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Resumen

El objetivo de la investigacion fue determinar la reaccion de 14 genotipos de muséaceas frente a
Mycosphaerella fijensis, agente causal de la Sigatoka negra. Se condujeron dos experimentos en el
Departamento de Proteccion Vegetal de la Estacion Experimental Pichilingue del Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP), Ecuador. Los genotipos evaluados fueron: banano Orito (AA),
Guineo de jardin, Williams, Filipino, Gros Michel, Mulato y Morado, del genoma (AAA), y los platanos
Limefio, Maquefio, Dominico, Dominico-Hartén, Dominico gigante, Dominico negro y Barraganete, del
genoma AAB. Se usaron dos métodos de inoculacion: a) in vitro sobre fragmentos de hoja con una suspension
de conidios y b) inoculacion de plantulas de ocho semanas de edad con una suspension micelial. En el primer
caso se midio el periodo de incubacion (PI) y el nimero de lesiones a los 14 y 20 dias después de la
inoculacion (DDI). En invernadero, se registrd el Pl, tiempo de evolucion de sintomas (TES) y tiempo de
desarrollo de la enfermedad (TDE). Se determinaron diferencias estadisticas significativas (p < 0,05) para
todas las variables evaluadas; los cultivares Orito (AA) y Limefio (AAB) calificaron como resistentes,
mientras que todos los demas fueron susceptibles, aunque mostraron un rango de variabilidad en la respuesta a
las inoculaciones.

Palabras clave: cultivares de Musa; inoculacion; inéculo; resistencia; biodiversidad.

Abstract

The aim of this research was to determine resistance reaction of 14 Musa genotypes against Mycosphaerella
fijensis, causal agent of Black Sigatoka disease. Two experiments were conducted in laboratory and
shadehause at Pichilingue research Station from the National Institute of Agricultural Research (INIAP),
Ecuador. Genotypes considered were: Orito (AA), Guineo de jardin, Williams, Filipino, Gross Mitchel,
Mulato and Morado, (AAA); Limefio, Maquefio, Dominico, Dominico-Hartén, Dominico gigante, Dominico
negro and Barraganete from the AAB genome. Two inoculation methods were used to asses’ resistance: a) in
vitro inoculation over leaf fragments with a conidial suspension, and b) inoculation of eight weeks old
seedlings with a mycelial suspension of the fungus. In the first case, the incubation period (IP) and the number
of lesions at 14 and 20 days after inoculation (DDI) were measured. For in vitro trial, the incubation period
(IP) and the number of leaf lesions 14 and 20 days after inoculation (DDI) were measured, and for seedlings,
Pl, period of symptoms evolution (TES) and time for disease development (TDE) were recorded. Statistically
significant (p < 0.05) differences were found for all variables. Cultivars Orito (AA) and Limefio (AAB)
qualify as resistant while all the others were susceptible, though response to inoculation within the latter group
showed a range of variability.
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1. Introduccion

La Sigatoka negra (Mycosphaerella
fijiensis Morelet.), es la enfermedad foliar
mas destructiva en musaceas, esta
considerada entre las ocho enfermedades
que amenazan la seguridad alimentaria
mundial y la del banano como principal
especie fruticola tropical (Panissi, 2010;
Alvarez et al., 2013; Drenth y Guest,
2016). El patdgeno destruye el area foliar
por efecto de la excrecion de la fitotoxina
“juglone”, interrumpiendo el trasporte de
electrones en las membranas del
cloroplasto, provocando necrosis del tejido
foliar (EI Handrami et al., 2005; Amari et
al., 2011). Ademés, se ha demostrado la
activacion de genes por parte del hongo
durante el proceso patogénico con
musaceas (Hidalgo et al., 2016; Noar y
Daub, 2016a; Noar y Daub, 2016b).

La enfermedad reduce significativamente
la eficiencia fotosintética y, en conse-
cuencia, afecta el llenado de frutos, reduce
el tamafio y peso del racimo con la
consiguiente merma en la produccion del
cultivo (Hidalgo et al., 2006; Rodriguez y
Cayon, 2008). La enfermedad también se
manifiesta en la maduracién prematura de
frutos en campo o en el trayecto a
mercados de destino, dando lugar a la
“pulpa cremosa”, que representa el
principal riesgo de pérdida al que se
enfrentan productores y exportadores de la
fruta (Guzmén et al., 2013). Esto como
consecuencia del reducido nimero de
hojas funcionales a floracion y cosecha
(Rodriquez et al., 2012).

Existen diversos métodos para el control
de Sigatoka negra, entre los cuales el
guimico y cultural son mayormente usados
(Guzman et al., 2013; Chillet et al., 2013;).
Sin embargo, a pesar de un uso intenso de
practicas culturales, el control eficaz de
Sigatoka negra se basa en el uso de
agroquimicos, lo cual es preocupante por
el incremento de casos de perdida de
sensiblidad del patdgeno hacia fungicidas
(Silveira et al., 2014; Aguilar et al., 2014;
Fabiane et al.,, 2015). Actualmente, se
cuantifican entre 15 y 60 aplicaciones

anuales de fungicidas para el combate de
Sigatoka negra, lo que representa el 78%
de la inversion total de pesticidas
utilizados en la produccion de musaceas
(Pérez, 2013). Desde el punto de vista
preventivo, econémico y ambiental, la
resistencia genética de cultivares es el
método con mayor eficacia y soste-
nibilidad para control de Sigatoka negra
(Cuéllar et al., 2010; Sanchez et al., 2016;
Arango et al., 2016); sin embargo, debido
a su naturaleza, el desarrollo de resistencia
genética en Musa spp es muy dificil debido
a la reproduccidn vegetativa caracteristica
de todos los cultivares de musaceas y es
necesario incorporar otras tacticas de
control como alternativa o complemento
del control quimico, tales como el control
biolégico, la nutricion e induccion de
resistencia (Aguirre et al., 2015; Sagratzki
et al., 2015; Marcano et al., 2016).

En este contexto, se vienen desarrollando
investigaciones relacionadas al uso de la
diversidad genética intra-especifica local,
como nueva herramienta para manejar
plagas y enfermedades, puesto que a
mayores niveles de biodiversidad intra-
especifica en una parcela, se dispone de
mayores fuentes de resistencia (Marcillo,
2014). Recientes estudios han demostrado
que la mezcla intra-especifica de cultivares
con diferentes niveles de resistencia
(monocultivos heterogéneos), limita el
desarrollo de enfermedades al reducir el
tejido susceptible de uno de los cultivares,
dado que el movimiento de in6culo desde
una planta susceptible a otra, se ve
obstaculizado por la presencia de plantas
resistentes (Jarvis et al., 2011; Mulumba et
al., 2012; Tuo Seydou et al., 2017). Con la
finalidad de implementar sistemas de
siembra intra-especificos en la produccion
comercial de musdceas como una estrate-
gia més del Manejo Integral Fitosanitario,
es necesario conocer los niveles de
resistencia a Sigatoka negra presentes en
cultivares locales de banano y platano. La
deteccion de niveles de resistencia a
Sigatoka negra en condiciones de campo,
es muy costosa y extensa, por lo cual se
han implementado métodos tempranos de
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evaluacion en condiciones controladas, a
travées de inoculaciones artificiales
(Alvarado et al., 2003; Acosta et al.,
2004), lo que ha permitido simplificar
procesos de seleccion principalmente para
programas de mejoramiento genético
(Kumakech et al., 2015). Lamentable-
mente, en Musa spp, estos esfuerzos han
estado dirigidos practicamente a un solo
cultivar, el Cavendish, aunque con
resultados  relativos ~ (Giménez vy
Colmenares, 2004; Cuéllar et al., 2010).
Con el fin de romper la uniformidad del
monocultivo de Musa en manos de
pequefios productores es necesario conocer
los niveles de respuesta de todas las
opciones a disposicion del productor, en
relacion a la enfermedad. identificando
tempranamente genotipos promisorios con
caracteristicas de resistencia.

Investigaciones describen diversas meto-
dologias de inoculacion artificial de M.
fijiensis, entre las cuales destaca la de
Pérez et al. (2006a) y Pérez et al. (2006b),
quienes inocularon conidios de M. fijiensis
en fragmentos de hoja in vitro de clones de
banano y platano para determinar resis-
tencia, y la agresividad de cepas de M.
fijiensis nativas de Cuba. Otra metodologia
de evaluacion temprana, quizads la mas
usada, es la inoculacion de M. fijiensis en
vitroplantas a nivel de invernadero, donde
se descartan los genotipos susceptibles
(Abadie et al., 2008; Cuéllar et al., 2010).
Por otra parte, desde que se descubrié que
juglone es la principal toxina que produce
M. fijiensis durante su proceso patogénico,
se utiliza como fuente de indculo para
seleccionar  tempranamente  genotipos
resistentes a la enfermedad (Giménez y
Colmenares, 2004; El Handrami et al.,
2005; Amari et al., 2011).

En este contexto, el objetivo del presente

estudio fue identificar el grado de
tolerancia y/o resistencia de varios
genotipos de musaceas presentes en

Ecuador al atagque de Sigatoka negra,
mediante metodologias de evaluacion
temprana.

2. Materiales y métodos

El experimento se desarrollé en el labora-
torio e invernadero del Departamento
Nacional de Proteccion Vegetal de la
Estacion Experimental Tropical Pichi-
lingue, del Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP),
Quevedo, Ecuador. Se realizaron dos
ensayos separados, uno in vitro a nivel de
laboratorio, donde se inoculé M. fijiensis
sobre fragmentos de hoja y otro a nivel de
invernadero realizando la inoculacion en
vitroplantas de ocho semanas de edad.

Genotipos evaluados

Se evaluaron catorce genotipos locales de
muséaceas, siete pertenecientes al grupo
gendmico AAB, seis al AAA y uno al AA
(Tabla 1).

Origen y preparacion del inéculo

Para ambos ensayos, el indculo se obtuvo a
partir de aislamientos monoascosporicos
M. fijiensis. Para el ensayo in vitro, se
utiliz6 como fuente de in6culo una
suspension conidial que fue ajustada a una
concentracion de 40 conidios mL™, segln
lo propuesto por Pérez et al. (2006a). Para
el ensayo de invernadero, el indculo fue
una suspensién de micelio y esporas
(UFC), obtenido mediante maceracion vy
filtrado de colonias procedentes de cultivos
monoascoporicos. En ambos casos la
suspension fue ajustada a 10° UFC mL7,
segin la concentracion propuesta por
Alvarado et al. (2003), Acosta et al. (2004)
y Leiva et al. (2010). El contaje se realizo
con la cdmara de Newbauer.

Origen y preparacion del material
vegetal

Algunos de los cultivares a probarse estan
ampliamente disponibles en fincas; sin
embargo, en este estudio se probaron
cultivares menos conocidos y dificiles de
conseguir en la edad y condiciones que se
necesitaban, por lo que se decidi6 multi-
plicar todos los cultivares por cultivo de
tejido en el laboratorio de biotecnologia de
la  Estacion  Experimental  Tropical
Pichilingue del INIAP.
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Tabla 1

Genotipos de Musa inoculados en pruebas de resistencia a M. fijiensis

el Grupo genémico Subgrupo’ PloidiaY
(nombre comun en Ecuador) Pog grup

Limefio AAB Plantain tipo Iholena Triploide
Maquefio AAB Plantain tipo Maia Maoli Triploide
Dominico AAB Plantain tipo French Triploide
Dominico gigante AAB Plantain tipo French Triploide
Dominico negro AAB Plantain tipo French Triploide
Dominico-Hartén AAB Plantain tipo French Triploide
Barraganete AAB Plantain tipo Horn Triploide
Guineo de seda AAA Gros Michel Triploide
Williams AAA Cavendish Triploide
Filipino AAA Cavendish Triploide
Guineo de jardin AAA Cavendish Triploide
Guineo morado AAA Red Triploide
Guineo mulato AAA Green red Triploide
Orito AA Sucrier Diploide

Clasificacion y ploidia de acuerdo a Daniells et al. (2001), Ploetz et al. (2007) y de Langhe et al. (2010).

Ensayo in vitro (fragmentos de hoja)
Para el ensayo in vitro se utilizd una
modificacion de la metodologia propuesta
por Pérez et al. (2006a): se colectaron
limbos foliares correspondientes a la hoja
N° 1 completamente expandida, en
plantulas de ocho semanas de edad. De
esta hoja se cortaron fragmentos de 3,5 x
3,5 cm. A continuacion se lavaron con
agua destilada estéril, y se colocaron en
placas de Petri conteniendo agar-agua
semiliquido (2 g de agar.L™ de agua) + 40
ug.mL? de benzimidazol, lo cual fue
estandarizado en ensayos previos al
experimento, dado que Pérez et al. (2006a)
utilizaron agar-agua solido. Los fragmen-
tos se colocaron en contacto con el medio
agar-agua semiliquido por el lado adaxial
(haz). Para evitar que los extremos del
fragmento se separen del agar, Pérez et al.
(2006a) recomiendan colocar sobre cada
fragmento, wuna lamina transparente
plastica estéril del mismo tamafio interior
de la placa, dejando solamente wun
cuadrado de 3 x 3 cm para realizar las
inoculaciones. Sin embargo, en pruebas
previas de ajuste, se estableci6 que
utilizando agar-agua semiliquido es
suficiente para evitar que los extremos del
fragmento de hoja se separen del agar, por
lo cual no fue necesario utilizar la lamina
plastica transparente.

La superficie expuesta del fragmento de
hoja (envés) se inoculd con 100 pL de la
suspension conidial (40 conidias mL™1),
utilizando una micro pipeta automatica, y
luego se distribuy6 el indculo sobre la
superficie del fragmento con un pincel
esterilizado. Realizada la inoculacion, las
placas Petri fueron selladas con parafilm y
colocadas en una cdmara climatizada a 26
°C bajo luz fluorescente, hasta observar la
aparicion de sintomas y completar el
registro de datos. Se registro el periodo de
incubacion (PI), que comprende desde la
inoculacion hasta la aparicion del primer
sintoma (pizca E1). También se registrd el
tiempo de evolucion de los sintomas
(TES), que comprende desde la aparicién
del primer sintoma o estado E1 hasta el
estado E6 de la enfermedad, segun la
escala de Fouré (1985) (Figura 1).
Ademas, se contabilizé diariamente el
namero de lesiones que aparecieron sobre
los fragmentos a los 14 y 20 dias después
de la inoculacion. Se utilizd un disefio
completamente aleatorizado (DCA) con
ocho repeticiones por tratamiento. El
andlisis de datos se realizd a traves del
ANOVA, y la separacion de medias con la
prueba de Tukey (p < 0,05). Se utiliz6 para
el andlisis estadistico el paquete estadistico
Infostat Profesional version 2008.
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Mancha (E4)

Mancha clorotica (ES)

Estria (E3)

Mancha grisacea (E6) |

Figura 1. Escala de evolucién de los sintomas de Sigatoka negra segin Fouré (1985).

Ensayo en invernadero

En invernadero se siguié la metodologia
propuesta por Leiva et al. (2010). Se
utilizaron pléantulas de ocho semanas de
edad, las cuales crecieron en macetas
plasticas de 1 kg de capacidad, sobre
sustrato compuesto por compost, arena y
cascarilla de arroz en relacion 4:3:3. Siete
dias antes de la inoculacion, las plantas
fueron colocadas en un cuarto de
inoculacion a condiciones de humedad
(90%) y sometidas a luz constante para dar
condiciones Optimas de desarrollo del
patégeno y causar infeccion, puesto que la
luz es necesaria para el proceso patogénico
de M. fijiensis (Beltran et al., 2014). Antes
de la inoculacion, se agregd 1% de gelatina
a la suspension de micelio con la finalidad
de que el indculo se fije a la superficie de
la hoja (Leiva et al., 2010). Inmedia-
tamente, la suspension de micelio se aplico
con un pincel en toda la Id&mina foliar de la
cara abaxial (envés) de las tres hojas méas
jovenes completamente extendidas. Se
dejo secar la superficie inoculada por dos
horas, y luego se mantuvo la humedad
relativa entre 90-100%, por medio de
micro-nebulizadores que se accionaban
cada 15 minutos por 15 segundos. Esta
humedad se mantuvo constante durante los
primeros tres dias, posteriormente oscilaba
por encima del 80%, hasta la aparicién de
sintomas y desarrollo completo de la

enfermedad. En cada cultivar se evaluaron
los siguientes parametros:

Periodo de incubacion (P1): tiempo entre
la inoculacion y la aparicién de las
primeras lesiones (pizca) por el envés de la
hoja, segln la escala de Fouré (1985).
Tiempo de evolucion de sintomas (TES):
nimero de dias entre la aparicion de los
primeros sintomas (pizca) y la aparicién
del dltimo estadio de la enfermedad
(manchas grisaceas), segun la escala de
Fouré (1985).

Tiempo de desarrollo de la enfermedad
(TDE): tiempo considerado desde la
inoculacién hasta la aparicion del estado
més avanzado de la enfermedad (mancha
grisacea), segun la escala de Fouré (1985).

Finalmente, se evalu6 a los 15, 30, 45y 60
dias después de la inoculacion, el grado de
afectacion en cada cultivar asignandole el
correspondiente nivel de resistencia, segin
la escala propuesta por Alvarado et al.
(2003) (Tabla 2).

Para la fase de invernadero, se utiliz6 un
disefio completamente aleatorizado (DCA)
con ocho repeticiones por tratamiento
(genotipos). El analisis de datos se realizd
a traves del ANOVA, vy la separacion de
medias con la prueba de Tukey (p < 0,05).
Se utiliz6 para el analisis estadistico
Infostat Profesional Version 2008.
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Tabla 2

Escala de evaluacion de niveles de resistencia en genotipos de Musa a Sigatoka negra de acuerdo a

Alvarado et al. (2003)

Sl ole Descripcion
afectacion P
0 Predominio de hojas sanas
1 Predominio de hojas con pequefias lesiones puntiformes de coloracion rojiza
2 Predominio de hojas con manchas de contornos irregulares o regulares de coloracion
rojiza por el envés de las hojas
3 Predominio de hojas con manchas de contornos irregulares o regulares de coloracion
pardo-rojiza por el haz.
4 Predominio de hojas con manchas negras (elipticas o redondeadas), con bordes clordticos
y halo acuoso y la presencia de sectores verdes
5 Predominio de hojas con manchas negras con centros grises las hojas pueden colgar del

pseudotallo

Clasificacion de los genotipos de acuerdo al grado de afectacion

Resistentes: estados 0-1
Parcialmente

resistentes: estados 2-3
Susceptibles: estados 4-5

3. Resultados y discusion

Ensayo in vitro (fragmentos de hoja)

Las variables periodo de incubacion y
nimero de lesiones a los 14 y 20 dias
mostraron diferencias altamente significa-
tivas (p < 0,01) en ambos periodos de
evaluacion (Tabla 3). Los resultados bajo
condiciones in vitro evidencian que los
cultivares Orito (AA) y Limefio (AAB)
presentan mayor tolerancia a la
enfermedad, al mostrar un periodo de

Tabla 3

incubacion mas largo y menor cantidad de
lesiones a los 14 y 20 dias después de la
inoculacion (Tabla 3). En contraste, los
clones de banano Guineo de jardin,
Williams, Guineo de seda y Filipino todos
con el genoma AAA, presentaron mayores
niveles de susceptibilidad a la enfermedad,
al presentar mayor nimero de lesiones y
un periodo de incubacién relativamente
corto.

Periodo de incubacién y nimero de lesiones a los 14 y 20 dias después de la inoculacién en 14
genotipos de Musa, inoculados con M. fijiensis sobre fragmentos de hoja in vitro

2012 2013
Genotipos Pl Numero de lesiones Pl Numero de lesiones
14 dias 20 dias 14 dias 20 dias

Orito (AA) 8,00 a 37,38d 49,38 ¢ 8,75a 38,75 f 50,25 e
Limefio (AAB) 7,25 a 36,38d 47,88 ¢ 7,75ab 36,75 f 50,13 e
Maquefio (AAB) 5,50 b 48,88 c 60,38 b 6,25bc  48,13de 60,63 cd
Dominico (AAB) 5,88 b 48,38 ¢ 60,25 b 6,00cd 4725e 59,00d
Dominico-Harton (AAB) 5,88 b 4925bc  60,63b 6,38 bc 49,13 b-e 60,00 cd
Dominico gigante (AAB) 5,75bc 51,50abc 66,00 ab 588cd 51,00a-e 65,75a-d
Dominico negro (AAB) 575bc 48,88c  60,25Db 588cd 48,63c-e 59,63cd
Barraganete (AAB) 5,63b-d 52,63abc 63,38 ab 588cd 51,25a-e 62,50 bcd
Guineo morado (AAA) 5,63b-d 53,63abc 67,13 ab 5,75cd 5450a-d 67,13 abc
Guineo mulato (AAA) 5,63b-d 52,88abc 68,13 ab 563cd 5250a-e 70,13 ab
Guineo de jardin (AAA) 463 cde 53,75abc 69,25 ab 538cd 55,13ab 70,38 ab
Filipino (AAA) 450de 5513 abc 70,13 a 4,88cd 54,75abc 70,25 ab
Guineo de seda (AAA) 4,13 e 56,00ab 71,88a 488cd 56,75a 72,38 a
Williams (AAA) 4,38¢e 57,60 a 70,63 a 4,63d 56,88 a 73,13 a
Error estandar 0,47 1,73 2,96 0,88 1,39 2,16
p-valor 0,0001** 0,0001** 0,0001** 0,0001** 0,0001** 0,0001**

Medias dentro de columnas seguidas con la misma letra no difieren significativamente segin el test de Tukey (p < 0,05).

**Significativo al 1%. PI: Periodo de incubacion.
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Por su parte, los clones de platano
Maquefio, Barraganete, Dominico-Hartén,
Dominico, Dominico negro y Dominico
gigante todos con el genoma AAB, junto a
los clones de banano Guineo morado y
mulato con el genoma AAA, mostraron un
comportamiento intermedio, en cuanto a
periodo de incubacién y ndmero de
lesiones (Tabla 3).

Los resultados obtenidos en el presente
experimento concuerdan con los reportes
de Pérez et al. (2006a), quienes observaron
mas de 90 lesiones en fragmentos de hoja
del cultivar Gran Enano (altamente
susceptible), en contraste a las 23 lesiones
observadas en FHIA-02 (parcialmente
resistente) durante el mismo periodo de
evaluacion.  Similar  tendencia  fue
observada por Pérez et al. (2006b) a los 14
y 20 dias después de la inoculacion con
dos cepas M. fijiensis sobre fragmentos de
hojas de los mismos cultivares reportados
por Pérez et al. (2006a).

Con el promedio de las dos épocas de
evaluacion (2012 y 2013) se grafico la
dindmica de evolucion de sintomas de
Sigatoka negra sobre fragmentos de hoja,
lo cual evidencia mayor tolerancia de los
cultivares Orito (AA) y Limefio (AAB),
dado que en ambos genotipos se alcanzé
como maximo hasta el estado E3 de la
enfermedad, que ocurrié alrededor de los
14 — 15 DDI, tiempo en el cual se detuvo

20

la evolucion de los sintomas (Figura 2). En
contraste, los cultivares de banano Guineo
de jardin, Filipino, Guineo de seda y
Williams todos con el genoma AAA
mostraron alta susceptibilidad al patégeno,
puesto que el estado E3 se alcanzd en un
tiempo tres veces inferior al de los
anteriores. Los cultivares de banano
Guineo morado (AAA) y Guineo mulato
(AAA), junto a los cultivares de platano
AAB mostraron un tiempo de evolucién de
sintomas intermedio (Figura 2).

Los resultados se asemejan a los
reportados por Pérez et al. (2006a),
quienes observaron sobre fragmentos de
hojas, que el cultivar Gran Enano
(altamente susceptible) alcanzd el estado
E5 de la enfermedad durante el tiempo de
evaluacion, mientras que en cultivares
parcialmente resistentes como los FHIA-
02, FHIA-23, FHIA-18 y FHIA-21 el
estado E5 no fue alcanzado y el estado E3
fue dos veces mayor con respecto a Gran
Enano. Por su parte, Giménez vy
Colmenares (2004) con otra metodologia
de inoculacion in vitro basada en las
toxinas de M. fijiensis, observaron altos
indices de toxicidad en banano Williams
(altamente susceptible) a concentraciones
de 0,05 pgemL?, mientras que los
cultivares Yangambi km 5 y FHIA-21
(resistentes) fueron tolerantes a las toxinas,
en concentracion de 50 pg mL™.

15 A

Dias de evolucion
—
o
)

pannnnnnan
SN

TRRWWW

ARNOTOOOLWWY

T T T T T
E4 E6

El E2 E3 E5
FEstadios de Sigatoka negra segun escala de Fouré (1985)
® Orito (AA) Limefio (AAB) B Maqueio (AAB)
® Dominico (AAB) ® Dominico-Harton (AAB) Dominico gigante (AAB)
Dominico negro (AAB) ¥ Barraganete (AAB) Guineo morado (AAA)

Guineo mulato (AAA)
Il Guineo de seda (AAA)

& Guineo de jardin (AAA)
7 Williams (AAA)

= Filipino (AAA)

Figura 2. Duracion en dias de la evolucion de sintomas de Sigatoka negra (E1: pizca, E2: raya, E3:
estria, E4: mancha, E5: mancha clorética, E6: mancha grisacea) en los fragmentos de hoja de

catorce genotipos de Musa inoculados in vitro.
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En consecuencia, los resultados obtenidos
junto a los reportados por los autores
mencionados, validan la potencialidad de
las metodologias de inoculacion artificial
in vitro para la evaluacion temprana de
reacciones de resistencia de diferentes
clones de muséceas.

Ensayo en invernadero (vitroplantas)

En ambos periodos de evaluacion (2012 y
2013), las variables PI, TES y TDE
mostraron diferencias altamente significa-
tivas (p <0,01). El banano Orito (AA) y el
platano Limefio (AAB) fueron estadisti-
camente iguales, pero difieren al resto de
cultivares. Ambos se destacaron por un
mayor nivel de tolerancia a la enfermedad,
al alcanzar valores de 25 y 24 dias de PI,
50 y 48 dias para TESy 76 y 71 dias para
TDE, que son periodos mas prolongados
en comparacion a los demas cultivares
(Tabla 4). Por el contrario, los cultivares
de banano guineo de jardin, Williams,
Filipino y Gros Michel, todos con el
genoma AAA, se agruparon en un rango de
significancia comuan, al alcanzar un PI
entre los 16 y 17 dias, TES entre los 36 y
37 dias y completaron el TDE entre los 43
y 48 dias, que son tiempos relativamente
cortos y reflejan mayor susceptibilidad a la

Tabla 4

enfermedad. Por su parte los cultivares de
banano Mulato y Morado (AAA), junto a
los demés cultivares de platano AAB
mostraron valores intermedios de Pl, TES
y TDE en relacién a los deméas clones
descritos (Tabla 4).

Los resultados se asemejan a los de Molina
y Castafio (2003) quienes observaron
menor tiempo en PI, TES y TDE en los
clones Gros Michel y Dominico-Harton
considerados susceptibles y mayor PI, TES
y TDE en los clones FHIA-01, FHIA-17 y
FHIA-21 que son clones tolerantes a
Sigatoka negra. Resultados similares fue-
ron hallados por Acosta et al. (2004)
quienes observaron menor TES y TDE en
el banano Gran Enano (altamente suscep-
tible) en contraste al FHIA-18 (resistente)
gue presento mayor TES y TDE bajo
condiciones de casa de cultivo. Asimismo,
Divine et al. (2011) y Leiva et al. (2015)
reportaron resultados muy acordes a los
hallados en este estudio. En este contexto,
la importancia de los resultados hallados
radica, en que el método de inoculacion en
invernadero con suspension de micelio fue
eficaz para discriminar resistencia tem-
prana entre cultivares de banano y platano
a Sigatoka negra.

Periodo de incubacién (PI), Tiempo de evolucion de los sintomas (TES) y Tiempo de desarrollo de
la enfermedad (TDE) en vitroplantas de 14 genotipos de Musa, inoculados con M. fijiensis

Genoti 2012 2013
Enotipos PI TES TDE PI TES TDE
Orito (AA) 25,38 a 50,13 a 75,50 a 26,00 a 52,17a 76,88a
Limefio (AAB) 23,63 a 47,63 a 71,25 a 24,88 a 4975a 72,38a
Maquefio (AAB) 19,63 b 4163b 60,63 b 20,75 b 4338b 6050b
Dominico (AAB) 19,00bc  41,25b 54,63 ¢ 19,63 b 4138b 54,13c
Dominico-Harton (AAB) 19,63 b 40,25 bc 53,38 cd 20,38 b 42,13 b 53,63 cde
Dominico gigante (AAB) 18,88 bc 41,75 b 58,38 bc 18,63 bc 41,88b 58,13 bc
Dominico negro (AAB) 19,25bc  40,75b 54,13 ¢ 19,38 b 40,63b 5450c
Barraganete (AAB) 19,00 bc 39,75 bc 54,75 ¢ 19,25b 41,25b  53,75cd
Guineo morado (AAA) 19,00bc  39,38bcd 56,88 bc 19,25 b 40,63b 55,25 bc
Guineo mulato (AAA) 1850bc  39,38bcd 53,25 cd 18,63 bc 40,63b 52,63 cde
Guineo de jardin (AAA) 16,38 d 35,75 e 48,13 de 16,38 cde 36,63 c 48,25 def
Filipino (AAA) 17,25 cd 35,75¢e 4725¢e 16,75 cd 3488c 48,00 ef
Guineo de seda (AAA) 15,88 d 36,75 de 45,63 e 15,50d 35,25¢ 46,00 f
Williams (AAA) 16,25 d 37,38cde  43,38¢ 16,50 cd 3488c 4450f
Error estandar 1,45 2,98 11,35 2,00 3,47 10,93
P-valor 0,0001**  0,0001** 0,0001** 0,0001**  0,0001** 0,0001**

Medias dentro de columnas seguidas con la misma letra no difieren significativamente segun el test de Tukey
(p < 0,05). **Significativo al 1%; PI: Periodo de incubacion; TES: Tiempo de evolucion de sintomas; TDE:

Tiempo de desarrollo de la enfermedad.
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Con el promedio de las dos épocas de
evaluacion (2012 y 2013), se graficd la
evolucion de sintomas de Sigatoka negra
para los diferentes genotipos evaluados a
nivel de invernadero (Figura 3). Los
cultivares de banano Orito (AA) y platano
Limefio (AAB) alcanzaron todos los
estados evolutivos de la enfermedad en un
mayor periodo de tiempo, que comprendid
entre los 71y 76 dias, lo cual refleja mayor
tolerancia al patégeno. En contraste los
cultivares de banano Gros Michel, guineo
de jardin, Filipino y Williams del genoma

AAA, alcanzaron el méaximo estado
evolutivo alrededor del dia 45, lo que
demuestra la alta susceptibilidad de estos
clones a Sigatoka negra. Los cultivares de
banano Mulato y Morado del genoma
AAA presentaron estados evolutivos
similares a los demas cultivares de platano
AAB, los mismos que mostraron una
reaccion intermedia a la enfermedad al
alcanzar el maximo estado de desarrollo de
la enfermedad (E6) entre los 54 — 60 dias
después de la inoculacion.

30,00
70,00
60.00 1
50,00
40,00 -
30,00 1
20,00 - N
10,00 1 1
0,00 - =1

Dizs de evolucion

El

R R R R N

R R AR R

E4

Ej
Estadios de Sigatoka negra segin escala de Fouré (1985)

B Orito {AA)

® Dominico (AAB)

¥ Dominico negro (AAB)
Guineo mulato (AAA)

I Guineo de seda (AAA4)

Limefio (AAB)
¥ Domimco-Harton {AAB)
" Barraganete (AAB)
8 Guineo de jardin (AA4)
# Williams(AAA)

B Naquefio (AAB)
Dominico gizante {AAB)
Guineo morado (AAA)

= Filipino (AAA)

Figura 3. Duracion en dias de la evolucion de sintomas de Sigatoka negra (E1: pizca, E2: raya, E3:
estria, E4: mancha, E5: mancha clorética, E6: mancha grisacea) en vitroplantas de 14 cultivares de

Musa inoculados en invernadero.

Lo hallado coincide a lo reportado por
Leiva et al. (2002) quienes observaron el
estado E5 de la enfermedad a las ocho
semanas después de la inoculacion en el
banano Gran Enano (considerado como
altamente susceptible), mientras que el
clon FHIA-18 (parcialmente resistente)
alcanzd el estado E3 en el mismo periodo
tiempo. Similar situacion reporté Alvarado
et al. (2003) que registraron el estado E4
en banano Gran Naine (susceptible) a los
60 dias después de la inoculacién, en
contraste a los cultivares FHIA-01, FHIA-
18 y FHIA-21 (parcialmente resistentes)
gue alcanzaron el estado E2 en el mismo
tiempo de evolucidn, lo cual concuerda a

lo reportado por Acosta et al. (2004) para
los clones Gran Naine y FHIA-18.

De acuerdo a la escala de evaluacion de
Alvarado et al. (2003), los cultivares de
banano Orito (AA) y de platano Limefio
(AAB) se comportaron como parcialmente
resistentes a Sigatoka negra, mientras que
el resto de cultivares mostraron
susceptibilidad (Tabla 5). La reaccion de
resistencia parcial hallada para el platano
Limefio (AAB), coincide a lo descrito por
Mourichon et al. (2000) quienes
mencionan que los platanos del subgrupo
lholena como el Limefio, muestran una
resistencia parcial a la enfermedad.

_37_



G. Cederio et al. [ Scientia Agropecuaria 8 (1) 29 - 42 (2017)

Tabla5s

Reaccion de sensibilidad a Sigatoka negra de 14 genotipos de Musa de acuerdo a la escala de

Alvarado et al. (2003)

Grado de afectacion

Reaccidn a Sigatoka negra

Cultivares 15DDI* 30DDI__45DDI 60 DDI
Orito (AA) 0 1 2 3 Parcialmente resistente
Limefio (AAB) 0 1 2 3 Parcialmente resistente
Maquefio (AAB) 0 2 4 5 Susceptible
Dominico (AAB) 0 2 4 5 Susceptible
Dominico-Hartén (AAB) 0 2 4 5 Susceptible
Dominico gigante (AAB) 0 2 4 5 Susceptible
Dominico negro (AAB) 0 2 4 5 Susceptible
Barraganete (AAB) 0 2 4 5 Susceptible
Guineo morado (AAA) 0 2 4 5 Susceptible
Guineo mulato (AAA) 0 2 4 5 Susceptible
Guineo de jardin (AAA) 0 3 5 5 Susceptible
Filipino (AAA) 0 3 5 5 Susceptible
Guineo de seda (AAA) 0 3 5 5 Susceptible
Williams (AAA) 0 3 5 5 Susceptible

Clasificacion de los genotipos de acuerdo al desarrollo de sintomas a los 60 DDI

Resistentes
Parcialmente resistentes
Susceptibles

= grado de afectacion 0 - 1
= grado de afectacion 2 - 3
= grado de afectacién 4 - 5

*Dias después de la inoculacion.

En banano Orito (AA) los resultados se
asemejan a los encontrados por Cuellar et
al. (2010) en banano sedita (AA), quienes
hallaron una reaccién de resistencia
intermedia hacia la virulencia de varias
cepas de M. fijiensis en condiciones de
invernadero. Por su parte Daniells (2000)
describe a los bananos diploides del
subgrupo Sucrier (AA) como sensibles a
Sigatoka negra, sin embargo, menciona
gue esta respuesta varietal puede variar de
acuerdo al ambiente y a la virulencia de
cepas del patdgeno. Esto coincide a lo
reportado por Vera (2003), quien observo
diferentes niveles de virulencia entre cepas
de M. fijiensis aisladas de banano y platano
y provenientes de varios ambientes de
Ecuador. Por otra parte, informes de Jones
(1993) describen al banano Sucrier (AA)
como resistente a Sigatoka negra. De
manera opuesta, otros autores mencionan a
bananos diploides del subgrupo Sucrier
como sensibles a la enfermedad, aunque en
un grado menor a los del subgrupo
Cavendish y French Plantain (Giménez y
Colmenares, 2004; Amari et al., 2011). La
Figura 4 muestra el grado de dafio por M.
fijiensis a los 60 dias después de la
inoculacién en 14 genotipos de musaceas
bajo condiciones de invernadero.

La resistencia parcial mostrada por los
cultivares Orito (AA) y Limefio (AAB) a
Sigatoka negra, puede estar en funcion a
componentes anatdmicos, histologicos y
bioguimicos encontrados en otros culti-
vares con resistencia a la enfermedad
(Torres et al., 2009; Leiva et al., 2015). En
este sentido, Valerio et al. (2002) y
Hernandez et al. (2006) observaron que los
cultivares resistentes estan asociados a
mayores grosores cuticulares y epidérmi-
cos, asi como también a una menor
densidad estomatica, lo cual podria
dificultar la invasion y colonizacién del
tejido foliar. Sin embargo, resultados
posteriores obtenidos por Séanchez et al.
(2010) demuestran que los componentes
anatémicos no estdn completamente rela-
cionados a la resistencia o susceptibilidad
de cultivares a Sigatoka negra. Desde el
punto de vista bioquimico EI Hadrami et
al. (2005) y Amari et al. (2011) mencionan
que la resistencia puede estar asociada a
una mayor expresion de antioxidantes con
alta afinidad a las especies de oxigeno
reactivo (ROS), que se producen durante la
interaccion Musa — Mycosphaerella, lo
cual se relaciona a mayor tolerancia a la
enfermedad.
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Limeio (AAB)

Magqueiio (AAB)

Barraganete (AAB) Guineo morado (AAA)

Dominico-Hartén (AAB)

Guineo mulato (AAA) Guineo de seda (AAA)

Dominico (AAB)

Dominico negro (AAB)

Guineo de jardin (AAA) Filipino (AAA) Williams (AAA)

Figura 4. Grado de severidad de Sigatoka negra en 14 genotipos de Musa a los 60 dias después de

la inoculacion en invernadero.

Sin embargo, en base a los resultados
obtenidos en el presente estudio, no se
puede asegurar que estas caracteristicas
anatémicas y bioquimicas estén presentes
en los cultivares Orito (AA) y Limefio
(AAB), por lo tanto, solo es posible
hipotetizar que ocurre algo cercano a lo
descrito en los trabajos mencionados. Es
necesario realizar investigaciones encami-
nadas a estudiar la interaccion de los
cultivares Orito y Limefio con Sigatoka
negra, desde el punto de vista estructural y
bioquimico.

El desarrollo de estados evolutivos E1, E2
y E3 de la enfermedad mostré correlacion
positiva significativa entre ambas método-
logias de inoculacion (Tabla 6), lo cual

Tabla 6

sugiere que ambos métodos tienen
potencial para discriminar resistencia
temprana en cultivares de banano y
platano. Esto coincide a lo expuesto por
Pérez et al. (2006a), quienes describen que
la dinamica de evaluacion de sintomas en
los fragmentos de hoja correspondio6 con la
expresion de los sintomas en campo.

No fue posible evaluar en los fragmentos
de hoja el tiempo de evolucion de los
sintomas completamente (TES) ni el
desarrollo total de la enfermedad (TDE)
dado el corto periodo de sobrevivencia en
verde que presentaron los fragmentos
(alrededor de 18 — 22 dias), lo cual
concuerda a lo descrito por Pérez et al.
(2006a) y Pérez et al. (2006b).

Matriz de correlaciones lineales entre los estados evolutivos E1, E2 y E3 de la Sigatoka negra en 14
genotipos de muséceas inoculados in vitro (fragmentos de hoja) e invernadero (vitroplantas)

El El E2 E2 E3 E3
(frgamentos) (vitroplantas) (fragmentos) (vitroplantas) (fragmentos) (vitroplantas)
E1 (frgamentos) 1
E1 (vitroplantas) 0,983 1
E2 (fragmentos) 0,992 0,980 1
E2 (vitroplantas) 0,980 0,991 0,984 1
E3 (fragmentos) 0,979 0,984 0,985 0,989 1
E3 (vitroplantas) 0,967 0,985 0,968 0,991 0,976 1
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Por lo anterior, se deberia hacer ajustes al
protocolo para alargar la longevidad de los
fragmentos, o utilizar otras metodologias
de evaluacion temprana como las
reportadas por Giménez y Colmenares
(2004) y Amari et al. (2011) donde se
utiliza las toxinas del patdégeno como
in6culo para discriminar  resistencia
temprana en genotipos de musaceas.

Finalmente, estos resultados sugieren que
los cultivares Orito (AA) y Limefio (AAB)

muestran  buen potencial para ser
recomendados en el establecimiento de
sistemas de produccion basados en

mezclas intra-especificas de variedades
resistentes y susceptibles, con la finalidad
de reducir fuente de inoculo y altos niveles
de severidad de Sigatoka negra. En este
sentido, Zhu et al. (2000), Castilla et al.
(2003), Altieri y Nicholls (2004), Didelot
et al. (2007), Mulumba et al. (2012) y
Jarvis et al. (2011) sugieren que el
establecimiento de monocultivos heterogé-
neos (mezcla varietal) incrementa el uso de
la diversidad genética local y disminuye el
impacto de plagas y enfermedades sobre
los cultivos, asi como de agroquimicos
sobre los diversos agro-ecosistemas.

4. Conclusiones

El banano Orito (AA) y el platano Limefio
(AAB) mostraron mayor nivel de resis-
tencia a Sigatoka negra. La metodologia de
inoculacion temprana sobre fragmentos de
hoja se correlacioné positivamente con la
inoculacién en vitroplantas, por lo que
ambas técnicas pueden ser utilizadas en la
deteccion temprana de resistencia.

No fue posible evaluar el ciclo completo
de la enfermedad en fragmenteos de hoja,
por lo que se recomienda realizar ajustes al
procolo para incrementar la vida en verde
de los fragmentos. Los cultivares Orito
(AA) y Limefio (AAB) se presentan como
una oportunidad para ser explotados en
sistemas intra-especificos de produccion de
muséceas.
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