBAP. Todos los hibridos liberados hasta la fecha,

poseen adecuadas caracteristicas comerciales y resistencia o tolerancia a la

enfermedad. Asimismo, poseen un rango adecuado de adaptacién agroclimatica y

con las préacticas agronémicas adecuadas pueden ser aprovechados en su maximo

potencial. Estos hibridos han tenido gran éxito en Cuba donde se cultivan cerca de
10,000 H4, principalmente de FHIA-18 y recientemente FHIA-21. En los ultimos 10

afos, se iniciaron otros programas internacionales de mejoramiento genético

convencional en Brasil, Camerin y Guadalupe, orientados hacia el desarrollo de

variedades resistentes a la Sigatoka negra (Rosales y Pocasangre, 2002).

En la bisqueda de nuevas alternativas para el control de la Sigatoka negra, se tienen

algunas aproximaciones en el control biolégico, tendiente a reducir el indculo de la
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enfermedad, utilizando microorganismos, gue en buena medida actuarian como

antagonistas 0 competidores contra M. fijiensis (Patifio et al. 2006; Guzman 2006;
Talavera et al. 1998; Gutiérrez 1996; Gonzalez et al. 1996). A pesar de los

avances, el empleo de estos microorganismos y el como hacerlos eficientes para uso

masivo, esta aun poco desarrollado, maxime que una de las limitantes en su

aplicacion es la efectividad disminuida causada por el efecto negativo de factores

ambientales, los cuales pueden alterar la supervivencia, actividad y vida util de estos

en la superficie de la hoja.

En la ultima década, se ha sugerido el uso de hongos endofiticos, epifitos,

micorricicos, y/o rizobacterias con gran capacidad para la produccién de sustancias

gue promueven el crecimiento, como las auxinas y citoquininas, entre otras (Orozco

- Santos y Orozco-Romero, 2006). Asimismo, en otros patosistemas gue causan

enfermedades foliares, se han identificado bacterias transformadoras de minerales,

compuestos organicos en forma disponibles a la planta como solubilizadores de

fosforo y fijadores de nitrégeno libre. Estos atributos se traducen en vigor a la planta

y como_consecuencia le otorgan resistencia a patdgenos (Benitez et al. 2004;
Harman et al. 2004; Howell 2003; Yedidia et al. 2001; Arora et al. 1992).

Complementando lo expuesto anteriormente, Vera et al. (2004), manifiesta gue un

adecuado control de la enfermedad puede ser logrado mediante el uso de técnicas de

manejo integrado, siendo visibles estas diferencias en el primer afio de aplicacion y

acentuandose en los siguientes afios, teniendo claro que el paquete de manejo de la

Sigatoka negra recomendado para el cultivo de banano en Ecuador, no se adapta al

cultivo de platano por lo que este precisa recomendaciones de manera individual.

C. Resistencia a fungicidas
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La aparicidon repentina de la resistencia en una poblacién de patdgeno puede,

cuando no se reconoce en una etapa temprana, tener como resultado el fracaso del

control de la enfermedad y consecuentemente graves pérdidas de la cosecha,

Dekker (1982) define a la resistencia a un fungicida como el cambio hereditario de

una célula fungosa o una poblacién de un hongo a un fungicida, lo que resulta en

una sensibilidad menor de lo normal hacia éste.

El uso comercial de un mismo fungicida durante algunos afios, puede generar

poblaciones de patdgenos que no son lo suficientemente sensibles para ser

controlados adecuadamente. Ellos aparecen generalmente, como una respuesta al

uso repetitivo del fungicida o al uso de otros fungicidas quimicamente relacionados

y/ 0 con un mecanismo bioquimico de accién fungico similar. Las poblaciones del

patégeno que desarrollan la resistencia a un fungicida pueden llegar a ser

simultaneamente y automaticamente resistentes a otros fungicidas que son afectados

por la misma mutacion del gen siguiendo el mismo mecanismo de la resistencia

(Brent, 1995). Igualmente, se sefiala que con la introduccién de los fungicidas

sistémicos, la incidencia de la resistencia crecio y el tiempo de aparicion de esta es a

menudo relativamente corto, 2—3 afios después de la primera aplicacidon, con la

agravante de que esta resistencia es heredable.

D, Variabilidad morfolégicay patogénica de M. fijiensis

Manzo et al, (2001) caracterizaron la morfologia de M. fijiensis de la region

Pacifico-Centro de México y su desarrollo en medios liquidos. En los resultados se
observo que el didmetro maximo fue 6, 3 mm a los 14 dias en el medio de cultivo
PDA. Las colonias mostraron color de gris-obscuro a blanco-rosado, forma esférica
0 con zonas irregulares y una consistencia algodonosa o compacta. El peso seco de
micelio en medio liquido a los 15 dias después de la siembra, fue mayor en caldo V8
(0,64 mg), seguido por extracto de malta (0.35mg), Czapek (0.27 mg), levadura
peptona (0.26mg), nutrientes sintéticos (0,15 mg) y papa dextrosa (0,11mg). Todo
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esto indica que las caracteristicas morfoldgicas de los aislamientos de M. fijiensis
varian entre huertos de platano de diferente lugar y que la produccion de micelio se

optimiza en caldo V8.

Algo diferente realiz6 Manzo (2001) quien muestred plantaciones con diferente
grado de manejo de las cuales obtuvo 20 aislamientos monospéricos de M. fijiensis,
siete de ellos fueron aislamientos procedentes de cultivos con manejo intensivo, 8 de
semi intensivo y 5 de rusticos, los cuales difirieron en color, forma y apariencia de
las colonias. Con esto demuestra la influencia de actividades como frecuencia de

deshoje y deshije y el numero de aplicaciones fungicas gnuales y fertilizacion, etc.

Los analisis genéticos correspondientes , demostraron, un elevado nivel de flujo de

genes entre las localidades analizadas y los resultados muestran que el nivel de
tecnificacion influye en la diversidad genética del hongo. La variacién morfolégica
de los diversos aislamientos son similares a las descritas por Sdnchez et al.,
(2001).

En cambio Donzelli y Churchill (2007), realizaron una comparacion de la
virulencia de 4 cepas (CIRAD 743 y 301 cepas de tipo salvaje y los mutantes
espontaneos de las dos cepas anteriores 743Pink y 301W2.2) con micelio
fragmentado y cuatro concentraciones como indculo en plantas de banano Grande
Naine (AAA), que son altamente susceptibles a M. fijiensis. Las pruebas resultaron
en el desarrollo del tejido necrotico localizada en cada zona de la inoculacion en 3
de las cepas puestas a prueba (743, 301 y 301W2.2) mientras que areas inoculadas
con la cepa Colar 743Pink nunca desarrollaron lesiones tipicas de Sigatoka negra en

ninguno de los ensayos, demogstrando, que existe variacion en la virulencia de las

cepas.

A si mismo Pérez et al, (2006) constataron la existencia de diferencias de
agresividad entre aislados de M. fijiensis procedentes de plantas de FHIA 18 de

campos severamente afectados por la enfermedad y los obtenidos de plantas
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Cavendish de zonas libres de clones con resistencia parcial. Las diferencias en
campo son sin embargo mayores que las observadas en los ensayos en fragmentos de
hojas. Los resultados indican por primera vez la seleccion de poblaciones de M.
fijiensis con agresividad sobre el clon FHIA 18 con resistencia parcial en esta
localidad, posiblemente por presion de seleccion direccional (Mather, 1953; Whole,
1982) debido a la extension de la superficie cultivada de este genotipo y a las
condiciones desfavorables de nutricién que han prevalecido en los Gltimos afios en la
mayoria de las areas bananeras del pais. Resultados similares fueron obtenidos por
Leiva et al., (2002) quienes al evaluar la agresividad de dos cepas de M. fijiensis
(cepas 11 y G1) en el cv. Gran Naine, en condiciones de invernadero, se demostro
que la cepa |1 es més agresiva, pues los primeros sintomas aparecieron a los 12 dias,
en contraste con la otra cepa G1 con la que se observd la aparicion de los primeros
sintomas a los 16 dias después de la inoculacion. Busogoro et al., (1999) obtuvieron
resultados similares mediante la infeccion de M. fijiensis (cepa I1) sobre hojas
separadas de diferentes cultivares de Musa spp, y establecidas en un medio de

cultivo sélido de supervivencia.

Hasta el presente, la seleccion de poblaciones mas agresivas de M. fijiensis sobre
clones con resistencia parcial no se habia documentado, y esto debe de tenerse en
cuenta en los programas de mejoramiento de musaceas actuales. El patdgeno
muestra una importante capacidad de variacion y adaptabilidad, como lo ha
demostrado la seleccion de poblaciones resistentes a Triazoles en Cuba y otros
paises y a diferentes genes de resistencia de los clones con resistencia parcial de la
FHIA desplegados en la empresa La Cuba. Fullerton y Olsen (1995) por su parte
sefialan que un mejor entendimiento tanto de las estructuras de las poblaciones del
patégeno asi como su evolucion es clave para la asistencia a los programas de

mejoramiento de bananos y de manejos de la enfermedad.

La variabilidad patégena de M. fijiensis fue demostrada por Fullerton y Olsen
(1995), quienes utilizaron sesenta y seis aislados obtenidos de diferentes hospederos

de Musa procedentes de diferentes paises y localidades productoras. Este estudio
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demostrd que algunas cepas que son virulentas sobre un hospedero no lo fueron
sobre otro. Algunos hospederos fueron susceptibles practicamente a todas las cepas,
mientras otros como T8 y Calcutta, fueron resistentes a algunos aislados pero
susceptibles a otros. Las cepas de Papua Nueva Guinea y de las Islas del Pacifico,
mostraron un amplio rango de diversidad patogénica sobre los cultivares
cominmente usados como fuente de resistencia de programas de mejoramiento

como Calcutta, Paka y Pisang Lilin.

Otro de los estudios sobre la variabilidad patégena lo realizaron Romero y Sutton
(1997), quienes evaluaron la reaccién de dos hibridos, FHIA 1 y FHIA 2, con
resistencia y dos cultivares altamente susceptibles, enano gigante y falso cuerno, a
M. fijiensis, determinaron su reaccion con diferentes aislados del hongo y a tres
temperaturas (22, 26 y 30 °C). Se concluyd, que los hibridos mostraron resistencia a
todos los aislados y en las tres temperaturas, provocando mayor dafio a 26 °C, tal y
como se ha reportado como la temperatura para el desarrollo optimo de la
enfermedad en genotipos susceptibles de Musa (Stover, 1983; Jacome y Schuh,
1992).

En el pais Vera (2003) evalu6 la variabilidad de aislados ecuatorianos de M. fijiensis

y demostr6_que basandose en el analisis de todos los componentes, no hay evidencia
de la especificidad del huésped entre los aislamientos de M. fijiensis ecuatorianas.
Sin embargo, la agresividad vario entre los aislados. Se concluyo que la inoculacion
artificial de M. fijiensis en plantulas se puede utilizar en la evaluaciéon de
componentes de resistencia a enfermedades de diferentes genotipos de Musa sp. al
patdgeno. Este es el primer estudio de los componentes de la agresividad de M.
fijiensis, lo que proporciona una ayuda a los futuros programas de mejoramiento

para obtener resistencia contra el patégeno.

En estudios recientes realizados por Cuellar et al., (2011) se encontraron diferencias

en la morfologia y virulencia de 50 aislamientos de M. fijiensis inoculados en
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plantulas de platano Dominico Hartdn. La virulencia de los aislamientos no se
relaciond con su origen geogréafico ni con el genotipo del cual se obtuvieron. Los
genotipos de platano y banano mostraron un comportamiento diferencial frente a
cinco aislamientos, lo cual indica la presencia de razas del patégeno. Los genotipos
Topocho, Maquefio, FHIA 20, FHIA 21 de platano y los genotipos Sedita y FHIA 23

de banano presentaron un mayor nivel de resistencia.
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Il. MATERIALES Y METODOS

A. Localizacion.

La presente investigacion se llevé a cabo en el Departamento Nacional de Proteccion
Vegetal (DNPV), de la ESTACION EXPERIMENTAL TROPICAL
PICHILINGUE, del Instituto Nacional Autdnomo de Investigaciones Agropecuarias
, ubicado en la Provincia de los Rios en el Km. 5 via Quevedo — EI Empalme,
situada entre las coordenadas geograficas 1° 05" Latitud Sur 79°26 Longitud

Occidentall.

B. Caracteristicas climaticas.

El clima en la zona es tipo tropical himedo, se encuentra a una altura promedio de
75 msnm, con una textura del suelo franco arcillosa, temperatura media anual de
24,8°C, precipitacion promedio anual de 2148 mm, humedad relativa media de 83%,

heliofania 830, 32 horas promedio anual?.

C. Factor de estudio.

El factor en estudio fue la agresividad de poblaciones de M. fijiensis colectadas en

las zonas de El Carmen y La Mana.

Fuente: Estacion del INAMHI.
(*) Valores promedios registrados desde 1994 a 2009 en la Estacién Meteoroldgica Pichilingue
del Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia (INAMHI).



D. Materiales.

En el presente estudio se requirieron diversos materiales, herramientas, equipos,

insumos y reactivos, los mismos que se detallan a continuacién:

1. Etapa de recoleccién de

muestras:

e Poddn y poladera
e Machete
e Tijera

e Fundas plasticas

e Etiquetas
e Boligrafo
e Hielera

e  Matrices de registro de fincas
e Tablero
e GPS

2. Etapa de laboratorio:

e Fundas pléasticas

o Tijeras

e Papel toalla

e Papelfiltro

e Grapadoray grapas

o Cajas petri

e  Tubos de ensayo

e Asafina

e Vasos de precipitacion
e Espatula

e Taras
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Mechero

Papel aluminio
Matraces

Algodén

Marcadores

Probetas

Mortero y pistilo
Porta y cubre objetos
Hematocimetro
Agitadores

Libro de campo
Pipetas Pasteur
Micropipetas 100 pL
Jabdn

Fosforos

Cinta transparente
Laminas de bisturi
Alcohol

Agar

Carbonato de calcio
V8

PDA

Cloranfenicol

Agua destilada
Hojas de platano afectadas con

Sigatoka negra



e Fragmentos foliares de 3 x 3 Autoclave

cm. Microscopio

e Tween 20 Estereoscopio

e Gelatina Céamara de flujo laminar

Balanza gramera

Contador manual

e Microondas Camara de fotos digital

o Refrigeradora e Agitador calentador magnético
e Incubadora e  Peachimetro

e Estufa e Vortex

E. Zonas de estudio

Para el presente trabajo se muestrearon 120 fincas de pequefios productores de platano,
provenientes de dos zonas: 60 fincas en La Mana (Cotopaxi) y 60 en EIl Carmen
(Manabi), respectivamente. En cada finca se recolectaron muestras foliares que segin la
escala de Fouré (1985) presentaban el estadio 6 de sigatoka negra de y se transportaron al

laboratorio para continuar con analisis.

F. Descripcion de los cultivares utilizados

Para efectos del presente estudio, se usaron 3 cultivares, dos triploides y un diploide, de

alto valor comercial y variada respuesta al hongo, los cuales se describen a continuacion.

Williams: Este cultivar pertenece al subgrupo Cavendish AAA, actualmente la produccion

mundial de banano estd sustentada en los cultivares de este subgrupo. Tiene una gran

distribucion tanto a escala mundial como nacional. Se cultiva a todo lo largo y ancho del

Ecuador bajo diferentes sistemas de produccion. Dentro de los principales mercados de la

fruta de este cultivar estan la Union Europea, EEUU y Rusia. Presenta alta produccion y
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calidad en el fruto que produce, posee un porte realmente bajo alcanzando una altura
promedio de 1.8 y 2.0 m de altura, medido a un metro de la superficie del suelo al
momento de la aparicién de su inflorescencia. Tiene un amplio sistema radical que le da
mayor resistencia al volcamiento causado por vientos. Se destaca por su mayor
adaptabilidad a condiciones extremas de clima, suelo y agua; siendo su mayor
inconveniente una alta susceptibilidad frente a los nematodos y a la Sigatoka negra (L6pez,
2011).

Orito: Es el Unico diploide con genoma AA utilizado en el presente estudio. Este cultivar
se encuentra distribuido en todas las regiones naturales del Ecuador (Costa, Sierra y
Oriente). En algunas zonas se lo conoce también como “almendra”. El pseudotallo es de
color amarillo verdoso con abundantes manchas castafio-oscuras. Es un cultivar de poco
vigor aunque puede alcanzar mas de 4 metros de altura. La planta soporta muy bien la
accion del viento, debido a su eficiente sistema radical. Los racimos son pequefios y
compactos, tienen la forma de cilindro pudiendo llegar a tener de 6 a 11 manos por racimo
y entre 107 a 286 dedos de pequefio tamafio, gruesos y redondeados, a la madurez toman
un color amarillo limén. La pulpa es ligeramente amarilla, suave, pastosa, dulce y con
mucho aroma cuando madura. El ciclo de siembra a cosecha varia de 8.4 a 9.7 meses
(Lopez, 2011; Fernandez, 2006).

Barraganete. Es un triplode (AAB) cuya altura va de 3, 15 - 3,35 metros. Su color es
verde claro sin tonalidades rojizas en los bordes de las vainas foliares; presenta una
moderada resistencia a Sigatoka negra pero una susceptibilidad frente a los nematodos
(Belalcazar et al. 1991; Narvaez, 2004). En Ecuador la zona de EI Carmen es la principal
productora de este cultivar destinando en casi su totalidad a la exportacion.
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G. Manejo del experimento

La investigacion estuvo conformada por dos experimentos los mismos que se realizaron
bajo condiciones controladas en laboratorio (in vitro). El primer ensayo, consistié en la
obtencién de poblaciones del patogeno, las cuales fueron caracterizadas de forma cultural y
morfoldgica. En el segundo experimento se realizaron inoculaciones artificiales de las 120
cepas de M. fijiensis sobre 3 cultivares de Musa spp, en donde se evalug la agresividad de

las mismas mediante la reaccion de los cultivares frente al ataque del patégeno.

Previo a la instalacién de los experimentos, se realiz6 ajustes a las metodologias a utilizar,
tales como: tiempo de descargas de esporas, medio de cultivo para el crecimiento y
esporulacion del hongo; ademas, se plante6 una metodologia para alargar la vida verde de
los fragmentos de hojas, con el objetivo de permitir la reproduccion sexual del patdgeno en
las manchas.

1. EXPERIMENTO 1. Caracterizacion cultural y morfolégica de 120 cepas de M.
fijiensis.

a. Protocolo para el aislamiento de M. fijiensis.

Para el aislamiento del patdgeno, se sigui6 la técnica descrita por Stover (1976), para lo
cual se recolecto tejido foliar afectado por sigatoka negra en el estadio 6 segln la escala de
Fouré (1985), debido a que en ese estado se presentan manchas con gran cantidad de
pseudotecios. En el laboratorio se seleccionaron areas foliares que presentaron la mayor
cantidad de pseudotecios, se lavaron con agua destilada estéril y se ubicardn por 48 horas
dentro de fundas plasticas con papel toalla humedecido para simular una cdmara himeda y

homogenizar la maduracion de los pseudotecios.
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Seguidamente, se cortaron fragmentos de 2 x 2 cm del material afectado, los cuales fueron
grapados en discos de papel filtro de 10 cm de didmetro. EI disco se sumergié en agua
destilada estéril por 10 minutos. Con papel toalla se les quitd el exceso de agua y se los
colocé dentro de las tapas de las cajas petri, de tal forma que el haz de los fragmentos
quede expuesto al agar-agua (20 g/L) contenido en la caja base. En estas condiciones se los
mantuvo unos 30 minutos para que descarguen las ascosporas. Con un marcador
permanente se delimité el area de descarga, y con el lente de 10 x del microscopio se
verifico la presencia de ascosporas en dichas areas. Luego se incubaron por 1 hora a 26 °C,

para estimular la germinacion de las ascosporas.

Como lo indica Stover (1976), las ascosporas germinadas se capturaron una a una con la
ayuda de un aguja fina, y se transfirieron a un medio agar V8 (200 ml de jugo V8, 3 g
CaCO03, 800 ml de agua, 15 g de Agar, pH 6.0), en donde se las mantuvieron en incubacion
a 26 °C por 3 dias, en condiciones de total oscuridad (Barcos, 2009). Transcurrido este
tiempo, las colonias visibles se transfirieron a otra caja petri que contenia 20 ml de medio
solido PDA (35g/L de PDA deshidratado, Difco), los que se mantuvieron en incubacion a
26 °C durante 21 dias. En el transcurso de tiempo se evaluara la formacion de la colonia a
los 7, 14 y 21 dias.

b. Variables registradas.

Las 120 colonias del hongo que se obtuvieron se evaluaron en base a caracteristicas
morfoldgicas, como color y borde de las colonias, tipo de micelio (textura) y velocidad de

crecimiento.
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(1). Seleccidn de aislamiento por color y textura.

De las 60 muestras obtenidas en cada una de las zonas evaluadas, se eligi6 crecimientos del
hongo M. fijiensis de acuerdo a las caracteristicas morfologicas diversas que se
presentaron, basadas éstas en las observaciones por semana de color, textura y borde de la

colonia.

(2). Crecimiento radial del hongo.

El crecimiento radial de cada uno de los aislamientos se evalué en cajas Petri con medio
PDA, mantenidas a 27°C.

Las mediciones del crecimiento de M. fijiensis fueron registradas semanalmente durante 21
dias, tiempo en que el hongo alcanz6 su crecimiento maximo en la caja Petri. Esta variable
se registrd, con la ayuda de un calibrador y fue expresada en milimetros.

(3). Produccién y conteo de conidios.

Debido a la baja o casi nula produccién de conidios caracteristica de M. fijiensis in vitro,
los aislamientos fueron inducidos a esporulacion, mediante el siguiente proceso: la colonia
de 30 dias de crecimiento fue colocada en un tubo con 3ml de agua Tween (50l de Tween
20/100 ml de agua), y sometida durante 5 minutos a agitacion en un Vortex con el fin de
desprender ufc (unidades formadoras de colonias). Con una Micropipeta se colectaron 300
ul de esta suspension y se asperjo sobre la superficie de una caja petri que contenia 20 ml
de medio V8. Finalmente se sellaron las cajas de Petri e incubaron a 25 °C +1 con 12 horas

de luz y oscuridad durante 21 dias, para estimular la esporulacion conidial.
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La produccion de conidios fue utilizada para el estudio de la patogenicidad de los 120
aislamientos. Su proceso se realizo en medio solido después de 21 dias de crecimiento de
los aislamientos inducidos para la esporulacion, de los cuales se preparo una solucion en
agua destilada estéril mas Tween 20. Esta fue asperjada sobre la caja con crecimiento
activo y con un bisturi se rasp6 su superficie, la cual fue sometida a Vortex durante 5
minutos y se determind el nimero de conidios en la suspension. Este conteo se realiz6 con
la ayuda de una cdmara de Neubauer donde se colocd 1 ml de la solucion conidial y se
determind la concentracion de cada una de las muestras, las que se utilizaron para el

proceso de inoculacion.

2. EXPERIMENTO 2. Inoculacion de 120 cepas de M. fijiensis en fragmentos de hojas de

cinco cultivares de Musa spp en condiciones controladas de laboratorio.

Para el presente estudio, se siguié la metodologia propuesta por diversos autores, y la
desarrollada y estandarizada en el laboratorio de Fitopatologia del Departamento Nacional
de Proteccion Vegetal de la Estacién Experimental Tropical Pichilingue del INIAP.

(a). Recoleccidon del material vegetal

Se recortaron fragmentos de la segunda hoja completamente expandida de 4 x 4 cm,
procedentes de vitroplantas de 8 semanas de edad. Los fragmentos se lavaron con agua
destilada estéril y jabon, los que después se sumergieron en cloro al 10% por 1 minuto.
Transcurrido ese tiempo, se les realizo un triple lavado con agua estéril, se escurrié el agua
de los fragmentos y se los coloco en una solucion (1 L de agua + 1mg de acido giberelico
+ 1 g de &cido citrico) durante 5 minutos. Luego los fragmentos se depositaron en cajas de
Petri que contenian 20 ml de medio semiliquido (agua + 2 g de agar/L), tomando en cuenta

que el haz del fragmento quede en contacto con el medio de tal forma que el envés del
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fragmento quede expuesto para poder realizar la inoculacidn, tal como lo describe Pérez et
al (2006).

(b). Preparacion de la suspensién conidio miceliar

Para la prueba de patogenicidad se utilizaron las poblaciones de M. fijiensis recolectadas en
el primer experimento y correspondientes a las dos zonas de estudio. Se utilizo la solucion
que se preparo en el primer ensayo para medir la concentracion de conidios, la que fue
sometida vigorosamente a movimiento con el agitador eléctrico (Vortex) vy se las filtro a
través de 2 capas de gaza para remover fragmentos grandes de micelio. La concentracion
se determind con un Hemacitometro y se ajust6 a 10000 ufc/ml. Finalmente se le agrega a
la suspensién gelatina al 1 % para que se adhiera mejor a los fragmentos en el momento de

la inoculacién.

(c). Inoculacion

Con la ayuda de una micro pipeta graduada se coloc6 100 pL de la suspension conidio /
miceliar sobre la superficie del envés del fragmento de hoja. Con un pincel esterilizado
se dispersd uniformemente la suspension sobre todo el fragmento. Después de la
inoculacion se colocardn las cajas petri en una incubadora a 26 °C; durante dos horas al

dia se les aplico luz fluorescente constante, hasta completar todas las observaciones.

(d). Variables registradas

1). Periodo de Incubacion (P1): Se determind el nimero de dias transcurridos desde el
momento de la inoculacidn hasta la aparicién del primer sintoma (E1 pizcas).
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2). Tiempo de Evoluciéon de Sintomas (TES): Este comprendié el numero de dias

transcurridos desde la aparicion del estado E1 hasta el E6;

3). Tiempo de Desarrollo de la enfermedad (TDE): Represent6 el nimero de dias desde
el momento de la inoculacion hasta la aparicion de las primeras manchas en E6. Estas

variables se determinaron de acuerdo a la escala descrita por Fouré (1985) (Cuadro 1).

H. Analisis Estadisticos

Para caracterizar los diferentes aislamientos de M. fijiensis procedentes de las areas
estudiadas, se utilizarén métodos de estadistica multivariada, tales como Analisis de
Conglomerado, Componentes Principales y Regresion Polinémica. Para determinar si
existen diferencias significativas entre los parametros evaluados, se realizo el andlisis de
varianza (ANOVA). Previo a ello se realizaron las pruebas de normalidad (Kolmogorov
Smirnov) y la homogeneidad de varianzas (Levene). Para ello, se utilizé el Software
INFOSTAT, version Estudiantil.
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Cuadro 1. Escala de Fouré (1985) para la evaluacién de resistencia a la Sigatoka negra en

doce cultivares de Musa spp, inoculadas con M. fijiensis bajo condiciones controladas.

E1 = Corresponde a una pequefia decoloracién aproximadamente 1 mm de largo,
clorética o amarilla en la fase inicial y visible Gnicamente en el envés de la hoja.
Para observarla, debe exponerse el envés de la hoja a la luz, ya que al trasluz no
puede determinarse.

E2 = La decoloracion se convierte en una estria de 2-3 mm de largo, pudiendo
ésta ser observada tanto en el envés como en el haz de la hoja. A esta fase se le
denomina cominmente “pizca”.

E3 = La estria aumenta sus dimensiones haciéndose mas larga y mas ancha. Es a
partir de esta fase cuando aparecen los conidioforos los cuales dan lugar a la
produccion de conidios.

E4 = Este se presenta como una mancha oval que toma una coloracién marrén o
pardo oscuro en el envés y negra en el haz de la hoja.

ES5 = Se caracteriza por ser una mancha totalmente negra con tendencia eliptica y
rodeada por un halo amarillo cuyo centro empieza a deprimirse.

E6 = Si el desarrollo de la enfermedad llega a alcanzar esta fase, el centro de la
mancha se seca y llega a ser blanco-grisiceo, en el que pueden apreciarse
claramente la presencia de pseudotecios.
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VI. Resultados

A Caracterizacién Morfolégica y Patogénica.

1. Coleccion de aislamientos de M. fijiensis. Del procesamiento de las muestras foliares afectadas con
sintomas tipicos de la enfermedad de la Sigatoka negra, se conformé una coleccion de 120 aislamientos
monosporicos de M. fijiensis de las cuales la informacién de su procedencia y hospedero se encuentran en el

anexo 4.

2. Analisis de Componentes Principales (ACP)

La variabilidad del presente trabajo experimental es explicada en términos de porcentajes
por la proporcioén de variacion individual y acumulada de un total de 11 Componentes
Principales (CP) que son presentados en el Cuadro 2. En este sentido, la proporcion
individual es el aporte que cada CP realiza para explicar la variabilidad del experimento.
De esto se desprende que los CP mas explicativos son los CP1 y CP2 con 22 % y 19 %,
respectivamente. Cada uno de los restantes CP explicé de forma decreciente porcentajes de

la variabilidad existente, la cual estuvo entre el 5; 2 y 1 % desde el CP3 hasta el CP9

Cuadro 2. Valores propios, proporcion de la varianza individual y acumulada en 11
componentes principales de la investigacion “Caracterizacion morfologica y

patogénica de poblaciones de Mycosphaerella fijiensis en el cultivo de platano”.

Prop
Variable Valor Proporcién Acum
1 2,4 0,22 0,22
2 2,12 0,19 0,41
3 15 0,14 0,55
4 1,24 0,11 0,66
5 1,04 0,09 0,75
6 0,94 0,09 0,84
7 0,74 0,07 0,91
8 0,57 0,05 0,96
9 0,45 0,04 1
10 0 0 1
11 0 0 1




Por su parte, la proporcion acumulada es la sumatoria realizada entre la proporcién
individual explicada por cada CP. Asi pues, en el Cuadro 3, con 4 CP se explica mas del 66
% de la variabilidad existente en el presente trabajo experimental y con 8 CP una
proporcién acumulada del 96 por ciento.

Cuadro 3. Valores propios (eigenvalues) de los primeros 4 componentes principales
de la investigacion “Caracterizacién morfolégica y patogénica de poblaciones de

Mycosphaerella fijiensis en el cultivo de platano”.

Variables el e2 e3 e4
CR 0,02 0,2 0,09 -0,54
LC 0,06 -0,11 -0,03 0,63
NS 0,08 -0,12 0,29 0,42

CL21D 0,18 -0,06 0,36 -0,21
PIO 0,26 0,19 0,45 -0,02
PI B 0,15 0,48 -0,39 0,16

TESB 0,4 0,14 0,52 0,04

TDEB 0,44 0,43 0,19 0,13
PIW 0,25 0,4 -0,26 -0,06

TESW 0,41 -0,48 -0,07 -0,13

TDEW 0,53 -0,27 -0,2 -0,15

el-4: Valores propios (eigenvalues) de los cuatros primeros componentes principales; Cr: crecimiento
radial; LC; Largo de conidios; NS: NUmero de septas; CL21D: Coloracién a los 21 dias; PIO: Periodo de
incubacion cultivar orito; PIB: Periodo de incubacién cultivar Barraganete; PIW: Periodo de incubacion
cultivar Williams; TESB: Tiempo de evolucién de sintomas en cultivar Barraganete, TESW: Tiempo de
evolucién de sintomas en cultivar Williams, TDEB: Tiempo de desarrollo de la enfermedad en cultivar

Barraganete, TDEW: Tiempo de desarrollo de la enfermedad en cultivar Williams.

Con la finalidad de precisar las variables mas importantes dentro de cada CP se presentan
los valores propios con que cada variable aporta para la explicacion de la variacion
existente en los 4 primeros CP que como se presentd en el Cuadro 2, son los méas
informativos de este experimento. Con este fin, en el Cuadro 3, se puede observar que en el
CP1 que explica el mayor porcentaje de la variacion de este trabajo, las variables méas

importantes son Tiempo de desarrollo de enfermedad en Cultivar “Williams” (0,53),
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Tiempo de desarrollo de enfermedad en Cultivar “Barraganete”(0,44) y Tiempo de
evolusion de sintomas en Cultivar “Barraganete ” (0,4), lo que significa que el CP1 explicd
mayoritariamente las variables relacionadas con la agresividad de las cepas antes los
cultivares evaluados, donde se desarrollo con éxito la evolucion de los estadios de la
enfermedad, mientras que con el Cultivar Orito solo se pudo calcular el Periodo de
incubacién debido a que solo llego hasta el estadio tres de desarrollo de la enfermedad con

todas las cepas evaluadas.

En el CP2 el periodo de incubacion del cultivar barraganete (0,48) y tiempo desarrollo en
cultivar barraganete (0,43) y Periodo de incubacion de cultivar Williams (0,4), fueron las

de mayor poder explicativo en este componente.

Por su parte, nuevamente las variables que explican la agresividad de las cepas, Tiempo de
evolucién de los sintomas en cultivar Barraganete (0,52) y Periodo de incubacion en

cultivar Orito (0,45), fueron las de mayor nivel explicativo en el CP3.

Mientras que la mayoria de las variables morfométricas y morfoldgicas son explicadas por
el CP4, pues se observa que el largo de conidios (0,63), Numero de septas (0,42),

obtuvieron los valores més altos en este Componente.

En més detalle con el largo de conidios y nimero de septas, se obtuvieron aislados con
cierta diferencia. Los aislados 2MC8, 3MC23, 3MCB Y M-13,1, presentaron los menores
valores en largo de conidias el numero de septas fluctué entre 2 a 10 unidades, en la
Figura 6. observamos el agrupamiento de los aislados que produjeron conidios, 40
pertenecientes de la zona de ElI Carmen y 24 de la zona de La Mana de donde con el

primer componente se explica el 55,5% de la variabilidad.

Con respecto al color de la colonia, este vario a través de los 21 dias del experimento, el cual inicialmente
fue grisaceo (100%) para todas las cepas procedentes de la zona de La Mana, a los 14 dias las tonalidades
(Figura 5) difirieron de gris blancuzca, blanco rosacea, y grisacea (43,55%, 20% y 33,67% respectivamente)
y a los 21 dias vario de blanco grisacea, blancuzca, blanco rosacea y grisacea (56,6%, 5%, 1,67% y 36,67%

), en lo que respecta a la zona de EI Carmen inicialmente también presento la tonalidad grisacea (100%), a
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los 14 dias presento 4 tonalidades, blanco grisaceo, grisaceo, blanco roséaceo, rosaceo (50%, 18,33%, 20% y
11,67% respectivamente) y a los 21 dias las tonalidades variaron de blancuzca, blanco roséacea, grisacea y
blanco grisacea (8,33%, 26,67%, 6,67% y 58, 33%), en crecimiento radial los valores oscilaron para la zona
de El Carmen de 6,12 a 7,39 mm y para la zona de La Mana de 5,16 y 9,65, siendo los aislamientos
procedentes de la primera zona mas grandes, pero en tonalidades la segunda zona presento mas variabilidad

en la Figura 6. se muestras el agrupamiento de los aislados en base al crecimiento y su coloracién a los 21

dias, en donde con el CP1 se explica el 66, 2% de la variabilidad.

COLORACION ANVERSO

BLANCUZCA ROSACEA BLANCO GRISACEA GRIS
ROSACEA

COLORACION REVERSD

Figura 5. Tonalidades presentes en aislamientos in vitro de cepas de M. fijiensis en
PDA, procedentes de las zonas de EI Carmen y La Mana.
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Figura 6. Comportamiento del largo de conidios y nimero de septas en los
aislamientos de M. fijiensis, procedentes de las zonas de El Carmen y La Mana.

Sin embargo, la figura 7, muestra que las variables més ligadas al factor
patogenecidad se concentraron en el eje positivo del CP1 con excepcidn de la variable
Crecimeinto Radial (CR). Mientras que en el CP2 en el eje positivo se situaron las
variables Periodo de Incubacion cultivar Orito (PIO), Tiempo de evolucién (TESW) y
(TDEW) por lo que, la ubicacion de estas variables al graficar el CP1 y CP2, sefiala la

ubicacién de los individuos mas virulentos en este trabajo.
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Figura 7. Biplot obtenido del Analisis de Componentes Principales considerando los
parametros evaluados largo de conidios, numero de septas y Periodo de incubacion-
Tiempo de evolucién de los sintomas-Tiempo de desarrollo de la enfermedad entre los

aislados obtenidos en las zonas de El Carmen y La Mana.

3. Categorizacion de Virulencia de las cepas.

En el Cuadro 6, se ha categorizado a las cepas tomando la respuestas de los cultivares
Barraganete (AAB) y Williams (AAA) al Tiempo de desarrollo de la enfermedad (TDE),

tomando como base las medias (x) y la desviacion estandar (S).

Todos los aislamientos presentaron un comportamiento diferencial ante los tres genotipos
evaluados. Por lo observado, la virulencia de las cepas, no parece estar en funcion de su
lugar de origen debido a que de una misma zona se encontré cepas avirulentas, ligeramente
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virulentas, moderadamente virulentas y alta mente virulenta, posiblemente este factor esta
mas bien relacionado con la capacidad reproductiva del hongo y la presion que ejerce el
clima en las zonas estudiadas. Las reacciones observadas de los dos genotipos (Williams y
Barraganete) a las diferentes cepas del patdgeno, indican que la diversidad genética de los
genotipos de Musa spp. existentes en la zona parecen ser suficientes para mantener todavia

algunos niveles de resistencia.

Cuadro 4. Categorizacion de cepas de M. fijiensis en Altamente virulenta (AV),
Medianamente virulenta (MV) y Ligeramente virulenta (LV).

Cadigos TDEB Categoria Codigos TDEW Categoria
2MC—8 33,33 LV 3MC-1 29,67 LV
3MC-1 33,00 LV 3MC-12 28,33 LV
3MC-18 33,00 LV 3MC-B 28,33 LV
3MC-B 32,67 LV 3MC-13 28,00 LV
MC-6 32,00 LV 3MC-20 28,00 LV
MC-7 32,00 LV 3MC-B2 28,00 LV
2MC-13 32,00 LV 2MC-13 27,00 LV
2MM-17.3 32,00 LV 3MC-18 27,00 LV
2MM—22 32,00 LV 3MC-19 27,00 LV
3MC-15 31,67 LV M—* 27,00 LV
2MM-19,1 31,67 LV 2MM-17 27,00 LV
3MC-20 31,00 LV 3MM-7,3 27,00 LV
2MM-8 31,00 LV 2MC-20 26,67 LV
3MM-1 31,00 LV M-12,3 26,67 LV
2MM-12 30,67 LV 3MM-10 26,67 LV
MC-2,1 30,33 MV 2MC-11 26,00 MV
MC-8 30,33 MV 2MC-15 26,00 MV
MC-11 30,33 MV 2MC-18 26,00 MV
MC-D* 30,33 MV 2MC-19 26,00 MV
2MC-2 30,33 MV 2MC-23 26,00 MV
M-12.3 30,33 MV 2MC-25 26,00 MV
2MM-17 30,33 MV 3MC-3 26,00 MV
3IMM—4 30,33 MV 3MC-15 26,00 MV
MC-12 30,00 MV 3MC-22 26,00 MV
MC-12B 30,00 MV 3MC-23 26,00 MV
MC-F 30,00 MV 2MM-7 26,00 MV
2MC-3,1 30,00 MV 2MM-18,3 25,33 MV
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2MC-4,1 30,00 MV MC-2,1 25,00 AV
2MC-6,1 30,00 MV MC-7 25,00 AV
2MC-20 30,00 MV MC-8 25,00 AV
3MC-13 30,00 MV MC-11 25,00 AV
M—* 30,00 MV MC-D* 25,00 AV
3MC—C 29,67 MV 2MC-2 25,00 AV
M-13,1 29,67 MV 2MC-4 25,00 AV
M-14,1 29,67 MV 3MC-5,1 25,00 AV
2MM-7 29,67 MV 3MC-20,1 25,00 AV
2MM-23 29,67 MV M-10 25,00 AV
2MC—4 29,33 AV M-14 25,00 AV
3MC-B2 29,00 AV M-13,1 24,67 AV
M-14 29,00 AV 2MM-19,1 24,67 AV
2MM-18,3 29,00 AV 2MM-23 24,67 AV
3MM-7,3 29,00 AV MC-12 24,33 AV
3MM-10 29,00 AV MC-12B 24,33 AV
3MC-20,1 28,67 AV MC-F 24,33 AV
M-11,2 28,67 AV 2MC-3,1 24,33 AV
M-6 28,67 AV 2MC—4,1 24,33 AV
2MC-9 28,33 AV 2MC—6,1 24,33 AV
3MC-D* 28,33 AV 2MC-8 24,33 AV
2MC-25 28,00 AV 2MC-9 24,33 AV
3MC-12 28,00 AV 3MC-D* 24,00 AV
M-10 28,00 AV 3MC-C 24,00 AV
M—4,1 28,00 AV M-6 24,00 AV
3MC-5,1 27,67 AV 2MM-8 24,00 AV
3MC-19 27,67 AV 2MM-22 24,00 AV
3MM-9,1 27,33 AV MC—6 23,67 AV
2MC-11 26,00 AV 2MM-12 23,67 AV
2MC-15 26,00 AV 3MM—4 23,67 AV
2MC-18 26,00 AV 2MM-17,3 23,33 AV
2MC-19 26,00 AV M-11,2 23,00 AV
2MC-23 26,00 AV M-14,1 23,00 AV
3MC-3 26,00 AV M—4,1 23,00 AV
3MC-22 26,00 AV 3MM-1 22,67 AV
3MC-23 26,00 AV 3MM-17 20,67 AV
3MM-17 20,67 AV 3MM-9,1 19,67 AV
XS X=29,38 X=25,21
(0,488) S=2,21 5=1,75
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4. Andlisis de Correlacion.

En el Cuadro 5. se muestra la matriz de coeficientes de correlacion de Pearson (C.C.) entre
las variables morfoldgicas y patogénicas evaluadas en las 120 cepas de M. fijiensis. de las
zonas El Carmen y La Mana.

Las correlaciones positivas més altas se presentaron entre las variables: Numero de septas
(NS) y Periodo de incubacion en cultivar Orito (P10) con un C.C. de 0,96; seguidos por el
Periodo de incubacioén en cultivar barraganete y Tiempo de desarrollo de la enfermedad en
cultivar Williams (TDEW) con un C.C. de 0,92; y Largo de conidios (LC) con NUmero de
septas (NS) con un C.C. de 0,91.

Cuadro 5. Andlisis de Correlacion de caracteristica morfologicas y patogénicas de la
investigacion “Caracterizacion morfolégica y patogénica de poblaciones de

Mycosphaerella fijiensis en el cultivo de platane”.

VARIABLES | LC NS PIB TESB TDEB PIO PIW TESW TDEW
LC 1 0,91 0,88 0,3 0,33 0,31 0,21 0,36 0,83
NS 0,01 1 0,74 0,34 0,56 0,96 0,72 1 0,83
PIB 0,01 -0,02 1 0,03 0 0,15 7,00E-10 1,20E-03 0,92
TESB 0,08 0,07 -0,16 1 0 0,21 0,83 0,01  3,70E-03
TDEB 0,07 0,04 0,55 0,74 1 094 190E-05 0,87 0,01
PIO -0,07  3,40E-03 -0,1 0,09 0,01 1 0,42  3,20E-05 3,60E-06
PI'W -0,09 -0,03 0,43 0,02 0,3 -0,06 1 9,90E-05 6,30E-05
TESW 0,07 -4,20E-04 -0,23 0,2 0,01 -0,3 -0,28 1 0
TDEW 0,02 -0,02 0,01 0,21 0,18 -0,33 0,28 0,84 1
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V. DISCUSION

Los resultados de la caracterizacion morfoldgica de los aislamientos, mostraron rangos en
longitud y ndmero de septas de los conidios que concuerdan con los indicados en la
literatura para la identificacion del hongo (Ploetz et al., 1994; Jiménez, 2008). En cuanto a
las caracteristicas de didmetro y color y, coinciden con los informes previos de Manzo et
al. (2001), Jiménez (2008), Romero (2008) y Cuellar, et al (2011) para aislamientos de M.

fijiensis.

En la caracterizacion patogénica de aislamientos, la reaccion observada de Orito (AA) ante
los 120 aislamientos evaluados (Anexo 5), infiere que todas la interacciones planta-
patégeno son de caracter incompatible, ya que 53,33 % de los aislamientos tuvieron una
compatibilidad mas bien baja y un 46,67 % nula, lo que demuestra que este genotipo
posee genes de resistencia a las poblaciones Ecuatorianas de M. fijiensis, o también que las
poblaciones ecuatorinas no son los suficientemente virulentas para romper la misma. Esto
se correlaciona con la reaccion de resistencia de este genotipo en campo y umbraculo
observada por Cedefio (2010) en Ecuador, por otra parte Foure (1985) reporto también

como tolerante a un diploide acuminata, llamado Figue Sucree (AA).

Esta investigacion, muestra que la estructura poblacional del hongo es muy variable ya
que la virulencia de las cepas de M. fijiensis en los cultivares Orito, Barraganete y
Williams aparentemente no guardan asociacion con su origen geografico, ni con el
hospedero del cual fueron aisladas. Encontrandose en un mismo lugar, aislamientos de alta,
baja y nula virulencia. Pero también se presentaron aislamientos de diferente agresividad
provenientes de un mismo genotipo. Lo que se correlaciona con la alta diversidad genética
encontrada en aislamientos de M. fijiensis obtenidos en una misma plantacion e incluso
entre aislamientos de una misma planta (Rivas et al., 2004). Esto se asocia con la
reproduccion sexual y ciclo de vida corto del patégeno, que provoca un elevado indice de
recombinacién genética (Manzo et al., 2005), y conlleva a una rapida aparicion de

poblaciones del hongo con nuevos genes de virulencia (Donzelli y Churchill, 2007).



Las reacciones observadas en los cultivares evaluados con las diferentes cepas del
patégeno, indican la alta diversidad genética de los genotipos de Musa spp. y evidencian la
alta variabilidad en la virulencia de M. fijiensis, ya que todos los aislamientos presentaron
comportamiento diferencial ante el material vegetal evaluados. Esto coincide con lo
planteado por Fullerton y Olsen (1995) quienes utilizaron 63 aislamientos del patogeno,
obtenidos de diferentes hospedantes de platanos y bananos procedentes de paises
productores de Asia y Ameérica; en donde una vez inoculados los aislamientos, se
demostraron diferencias en su virulencia y en el progreso de la enfermedad en los 20

genotipos estudiados.

La alta variabilidad patogénica del M. fijiensis en los cultivares evaluados demuestra la
necesidad de evaluar diferentes genotipos de Musa spp. frente a una diversa y amplia gama
de aislamientos del hongo que representen su variacion patogénica y genética real, que
permita reconocer genotipos resistentes a las cepas del pais, y a su vez, facilite la

identificacion de fuentes de resistencia confiables y duraderas a la Sigatoka negra.
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VI. CONCLUCIONES

Los resultados de la presente investigacion permiten concluir:

En el estudio morfoldgico de las colonias de M. fijiensis, se encontraron diversas tonalidades y
velocidades de crecimiento.

Las tonalidades de color observados en cada uno de los aislamientos de M. fijiensis variaron
segun los dias de crecimiento; sin embargo, no debe considerarse como un pardmetro para
diferenciar fenotipos entre los aislados ya que este género reporta una gran variabilidad

morfol6gica para esta caracteristica.

Los aislamientos de M. fijiensis presentaron variaciones en el tamafio que evidencian de alguna

manera heterogeneidad entre los aislamientos.

No existio relacion entre el crecimiento de las colonias y la patogenicidad para la mayoria de

los aislados; sin embargo, existieron aislamientos que presentaron una aparente relacion.

El aislamiento 3MM-17 fue uno de los que presentaron mayor agresividad a en los cultivares

evaluados.

La virulencia de los aislamientos de M. fijiensis aparentemente no se relaciono con su origen

geografico ni con el genotipo del cual se obtuvieron.

El método de evaluacion temprana es confiable y reproducible, este representa un ahorro en

tiempo y recursos en comparacion a las pruebas hechas en campo.



VII. RECOMENDACIONES

Debido a la ausencia de resultados sobre caracterizacion morfolégica y fisioldgica de M.
fijiensis en el pais, el presente trabajo es una parte importante del estudio de las poblaciones
del hongo en diferentes areas, por lo cual se recomienda continuar y profundizar estas
investigaciones con un mayor nimero de aislamientos procedentes de todas las zonas donde se

cultiva platano y banano (principales variedades cultivadas).
Realizar pruebas con las cepas mas virulentas para identificar fuentes de resistencia locales.

Realizar pruebas de caracterizacion molecular que permitan identificar si existen variaciones

genéticas entre los aislamientos obtenidos.



VIIl. RESUMEN

La Sigatoka negra causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis variante muy agresiva de
género es la enfermedad foliar mas limitante y destructiva a nivel mundial en los cultivos
de banano y platano en el mundo, esto debido a su gran potencial de adaptaciéon a nuevas
condiciones climaticas, a nuevos fungicidas y genotipos hospederos, por lo que llega a
producir perdidas en rendimiento de hasta el 100%, si no se aplican medidas para su
manejo, siendo el manejo integrado la herramienta clave para su manejo, de lo que se
desprende la necesidad de informacion sobre el grado de variabilidad patogénica,
morfoldgica y genética del hongo para establecer estrategias de control mas eficientes
basadas en el conocimiento de la biologia del patdgeno y la coevolucion con su hospedero
y asi evitar la pérdida de sensibilidad que ha mostrado el hongo a los fungicidas. El
presente estudio tuvo como objetivo determinar la presencia de biotipos de M. fijiensis
asociados a cultivares de musa (AAB) en dos regiones del Ecuador a nivel de laboratorio.
Los aislamientos se colectaron en zonas de ElI Carmen (provincia de Manabi) principal
zona platanera y La Mana (provincia de Cotopaxi) principal zona oritera, muestreando 60
fincas por zona. El primer ensayo consistio en la obtencién de poblaciones del patégeno la
cuales fueron caracterizados morfoldgica y culturalmente. En el segundo experimento se
realizaron inoculaciones artificiales de las 120 cepas de M. fijiensis sobre los cultivares
Orito (AA), Barraganete (AAB) y Williams (AAA), en donde se evalud la agresividad de
las mismas mediante la reaccion de los cultivares para lo cual se recolectaron fragmentos
de hojas de 3 x 3 cm de la segunda hoja completamente expandida procedentes de
vitroplantas aclimatadas de 12 semanas de edad , Los fragmentos se lavaron con agua
destilada estéril y jabén, los que después se sumergieron en cloro al 10% por 1 minuto,
luego se les realizo un triple lavado con agua estéril y fueron colocados en una solucién (1
L de agua + 1mg de acido giberelico + 1 g de acido citrico) durante 5 minutos. Luego los
fragmentos se depositaron en cajas petri que contengan 20 ml de medio semiliquido (agua
+ 2 g de agar/L). Estos fragmentos se inocularon con una concentracion de 1000 ufc/mL
de las 120 cepas de M. fijiensis obtenidos de cultivos en medio V8 de 21 dias de edad. Y se
midieronb las variables Periodo de Incubacién (PI), Tiempo de Evolucion de los Sintomas
(TES) y el Tiempo de Desarrollo de la Enfermedad (TDE), de acuerdo a la escala descrita

por Fouré en 1985. Se utilizo estadistica multivarida y de acuerdo a las medias y a la



desviacién estandar de la variable Tiempo de Desarrollo de la Enfermedad (TDE), se
categorizé a las cepas en Altamente virulenta, Medianamente virulentas y Ligeramente
virulentas. Estas categorias se las obtuvo mediante el intervalo de X+S (0,4881). Los
cultivares mostraron un comportamiento distinto antes las diversas cepas. El cultivar Orito
(AA) no evoluciono mas del estadio 3, con los cultivares Williams y Barraganete se formo
categorias en donde se observo el comportamiento distinto de las cepas, resaltando como
las més virulenta la cepa 3MM-17 entre otras. Esta informacion permitird usar las cepas

mas virulentas para encontrar fuentes de resistencia a cepas ecuatorianas.
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Anexo 1. Obtencion de Material vegetal y cultivos monosporicos de M. fijiensis

LABORATO
RIO

FASE 1
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Anexo 2. Formato de evaluacion para muestreo en las Zonas de El Carmen y La Mana

UNIVERSIDAD TECNICA ESTATAL DE QUEVEDO
FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
ESCUELA DE INGENIERIA AGRONOMICA

INSTITUTO NACIONAL AUTONOMO DE INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS (INIAP).DEPARTAMENTO DE SANIDAD VEGETAL-
AREA DE FITOPATOLOGIA

TEMA: Caracterizacion morfolégica y patogénica de poblaciones de Mycosphaerella fijiensis en el cultivo de platano

Asunto: Recoleccion de muestras (Hojas de platano) infectadas por Sigatoka negra.

Coordenadas TIPO DE CULTIVO MANEJO
# CULTIVAR CULTIVO | TDE

SUBMUESTRA | Area | s W | (VARIEDAD) | MNCTV | ASOC | OTROS | NING | MEDIO | TECN ADY SUELO
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Anexo 3. Formato de evaluacion de fragmentos inoculados con M. fijiensis

FORMATO DE EVALUACION

INOCULACION DE FRAGMENTOS DE HOJAS INOCULADOS CON M. FIJIENSIS (ZONA EL CARMEN)

CODIGO: [ CULTIVAR: [ FECHA DE INOCULACION:
ESTADIOS OBSERVACIONES
FRAGMENTO | E1 | E2 | E3 | E4 | E5 | E6
1
2
3
CODIGO: | CULTIVAR: | FECHA DE INOCULACION:
ESTADIOS OBSERVACIONES
FRAGMENTO | E1 | E2 | E3 | E4 | E5 | E6
1
2
3
CODIGO: | CULTIVAR: | FECHA DE INOCULACION:
ESTADIOS OBSERVACIONES
FRAGMENTO | E1 | E2 | E3 | E4 | E5 | E6

1

2

3
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Anexo 4. Localizacion, origen y huésped de aislamientos de M.fijiensis en las zonas de EI Carmen
y La Mana.

CODIGO

ZONA: LA MANA

COORDENADAS

S

W

CULTIVAR HOSPEDERO

M-1,1 PUCAYACU 00°43'16,1" | 79°07' 28,7" | BARRAGANETE
M-3,1 VILLA VERDE 00°4341,6" | 79°07' 43,4 | BARRAGANETE
M—4,1 VILLA VERDE 00° 43’ 41,6" | 79°07' 43,4" | DOMINICO COMUN
M-6 VILLA VERDE 00° 44’ 13,4" | 79°08'0,29" | DOMINICO

M-10 VILLA VERDE 00° 44’ 26,3" | 79° 08’ 17,0 | BARRAGANETE
M-11,2 LA JOSEFINA 00° 45" 15,0" | 79° 08’ 21,6" | DOMINICO

M-13 LA JOSEFINA 00°45'335" | 79°08' 19,3 | BARRAGANETE
M-13,1 PACHACO 00° 46' 36,9" | 79°09' 14,6" | BARRAGANETE
M-13,2 GUASAGANDA 00°48'10,2" | 79°09' 39,6" | BARRAGANETE
M-133 GUASAGANDA 00° 48’ 17,5 | 79° 09’ 38,6" | DOMINICO

M-13,4 SAN CRISTOBAL 00°52'26,2" | 79°10' 18,6" | BARRAGANETE
M-14 SAN CRISTOBAL 00° 52’ 26,2" | 79°10'18,6" | DOMINICO

M-14,1 SAN CRISTOBAL ETAPA II 00°53"36,1" | 79°11'12,3" | GROSS MICHEL
M-15 SAN GERARDO 00°53'55,4" | 79°10'53,1" | GROSS MICHEL
M-16 EL CARMEN 00°55'18,8" | 79°11' 44,9" | DOMINICO COMUN
M-19 SAN PABLO MALDONADO 00° 55 27,8" | 79°12'08,9" | DOMINICO COMUN
M—* SECTOR LAILA 4 MANGAS | 01°02'38,7" | 79°19'133" | DOMINICO HARTON
M—** SECTOR LAILA 4 MANGAS 01°02'38,7" | 79°19'13,3" | DOMINICO

M- SECTOR LAILA 4 MANGAS | 01°02'38,7" | 79°19'13,3" | DOMINICO

M-V TRAYECTO CHIPE IlI 01°01'458" | 79°19' 29,7 | DOMINICO HARTON
M-12,3 COLONIA CHIPE 1l 00° 01’ 07,8" | 79°19' 16,7" | DOMINICO

2MM—2 COLONIA CHIPE 1 01°00' 28,9" | 79°19’ 154" | DOMINICO HARTON
2MM-5 COLONIA CHIPE 1l 01°00’ 289" | 79°19' 154" | BARRAGANETE
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2MM-=5,1 COLONIA CHIPE II 01°00' 28,9" | 79° 19’ 154" | DOMINICO

2MM—7 COLONIA CHIPE II 01°00' 458" | 79° 18' 57,0 | DOMINICO

2MM-7,3 CHIPE Il 01°00' 21,5 | 79°18'38,4” | DOMINICO HARTON

2MM-8 CHIPE Il 00°59' 37,7 | 79°18' 269" | DOMINICO HARTON

2MM-8,1 CHIPE II 00°59' 37,7 | 79°18' 269" | BARRAGANETE

2MM-12 CHIPE Il 00°59' 26,3" | 79° 18' 256" | DOMINICO HARTON

2MM-13 CHIPE II 00°59'19,8" | 79°18' 27,6" | BARRAGANETE

2MM-16 CHIPE II 00°59'10,8" | 79° 18' 27,6" | DOMINICO HARTON

2MM-17 CHIPE | 00°57'51,1" | 79° 18" 159" | DOMINICO

2MM-17,3 CHIPE | 00°57'51,1" | 79°18' 159" | DOMINICO HARTON

2MM-18 COMUNA CHIPE | 00°58' 04" | 79°17'50" | DOMINICO HARTON

2MM-18.3 COMUNA CHIPE | 00°58'04" | 79°17'50" | DOMINICO

2MM-19 COMUNA CHIPE | 00°58'00,3" | 79° 17" 458" | DOMINICO HARTON

2MM-19,1 COMUNA CHIPE | 00°58'09,3" | 79° 17" 458" | DOMINICO

2MM—20 CHIPE | 00°58' 355" | 79° 17" 442" | DOMINICO HARTON

2MM-22 CHIPE | 00°58'355" | 79°17' 442" | DOMINICO

2MM-22,1 SECTOR EL TRIUNFO 00°58'38,6" | 79°17' 18,8" | DOMINICO HARTON

2MM—22,2 | SECTOR EL TRIUNFO 00°58'40,7" | 79° 16’ 410" | DOMINICO HARTON

2MM-—23 SECTOR EL TRIUNFO 00°58'58,8" | 79° 16' 12,6" | DOMINICO

3MM-1 ESTERO HONDO | 00°58'47,7" | 79° 15' 462" | DOMINICO

3MM-—2 ESTERO HONDO 11 00°58'26,1" | 79° 15' 442" | DOMINICO

3MM—4 SECTOR LA LIBERTAD 00°57'45,7" | 79° 15' 26,1" | DOMINICO

3MM—4,1 SAN CRISTOBAL 00°52'42,6" | 79°11'01" | DOMINICO HARTON

3MM-—5 SAN GERARDO (ENSAYO) 00°52'488" | 79°11'13,8" | BARRAGANETE

3MM—7 MANGUILITA-SANTONIO | 00°54’ 02" | 79°11'25.8" | DOMINICO

3IMM—7,2 MANGUILITA-SAN 00°54'02" | 79°11'25,8” | DOMINICO
ANTONIO

3MM-7,3 MANGUILITA CHICO 00°54'19,9" | 79°11'53,6” | DOMINICO

3MM-8 MANGUILITA-ELTRIUNFO | 00°54' 37,77 | 79°12'28,5" | DOMINICO NEGRO
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3MM-8,1 EL MORAL 00° 56’ 36,7" | 79°16'19,3" BARRAGANETE

3MM-9 SAN JACINTO- CHIPE 00° 56 42,4" | 79°17'47,5" GROSS MICHEL
HAMBURGO

3MM-9,1 SAN JACINTO- CHIPE 00° 56" 42,4" | 79°17'47,5" DOMINICO COMUN
HAMBURGO

3MM-10 COLONIA CHIPE 1 00° 56’ 58,7" | 79°18'33,1” DOMINICO GIGANTE

3MM-11 COLONIA CHIPE 1 00°5748,3" | 79°18'30,7" DOMINICO

3MM-12 COLONIA CHIPE 1 00°57"48,3" | 79°18'30,7" WILLIAMS

3MM-14 CHIPE Il - SAN JACINTO 00°59'08,9" | 79°18'34,3" DOMINICO

3MM-17 ENTRADA LA ESMERALDA 00°59'02,3" | 79°17'50,9” DOMINICO

3MM-19 LA ESMERALDA 00°59"07,9" | 79°17'24,1" DOMINICO HARTON

ZONA: EL CARMEN

CULTIVAR HOSPEDERO

CcODIGO S W

MC-2,1 LOS ALMENDROS 00° 21'52,7" 79°34'17,6” BARRAGANETE
MC—-4C LOS ALMENDROS 00° 21'42,8" 79°34'11,8” BARRAGANETE
MC-6 SAN RAMON TIGRILLO 00° 20'49,3" 79°34'12,0” BARRAGANETE
MC-6,2 SAN RAMON TIGRILLO 00° 20'29,8" 79°34'2,3" BARRAGANETE
MC-6,2 SAN RAMON TIGRILLO 00° 20'05,4" 79° 33' 55,6” BARRAGANETE
MC-8 LA RAIZ 00°19'34,9" 79° 33" 36,2" BARRAGANETE
MC-11 LA RAIZ 00° 18'54,1" 79° 32 40,9” BARRAGANETE
MC-12 SANT. ROSA D VENADO 00° 18'38,7" 79°31'52,9" BARRAGANETE
MC-12B SAN AGUSTIN 00° 14'21,4" 79° 30" 50,0” BARRAGANETE
MC-D SAN AGUSTIN 00° 14'56,3" 79° 30" 48,9” BARRAGANETE
MC-D* WILFRIDO LOOR 00°17'10,6" 79° 34" 475" BARRAGANETE
MC-F SAN PEDRO DE ZUMA 00° 14'50,6" 79°32'02,1” BARRAGANETE
2MC-2 SAN PEDRO DE ZUMA 00° 12'16,5" 79°32'10,4" BARRAGANETE
2MC-3 SAN PEDRO DE ZUMA 00°12'10,8" 79°32' 25,6” BARRAGANETE
2MC-3,1 EL PALMAR 00° 15'16,2" 79° 33" 49,7" BARRAGANETE
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2MC—4 EL PALMAR — LAS MERC 00° 14'53,4" | 79°34'07,3" | BARRAGANETE
2MC—4,1 | EL CARMEN 00°55'52,4" | 79°12' 356" | DOMINICO COMUN
2MC—6 LAS MERCEDES 00°14'32,8" | 79°34' 426" | BARRAGANETE
2MC—6,1 | LAPALIZADA 00° 32'52" 79°35'17,6” | GROSS MICHEL
2MC-8 LA PALIZADA “R. COBENA” 00°32'39,8" | 79°35' 254" | BARRAGANETE
2MC-8,3 | SALIDA PALIZADA 00°32' 04, 2" | 79° 35’ 26" BARRAGANETE
2MC-9 LA FORTUNA 00°31'22,5" | 79°34'44,9" | BARRAGANETE
2MC-11 | LAFORUNA 00°31'01,8" | 79°34'38,8" | BARRAGANETE
2MC-11,1 | LAALEGRIA 00°3022,3" | 79°34' 28,7 | BARRAGANETE
2MC-13 | ENTRADA VARGAS TORRES 00°29'13,6" | 79°34'18,9" | BARRAGANETE
2MC-15 | LA BRAMADORA 00° 28'08" 79°33'230” | BARRABANETE
2MC-15,1 | SALIDA BRAMADORA 00°27'57,3" | 79°33'154" | BARRAGANETE
2MC—16 | LAPIEDRA 00°26'42,2" | 79°33'11,7" | BARRAGANETE
2MC-18 | LACANCHA 00°26'18,1" | 79°34'07,7" | BARRAGANETE
2MC-19 | LAPIEDRA 00°24'54,9" | 79°33'14,3" | BARRAGANETE
2MC-20 | CAMPAMENTO 00°24'00,6" | 79°33'29,2" | BARRAGANETE
2MC-21 | MATAPALO 00° 23'35" 79°32'534" | BARRAGANETE
2MC—23 | EL PORVENIR 00° 20'54,6" | 79° 31’ 28" BARRABANETE
2MC—25 | EL PORVENIR 00°20'37,6" | 79°31' 04,1 | BARRAGANETE
2MC—27 | EL CANABERAL 00°2014,2" | 79° 30’ 58" BARRAGANETE
3MC-1 LA ESPERANZA 00°1917,7" | 79°30' 21,1 | BARRABANETE
3MC-3 Y DE OCAMPO 00°18'50,4" | 79°28'53,8" | BARRAGANETE
3MC-5 VIA PALMASOLA 00°2011,7" | 79°29'51,2" | BARRAGANETE
3MC-51 | LAPALMASOLA 00°19'34,8” | 79°29'28,1" | BARRAGANETE
3MC—6 TRES RANCHOS 00°18'13,1" | 79°28'26,7" | BARRABANETE
3MC—7 VENADO 00°18'03,9” | 79°30' 356" | BARRAGANETE
3MC—9 LARAIZ 00°18' 386" | 79°31'52,7" | BARRAGANETE
3MC-12 | LARAIZ 00°19'02,6” | 79°33'07,4" | BARRABANETE
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3MC-13 SAN RAMON DE TIGRILLO 00°20"33,6” | 79°34’01,8" BARRAGANETE
3MC-15 LOS ALMENDROS 00°21'335" | 79°34'06,8" BARRAGANETE
3MC-17 LOS ALMENDROS 00°21'52,6” | 79°34’17,6"” BARRAGANETE
3MC-18 KM 25 PUERTO NUEVO 00° 06" 13" 79°37'21,6” BARRAGANETE
3MC-19 KM 24 PUERTO NUEVO 00° 06" 49,3” | 79° 36’ 434" BARRAGANETE
3MC-20 KM 22,5 PUERTO NUEVO 00°07"15,4” | 79°36’ 00,1 BARRAGANETE
3MC-20,1 | EL COMUNAL 00° 08’ 02,5" | 79°34' 43,49" | BARRAGANETE
3MC-21 KM 18 VIA PEDERNALES 00° 08’ 25,5” | 79°34’10,9" BARRAGANETE
3MC-22 EL COMUNALPELP 00° 08’ 53,4” | 79°33’53,8"” BARRAGANETE
3MC-23 KM 15 00°10"12,6” | 79°33'15,1" BARRAGANETE
3MC-DC KM 13 00°10" 354" | 79°32'37,3" BARRAGANETE
3MC-B KM 8,5 LAS MRC DE AGUA S 00°11'11,8" | 79°30’31,3" BARRAGANETE
3MC-B2 KM 2 00°14'07,1" | 79°29’ 05,1" BARRAGANETE
3MC-D NTRD SAN PEDRO DE SUMA 00°15'35,1” | 79°33' 38,6” BARRAGANETE
3MC-D* KM 6 VIA CHONE EL CARMEN 00°15'27,1" | 79°30' 55" BARRAGANETE
3MC-DD SAN AGUSTIN (ENS MIXT) 00°14'21,4" | 79°30’ 49,9" BARRAGANETE
3MC-C SALIDA EL CARMEN 00° 15 34” 79°23' 342" | PLATANO MAQUERNO
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