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l. INTRODUCCION

El cultivo de platano es seriamente afectado por la Sigatoka Negra (Mycosphaerella
fijiensis), produciendo el secamiento prematuro de las hojas, debilitamiento de la planta y
por ende pérdidas notables en la produccion (méas del 50 % de reduccion del rendimiento).
En la actualidad, agricultores plataneros de EI Carmen, Ecuador estan siendo forzados por
las compariias exportadoras a implementar medidas drasticas para el control y mantener su
cupo de exportacion. Lamentablemente, informacion existente sobre control quimico de la
enfermedad en platano es muy escasa. Los agricultores de la zona, en particular los que
cultivan para exportacion tienden a utilizar las mismas familias de fungicidas y en los
mismos ciclos que se emplean en banano (aplicaciones periddicas cada 15 — 20 dias),
originando aumento notable en costos de control y sobre todo ocasionando dafios al

Ecosistema sin que realmente puedan causar impacto eficiente en la enfermedad.

La enfermedad reduce la produccion en un 50% siendo mas severa en fincas de pequefios
productores, quienes no realizan practicas de manejo adecuados (Osorio, 2006; Espinoza,
2007). Su impacto en los paises productores ha sido devastador en los ultimos 30 afios,
ocasionando importantes pérdidas. En Costa Rica el costo de control de la enfermedad en
banano es de USD 1500 délares por ha/afio. En México se han registrado pérdidas del 50 al
100% en la produccion, lo que ha obligado a incrementar los ciclos de aplicacion de
fungicidas, sobrepasando las 40 aplicaciones por ciclo de cultivo (Barrios, 2006). En
Ecuador hasta el 2002 se invertian mas de 60 millones de dolares anuales en fungicidas para
esta enfermedad, aplicandose alrededor de 25 a 29, 20 a 24 y 12 a 16 ciclos/ha/afio, en las

provincias de Los Rios, Guayas y El Oro, respectivamente (Martillo y Solano, 2003).

El uso excesivo de agroquimicos en la agricultura para controlar enfermedades fungosas, ha
provocado el desarrollo de resistencia de los patdgenos a los fungicidas, la aparicion de
organismos secundarios inducidos, al eliminar a los enemigos naturales, acumulacion de
residuos en el medio ambiente, destruccion de la flora y fauna silvestre benéfica e

intoxicaciones y enfermedades en el hombre (Jiménez; citado por Arzate et al., 2006).



El control bioldgico busca, aparte del control, lograr la seguridad alimentaria al contribuir a
que se adquieran alimentos libres de compuestos toxicos y las personas puedan llevar una
vida sana. Para esto, es necesario conocer a los organismos benéficos, conocer sus habitos e
identificar el papel que juegan para regular a las poblaciones dafinas y reducir asi el uso de
plaguicidas (Arzate et al., 2006).

En ese sentido, el uso de controladores bioldgicos y productos derivados de ellos,
genéricamente conocidos como “biorracionales”, para el manejo alternativo de la Sigatoka
negra en el cultivo de platano, podria ser una estrategia promisoria de control. EI grupo meta
al que esta dirigido la presente investigacion, son los pequefios productores de platano y
aquellos quienes comparten tecnologias amigables con el ambiente, como se refleja en los

sistemas organicos, bioldgicos o en transicion.

La agricultura actual demanda la reduccion del uso de fungicidas sintéticos y la introduccion
de sistemas sostenibles mediante el uso de agentes de manejo bioldgico. La alternativa de
usar hongos, bacterias, plantas, aminoacidos esenciales, vitaminas, acido félico, azucares
naturales o sus derivados “biorracionales”, para el manejo de enfermedades puede ser una
opcion biolégica muy importante en la actualidad. La implementacion de estas metodologias
en los sistemas de produccion agricola de los pequefios agricultores, aportarian ventajas
comparativas respecto a los métodos de control quimico ampliamente establecidos, toda vez
que estos son sistemas eficientes, de bajo costo, con baja inversién en mano de obra, faciles
de implementar, amigables con el ambiente y seguros por que no ocasionan dafios a la salud

humana o animal.



A. Justificacion

Entre los mayores problemas que deben enfrentar los productores de banano y platano, estan
los fitosanitarios y dentro de estos la enfermedad foliar conocida como Sigatoka negra (M.
fijiensis), la cual constituye el mayor factor limitante de la productividad cuando no es
controlada, debido a que el hongo causa una gran destruccion del follaje con la consecuente
reduccion del area fotosintética, mas aun, si las condiciones de clima y humedad son las

ideales para la proliferacion del patogeno.

El control de la Sigatoka negra en Muséceas a nivel mundial es basicamente mediante el uso
de fungicidas quimicos de contacto, sistémicos y fungistaticos. Este factor, sumado a la
uniformidad genética de extensas areas cultivadas con variedades comerciales de
exportacién, ha provocado en el patégeno una mayor presion de seleccion, conllevando la

presentacion de razas del hongo mas virulentos y resistentes a los fungicidas.

Para evitar las pérdidas ocasionadas por la alta incidencia y severidad de la Sigatoka negra,
los productores bananeros utilizan en aplicaciones aéreas diversos fungicidas de sintesis
quimica, los cuales tienen distintos niveles de efectividad. Estos fungicidas no solo tienen
efectos adversos en el medio ambiente y en los microorganismos benéficos que habitan en

estos ecosistemas, sino que ademas aumentan los costos de produccion.

Por lo expuesto es de gran importancia que se generen tecnologias limpias que permitan una
produccién estable y segura de estos cultivos y dentro de estas el control biol6gico
constituye una alternativa promisoria para integrarse a un plan de manejo integrado de la
enfermedad. En Ecuador no se han realizado investigaciones acerca del control bioldgico de
este patdgeno con microorganismos nativos, lo cual representa un gran aporte para su
implementacién a futuro dentro de un manejo integrado y como base para la busqueda de

otros microorganismos con mayor eficacia de biocontrol del hongo.

Este estudio se realizd en el Departamento Nacional de Proteccién Vegetal de la Estacion Experimental
Tropical Pichilingue, como parte complementaria del Proyecto “Conservacion y uso de la diversidad genética
cultivada para el control de plagas en apoyo a la agricultura sostenible” que se conduce entre INIAP y la
organizacion Bioversity Internacional.



B. Objetivos:
1. General

. Estudiar la eficacia de cinco productos biorracionales para el manejo de la Sigatoka
negra (M. fijiensis) en el cultivo de platano (Musa AAB) a nivel de laboratorio e

invernadero.
2. Especificos

o Determinar la capacidad antiesporulante de los productos biorracionales en estudio
capaces de inhibir el crecimiento de ascosporas del agente causal de la Sigatoka

negra (M. fijiensis) a nivel de laboratorio.

o Evaluar la eficacia de la aplicacion de los productos biorracionales en el control de la

Sigatoka negra (M. fijiensis) en vitroplantas de platano.
C. Hipotesis

Existen productos biorracionales capaces de controlar la Sigatoka negra (Mycosphaerella
fijiensis) en Musaceas y permitir por tanto la reduccion del uso de moléculas quimicas y su

efecto nocivo en el ambiente de las plantaciones, manteniendo sus niveles de productividad.



1. REVISION DE LITERATURA
A. El platano

El platano tuvo su centro de origen en el continente Asiatico, principalmente en las zonas de
Filipinas, India y Nueva Guinea. Es una planta monocotiledonea perteneciente a la familia
de las Musaceas, orden Escitaminales. Las especies mas importantes dentro de esta familia
son: M. acuminata y M. balbisiana (seccion Eumusa, género Musa), de donde por
cruzamientos interespecificos, han originado la mayoria de los cultivares de platano
comestibles méas importantes del mundo (Stover y Simmonds, 1987). Se identifica con A
los caracteres aportados por M. acuminata y por B los de M. balbisiana. Asi por ejemplo, el
grupo AAB indica que es un triploide, donde Musa Acuminata aporta dos genes y Musa

balbisiana uno (Soto; citado por Coello, 2008).

En el pais la produccion de Musaceas estd sustentada sobre los cultivos: platano
(Barraganete y Dominico) y bananos del sub grupo Cavendish (Williams, Valery, Grand
nain, Orito, entre otros). La zona de EI Carmen, provincia, de Manabi, se destaca con la
mayor produccion de platano con 49.129 hectéreas aproximadamente, de donde sale el 95%
de la produccidn de platano de exportacion (INEC, 2009).

B. Importancia del cultivo

El cultivo de musaceas es uno de los de mayor importancia para cientos de familias
ecuatorianas, principalmente en las provincias de Los Rios, Guayas, EI Oro, Manabi,
Bolivar, Cotopaxi, Chimborazo y Azuay, donde el banano es la actividad econdmica mas
importante por ser el rubro de exportacion para el Ecuador, dejando a los diferentes tipos de
platano para el consumo interno y otra parte para la exportaciéon. La gran diferencia entre
estas dos especies es que los diferentes cultivares de platano son manejados

predominantemente de forma tradicional y organica.

En el pais existen alrededor de 132.000 ha de platano, el 70 % de las cuales son parte del

sistema de produccion predominante en la costa ecuatoriana (Armijos, 2008).



Por su parte, la produccion de banano ocurre como un sistema de monocultivo a nivel
nacional, habiéndose establecido de forma extensiva en las provincias de Guayas, Los Rios
y El Oro, con unas 229.602 hectareas sembradas en todo el pais (INEC, 2009).

Segun el sistema de informacion y Censo Agropecuario, la actividad bananera genera méas
de 400.000 empleos directos, lo que significa que alrededor del 12 % de la poblacion

econdémicamente activa se beneficia de esta actividad en una u otra forma (Armijos, 2008).

El platano no solo puede contribuir a la seguridad alimentaria de los paises en desarrollo
como fuente de energia, sino que también es una fuente generadora de ingresos y de empleo
y por lo tanto contribuye a mejorar el nivel de vida de los agricultores de la region.

En el Ecuador el platano es un cultivo histéricamente manejado por pequefios y medianos
agricultores, con limitados recursos econdémicos y tecnologicos. Sin embargo, cada
productor, en ausencia de tecnologias formales para el manejo del cultivo, ha desarrollado
diversos y valiosos conocimientos acerca de como manejar las plantaciones para mejorar los

niveles de produccion y obtener mayores beneficios econémicos.
C. Productos Biorracionales

En afios recientes han aparecido los llamados “productos biorracionales” como una
alternativa al uso de pesticidas. Son sustancias que se derivan de microorganismos, plantas o
minerales. También pueden ser sustancias sintéticas similares o idénticas a otras que se
encuentran en la naturaleza. Se caracterizan por tener una toxicidad muy baja para los
humanos y otros vertebrados, se descomponen en pocas horas después de ser aplicados. Por
lo que estos productos son considerados ambientalmente benignos, su efecto en la vida
silvestre y el medio ambiente es menos perjudicial que aquel derivado de la aplicacion de los

fungicidas convencionales.
D. Principales plagas y enfermedades que afectan a las Muséaceas

Entre los problemas fitosanitarios mas frecuentes que afrontan estos cultivos en relacion a

plagas y enfermedades se mencionan: picudo negro (Cosmopolites sordidus), nematodos
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(Radopholus similis, Pratylenchus spp. y Meloidogyne spp.), virus del rayado del banano
(BSV), virus del mosaico del pepino (CMV) y Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis). Se
destaca esta Ultima enfermedad por ser responsable del 50% de pérdidas econdmicas de los

cultivos de Musas.
E. Sigatoka Negra

La Sigatoka negra se detectd por primera vez en Centroamérica, en plantaciones bananeras
de Honduras en el afio 1972, aunque al parecer se encontraba ya en el area desde algunos
afios atras, desde ese momento se le citd6 como causada por Mycosphaerella fijiensis var.
Difformis Mulder.

En Ecuador se detectd por primera vez en el afio 1987, en la Hacienda “Timbre” de
Esmeraldas, curiosamente en la misma plantacion que en el afio 1952 se descubri6 la
Sigatoka amarilla (Mycosphaerella musicola Leach). A pesar de los esfuerzos realizados por
contenerla, la enfermedad fue progresivamente distribuyéndose en todo el pais y para el afio
1988 — 89, todas las plantaciones de banano y platano estaban infectadas con Sigatoka negra,

habiendo desplazado en un 90% a la Sigatoka amarilla (Fernandez, 2006).

La Sigatoka negra es la enfermedad econémicamente méas importante de banano y platano
en Latinoamérica y el Caribe. Actla a nivel foliar causando una fuerte necrosis que afecta en
forma significativa al proceso fotosintético de la planta, tanto por la accion del patdégeno
como de las toxinas producidas por el mismo. En definitiva, si no hay la implementacién de
medidas de control, la planta llega a la época de floracién con un reducido nimero de hojas
funcionales, perjudicando el eficiente llenado del fruto y acelerando su proceso de
maduracion, lo que genera pérdidas de 35 — 50% en la fase de comercializacion (Mourichon
et al. 2000; Barrios, 2006; Tazan, 2002).

En los dltimos afios el hongo causante de la enfermedad, ha desarrollado resistencia a
determinados fungicidas quimicos, reduciendo su efectividad en méas del 50%, pero en la

actualidad el problema es aiin manejable para los grandes productores bananeros dedicados a



la exportacion, pero no para los medianos cultivadores de platano, dado el alto costo que

esto representa (Osorio, 2006; Espinoza, 2007).

En términos epidemioldgicos se trata de una enfermedad policiclica, con dos fases de
reproduccion vegetativa: sexual y asexual. La primera es la mas compleja y la mas agresiva,
ya que genera ascosporas que constituyen la fuente primordial de indculo. Estas esporas son
transportadas por el viento, el agua y/o los insectos, provocando una expansiva diseminacion
de la enfermedad. Una vez que la espora se deposita en el hospedero y las condiciones
ambientales son adecuadas, esta germina y penetra en la planta a través de los estomas.
Cuando las condiciones no son las adecuadas, la estructura del hongo entra en un periodo de

latencia a la espera de condiciones favorables (Marin y Romero; citado por Osorio, 2006).

La mancha provocada sigue avanzando en su desarrollo y evolucion; se hace méas grande y
ancha de forma eliptica y se rodea de un borde café oscuro visible cuando la hoja esta
mojada. Luego de este estado, la mancha se seca en el centro, se torna gris y se deprime; la
lesion se rodea de un borde angosto negro bien definido. Al unirse todas las lesiones
producidas, la hoja se torna negra y muere en 3 0 4 semanas después de presentar los

primeros sintomas (Freitez, 2007).
1. Toxinas producidas por el hongo M. fijiensis

Los sintomas y posteriores dafios en las hojas no solo son causados por la accion del hongo,

sino ademas, por las toxinas que este produce (Molinay Krausz, 1998).

El hongo M. fijiensis sintetiza un conjunto de toxinas que son las responsables de la necrosis
en el tejido foliar. Los compuestos mas abundantes y fitotoxicos son el 2,48 —

tetrahydroxytetralone y juglone (JAcome et. al. citado por Intriago, 2009).

Juglone (5 — hydroxy — 1,4 — Naphthoquinone) una de las principales toxinas que produce el
hongo causante de la Sigatoka negra, juglone es el principal metabolito con accion fitotdxica,
el cual fue caracterizado a partir de filtrados de colonias del hongo, sin embargo, se han

aislado y caracterizado otros cuatro compuestos: 1) 2,4,8-trihidroxitetralona, 2) la juglona,
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3) el acido 2-carboxi-3-hidroxicinamico, 4) el é&cido dimetil éster 2-carboxi-3-
hidroxicinamico, 5) el acido isocracinico, 6) el 4-hidroxiscistalona y 7) la fijiensina, que
causan la necrosis de la hoja en cultivares susceptibles a la enfermedad (Giménez y

Colmenares; citados por Intriago, 2009).

Estas toxinas han sido utilizadas para evaluar in vitro la resistencia de cultivares de Musa
spp. frente al hongo causal de la Sigatoka negra, dentro de programas de mejoramiento

genético (Leiva et. al. citado por Intriago, 2009).
2. Descripcion general de M. fijiensis
2.1 Agente causal

El hongo M. fijiensis Morelet, pertenece al grupo de los Ascomicetos. Tiene dos formas de
multiplicacién y diseminacién, a través de esporas denominadas conidias (reproduccion
asexual) y ascosporas (reproduccion sexual). Ambas estructuras forma el hongo durante su
proceso de crecimiento o desarrollo vegetativo. Es un patdégeno exclusivamente foliar, es

decir, que ataca solo a las hojas sin afectar a otros 6rganos de la planta (Tazan, 2003).

2.2 Taxonomia (Kirk, Cannon, David y Stalpers, 2001)

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Clase: Ascomycetes
Orden: Mycosphaerellales
Familia: Mycosphaerellaceae
Género: Mycosphaerella
Especie: fijiensis



2.3 Biologia del Patogeno

2.3.1 Reproduccion sexual

M. fijiensis es el nombre que corresponde a la forma sexual (Teleomorfa) del patégeno. El

hongo fue inicialmente descrito en 1969 por Morelet en muestras de Fiji.

Para producir la forma sexual, el hongo inicialmente desarrolla muchos espermogonios en
la superficie inferior de la hoja al colapsar las lesiones. EI espermogonio es oscuro, y de
forma piriforme. En condiciones humedas estas estructuras pueden producir grandes
cantidades de células de reproduccion masculina Illamadas espermatias. Las espermatias son
diminutas y cilindricas y son las que van a fertilizar las hifas hembras vecinas llamadas

tricoginas.

Fuente: Herrera y Naranjo, 2007

Figura 1. EI Espermogonio

Al efectuarse la fertilizacion, los pseudotecios se forman dentro de las lesiones maduras con
los ostiolos emergiendo de los tejidos. Las ascas, estructuras oblongas o en forma de mazo
que se desarrollan en su interior, tienen dos paredes (bitunicadas) y contienen ocho esporas
sexuales (ascosporas) que estan alineadas de dos en dos. Las pseudoparafisis o elementos
estériles estan ausentes del pseudotecio. Las ascosporas son hialinas y poseen una septa. Una
célula de la espora puede ser un poco mas ancha que la otra, y la espora puede ser un poco

estrecha.
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2.3.2 Reproduccion asexual

La forma asexual (anamorfa) se denomina Pseudocercospora fijiensis. Las conidias se
originan individualmente y apicalmente sobre conidioforos. Las esporas son de color

palido a un ligero olivo-carmelitoso, lisas, largas y tienen tres 0 mas septas.

Fuente: Herrera y Naranjo, 2007

Figura 2. Conidioforos y conidias.

Las conidias germinan durante periodos de alta humedad relativa (92 — 100% humedad
relativa) e infectan la hoja a través de los estomas, usualmente en la superficie inferior. Bajo
condiciones de alta humedad, hifas del hongo pueden emerger por los estomas y crecer a lo
largo de la superficie de la hoja y penetrar otros estomas, agrandando asi las lesiones. Los
conidioforos emergen por los estomas, y algunas veces sobre masas compactas de micelio
(estromas). Los estromas también pueden desarrollarse sobre espermogonios jovenes

(Herreray Naranjo, 2007).
2.3.3 Ciclo bioldgico de la enfermedad

El ciclo de vida de M. fijiensis se inicia con la deposicion de las ascosporas o conidias del
hongo, gque se encuentran en el aire. Bajo condiciones favorables de humedad, temperatura y
presencia de agua libre en la superficie de la hoja, el proceso de germinacion de las esporas
ocurre en una hora aproximadamente. La penetracion del hospedero esta condicionada por el
tiempo que dure la pelicula de agua sobre la hoja y la humedad relativa, pero normalmente

ocurre en un lapso de dos a tres dias.
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El periodo de incubacion, referido como el tiempo entre la germinacion y aparicion de la
primera pizca (sintoma), dura en banano 17 dias y en platano 29; mientras que el periodo de
latencia o sea hasta la aparicion de conidioforos y conidios, ocurre 28 dias después de la
infeccion en banano y 34 dias en platano. Por ultimo, las ascosporas maduras del hongo se
pueden observar 49 dias después de la infeccidén en banano y 64 dias después en platano. El
ciclo del patégeno culmina con la liberacion de las ascosporas o conidias al aire para su

posterior diseminacion (Belalcazar et al. citados por Cedefio, 2010).
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Fuente: Bornacelly, 2009 (Modificada por Jose Vélez).
Figura 3. Ciclo de vida de Mycosphaerella fijiensis.

La Sigatoka negra como cualquier enfermedad infecciosa policiclica presenta eventos que
ocurren en forma continua. El primer paso del ciclo de la enfermedad es la produccion del
inéculo (espora), que inicia el proceso infectivo, al ser transportado por el viento, agua o
insectos, a lo que se conoce como la diseminacién de la enfermedad. Si la espora encuentra
el hospedero y las condiciones ambientales (temperatura y humedad) Optimas, puede
penetrar en la planta via apertura estomatica. Por lo contrario, si las condiciones no son las
adecuadas, la estructura del hongo entra en un periodo de latencia que dura hasta que las
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condiciones climaticas sean las favorables. El ciclo de la enfermedad, lo constituyen: la
colonizacion de la planta, su infeccion y desarrollo de la enfermedad, M. fijiensis al finalizar
su periodo de latencia e iniciar su etapa de infeccion, si no encuentra a un nuevo hospedante
el patdgeno entra en una etapa de sobrevivencia hasta que se presentan nuevas condiciones

ambientales favorables para su desarrollo (Marin et al., 2003).
2.3.4 Influencia climatica en el proceso infeccioso

Las fases que se han sefialado en el proceso de desarrollo de la enfermedad son fuertemente

influenciadas por las condiciones climaticas.

La esporulacion y la germinacion requieren de una alta humedad (95%). La diseminacion
conidial y ascospdrica se producen al interior de la plantacion, en sentido vertical

descendente la primera y ascendente la segunda.

En el primer caso, la lluvia o el escurrimiento del rocio foliar constituyen el factor

predominante.

En el segundo caso, este factor esta dado por las corrientes ascendentes de aire himedo

originado en el calentamiento del suelo por la incidencia de los rayos solares (Tazan, 2003).
3. Sintomatologia

El desarrollo micelial y la accién del hongo en los espacios intercelulares ocasiona la muerte
de las células afectadas, lo que se manifiesta exteriormente por sintomas caracteristicos que,
para facilitar la mejor comprensién del proceso, han sido clasificados de la siguiente forma
(Bornacelly, 2009).
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ESTADIO| ESTADIO I ESTADIOI ESTADIO IV ESTADIOV  ESTADIO VI

Figura 4. Estadios de desarrollo de las lesiones de Sigatoka Negra.

ESTADIO 1. En este estado se puede apreciar el primer sintoma visible de la enfermedad el
cual se distingue por la presencia de pequefias decoloraciones o por puntos con menos de un
milimetro de longitud, de color café rojizo mas conocida como pizca. Este sintoma no es

visible al trasluz y solo se puede observar por el envés de la hoja.

ESTADIO 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.

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

enveés y toman color negro por el haz.

ESTADIO 4. Se caracteriza por la presencia de manchas elipticas u ovales que toman un

color café por el envés y negro por el haz de la hoja.

ESTADIO 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.

ESTADIO 6. La mancha esté totalmente desarrollada; el area central hundida es de color
gris y un borde de color café oscuro o negro forma un anillo bien definido alrededor de la
mancha. Ademas, aparece un halo de color amarillo brillante alrededor de la lesion. Aun
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cuando la hoja esté muerta, la mancha persiste y el anillo oscuro que rodea la mancha

también se mantiene bastante definido (Bornacelly, 2009).

La diseminacion de la enfermedad se lleva a cabo en dos fases: la primera en la liberacion
propiamente de conidios y ascosporas Y la otra consiste en el transporte de estos propagulos.

Los conidios cuando estan maduros se liberan con ayuda del salpique del agua. En el caso de
las ascosporas, las ascas permanecen en el peritecio una vez fertilizado y cuando este se
humedece y las ascosporas estdn maduras, son expulsadas y diseminadas por el viento. Los
conidios son transportados principalmente por el agua, tratdndose de un traslado vertical,
responsable de las infecciones de las plantas vecinas o de hijuelos de las plantas y también
de las reinfecciones. Las ascosporas se diseminan con ayuda de las corrientes de aire,
tratandose de un movimiento lateral y ascendente y que eventualmente podria ser
responsable de la diseminacion a largas distancias. En nimero de conidios transportados por
el viento, es 10 veces menor que el de ascosporas (Osorio, 2006).

F. Meétodos de Control de Sigatoka negra.

La mayor parte de la informacion disponible de control hace referencia al productor
bananero y por extension y conveniencia se aplican a platano muchas veces sin considerar
las diferencias agrosocioeconomicas entre los dos cultivos. Para fin cientificos dicha

informacién es aplicable.
1. Control Cultural

Las técnicas de manejo cultural de la enfermedad restan encaminadamente a reducir las
condiciones favorables para su desarrollo, el uso de bajas densidades para promover una
buena aireacidon, buen drenaje, control de malezas y la remocion de las hojas que estan
severamente enfermas (mas del 50%), o partes de ellas (cirugia). Simplemente la remocidn
de las hojas infectadas y la ubicacion en el suelo pueden reducir la eficacia de emision de las

ascosporas en forma significativa. La aplicacion de urea y otros productos a los residuos
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foliares infectados en el suelo, puede acelerar la descomposicion de éstas y asi reducir méas

la fuente de indculo (Belalcazar, 2000).
2. Control Bioldgico

Investigaciones dirigidas al desarrollo de métodos de control bioldgico para la Sigatoka
negra han sido limitadas, porque los controles quimicos, que son altamente efectivos y
econdémicos, estdn ampliamente disponibles a los productores comerciales de banano.
Aunque los métodos de control bioldgico son deseables principalmente para la proteccion
del ambiente, su aplicacidn con éxito probablemente seré dificil porque la Sigatoka negra es
una enfermedad policiclica y el tejido susceptible del banano esta presente todo el afio. Se
han probado varias bacterias epifiticas (incluyendo Pseudomonas, Bacillus y Serratia spp.)
para el control de M. fijiensis, pero aun la investigacion del control biolégico esta en sus

etapas preliminares (Stover; citado por Coello, 2008).
3. Control Quimico

El control quimico, es el método mas utilizado para el manejo de la Sigatoka negra. Sin
embargo, debido al desarrollo de altos niveles de resistencia del patdgeno a la mayoria de los
fungicidas utilizados convencionalmente, los altos costos que esto implica, € innumerables
problemas de contaminacién y efectos nocivos para la salud humana y animal, han
provocado la necesidad de encontrar un mecanismo de control que reduzca pérdidas

econdmicas y dafios ambientales.

Debido a esta problematica, se han considerado varios enfoques de control integrado, que
involucran la utilizacion de practicas culturales, prediccion y uso racional de aplicaciones de
compuestos quimicos y siembra de los cultivares resistentes disponibles. Asi también se
sugieren para el control bioloégico herramientas como el empleo de substratos, organismos
antagonistas, enmiendas organicas y el uso de moléculas inductoras de resistencia.

(Guzman; citado por Diaz, 2003).
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Desde la presencia de la enfermedad se vienen usando fungicidas sistémicos de los grupos
de las Morfolinas, Estrobilurinas, Triazoles, Aminas, entre otros y fungicidas protectores
(Mancozeb) en mezcla o en emulsion aceite agua. Se recomienda la mezcla de fungicidas
sistémicos y protectores, rotando los fungicidas de diferente grupo quimico para evitar el
desarrollo de resistencia por parte del patdgeno. Se deben seguir las recomendaciones del

comerciante técnico (Armas; citado por Coello, 2008).

Las plantaciones grandes ponen mucha confianza en los controles quimicos. Los programas
de control estan en su mayor parte basados en los fungicidas protectores como Mancozeb
(usualmente aplicado en agua o en combinacién con aceite) y clorotalonil. EI Mancozeb se
aplica en combinacion o en rotacién con Morfolinas, con inhibidores de demetilacion
(IDMs), o con fungicidas del grupo de las estrobilurinas (Qols). El clorotalonil se rota pero
no se combina con otros fungicidas. Sin embargo, la resistencia a los fungicidas
benzimidazoles, IDM vy estrobilurinas, es muy comdn en muchas areas de produccion. Los
fungicidas recomendados frecuentemente son aplicados por avién (Ramirez; citado por
Coello, 2008).

El problema en este momento, radica principalmente en que el sistema perse, ha perdido
vigencia, dada la enorme resistencia del patdgeno a estos fungicidas. No obstante, se estan
probando fungicidas, que presentan algin grado de control a la enfermedad. El
Pyraclostrobin, presenta un nivel de control similar al Azoxistrobina y Trifloxistrobin y el
Pyrimetanil, ha mostrado buen control de la enfermedad, aunque apenas comparable con el
fungicida protector. Sin embargo, podria ser una alternativa dentro de un programa normal
de rotacion o en mezcla con otros fungicidas, sobretodo sistémicos, ya que no presenta

resistencia cruzada con los grupos conocidos (Guzman, 2002).
4. Control Integrado

En el caso de pequefios y medianos productores de Musas, especialmente de platano, el
manejo integrado del cultivo se presenta como una alternativa rentable y ecoldgica para el

control de los problemas sanitarios del cultivo y la creciente demanda de productos mas
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sanos. La manipulacion del ambiente, modificando las condiciones fisicas y nutricionales del
filoplano, perjudica el establecimiento de patdgenos, favoreciendo los antagonistas; el
mecanismo requiere mayor investigacion para determinar las variables nutricionales que

intervienen en este proceso (Morris y Rouse; citado por Coello, 2008).

En el Ecuador las areas dedicadas a la produccion de platano, aun ocupando una superficie
importante (mas en monocultivo) no esta sometida al manejo intensivo del banano y se ha
demostrado segun reportes del IPM-CRSP (2003), que la aplicacion de préacticas integradas

de manejo permite recuperar en buena medida la natural resistencia que posee el cultivo.

Segun Vera et al. (2004), el paquete de manejo de la Sigatoka negra recomendado para el
cultivo de banano en Ecuador, no se adapta al cultivo de platano, el cual precisa de
recomendaciones propias. Un adecuado control de la enfermedad puede ser logrado
mediante el uso de técnicas de manejo integrado, siendo visible estas diferencias en el primer

afio de aplicacion, acentuandose en los siguientes afos.

En investigaciones realizadas en Ecuador acerca de Manejo Integrado de la Sigatoka negra
en platano, se determind que es posible reducir la enfermedad significativamente, a través de
un conjunto de préacticas agrondémicas integradas de cultivo, incluso sin depender de la
aplicacion de fungicidas. Estos consisten en la realizacion de deshojes fitosanitarios
quincenales en época lluviosa y mensuales en la época seca, asi como también la realizacion
de la poda de partes afectadas de la hoja (cirugia) con frecuencia semanal combinadas con
préacticas como fertilizacion, descorme y repique de cormos, deshije y deschante, control de
malezas, labores que contribuyeron a un adecuado control de la Sigatoka negra en plataneras
tradicionales, ayudando a recuperar gradualmente la resistencia natural que posee el cultivo.
Con este conjunto de practicas, se triplicd la produccion y se redujo la tasa de retorno del

cultivo para beneplacito de los productores (Suarez et al., 2003).
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I1l. MATERIALES Y METODOS
A. Localizacion del estudio

La presente investigacion se llevd a cabo en la Estacion Experimental Tropical Pichilingue
del Instituto Nacional Autonomo de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), en el
Departamento Nacional de Proteccion Vegetal (DNPV); ubicado en la provincia de Los Rios
en el Km. 5 via Quevedo — EI Empalme. La Estacion Experimental est4 situada entre las
coordenadas geograficas 1° 06" Latitud Sur y 79°25" Longitud Occidental, con una altura

promedio de 75 metros sobre el nivel del mar.
B. Caracteristicas Climaticas

En el cuadro 1, se indican las condiciones meteoroldgicas y ecoldgicas de la Estacion

Experimental Tropical Pichilingue.

Cuadro 1. Condiciones meteoroldgicas y ecoldgicas de la EET. Pichilingue.

Parametros Valores promedios
Temperatura (°C) 24,80 *
Humedad relativa media (%0) 84,00
Precipitacion (mm anual) 2252,20
Heliofania (hora luz/anual) 894,00
Zona ecoldgica Bh-t

Fuente: Estacion del INAMHI.

(*) Valores promedios registrados desde 1971 a 2009 en la Estacion Meteorol6gica Pichilingue del
Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia (INAMHI).

C. Materiales y equipos

En este estudio se utilizaron diversos materiales, herramientas y equipos, los que se

describen a continuacion:

1.  Materiales usados en la fase de Laboratorio
e Agar —agua e Cajas Petri (120) e Camara de flujo laminar

e PDA e Pipetas e Autoclaves
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Capsulas plasticas

Bankit

Alcohol al 75%
Estreptomicina

Agua destilada estéril
Hojas de platano enfermas
Fragmentos de hojas de
platano de 2 x 2 cm
Tween 20

3B112

Papel toalla

Tijeras

Grapadoras
Papel filtro
Mortero y pistilo

Fundas plasticas

Micropipeta de 100 pL
Vasos de precipitacion
Ecoflora

Ecofungi

Trichoeb 5w

Erlenmeyer

Probeta

Mecheros

Papel aluminio
Algodon

Boligrafos,  lapices
marcadores

Libro de campo
Fundas de papel
Jabon

Espatulas

Materiales usados en la fase de Invernadero

Plantulas de platano Barraganete (60)

Sustratos

In6culo de M. fijiensis
Bankit

3B112

Ecoflora

Ecofungi

Trichoeb 5w

Cuarto de incubacion

Ligas

Balanza gramera
Estufa
Microondas
Refrigeradora
Incubadoras
Microscopio

Estereoscopio

Camara digital
Contadores manuales

Agitador

Vortex
Asas
Cinta transparente

Bisturies

Fundas pléasticas (8 x 12 pulgadas)
e Libro de campo
e Lapices
e  Marcadores
e  Agua destilada estéril.
e Etiquetas
e  Atomizador
e  Vasos de precipitacion (10 de 500ml.)
e  Aspersora manual (2 Its.)
e  Cépsulas plasticas
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D. Factor en estudio

Tanto en las pruebas experimentales en condiciones in vitro e invernadero, se estudié un
solo factor constituido por los productos Biorracionales; que se constituyen en los

tratamientos en estudio, aplicados en tres ensayos que forman parte de la investigacion.
E. Descripcion metodologica

La investigacion comprendid tres experimentos: Los dos primeros se realizaron bajo
condiciones in vitro, en el laboratorio y el tercero se lo realizd en condiciones de
invernadero. En el primer caso se colocaron los fragmentos de hojas infectadas a descargar
en medio Agar-agua mezclado con cada uno de los productos biorracionales. En el segundo
caso se asperjaron los fragmentos de hojas con cada uno de los productos biorracionales y
luego se los dejo descargar sobre el medio Agar-agua. En el tercer caso se realizd
aplicaciones de los productos biorracionales, antes y después de la inoculacion de las

plantas con M. fijiensis.

F. Productos en Estudio

En afios recientes se han introducido al mercado una serie de productos “Biorracionales” y
afines promovidos como eficaces contra diversos patdgenos entre ellos M. fijiensis, pero de

los que no existen estudios especificos locales los cuales se describen a continuacion:
1. TRICHOEB 5WP (Acondicionador del suelo)

Este producto es fabricado por ECUABIOLOGICA, casa comercial que indica que se debe
utilizar en dosis de 150 g. del producto por hectarea. Es un fungicida biolégico que contiene
conidias del hongo Trichoderma spp. (T. harcianium, T. viridae). Se indica que tiene
propiedades biorreguladoras, bioestimulantes y antagonistas de fitopatdgenos. Ayuda a la
absorcion de micronutrientes, estimulando el crecimiento de la planta y ademas contribuye a
activar sus mecanismos de defensa.

Su modo de accion esta determinado por la competencia de nutrientes y espacio,

parasitismo y antibiosis.

21



2. ECOFLORA (Acondicionador bioldgico)

Este producto es fabricado por MUNDO VERDE, casa comercial que recomienda utilizar de
500 a 1 Kg. / Ha. Es un producto 100% organico, promueve la supervivencia y el
crecimiento de las plantas recién sembradas y las ya establecidas. Es un concentrado seco de
microorganismos (Bacilius subtilis, B. polimyxa, B. pumilus, Penibacilus exotofixans,
Pseudomonas aureofaciociens, Streptomyces lybicious, Trichoderma harcianum),
aminoéacidos esenciales, vitaminas, biotinas, acido folico y azUcares naturales.

Modo de accidn: Se logra la exclusion competitiva, debido a que los microorganismos de
ecoflora son més eficientes en la adquisicion de nutrientes que los organismos patogenos.
Por otra parte, excreta quitinazas, enzimas que degradan la quitina presente como
componente estructural de la pared celular de hongos patégenos y finalmente presenta
exudacion de antibioticos que inhiben la sintesis de proteinas en hongos patdgenos, acciones
éstas que le confieren actividad biocontroladora.

3.  ECOFUNGI (Inoculante de micorrizas)

Este producto es fabricado por MUNDO VERDE, casa comercial que recomienda utilizar
250 g. / Ha. Es un concentrado de esporas de micorrizas en polvo. El tamafio de la particula
es inferior a 0.2 milimetros, que lo hace ideal para aplicaciones por rocio, por imersion de
raices o por irrigacion en suelos porosos. Tiene una concentracion minima garantizada de
280.000 esporas de micorrizas por kilogramo. Contiene esporas de tres especies de
micorrizas, Glomus aggregatum, Glomus intradices, Glomus mosseae, seleccionadas por su
compatibilidad con gran variedad de plantas, alto grado de colonizacion, adaptaciéon a
diversos suelos y a diferentes condiciones ambientales.

Modo de accion: Producen sustancias que estimulan el crecimiento de las raices, mejoran la
adquisicion de nutrientes disponibles y limitantes (P, Zn, Cu,) y reducen los efectos
estresantes causados por sequia, sales, pesticidas, temperaturas extremas, metales pesados

(Al), y organismos patdgenos.
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4. (3b112) S.C. (Inhibidor de la esporulacion de hongos)

Este producto es fabricado por IREC, casa comercial que recomienda utilizar 200 cc / Ha. Es
un fungicida natural botanico de contacto, de alto poder, que actta en varios sitios del hongo
(multisitio). Ideal para ser utilizado en programas permanentes de manejo integrado de
plagas y enfermedades (M | P E). Su formula a base de aceites esenciales (50%) y sales
minerales (50%), hace que su fijacion sea mas rapida, aun no se especifica de que aceites y

sales minerales esta compuesto el producto.

Modo de accion: Actia como inhibidor de la esporulacion de hongos fitopatogenos del
orden de los Ascomycetes, Basidiomycetes, Deuteromycetes, favorece a mecanismos de
defensa propios de la planta, no crea resistencia.

5.  BANKIT (Fungicida sistémico) (Testigo referencial)

Este producto es fabricado por SYNGENTA AGRO, S.A. DE C.V. Se recomienda utilizar
400 cc / Ha. Es un fungicida sistémico a base de Azoxistrobina con efectos preventivos y/o
curativos. Fungicida que al ser aplicado en las hojas, es absorbido, presentando movimiento

translaminar y un ligero movimiento a través de las nervaduras de la hoja via xilema.

Modo de accion. Inhibe la esporulacion y crecimiento de algunos patdégenos causante de
enfermedades en algunos cultivos. La azoxystrobina se comenzo a vender por primera vez en
1998, y es un fungicida sistémico de contacto, de amplio espectro, cuya actividad esta
dirigida contra los cuatro principales grupos de hongos patdgenos: Ascomycetes,
Basidiomycetes, Deuteromycetes y Oomycetes. Inhibe la germinacion de las esporas y el
crecimiento miceliar. Segun la agroguimica Zeneca Agro (de Syngenta), este fungicida
pertenece a la nueva familia quimica de las estrobilurinas, compuestos naturales producidos
por los hongos Oudemansiella mucida y Strobillurus tenacellus, que crecen en la madera en

descomposicion. Actda contra numerosos hongos patogenos.
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6. Testigo absoluto

Para el primer experimento el testigo absoluto fue el agar — agua, para el segundo

experimento fue el fragmento de hoja sin asperjar los productos, y en el tercer experimento

se usaron vitroplantas inoculadas con Mycosphaerella fijiensis con una solucion micelial de

8 x 10° de concentracion.

En el cuadro 2. Se presentan los tratamientos estudiados, la composicion, concentracion de

cada uno de los productos biorracionales, la dosis recomendada por la casa comercial y las

dosis utilizadas en la investigacion.

Composicion y concentracion

que su fijacion sea mas rapida.

Tratamientos Dosisfha Dosis Dosis
recomendada | utilizadaen | utilizada en
porlacasa | lasfasesde | lafasede
comercial | Laboratorio | Invernadero
Trichoeb SWP. Polvo conteniendo esporas de T. harzianum v T.
vindae. 150gr 02gr/150ml | 0.4gr/250ml
Esun concentrado seco de microorganismos benéficos
Bacilios subtilis, B. Polimyxa, B. Pumilus, Penibacilus
Ecoflora exotofixans. Pseudomonas aureofaciociens. lkg 25g/150ml | 5gr/250ml
Streptomyces lybicious. Trichoderma harcianum,
aminoacidos esenciales, vitaminas, biotinas, acido
folico v azucares naturales.
Ecofung | Esun concentrado de esporas de micomizas en polvo.
Contiene esporas de tres especies de micorrizas las
cuales son de Glomusaggregatum, Glomusintradices, 250gr 03gr/150ml | 0.6gr/250ml
Glomusmosseae.
(Bankit) testigo | Es un fungicida sistémico a base de Azoxistrobina con 400¢ce 1.2cc/150ml | 1ce/250ml
referencial | efectos preventivos y/o curativos.
3b1128.C. | Concentrado liquido, botinico formulado a base de
aceites esenciales (50%) v sales minerales (50%), hace | 200cc 0.6cc/150ml | 1cc/250ml
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G. Primer experimento: Efecto de los productos biorracionales sobre la germinacion de
ascosporas del hongo Mycosphaerella fijiensis descargadas en medio agar — agua mas la

dosificacion del biorracional correspondiente.
1. Disefio Experimental.

Se utiliz6é un Disefio Completamente al Azar (DCA), constituido por 6 tratamientos con 10

observaciones (cajas Petri) por cada producto.

Cuadro 3. Analisis de varianza del primer experimento EET-Pichilingue, INIAP,

2011.
Fuente de variaciéon Grados de libertad
Tratamiento t-1 5
Error t(r-1) 54
Total re-1 59

Para el analisis de los datos se utilizo el programa estadistico Infostat, version estudiantil
2012. Para la comparacién de los promedios entre tratamientos se efectud la prueba
estadistica de Tukey con un nivel de significancia del 95 % de probabilidad. Previo al
analisis estadistico y de variancia las variables porcentaje de germinacion y porcentaje del

area foliar afectada fueron transformadas a \(x+1), con el fin de homogenizar los datos.
2. Preparacion del medio de descarga

Para el primer experimento se procedio a pesar 2,5g. de Ecoflora, 0,3g. de Ecofungi, 0,2g.
de Trichoeb, y a medir 1,2cc de Bankit y 0,6cc de 3b112, para luego mezclar cada uno de los
productos en 5ml de agua para que se disuelvan en su totalidad. Luego se procedi6 a
preparar 145ml de medio Agar — agua al 2%, en donde se agregd los 5ml de cada producto
disuelto en el agua, completando los 150ml del medio que se utilizé en cada tratamiento. En
cada caja Petri se colocd una alicuota de 15ml y se dejo solidificar para recibir las

ascosporas del hongo.
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3. Seleccion del material en el campo

Para la obtencion de las descargas de ascosporas se colecto tejido foliar de platano afectado
por Sigatoka negra en el estadio seis, segun la escala de Fouré (1985), que es el estadio que
presenta gran cantidad de peritecios, ascas y ascosporas, esta metodologia se utiliz6 para los
dos experimentos de laboratorio.

4. Seleccion del material en el laboratorio

En el laboratorio se seleccionaron segmentos de hoja con la mayor cantidad de peritecios, se
lavaron con agua destilada estéril y se colocaron dentro de fundas plasticas conteniendo
papel toalla humedecido por espacio de 48 horas para homogenizar la maduracion de los
peritecios. Después de este tiempo, con la ayuda de una tijera se recortaron fragmentos de 2

X 2 cm de tejido infectado.

5. Descarga de ascosporas de Mycosphaerella fijiensis

Las secciones de tejido foliar necrosado se graparon a discos de papel filtro de 10 cm de
diametro, con el haz del fragmento pegado al disco. Por cada disco de papel filtro se utilizé
un fragmento de tejido necrosado, el mismo que se sumergié en agua destilada estéril
durante 5 minutos. Inmediatamente después se los colocd dentro de las tapas de las cajas
Petri, de forma, que el envés de los fragmentos quedd expuesto al agar-agua al 2%, en
combinacién con cada uno de los productos estudiados, contenido en la caja Petri, y se dejo6
descargar por media hora. Luego de este tiempo se procedid a retirar el papel filtro para

proceder al conteo de las ascosporas descargadas en el medio, en cada tratamiento.
6. Variables registradas
6.1 Total de ascosporas descargadas (TAD)

Se contabilizé el total de ascosporas descargadas en el tiempo de media hora en cada uno de

los tratamientos. Esta variable se contabilizd con la ayuda de un microscopio provisto de

26



cuatro lentes Opticos, usando el lente ocular de 16x para identificar las ascosporas en donde

se tomd como area de evaluacion el campo ocular.

6.2 Porcentaje de ascosporas germinadas (%o)

Se contabilizé el niUmero de ascosporas germinadas a las dos horas después de realizar las
descargas, para luego obtener con la ayuda del microscopio usando el lente ocular de 16x. El
porcentaje correspondiente de ascosporas germinadas en cada uno de los tratamientos, se
calculo mediante la formula:

A.G.

x 100
T.A.D. En que A.G es = Ascosporas Germinadas y
T.A.D es = Total Ascosporas Descargadas.

H. Segundo experimento: Eficacia de los productos Biorracionales sobre la esporulacion
de M. fijiensis, asperjando los fragmentos de descargas con los productos biorracionales

antes de realizar las descargas de las ascosporas del hongo.

1. Disefio Experimental

Se utiliz6 un Disefio Completamente al Azar (DCA), constituido por 6 tratamientos con 10
observaciones (cajas Petri) por cada producto. ElI esquema del analisis de varianza se

presenta en el cuadro 4.

Cuadro 4. Andlisis de varianza del segundo experimento EET-Pichilingue, INIAP,

2011.
Fuente de variaciéon Grados de libertad
Tratamiento t-1 5
Error t(r-1) 54
Total rt—1 59

Para el analisis de los datos se utilizd el programa estadistico Infostat, version estudiantil
2012. Para la comparacion de los promedios entre tratamientos se efectud la prueba
estadistica de Tukey con un nivel de significancia del 95 % de probabilidad. Previo al
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andlisis estadistico y de variancia las variables porcentaje de germinacién y porcentaje del

area foliar afectada fueron transformadas a V(x+1), con el fin de homogenizar los datos.

2. Descripcion de Metodologia

Se procedié a asperjar los fragmentos de hojas afectados por el hongo, con cada uno de los
productos estudiados, para luego proceder a realizar las descargas de las ascosporas de M.
fijiensis al medio Agar — Agua al 2 porciento.

3. Preparacion de los productos

Se procedio a pesar y a medir la dosis de cada uno de los productos estudiados, luego se los
mezclé en 20ml de agua estéril, y se los disolvié en su totalidad para colocarlos en el
atomizador manual con el cual se asperjaron los fragmentos de tejidos afectados con
Sigatoka negra.

Se prepar6 900ml de Agar — Agua al 2%, medio que luego se lo colocé en el autoclave por
espacio de 20 minutos, se lo dejé enfriar y se procedié a colocar una alicuota de 15ml en
cada caja Petri, para finalmente dejarlas en la cAmara de flujo laminar hasta que el medio de

descarga se solidifique para recibir las ascosporas del hongo.

4. Seleccion del material en el campo

Se utilizd la misma técnica descrita en el primer experimento.

5. Seleccion del material en el laboratorio

El tejido de hoja necrosado recolectado se lavo con agua destilada esteéril, luego se incubd a
temperatura ambiente dentro de fundas plasticas de 5kg, conteniendo papel toalla
humedecido por espacio de 48 horas para homogenizar la maduracion de los peritecios.

Después de las 48 horas de incubacion, se recortaron fragmentos de 2x2cm del material

afectado.
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6. Descarga de ascosporas

Los fragmentos de tejido necrosado se graparon a un disco de papel filtro de 10cm de
diametro, con el haz del fragmento pegado al disco. Por cada disco se utilizo un fragmento
de tejido necrosado. Los fragmentos de hoja se asperjaron con cada uno de los productos
biorracionales con la ayuda de un atomizador manual, antes de colocarlos en las tapas de las
cajas Petri, donde se dejaron por el tiempo de media hora para que las ascosporas sean
descargadas sobre el medio de cultivo Agar — Agua al 2%. Posteriormente, se retiraron los

discos de papel filtro con las secciones de hoja necrosadas.

7. Variables registradas
7.1 Numero de ascosporas descargadas (#AD)

Se contabiliz6 el nimero total de ascosporas descargadas en el tiempo de media hora en
cada uno de los tratamientos. Este conteo se realiz6 con la ayuda de un microscopio,
tomandose como &rea de evaluacion el campo ocular, utilizando un lente 6ptico con aumento

de 16x para identificar las ascosporas.

7.2 Porcentaje de germinacion (%)

Se contabilizo el nimero de ascosporas germinadas y no germinadas en el tiempo de dos
horas en cada uno de los tratamientos. Este proceso se lo realizé tomando como éarea de
evaluacion el campo ocular utilizando un lente 6ptico con aumento de 16x para identificar

las ascosporas.

I. Tercer experimento: Eficacia de los productos biorracionales para reducir la incidencia

de Sigatoka negra en plantulas de platano barraganete.

1. Disefio experimental

Los tratamientos utilizados en el presente ensayo consideraron dos factores. El primer factor
correspondio a las etapas de pre y post inoculacion del patogeno (M. fijiensis) y el segundo
factor por la aspersion de los productos Biorracionales en estudio. Para el efecto, se utilizd
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un Disefio Completamente al Azar con arreglo factorial de 2 x 6 con 5 observaciones
(repeticiones). El esquema del analisis de varianza se presenta en el cuadro 5. Para la
diferencia de las medias de los tratamientos, se empled la prueba de rangos mdltiples Tukey
al 95% de la probabilidad.

Cuadro 5. Anélisis de varianza

Fuente de variacion Grados de libertad
Factor 1 (tratamiento) t-1 5
Factor 2 (inoculacion) i—1 1
Factor 1 x Factor 2 (t-1)(-121) 5
Error ti(r—1) 48
Total tir-1 59

2. Descripcién de Metodologia

Se procedié a realizar pre y post inoculaciones, tanto de M. fijiensis como de los productos

estudiados, en plantulas de platano Var. Barraganete (AAB).

3. Obtencion de vitroplantas para la inoculacion

Para la prueba de invernadero se utilizaron vitroplantas de platano Var. Barraganete (AAB)
de 10 semanas de edad, reproducidas y multiplicadas en el laboratorio de Biotecnologia de
la EET-Pichilingue del INIAP, las mismas que fueron sembradas en fundas de 8 x 12
pulgadas, que contenian un sustrato compuesto por tierra de montafia y aserrin de balsa en
relacion 4:1, respectivamente. Se uso un total de 60 plantas, 30 para aplicar los
biorracionales antes de inocular M. fijiensis y 30 para aplicar los biorracionales después de

la inoculacién del hongo.

4. Origeny aislamiento del patégeno

Para el aislamiento del patégeno, se utilizd la técnica descrita por Stover (1976). Se
recolecto tejido foliar de platano afectado por la enfermedad en el estadio seis, segun la
escala de Fouré (1985). En el laboratorio se seleccionaron segmentos de hoja con la mayor
cantidad de peritecios, se lavaron con agua destilada estéril y se colocaron dentro de fundas

plasticas con papel toalla humedecido por 48 horas para homogenizar la maduracién de los
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peritecios. Después de este tiempo, se recortaron fragmentos de 2 x 2 cm, se graparon a
discos de papel filtro de 10 cm de didmetro con el haz pegado al disco, que luego se
sumergieron en agua destilada estéril por 5 minutos. Inmediatamente despues se los colocd
dentro de las tapas de las cajas Petri, de forma, que el envés de los fragmentos quedo
expuesto al agar-agua (2%) contenido en la caja petri, y se dejé descargar por 2 horas.
Seguidamente se colocaron en incubacion (26 °C) también por 48 horas en total oscuridad

para estimular la germinacién de las ascosporas.

Las ascosporas germinadas se capturaron individualmente con la ayuda de una aguja de
diseccion estéril, y se transfirieron a PDA (2%), manteniéndolas en incubacion a 26 °C por
20 dias, en condiciones de total oscuridad (Barcos, 2009). Estas colonias se trasfirieron a
cajas Petri conteniendo medio solido PDA-V8 (PDA + 25 ml de jugo V8) y se mantuvieron
en incubacién por 20 dias en condiciones de luz constante a 26 °C para estimular la

esporulacion (Alvarado et al. 2002; Intriago 2009).
5. Preparacion del in6culo

Las colonias de micelio formadas en el medio V8 liquido, se separaron del liquido a través
de cuatro capas de gazas estériles, se maceraron en un mortero con agua destilada estéril mas
Tween 20, se agitaron en vortex y se las volvio a filtrar a través de dos capas de gaza. Asi
mismo la concentracion se determind con un hemacitometro ajustandose para esta prueba a
8 x 10° fragmentos de micelio/mL. Finalmente a ambas suspensiones se les agrego gelatina
(1%) para que se adhiera mejor a la superficie de las hojas y de los fragmentos en el

momento de la inoculacién.
6. Inoculacion de vitroplantas

La inoculacion se realizO mediante un atomizador manual conteniendo la suspension
calibrada de esporas del organismo, cubriendo toda la superficie inferior (envés) de la hoja
namero uno (Ultima hoja en abrirse completamente) de cada planta.

Terminado el proceso de inoculacion, las plantas fueron colocadas en un cuarto himedo

donde permanecieron por espacio de tres dias con una humedad al 100 por ciento.
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Las plantas se mantenian bajo condiciones de invernadero, donde recibieron riego por
aspersion sobre el follaje por un periodo de dos horas al caer la tarde. En el siguiente dia se
realizd riegos cada 3 horas por 30 minutos hasta que completaron 48 horas post
inoculacion. Después de este tiempo, el riego se suministro por dos horas diarias siempre al
final del dia, durante 60 dias. Esto permitié mantener la humedad ambiental alrededor del
100% durante la noche, cayendo durante el dia, garantizando asi una alternancia de

humedad, necesaria para el desarrollo de los sintomas de la enfermedad.

7. Aplicacion de los productos

Se aplicaron los productos con la ayuda de una aspersora manual de 2 I, disolviendo cada
uno de los productos en 250ml. de agua y se colocaron posteriormente a la aspersora manual

para aplicarlos en el follaje de las plantas.

8. Formas de aplicacion

8.1 Se inoculd M. fijiensis y después de dos dias se aplicaron los productos estudiados.

8.2 Se aplicaron primero los productos estudiados y luego de dos dias se inoculé M. fijiensis.

La evaluacién se realizo al tercer dia después de realizar la inoculacion tanto del hongo
como de los productos biorracionales siguiendo la escala de Romero (2005).

9. Variables registradas
9.1 Periodo de incubacion (PI)

Se contabilizo el nimero de dias desde el momento de la inoculacion hasta la aparicion del

primer sintoma en cada uno de los tratamientos en estudio.
9.2 Area afectada (%)

Se calculé el porcentaje del area afectada utilizando la escala de Romero (2005), a los 7, 14,
21, 28, 35, 42, 49 y 56 dias, después de la inoculacién.
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IV. RESULTADOS

A Efecto de los productos biorracionales sobre la germinacion de las ascosporas
del hongo M. fijiensis descargadas en medio sélido Agar — agua mas la dosificacion del
biorracional correspondiente bajo condiciones de laboratorio.

Este primer ensayo consta de dos variables que son nimero de ascosporas descargadas en el
medio agar agua y el porcentaje de germinacion de ascosporas, esta Ultima basado en una

operacion de matematica basica que determina el porcentaje de ascosporas germinadas.

El ADEVA para el nUmero de ascosporas descargadas no presentd diferencia estadistica
entre los tratamientos. Mientras que, en la variable porcentaje de ascosporas germinadas si
se observa diferencia estadistica significativa, tal como se muestra en el cuadro del apéndice
1. El tratamiento con 3B112 S.C. obtiene 0% de ascosporas germinadas, lo que indica que
este tratamiento es el de mejor resultado ya que no germind ninguna ascospora, seguido de
los testigos, BANKIT que apenas obtiene el 8% de ascosporas germinadas; el TESTIGO
(absoluto) y el tratamiento con el producto TRICHOEB 5WP, no presentan diferencia
estadistica y obteniendo porcentajes de 90 y 94%, respectivamente. En los Gltimos puestos
se ubican los productos de Mundo Verde ECOFLORA y ECOFUNGI con 100% de
germinacion cada uno, y no existiendo diferencias estadisticas entre ellos (Cuadro 6).

Cuadro 6. Numero de ascosporas descargadas y porcentaje de ascosporas germinadas
en ensayo de determinacion del efecto de cinco productos “Biorracionales”

sobre Mycosphaerella fijiensis, en platano (Musa AAB) EET-Pichilingue,

INIAP, 2011.
TRATAMIENTOS VARIABLES
Ascosporas descargadas Ascosporas germinadas (%)
3B112S.C. 25 0 a
BANKIT 25 8 b
TESTIGO 29 90 c
TRICHOEB 5WP 27 94 ¢
ECOFLORA 29 100 d
ECOFUNGI 29 100 d

Porcentajes de diez cajas Petri evaluadas y analizadas en el programa INFOSTAT.
Letras diferentes en las columnas indican diferencias significativas segiin la prueba de Tukey (p<= 0,05)
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B. Eficacia de los productos Biorracionales sobre la esporulacién de M. fijiensis,
asperjando los fragmentos de tejido infectados con cada uno de los productos

biorracionales y dejando descargar las ascosporas en medio sélido agar agua.

En el segundo experimento para las variables nimero de ascosporas y porcentaje de
germinacién de ascosporas, se determind que existe diferencia estadistica significativa, tal

como se muestra en el cuadro del apéndice 2 y segun la prueba de Tukey (Cuadro 7).

En la variable nimero de ascosporas descargadas, los mejores niveles se presentan entre los
tratamientos BANKIT (testigo referencial) y 3B112 S.C. (16 y 17, respectivamente),
seguido de los tratamientos TRICHOEB 5WP con 25, ECOFLORA con 27, ECOFUNGI
con 28 y el TESTIGO (absoluto) con 29 (Cuadro 7).

En la variable porcentaje de ascosporas germinadas, los niveles mas éptimos se presentan
en el tratamiento 3B112 S.C. con 49,13% de ascosporas germinadas seguido del testigo
referencial BANKIT con 68,54%, luego de este le sigue el TESTIGO (absoluto) con
87,74%, TRICHOEB 5WP con 93,12% y por ultimo no existiendo diferencia entre ellos los
productos de mundo verde ECOFLORA y ECOFUNGI con 100% de ascosporas

germinadas (Cuadro 7).

Cuadro 7. Numero de ascosporas descargadas y porcentaje de ascosporas germinadas
en ensayo de determinacion del efecto de cinco productos “Biorracionales”

sobre Mycosphaerella fijiensis, en platano (Musa AAB) EET-Pichilingue,

INIAP, 2011.
TRATAMIENTOS VARIABLES
Ascosporas descargadas  Ascosporas germinadas (%0)
3B112 S.C. 17 a 49,13 a
BANKIT 16 a 68,54 b
TESTIGO 29 b 87,74 c
TRICHOEB 5WP 25 b 93,12 cd
ECOFLORA 27 b 100,00
ECOFUNGI 28 b 100,00 d

Porcentajes de diez cajas Petri evaluadas y analizadas en el programa INFOSTAT.
Letras diferentes en las columnas indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (p<= 0,05)
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C. Eficacia de los productos Biorracionales para reducir la incidencia de Sigatoka

negra en plantulas de platano barraganete con la pre y post inoculacion del patégeno.

En el tercer experimento, se observaron las siguientes variables Periodo de incubacion,
Porcentaje del &rea afectada. En el (cuadro 8) se muestra que si existen diferencias

estadisticas significativas para las variables periodo de incubacién y &rea afectada.

En la variable periodo de incubacion, el testigo referencial BANKIT mostré el periodo de
incubacion mas extenso con 26 dias, por lo que se diferencia del resto, seguido del
tratamiento 3B112 S.C. con 20 dias, los productos de Mundo Verde, ECOFLORA y
ECOFUNGI con 15 y 15 dias, respectivamente, quedando en el tltimo puesto y presentando
los periodos mas cortos, los productos TRICHOEB 5WP con 13 dias y el TESTIGO
(absoluto) con 12 dias (Cuadro 8).

Analizando la variable area afectada, se observa que el testigo referencial BANKIT presenta
el menor &rea con 15,25%, seguida del 3B112 S.C. con 16,81%, los productos ECOFLORA
y ECOFUNGI con 18,37% para ambos, en pendltimo lugar el producto TRICHOEB 5WP
con 24,97%, el producto que mas area afectada presento fue el TESTIGO (absoluto) con un
25,40% (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Efecto de los productos biorracionales en el periodo de incubacion de
Sigatoka negra y porcentaje del area afectada en ensayo en la
determinacion del efecto de cinco productos “Biorracionales” sobre

Mycosphaerella fijiensis, en platano (Musa AAB) EET-Pichilingue, INIAP,

2011.
TRATAMIENTOS VARIABLES
PI AA (%)
BANKIT 26 a 1525 a
3B112 S.C. 20 b 1681 b
ECOFLORA 15 ¢ 18,37
ECOFUNGI 15 ¢ 18,37
TRICHOEB 5WP 13 d 2497 d
TESTIGO 12 d 25,40 e

Porcentajes de diez vitroplantas evaluadas y analizadas en el programa INFOSTAT.

Letras diferentes en las columnas indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (p<= 0,05)
(PI) Periodo de incubacién

(AA) Area afectada

Por otro lado, al analizar el efecto de los productos biorracionales en la etapa de pre y post
inoculacion de Mycosphaerella fijiensis (Mf) se observa en el (cuadro 9) que si existié
diferencia estadistica, dando como resultado para las dos variables estudiadas periodo de
incubacion y area afectada una marcada diferencia de la aplicacion de Mf pre + Prod sobre
la aplicacion de Prod + Mf post. El tratamiento “Mf pre + Prod” consistié en inocular las
esporas de M. fijiensis y luego aplicar los productos, y el tratamiento “Prod + Mf post”

primero se aplicaron los productos y luego las esporas de M. fijiensis.

Cuadro 9. Efecto de la aplicacion de los productos biorracionales en la etapa de pre y
post inoculacion de M. fijiensis, respecto al periodo de incubacion y
porcentaje del area afectada, en ensayo de determinacion del efecto de
cinco productos “Biorracionales” sobre M. fijiensis, en platano (Musa
AAB) EET-Pichilingue, INIAP, 2011.

TRATAMIENTOS VARIABLES
Periodo de incubacion Area afectada (%)
Mf. pre + Prod. 17 a 18,38 a
Prod + Mf. Post 16 b 21,34 b

Letras diferentes en las columnas indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (p<= 0,05)
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En la figura 5 relacionada a la variable periodo de incubacion, se aprecia que tanto la
aplicacion previa como post inoculacion de la esporas de M. fijiensis, tienen un
comportamiento similar en ciertos productos, no asi en 3B112 S.C. y BANKIT, en que la
aplicacion del producto posterior a la inoculacion de las esporas del patégeno dio mejores
resultados con valores de 21 y 27 dias, respectivamente. Cabe recalcar también que el
testigo referencial BANKIT, fue superior a todos los otros tratamientos, tanto en la
aplicacion previa como en la post aplicacion de las conidias de Mycosphaerella fijiensis

(Apéndice, cuadro 4).

Periodo de incubacion

®M.f+ Prod.

Dias

® Prod + M.f

Productos Biorracionales

Figura 5. Interaccion del producto con la inoculacién de M. fijiensis en la
Variable Periodo de incubacion EET-Pichilingue, INIAP, 2011.

En la figura 6, se puede observar que la aplicacion de los productos biorracionales luego de
la inoculacion de las esporas de M. fijiensis presentaron en su mayoria un menor porcentaje
del area afectada. No asi en el TESTIGO (absoluto) que no hubo diferencias, y en el
TRICHOEB 5WP en que la menor area afectada se presenta cuando primero se realizo la

aplicacion del producto y luego las ascosporas del hongo. (Apéndice, cuadro 4).
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Figura 6. Interaccion del producto con la inoculacion de M. fijiensis en
la variable area afectada EET-Pichilingue, INIAP, 2011.
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V. DISCUSION

En el primer y segundo experimento realizado a nivel de laboratorio los resultados tienen
gran similitud, utilizando pequefios fragmentos de hojas de Musa spp que presentaban
estrias de Sigatoka negra en el estadio 6. Para el primer experimento se realizo la descarga
de las esporas sobre medio agar agua, que contenia cada uno de los productos
biorracionales estudiados donde se determiné su eficacia sobre el desarrollo del hongo, para
el segundo experimento los fragmentos de hojas infectados fueron asperjados con los
productos biorracionales estudiados, donde se determind el efecto sobre la germinacion de
las esporas del patdgeno. Sin embargo pese a estos dos diferentes métodos de aplicacion de
los productos los resultados fueron estadisticamente iguales. El producto 3B112 S.C.
presentd el menor nimero de ascosporas germinadas siendo el dominador absoluto, seguido
del testigo referencial BANKIT, TRICHOEB vy por ultimo los productos ECOFLORA y
ECOFUNGI. Dados estos antecedentes, siendo el producto 3B112 un fungicida botéanico de
contacto y el testigo referencial BANKIT un fungicida sistémico, ambos son inhibidores de
esporas se justificaria que hayan sido los de mejor resultado. Después del testigo referencial
le sigue un fungicida biolégico que su modo de accion es la competencia, asi también los
productos ECOFLORA y ECOFUNGI que son organicos y su funcion principal no es la de
un fungicida. Estos datos comparados con los obtenidos por Garcia (2003) son superiores,
ya que este Gltimo reporta que el 75 % de las ascosporas germinaron con el producto
BANKIT mientras que en la presente investigacion apenas alcanz6 68,54%. Por otra parte,
en cuanto a los resultados obtenidos en el tratamiento TRICHOEB 5WP a base de conidias
de Trichoderma spp enunciamos lo expuesto por Arzate, et al (2006) manifiesta que de 25
cepas nativas de Trichoderma spp se seleccionaron ocho que presentaron inhibicion en el
crecimiento de Mycosphaerella fijiensis. Las cepas J20, J25, J24, J7, J12 y J11 tuvieron el
antagonismo mas agresivo, inhibiendo el desarrollo y crecimiento sobre el fitopatégeno

ademas de tener un potencial de biocontrol.

En el tercer experimento donde se utilizaron vitroplantas de platano cv. Barraganete, el
testigo referencial BANKIT mostré un efecto superior estadisticamente seguido de 3B112

S.C. En tercer lugar y sin diferencia estadistica se ubicaron los productos ECOFLORA y
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ECOFUNGI, luego el TRICHOEB vy por ultimo el TESTIGO absoluto. EI BANKIT un
producto sistémico con accién preventiva como curativa, 1o que puede indicar su diferencia
estadistica con el resto de productos estudiado. El producto que le sigue en eficiencia es un
fungicida de contacto 3B112 S.C, que inhibe la formacion de las esporas, lo que podria ser
la raz6n por la cual estos dos productos presentaron los periodos de incubacion mas largos
y una menor area afectada. Garcia (2003), el BANKIT posee un mayor efecto protectante,
su translocacion es via xilema a distancias mas largas del punto de aplicacion. Los
ingredientes activos, afloran por difusion a la superficie de la hoja en direccion al
movimiento xilematico inhibiendo la germinacion de ascosporas hasta 9 dias después de ser
aplicado, pero no hay efecto sobre la inhibicién de esporas para areas adyacentes en
direccién al floema. Por ultimo, los productos organicos son una buena alternativa
preventiva, mas que curativa, ya que estos tienen un modo de accidén por competencia de

alimentos y por contaminacion por sus excretas ya que provienen de microorganismos.

La metodologia usada (una sola aplicacion de los productos, seguido por la inoculacién de
M. fijiensis), provoco el dafio total de las hojas, posiblemente por la concentracion del
inéculo, lo que no permitié observar efecto en las etapas finales ni siquiera con Bankit. Sin

embargo nos da la pauta para usar mas aplicaciones del producto en pruebas posteriores.

Con los antecedentes expuestos a excepcion del tercer experimento, el producto 3B112 S.C.
sobresale en la investigacion. Sin embargo, al analizar el tercer experimento este producto
se ubica por debajo del BANKIT, en que permite aceptar la hipdtesis planteada en la
presente investigacion que dice; “Existen productos biorracionales capaces de controlar
la Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis) en Musaceas y permitir por tanto la
reduccion del uso de moléculas quimicas y su efecto nocivo en el ambiente de las

plantaciones, manteniendo sus niveles de productividad”.
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VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En base a los resultados obtenidos en la presente investigacion se emiten las siguientes

conclusiones y recomendaciones.

A

Conclusiones

El testigo referencial BANKIT continda siendo un producto adecuado para el manejo
de Sigatoka negra en Musas. EIl producto presentd los mejores resultados sobre la
reduccion de la incidencia de la Sigatoka negra en plantulas de platano cv.

Barraganete (AAB), en las dos variables estudiadas.

Los biorracionales ECOFLORA y ECOFUNGI, al igual que el TRICHOEB 5WP, se
presentan como una posibilidad de control de M. fijiensis especialmente en
condiciones de baja incidencia de la enfermedad de modo que se reduce el uso de

productos quimicos (Bankit) susceptibles de desarrollar resistencia del patégeno.

El producto 3B112 S.C. presento los mejores resultados en la inhibicion de la
germinacion sobre la germinacion del hongo Mycosphaerella fijiensis en medio Agar-

agua. Sin embargo, es un producto que aun no es comercial.

Independientemente del producto usado, todos ejercieron una actividad mas bien
protectora, reduciendo la accion del hongo en presencia del producto, la excepcién

fueron 3B112 S.C. y BANKIT que tuvieron adicionalmente cierta accion terapéutica.

Los productos usados presentan buena actividad antifingica aun en presencia inicial
del hongo, por lo tanto pueden usarse a nivel de campo en periodos de alta incidencia,
con alta posibilidad de control aunque ya el hongo se haya en la planta. Esta accion es
mas visible con el BANKIT y el 3B112 S.C.
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Recomendaciones

Se recomienda que se gestione el registro oficial del producto 3B112 S.C. que

presento los mejores resultados.

Continuar con investigaciones de estos productos biorracionales, para desarrollar

nuevas alternativas organicas para reducir o eliminar el uso de productos quimicos.

Repetir esta investigacion a nivel de campo para confirmar resultados de su

comportamiento en plantaciones establecidas.

Probar programas de fumigacion de Musas combinando los productos biorracionales

con la estrategia de manejo integrado del cultivo.
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VIl. RESUMEN

La Sigatoka negra es una enfermedad foliar causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis
que ataca al cultivo de banano y platano en el mundo, generando grandes pérdidas en
produccidn, con alta inversion en agroquimicos como método efectivo de control. Por ello,
es importante desarrollar alternativas que permitan reducir el costo economico y ambiental.
El uso de controladores bioldgicos, genéricamente conocidos como “biorracionales”, para el
manejo alternativo de la Sigatoka negra en el cultivo de platano, podria ser una estrategia
promisoria de control. El presente estudio fue realizado en la Estacion Experimental
Tropical Pichilingue del INIAP y tuvo como objetivo estudiar la eficacia de cinco
productos biorracionales para el manejo de la Sigatoka negra (M. fijiensis) en el cultivo de
platano (Musa AAB) a nivel de laboratorio e invernadero. Los productos biorracionales
estudiados son: TRICHOEB 5WP (Acondicionador del suelo), ECOFLORA
(Acondicionador bioldgico), ECOFUNGI (Inoculante de micorrizas), 3b112 S.C. (Inhibidor
de la esporulacion de hongos) y el BANKIT (Fungicida sistémico). En los ensayos de
laboratorio se midieron las variables, total de ascosporas descargadas, y el porcentaje de
germinacion, y en el ensayo de invernadero se midio el periodo de incubacion (PI), y el
porcentaje del area afectada (AA), de acuerdo a la escala descrita por Romero 2005. Para
los dos primeros ensayos se utilizd un Disefio Completamente al Azar (DCA) y para el
tercer ensayo se utilizé un Disefio Completamente al Azar con arreglo factorial de 2 x 6 con
5 observaciones. Para la diferencia de las medias de los tratamientos, se empled la prueba de
rangos multiples Tukey al 95% de la probabilidad. En el primer ensayo el efecto del
producto 3B112 S.C. sobre la germinacion del hongo M. fijiensis en medio agar agua,
obtuvo los mejores resultados. En el segundo ensayo el producto 3B112 S.C. presento la
mejor eficacia sobre la formacion del hongo M. fijiensis en fragmentos de hoja respecto al
namero de ascosporas Yy porcentaje de ascosporas germinadas. En el tercer ensayo, el Bankit
presentd la mayor eficacia sobre la reduccion de la incidencia de la Sigatoka negra en
plantulas de platano cv. Barraganete (AAB), respecto al periodo de incubacion y porcentaje

de area afectada, seguido del tratamiento 3B112 S.C.
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SUMMARY

The Black Sigatoka is a leaf disease caused by the fungus Mycosphaerella fijiensis that
attacks the banana and plantain in the world, causing great losses in production, with high
investment in agrochemicals as an effective method of control. It is therefore important to
develop alternatives to reduce the economic and environmental cost. The use of biological
controls, generically known as "biorational” for alternative management of black Sigatoka
in banana cultivation could be a promising strategy for control. This study was conducted at
the Experimental Station INIAP Pichilingue Tropical and aimed to study the effectiveness
of five biorational products for the management of black Sigatoka (M. fijiensis) in the
cultivation of plantain (Musa AAB) in the laboratory and emissions. Biorational products
studied are: TRICHOEB 5WP (soil conditioner), EcoFlora (Conditioner biological),
ECOFUNGI (mycorrhizal inoculant), 3b112 SC (Inhibitor of sporulation of fungi) and
BANKIT (systemic fungicide). In laboratory tests variables were measured, total ascospores
discharged, and the percentage of germination, and in the greenhouse trial measured the
incubation period (IP), and percentage of the affected area (AA) of According to the scale
described by Romero 2005. For the first two trials used a completely randomized design
(CRD) and the third trial used a completely randomized design with factorial arrangement
of 2 x 6 with 5 observations. For the difference of treatment means, we used the Tukey
multiple range test at 95% probability. In the first test the effect of product 3B112 SC on the
germination of the fungus M. fijiensis in water agar, obtained the best results. In the second
trial the product 3B112 S.C. presented the best efficiency on the formation of the fungus M.
fijiensis in leaf fragments on the number of ascospores and percentage of germinated
ascospores. In the third trial, showed the highest efficiency Bankit on reducing the incidence
of black Sigatoka in banana seedlings cv. Barraganete (AAB), with respect to the incubation

period and percentage of affected area, followed by treatment 3B112 SC.
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APENDICE



Cuadrol. Anadlisis de varianza en experimento sobre la determinacion del efecto de
cinco productos Biorracionales sobre Mycosphaerella fijiensis agente

causal de la Sigatoka negra en platano (Musa AAB) EET-Pichilingue,

INIAP, 2011.
Fuente de Grados Suma de Cuadrados  Valor de Valor de
Variacion de Cuadrados medios Fisher Probabilidad 5%

Libertad

Variable ascosporas descargadas. CV% 22,27
Tratamiento 5 224,88 44,98 1,23 0,3064 NS
Error 54 1969,30 36,47

Variable ascosporas germinadas. CV% 5,52

Tratamiento 5 113078,46 22615,69 1763,16 <0,0001  **
Error 54 703,42 13,03

* Significativo
** Altamente significativo
NS No significativo

Cuadro 2. Analisis de varianza en experimento sobre la determinacion del efecto
de cinco productos Biorracionales sobre Mycosphaerella fijiensis agente
causal de la Sigatoka negra en platano (Musa AAB) EET-Pichilingue,
INIAP, 2011.

Fuente de Grados Sumade Cuadrados Valor Valor de

Variacion de Cuadrados  medios de Probabilidad 5%
Libertac Fisher
Variable ascosporas descargadas. CV% 22,62

Tratamiento 5 1657,93 331,59 11,67 <0,0001 il

Error 54 1534,80 28,42
Variable ascosporas germinadas. CV% 7,09

Tratamiento 5 20595,44 4119,09 118,60 <0,0001 e

Error 54 1875,49 34,73

** Altamente significativo
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Cuadro 3.  Anadlisis de varianza en experimento sobre la determinacion del efecto de
cinco productos Biorracionales sobre Mycosphaerella fijiensis agente
causal de la Sigatoka negra en platano (Musa AAB) EET-Pichilingue,

INIAP, 2011.
Fuente de Grados Suma de Cuadrados  Valor de Valor de
Variacion de Cuadrados medios Fisher Probabilidad 5%
Libertad

Variable Periodo de incubacion. CV% 5,56
Tratamiento 5 1401,73 280,35 320,40 <0,0001 **
Inoculacion 1 5,40 5,40 6,17 0,0165 *
Interaccion 5 17,20 3,44 3,93 0,0046 **
Error 48 42,00 0,87

Variable area afectada. CV% 0,78
Tratamiento 5 918,11 183,62 7652,31 <0,0001 kel
Inoculacion 1 131,86 131,86 5495,10 <0,0001 *x
Interaccion 5 164,76 32,95 1373,26 <0,0001 *x
Error 48 1,15 0,02

* Significativo
** Altamente significativo

Cuadro 4. Efecto de productos biorracionales sobre M. fijiensis en platano cv.
Barraganete aplicados en la etapa de pre y post inoculacion del patégeno.
EET - Pichilingue, INIAP, 2011.

TRATAMIENTO VARIABLES

Periodo de incubacién Area afectada (%)

Factor 1

(Mycosphaerella TRICHOEB 5WP 13,20 de 26,20 i

Fijiensis + ECOFLORA 14,60 d 15,65 c

Producto) ECOFUNGI 14,60 d 15,65 c
3B112 S.C. 21,40 c 13,38 a
BANKIT 27,00 a 14,00 b
TESTIGO 12,00 e 25,40 h

Factor 2

(Producto + TRICHOEB 5WP 13,20 de 23,74 g

Mycosphaerella ECOFLORA 15,00 d 21,09 f

Fijiensis) ECOFUNGI 14,80 d 21,09 f
3B112 S.C. 19,40 c 20,25 e
BANKIT 24,80 b 16,50 d
TESTIGO 12,00 e 25,40 h

Letras diferentes en las columnas indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (p<= 0,05)
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Figura 1. Escala de sintomas de la Sigatoka negra descrita por Fouré (1985).

Estadio 1. Corresponde a una pequefia decoloracion
aproximadamente 1 mm de largo, cloroética o amarilla en la
fase inicial y visible Unicamente 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.

Estadio 2. 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
comunmente “pizca”.

Estadio 3. La estria aumenta sus dimensiones haciéndose
méas larga y méas ancha. Es a partir de esta fase cuando
aparecen los conidiéforos los cuales dan lugar a la
produccién de conidios.

Estadio 4. Este se presenta como una mancha oval que toma
una coloracion marrén o pardo oscuro en el enveés y negra
en el haz de la hoja.

Estadio 5. Se caracteriza por ser una mancha totalmente
negra con tendencia eliptica y rodeada por un halo amarillo
cuyo centro empieza a deprimirse.

Estadio 6. Si el desarrollo de la enfermedad llega a alcanzar
esta fase, el centro de la mancha se seca y llega a ser blanco-
grisdceo, en el que pueden apreciarse claramente la
presencia de peritecios del hongo.
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Figura 2. Escala de Romero (2005) para la evaluacion de resistencia a Sigatoka negra en
vitroplantas de Musa spp. Inoculadas artificialmente con M. fijiensis, bajo
condiciones controladas de invernadero.

GO = Sin sintomas.

G1 (< 3%) Menor o igual al de un 3% de la lamina
foliar con sintomas.

G2 (< 7%) Menor o igual al de un 7% de la lamina
foliar con sintomas.

G3 (< 15%) Menor o igual al de un 15% de la
lamina foliar con sintomas.

G4 (< 20%) Menor o igual al de un 20% de la
lamina foliar con sintomas.

G5 (<30%) Menor o igual al de un 30% de la
lamina foliar con sintomas.

G6 (< 40%) Menor o igual al de un 40% de la
lamina foliar con sintomas.

G7 (£ 50%) Menor o igual al de un 7% de la lamina
foliar con sintomas.

G8 (> 50%) Mayor del 50% de la ld&mina foliar con
sintomas.
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Figura 3. Proceso del aislamiento de M. fijiensis para la obtencion de colonias. EET-
Pichilingue, INIAP, 2011.
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Figura 4. Observacion de las ascosporas descargadas en medio sélido agar-agua mas la

dosificacion de cada uno de los productos biorracionales estudiados. EET-
Pichilingue, INIAP, 2011.
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Figura 5. Proceso de la preparacion del in6culo de M. fijiensis. EET-Pichilingue, INIAP,
2011.
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Figura 6. Proceso de descargas de ascosporas de M. fijiensis asperjando los fragmentos con

los productos biorracionales antes de realizar la descarga. EET-Pichilingue,
INIAP, 2011.
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Figura 7. Esquema de la inoculacién de M. fijiensis en vitroplantas de platano cv.
Barraganete (Musa AAB). EET-Pichilingue, INIAP, 2011.




Figura 8. Esquema de la aplicaciéon de los productos biorracionales en el follaje de las
Vitroplantas de platano cv. Barraganete (Musa AAB). EET-Pichilingue, INIAP,
2011.
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Figura 9. Esquema del desarrollo de sintomas de la Sigatoka negra en vitroplantas de
platano cv. Barraganete EET-Pichilingue, INIAP, 2011.
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Continuacién de figura 9.........c.cccceveveeeen,
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