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Resumen

Esta investigacion contribuye a la busqueda de estrategias para el manejo de
la Sigatoka negra en banano. Sus objetivos estuvieron dirigidos a determinar
la influencia de calcio, cobre y boro sobre los parAmetros de crecimiento, a
nivel in vitro, de plantas de banano variedad Williams y su comportamiento
en el desarrollo de la Sigatoka negra. Para el estudio se disefiaron ocho
tratamientos con diferentes combinaciones y concentraciones de los tres
elementos y se empleo un testigo, constituido por el medio MS comercial.
Una vez sembrados los propagulos, se evalu6 semanalmente, durante 45
dias, los parametros agronémicos: altura de planta, nUmero de hojas, nimero
de raices y longitud de la raiz principal, a excepcion del largo y ancho de hoja
que se evaluo al finalizar esta parte del ensayo. Posteriormente, se tomaron
discos de hojas de las vitroplantulas y se realizaron inoculaciones dirigidas
con suspensiones conidiales (25ul por cada muestra a una concentracion de
3000conidias/mly con concentrado crudo toxico de M. fijiensis (2ul por cada
muestra), evaluandose los dafios de acuerdo a lo establecido en cada
ensayo. El analisis estadistico de los datos obtenidos permiti6 determinar
diferencias estadisticas entre los tratamientos y el control al evaluarse los
diferentes pardmetros estudiados, observandose una mayor significancia
entre tratamientos y control al evaluarse el pardmetro largo de la raiz

principal. Las evaluaciones realizadas con conidias no presentaron



diferencias estadisticas a pesar de que los tratamientos T3 (Ca;B;), T4
(CazBy), T5 (CuitB;), T6 (Cuxt+By), T7 (Ca;+Cu;+B;) y T8 (Cax+Cu,t+B))
presentaron menor grado de infeccion. En las muestras inoculadas con
concentrado crudo téxico se reflejaron diferencias estadisticas entre los
tratamientos y el control. Se pudo evidenciar un menor grado de infeccion en
las muestras tratadas con la combinacion de los tres elementos a mayor

concentracion del tejido foliar.

Palabras claves: Medio MS, In-vitro, concentrado crudo téxico, conidias,

Sigatoka negra.
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1. INTRODUCCION

El banano es una monocotiledonea del género Musa spp. Originaria del
sureste de Asia, desde donde se extendi6 a diferentes partes del mundo

como consecuencia de la migracion del hombre (36).

El cultivo del banano es uno de los mas importantes a nivel mundial, por ser
el alimento basico de millones de personas en los paises tropicales en vias
de desarrollo y constituye una importante fuente de ingreso para los

mercados locales e internacionales (22).

En la economia ecuatoriana la produccion bananera juega un papel
importante ya que representa para el pais el segundo rubro en importancia
economica después del petréleo. ElI Ecuador cuenta con un é&rea total
cultivada de 169,219 hectéreas que producen un volumen de exportacién de

4, 772,413 TM (40).

El cultivo del banano se ve afectado por una serie de patdgenos como son
hongos, bacterias, virus y neméatodos. La Sigatoka negra es una de las

enfermedades mas importantes del banano mundialmente; es causada por el



hongo Mycosphaerella fijiensis Morelet que afecta el area foliar del cultivo,
ocasionando elevadas pérdidas. Esta enfermedad constituye el principal
problema fitosanitario de la produccion en todos los paises productores. A
pesar de la importancia econdémica del cultivo y de los esfuerzos que se
realizan en diversos centros de investigacion, aun no ha sido posible

encontrar un control eficaz para la enfermedad.

Tradicionalmente, la principal estrategia de control de problemas
fitosanitarios en los cultivos ha sido la quimica. El banano no es la excepcion,
y problemas sanitarios como la Sigatoka negra ha incrementado el uso de
quimicos (12). Por lo tanto, es necesario contribuir con investigaciones que
permitan entender mecanismos naturales de resistencia a la enfermedad

(56).

Debido a que los nutrientes minerales acttan directa o indirectamente sobre
las funciones fisiol6gicas o forman parte de las estructuras de crecimiento y
de reproduccion (1), el estudio de la nutricibn mineral de elementos como
calcio, cobre, y boro es importante para verificar cOmo éstos nutrientes
ayudan al fortalecimiento de la célula asistiendo como mecanismos de
defensa en las plantas. Este es un factor que influye no solo en términos de

aumento de la produccién, como se analiza frecuentemente, sino que



ademas interviene en la calidad de los productos y en la tolerancia de la

planta al ataque de plagas y enfermedades.

Con estos antecedentes, la hipotesis de trabajo en esta investigacion fue la
siguiente: “Los elementos calcio, cobre, y boro intervienen en el crecimiento
de plantas de banano reproducidas in-vitro e inciden en la respuesta a
inoculaciones dirigidas de M. fijiensis”. Para comprobar esta hipétesis

nuestros objetivos de trabajo fueron los siguientes:

Objetivo General:

e Determinar la influencia de los nutrientes calcio, cobre y boro
en el desarrollo de plantas de banano de la variedad Williams
micropropagadas para inducir resistencia mecanica al ataque

de M, fijiensis Morelet.

Objetivos especificos:

e Evaluar el efecto de combinaciones y concentraciones de
calcio, cobre y boro sobre parametros de crecimiento, a nivel in

vitro, de plantulas de banano (Cavendish, variedad Williams).



Monitorear los sintomas producidos por la inoculacién dirigida
de estructuras asexuales del M, fijiensis sobre tejido foliar de
plantulas de banano, variedad Wiliams, tratadas con

combinaciones y concentraciones de calcio, cobre y boro.

Determinar los dafios causados por la inoculacion del
concentrado crudo toxico de M, fijiensis sobre tejido foliar de
plantulas de banano, variedad Williams, tratadas con

combinaciones y concentraciones de calcio, cobre y boro.



3.1.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de investigacion se desarroll6 en los laboratorios
del Centro de Investigaciones Biotecnolégicas del Ecuador (CIBE) de
la Escuela Superior Politécnica del Litoral (ESPOL), ubicado en el

Campus Politécnico Gustavo Galindo, en Guayaquil.

EFECTO DE LAS DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE CALCIO, COBRE Y
BORO SOBRE PARAMETROS DE CRECIMIENTO
DE VITROPLANTULAS DE BANANO DE LA
VARIEDAD WILLIAMS.

Se utilizaron 150 propégulos de la variedad de banano Williams, los
que fueron obtenidos del laboratorio de Biologia Celular del CIBE, el
material vegetal seleccionado mostr6 tener caracteristicas de calidad
idoneas para el estudio. Una vez que se contd con los propagulos
necesarios para la investigacién, se procedid a preparar los nueve
tratamientos bajo diferentes concentraciones de calcio, cobre y boro
(Tabla 3). Los medios fueron dispensados en tubos de ensayos de 15
cm. de largo por 2.5 cm. de diametro con tapas rosca, los que fueron
colocados en gradillas para mantener su posicion; seguidamente se

los esterilizd a 121°C durante 25 minutos. Los medios fueron
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colocados en repisas por una semana previa a la siembra de los
propagulos para observar que no existiera contaminacion por
microorganismos. Transcurrido este periodo, se hizo uso de una
camara de flujo laminar para realizar la siembra de los propagulos en
los tubos de ensayos. Una vez realizada la siembra, los nueve
tratamientos fueron colocados en gradillas etiquetadas conforme al
tratamiento y se las ubicO en un cuarto de crecimiento con luz

permanente, a temperatura ambiente (Figura 3).

FIGURA 3. CAMARA DE CRECIMIENTO IN-VITRO DE
PLANTULA.



TABLA 3
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COMPOSICION QUIMICA PARA 250ML DE MEDIO CULTIVO
USADO EN LOS NUEVE TRATAMIENTOS.

Reactivos Tratamientos

T#1 | T#2 | T#3 | TH#a | THs | THe | THT | TH#8 | T#O
NHiNOs | 115 5mg | 4125 | 4125 | 4125 | 41255 | 4125 | 4125 | 41255 | 4125
KNG, 475mg | 475 | 475 | 475 | 4715 | 4715 | 415 | 4715 | 475
CaClz 2H:0 | 165y | 220 | 165 | 220 | 110 | 110 | 165 | 220 | 110
MgSO.
7H,0 925mg | 925 | 925 | 925 | 925 | 925 | 925 | 925 | 92,5
KHzPO4 425mg | 425 | 425 | 425 | 425 | 425 | 425 | 425 | 425
Kl 0,207ml | 0,207 | 0,207 | 0,207 | 0,207 | 0,207 | 0,207 | 0,207 | 0,207
HsBOs 155ml | 155 | 232 | 31 | 232 | 31 | 232 | 31 | 155
MnSO,
7H,0 3oml | 3,9 39 | 39 | 309 3,9 3,9 3,9 3,9
ZnSOs
2H,0 215ml | 215 | 215 | 2,15 | 215 | 215 | 215 | 215 | 2.15
NaMoOQO4
2H,0 0,062ml | 0,062 | 0,062 | 0,062 | 0,062 | 0,062 | 0,062 | 0,062 | 0,062
CuSOs
5H,0 0,000ml | 0,012 | 0,006 | 0,006 | 0,009 | 0,012 | 0,009 | 0,012 | 0,006
CoCl6H:0 | 4 5o6mi | 0,006 | 0,006 | 0,006 | 0,006 | 0,006 | 0,006 | 0,006 | 0,006
NaEDTA | 5 aomi | 932 | 932 | 932 | 932 | 932 | 932 | 932 | 932
FeSOa
7H,0 249ml | 6,95 | 6,95 | 6,95 | 6,95 | 6,95 | 6,95 | 6,95 | 6,95
Mio-inositol | g 25 25 25 25 25 25 25 25
Acido
Nicotinico | 0,125mg| 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125
HCI
Piridoxina | 0,125mg | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125
HCI
Tiamina 0,025mg | 0,025 | 0,025 | 0,025 | 0,025 | 0,025 | 0,025 | 0,025 | 0,025
Sacarosa 7.5¢ 75 75 75 75 75 75 75 75
Agar 0.5g 05 | 05 [ o5 | 05 | 05 | 05 | 05 | 05
pH 57 57 | 57 | 57 | 57 | 57 | 57 | 57 | 57




40

Para medir el efecto de las concentraciones de calcio, cobre y boro en
el desarrollo de las vitroplantulas se mantuvo el ensayo durante 45

dias. Los parametros evaluados fueron los siguientes:

Altura de las plantas in-vitro (cm.)

e Numero de hojas

e Largo y ancho de hoja (cm.)

e NuUmero de raices

e Largo de la raiz principal (cm.)

Los datos se tomaron cada ochos dias, a excepcion del largo y ancho
de hoja, que se determind al finalizar el ensayo. Terminado este
ensayo, las hojas de las plantulas fueron utilizadas para realizar las
inoculaciones con conidias y concentrado crudo téxico de M. fijiensis

(Figuras 4y 7).
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Disefio experimental y modelo matemaético

El disefio experimental utilizado se muestra en la (Tabla 4). El modelo

matematico empleado fue el siguiente:

Y= U+ T+g; (-2, dondeg; ~ N(u,0?),

j=1.2,...,15

Donde:

() representa los 8 tratamientos que estuvieron conformados por las

diferentes mezclas de calcio, cobre y boro, méas el control.

() representa cada una de las observaciones (15 plantas) que se

evaluaron en los respectivos tratamientos.

Se establecié el supuesto matematico que el error o residuos siguen

una distribucién normal con media u=0 y varianza o?.

Para el experimento en estudio se hizo uso de un disefio Unifactorial
(un solo factor) de efectos fijos, donde cada nivel del factor

corresponde a las diferentes combinaciones de las concentraciones
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de cobre, boro y calcio, siendo los mismos un total de 9 tratamientos,
uno por cada nivel del factor. En cada uno de los tratamientos se
estudiaron 15 unidades experimentales (plantas), que crecieron bajo
las mismas condiciones, con la finalidad de que no existieran
perturbaciones que influyan o alteren el comportamiento de las
variables que se estudian, evitando la necesidad de determinar otro

factor perturbador.

TABLA 4

MODELO DEL DISENO EXPERIMENTAL

Disefio del Experimento

Tratamiento 1 TPy T1P; T1Pe T1P7 T1P1y TiPp
179.8Ca;+0.00954Cu; mg/L TiPs T1Ps T1P1

T1P4 T.Ps T1Pg T1P1g T1P1s T1Pss

Tratamiento 2 TPy ToP, ToPg T,P7 TPy ToP,
239.8Ca,+0.01272Cu, mg/L T2Ps T2Ps 2P

T.P4 ToPs T,Pg ToP1o TPy ToPy

Tratamiento 3 T3Py T3P, T3Pg T3P T3P11 T3Py
179.8Ca;+1.62B; mg/L T3Ps T3Ps TaP1s

T3P4 T3Ps T3Py T3Py T3P14 T3Pis

Tratamiento 4 TPy T4P; T4Ps T4P7 T4P11 T4P1o

239.8Ca,+2.16B, mg/L

T4P3 T4Ps T4P13

T4P4 T4Ps T4Pg T4P1o T4P1s T4Pys
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Tratamiento 5 TsP1 TsP2 TsPe TsP7 TsP1u TsPa
0.00954Cu,+1.62B; mg/L TsPs TsPs TsP1
TsPy TsPs TsPy TsP1o TsP1s TsPis
Tratamiento 6 TeP1 TeP2 TePs TeP7 TeP11 TeP12
0.01272CU,+1.62B, mg/L TePs ToPs ToP1s
TePa TePs TePy TeP1o TeP14 TeP1s
Tratamiento 7 T7P1 T7P T7Ps T7P7 T7P11 T7P1
179.8Ca;+0.000954CU, + 1.62 B, T7Ps T7Ps T7P1s
mg/L T7P4 T7Ps T7Py T7P1o T7P14 T7P1s
Tratamiento 8 TgP1 TgP> TgP1 TgPy TgP1 TgPy
239.8Ca,+0.01272Cu,+ 2.16 B, TeP1 TeP1 TeP1
mg/L TgP1 TgP; TgP1 TgP3 TgP1 TgPy
ToP1 ToP ToPs ToP7 ToP11 ToP12
Control Medio MS ToPs ToPs ToP1s
ToP4 ToPs ToPg ToP1o ToP14 ToP1s

Analisis Estadistico

Para el andlisis de los parametros durante el tiempo, se obtuvo el area
bajo la curva (ABC), valor matematico calculado para los parametros

medidos en una serie de tiempo (Apéndice i).
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Con los valores obtenidos del Area Bajo la Curva, se utilizo el Anélisis
de Varianza (ANOVA), técnica estadistica que permite identificar de
manera general si existe al menos un par de tratamientos que sean
estadisticamente diferentes, es decir que haya algun efecto entre las
mezclas usadas en cada nivel del factor; si la tabla ANOVA indica que
hay al menos un factor que difiere de los demas, se realiza una
comparacion entre cada uno de los promedios para establecer cual de
ellos tienen efectos diferentes; para esto se empled la prueba
estadistica de Duncan para datos con varianzas homogéneas, al 5%
de significancia, las que permitieron identificar las diferencias entre

tratamientos (17).

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CALCIO,
COBRE Y BORO SOBRE EL DESARROLLO DE
LA INFECCION DE SIGATOKA NEGRA EN
TEJIDOS FOLIARES DE VITROPLANTULAS.

Proceso de obtencion de conidias in-vitro.

Para la obtencion de las conidias se procedi6 de acuerdo a la
metodologia estandarizada por el laboratorio de Fitopatologia del

CIBE-ESPOL, la misma que se detalla a continuacion (33).

Ascosporas de M, fijiensis, fueron sembradas en un medio PDA en el
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que después de siete dias a 26°C y en completa oscuridad se
formaron colonias monoascosporicas (Apéndice E). Estas colonias se
pasaron a un medio Micophyl, en el que permanecieron por 20 dias
bajo las mismas condiciones antes mencionadas (Apéndice E).
Transcurrido este periodo se depositaron las colonias en una solucion
de agua- tween 20 (Apéndice E) y mediante vortex se obtuvo una
solucion de micelios. Los micelios fueron sembrados en medio agar
V8 (Apéndice E). Luego de siete dias a 26°C y con luz continua (4,000
Lux + 200) se obtuvieron las conidias, después se tomaron las
colonias individuales y se colocaron en solucion agua-tween 20 y se
aplicé vortex para desprender las conidias, se las mantuvo a 16°C

hasta su uso.

Conteo de Conidias

Para las inoculaciones con conidias se procedié6 a determinar su
concentracion mediante una cdmara de Neubauer. Se tomo6 con una
pipeta pasteur aproximadamente una gota del medio que contenia las
conidias y se la coloco en la camara de Neubauer; posteriormente se
procedié a contar el nimero de conidias que se observaban en los
extremos de cada cuadrante y en el centro. EI mismo proceso se hizo

con el cuadrante inferior. Obteniéndose una suspensién de 3000
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conidias /ml.

Inoculacién con conidias

Para realizar las inoculaciones con conidias se procedié a tomar una
hoja por cada observacion teniendo un total de 15 hojas por cada
tratamiento, las mismas que fueron colocadas en cajas Petri que
contenian medio de conservacion de tejidos ( Apéndice E )-
Posteriormente se procedié a realizar las inoculaciones en los tejidos
foliares, depositando 25ul de la solucion conidial . Las cajas petri con
el material inoculado fueron colocadas en una camara de crecimiento
con condiciones de luz permanente y temperatura (25°C), para un
buen desarrollo del hongo. La figura 4 muestra graficamente el

proceso de inoculacion que se llevé a cabo.
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FIGURA 4. INOCULACION CON CONIDIAS DE
MYCOSPHAERELLA FIJIENSIS EN TEJIDOS FOLIAR IN-VITRO
DE BANANO VARIEDAD WILLIAMS

Se realizaron cuatro evaluaciones en total. La primera a los 15 dias
de la inoculacién y las restantes cada 15 dias. Los dafios fueron
cuantificados usando la escala de Alvarado, et al. (2003), que se

describe a continuacion:

0 = Sintomas de hojas en su mayor parte ausentes

1 = Manchas rojizas en la parte inferior de la superficie de la hoja no

presencia de sintomas en la parte superior.



48

2 = Manchas circulares rojizas regulares o irregulares en la parte

inferior de la hoja

3 = Puntos difusos de color café claro sobre la parte superior de la

hoja

4 = Puntos negros o cafés circulares, posiblemente con un halo

amarillo sobre la parte superior de la hoja

5 = Puntos negros con un centro gris seco. Hojas completamente

necraticas.

La Figura 5 muestra los sintomas tipicos que se tuvieron como
referentes para la aplicacion de la mencionada escala, en particular,

de los grados 2 al 5.

A partir de los sintomas observados en las plantas sometidas a los

diferentes tratamientos, se clasificd su reaccion:

Resistente: 0-1

Parcialmente resistente: 2-3

Susceptible: 4-5



Regular or irregular reddish
circular spots on the lower

leaf surface. No symptoms

on the wpoper leaf surface

Black or brawn circular
gnots, possibly with a yellow
helo or chiotosis. of adjacert
tissues, on the upper leaf
surface. Areas of green
tissue sometimes present

Regular or diffuse light
bresvn circular spots on the
upper leaf surface

Black spots with dry
centre of grey tolour.
Leaf completely
necrotic, ssometimes
hanging cawn

SIGATOKA
INVERNADERO (FOTO CIBE-ESPOL)

NEGRA

FIGURA 5. EVOLUCION DE LOS SINTOMAS DE
BAJO CONDICIONES

LA
DE
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Andlisis Estadistico

Para analizar los datos del experimento se uso la técnica estadistica de
KRUSKAL WALLIS, que permite identificar de manera general si existe
al menos un par de tratamientos difieren estadisticamente en cuanto a
su frecuencia estadistica, es decir, que haya algun efecto entre las
mezclas usadas en cada nivel del factor, y si la prueba indica que hay
diferencias estadisticas, se realiza una comparacién entre cada uno de
los promedios para establecer cuél de ellos tienen efectos diferentes.
Mediante la prueba de rango de las medias del area bajo la curva
(Apéndice i) se pudo identificar las diferencias entre tratamientos (17).
Adicionalmente, se realiz6 la prueba Chi-cuadrado para determinar la
independencia o no entre los tratamientos y los niveles de infeccién de

las plantas inoculadas.
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3.3. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CALCIO,
COBRE Y BORO SOBRE LAS LESIONES
OCASIONADAS POR LOS CONCENTRADO
CRUDOS TOXICOS DE MYCOSPHAERELLA
FIJIENSIS EN TEJIDOS FOLIARES DE
VITROPLANTULAS.

Proceso de obtencién del concentrado crudo toxico (CCT)

Para la obtencion del concentrado crudo téxico se procedié de
acuerdo a la metodologia descrita por (Molina y Krausz, 1989). Se
parti6 de una colonia de cultivo monoascosporico de M, fijiensis de la
cual se tomo una pequefia porcion de la masa micelial y se sembro en
un medio PD-V8 liquido (Apéndice E). Este medio se lo mantuvo
durante un mes en agitacion constante para garantizar el crecimiento
del hongo y la produccion de metabolitos secundarios. Transcurrido
ese periodo, se procedi6é a la concentracion mediante un proceso de
rotovaporacion (Apéndice E), el cual se esquematiza en la Figura 6. El
mismo proceso se le dio al medio que sirvid como testigo, con la

diferencia que no se inocul6 el hongo de M, fijiensis (44).



52

Preparacion del Cultivos monoscosporico
medio V8. de Mycosphaerella
fijiensis.

Filtracion de los Incubacién en el
medios shaker a 118rpmpor
30 dias

Adicion de metanol e Rotovaporacion de las
incubacién en el muestras
shaker
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Muestra rotovaporada Separacion de fases
por decantacion

—

Concentrado crudo téxico
de Mycosphaerella
fijiensis.

Muestras separadas
por decantacion.

FIGURA 6. REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL
PROCESO UTILIZADO PARA LA OBTENCION DEL
CONCENTRADO CRUDO TOXICO DE
MYCOSPHAERELA FIJIENSIS.

Inoculacién con CCT

Para realizar las inoculaciones con el concentrado crudo téxico de M,

fijiensis, se procedi6 a tomar una hoja por cada observacion teniendo
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un total de 15 hojas por cada tratamiento, las mismas que fueron
colocadas en cajas petri que contenian medio de conservacion de
tejidos ( Apéndice E). Posteriormente se procedid a realizar las
inoculaciones en los tejidos foliares, para lo cual se depositaron 2ul del
inoculo, que fueron esparcidos por la superficie de la hoja. Lo mismo
se hizo con varias muestras para evaluar el efecto del concentrado
obtenido del medio liquido PD-V8 sin inocular colonias M, fijiensis que
sirvid de testigo en este proceso. Las cajas petri con el material
inoculado fueron colocadas en una camara de crecimiento con luz
constante (lux) y manteniendo una temperatura de 25 °C. La Figura. 7

muestra esquematicamente el proceso seguido
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FIGURA 7. INOCULACION CON CONCENTRADO CRUDO TOXICO DE
MYCOSPHAERELLA FIJIENSIS EN TEJIDOS FOLIAR IN-VITRO DE
BANANO VARIEDAD WILLIAMS.

La evaluacion de los dafios ocasionados por el CCT de M. fijiensis en
todos los tratamiento (incluyendo los extractos de medio sin inocular),
fueron realizadas a las 2, 4, 6, 8, 12, 24 y 48 horas después de la
inoculacién, siguiendo la escala de evaluacion estandarizada por el
laboratorio de Fitopatologia del CIBE (25), que se describe a

continuacion:

0 = Sin sintomas

1 = Clorosis foliar ligera (1-50%)



56

2 = Clorosis foliar Fuerte (51-100%)

3 = Necrosis foliar ligera (1-50%)

4 = Necrosis foliar fuerte (51-100%)

5 = Muerte total del tejido

Analisis Estadistico

Se aplicaron las mismas pruebas utilizadas en el andlisis de los datos

de inoculacion con conidias.



4.1.

4.1.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

EFECTO DE LAS DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE CALCIO, COBRE Y
BORO SOBRE PARAMETROS DE
CRECIMIENTO.

Efecto del calcio, cobre y boro sobre el parametro altura

De manera general, los tratamientos no presentaron diferencias
significativas con el control a excepcion del T4 (Ca; B,). Sin embargo,
al analizar el factor concentracion entre los tratamientos, se observa
un patron similar donde se evidenciaron promedios menores de altura

en las concentraciones altas de los elementos estudiados (Grafico 1).
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T9 (Control)

T7 (Cal+Cul+Bl)
T8 (Ca2+Cu2+B2)

TRATAMIENTO S

GRAFICO 1.AREA BAJO LA CURVA (ABC) DEL PARAMETRO
ALTURA DE PLANTA (n = 15) QUE CRECIERON EN CONDICIONES
CONTROLADAS DURANTE 45 DIAS. LOS TRATAMIENTOS FUERON
APLICADOS EN EL MEDIO BASE MURASHIG SHOOK,
REPRESENTANDO ESTE EL CONTROL. BARRAS CON IGUALES
LETRAS NO DIFIEREN ESTADISTICAMENTE POR LA PRUEBA DE
DUNCAN (p>0.05).
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Ademas, se observo que en el tratamiento donde las concentraciones
de calcio y boro se aumentaron a la mitad de las que se usa en el
control, el pardmetro altura fue relativamente superior al control;
mientras que, en el tratamiento donde se duplicaron las cantidades del
calcio y boro el parametro altura tendié a decrecer en relacion al
tratamiento control, este resultado confirma lo expresado por
Redondo, M. et al 2007 , que la relacion calcio-boro y sus

concentraciones pueden ser considerados como indicador del buen
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desarrollo de las plantas.

Efecto del calcio, cobre y boro sobre el nUmero de hojas

El nimero de hojas (Grafico 2) fue afectado significativamente por los
tratamientos en estudio y el control. El patron entre concentraciones
de cada tratamiento fue diferente al parametro altura, es decir
concentraciones medias presentaron menor numero de hojas, con
excepcion de los tratamientos T3 y T4 (Ca;B;), (CazB))
respectivamente, los cuales tuvieron un comportamiento inverso al
resto. También cabe destacar que el tratamiento 1 difirié del control

medio MS y de los tratamientos T2, T3, T7,y T8.
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T5 (Cul+B1)
T6 (Cu2+B2)
T9 (Control)

T7 (Cal+Cul+B1)
T8 (Ca2+Cu2+B2)

TRATAMIENTO S

GRAFICO 2. AREA BAJO LA CURVA (ABC) DEL PARAMETRO
NUMERO DE HOJAS POR PLANTA (n = 15) QUE CRECIERON EN
CONDICIONES CONTROLADAS DURANTE 45 DIAS. LOS
TRATAMIENTOS FUERON APLICADOS EN EL MEDIO BASE
MURASHIG SHOOK, REPRESENTANDO ESTE EL CONTROL.
BARRAS CON IGUALES LETRAS NO DIFIEREN ESTADISTICAMENTE
POR LA PRUEBA DE DUNCAN (p>0.05).

4.1.3. Efecto del calcio, cobre y boro sobre el largo de hoja
El Grafico 3 representa los resultados obtenidos del analisis del
parametro largo de hoja. Encontrandose que no existe diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos y el control se
observo adicionalmente que las concentraciones medias de todos los
tratamientos estudiados, tuvieron un efecto similar al grupo de plantas
que fueron sembradas en el medio MS, el mismo que esta constituido

por todos los elementos nutritivos esenciales para el normal



61

crecimiento del vegetal en ese periodo. Por otro lado, el tratamiento 4
(CazB,), demostro el promedio mas bajo, el mismo que viene

manteniendo un comportamiento inferior en los otros parametros.
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Hi >
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LARGO DE HOJA (cm)
w

T1(Cal+Cul)
T2 (Ca2+Cu2)
T3 (Cal+B1)
T4 (Ca2+B2)
T5 (Cul+B1)
T6 (Cu2+B2)
T7 (Cal+Cul+B1)
T8 (Ca2+Cu2+B2)
T9 (Control)

TRATAMIENTO S

GRAFICO 3. LARGO DE HOJA DE PLANTAS DE BANANO (n = 15) QUE
CRECIERON EN CONDICIONES CONTROLADAS DURANTE 45 DIAS.
LOS TRATAMIENTOS FUERON APLICADOS EN EL MEDIO BASE
MURASHIG SHOOK, REPRESENTANDO ESTE EL CONTROL. BARRAS
CON IGUALES LETRAS NO DIFIEREN ESTADISTICAMENTE POR LA

PRUEBA DE DUNCAN (p>0.05).

4.1.4. Efecto del calcio cobre y boro sobre el parametro ancho de la
hoja

Este parametro no fue afectado significativamente por ninguno de los
tratamientos, en relacion con el control. Lo que representa el poco o

ningun efecto directo de los factores estudiados sobre este parametro
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(Grafico 4).
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T1(Cal+Cul)

T2 (Ca2+Cu2)

T3 (Cal+B1)

T4 (Ca2+B2)

T5 (Cul+B1)

T6 (Cu2+B2)

T7 (Cal+Cul+Bl)
T8 (Ca2+Cu2+B2)
T9 (Control)

TRATAMIENTOS

GRAFICO 4. ANCHO DE HOJA DE PLANTAS DE BANANO (n = 15) QUE
CRECIERON EN CONDICIONES CONTROLADAS DURANTE 45 DIAS.
LOS TRATAMIENTOS FUERON APLICADOS EN EL MEDIO BASE
MURASHIG SHOOK, REPRESENTANDO ESTE EL CONTROL. BARRAS
CON IGUALES LETRAS NO DIFIEREN ESTADISTICAMENTE POR LA
PRUEBA DE DUNCAN (p>0.05).

En el pardmetro nimero de hojas se pudo observar que cuando se
duplico las concentraciones de los tres elementos en relacion al
testigo se logro mantener el mismo ritmo foliar que el testigo. Lo que
en una visién general, confirma la necesidad de estos nutrientes para
el buen desarrollo del tejido foliar, sin que se haya observado ningun
efectos fitotdxico, estos resultados estan vinculados parcialmente a lo

manifestado por Redondo, M. et al (2007), quien sostiene que en
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concentraciones elevadas de Ca®*, se produce una acumulacién del
nutriente en las hojas. Mientras que para los parametro largo y ancho
de hojas los tratamientos formados por cobre y boro son lo que mejor
respuesta presentan en relacion a los demas tratamientos a pesar de
no existir significancia estadistica, estos resultados corroboran de
manera parcial lo expresado por Navarro, G. (2003) quien sostiene
gue las hojas con buen estado fisiologico es donde se acumula la

mayor concentracion de cobre.

Efecto del calcio cobre y boro sobre el niumero de raices

La presencia de todos los elementos en estudio en los tratamientos 7
(Ca; Cu; B;) y 8 (Ca, Cu, By), independiente de la concentracion,
presentaron un comportamiento similar al tratamiento control (T9-MS).
Respuesta que confirma la importancia de todos los elementos para
un normal desarrollo de este parametro de crecimiento. Sin embargo,
concentraciones superiores de cada uno de los otros tratamientos,
evidenciaron influencia positiva en el desarrollo del nimero de raices

(Grafico 5).
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GRAFICOS5. AREA BAJO LA CURVA DEL TOTAL DE LAS
RAICES EN PLANTAS DE BANANO (n = 15) QUE CRECIERON EN
CONDICIONES CONTROLADAS DURANTE 45 DIAS. LOS
TRATAMIENTOS FUERON APLICADOS EN EL MEDIO BASE
MURASHIG SHOOK, REPRESENTANDO ESTE EL CONTROL.
BARRAS CON IGUALES LETRAS NO DIFIEREN
ESTADISTICAMENTE POR LA PRUEBA DE DUNCAN (p>0.05).

4.1.6. Efecto del calcio, cobre y boro sobre la longitud de la raiz
principal

La longitud de la raiz principal fue uno de los parametros de
crecimiento con mayor diferencia significativa entre los tratamientos y
el control. El efecto de la concentracion, siguié un patron referencial
con respecto a la menor y mayor dosis, en los tratamientos 1 y 2
donde el Ca y el Cu participaron asi como en los tratamientos 3 y 4

donde Ca y B fueron combinados, grupo en el cual ademas se obtuvo
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la mayor longitud de raices. Mientras que en el tratamiento 5 y 6
donde se combinaron el Cu y el B ocurrié un efecto inverso a los
tratamientos anteriores en la mayor concentracion se obtuvo un mejor
desarrollo de la raiz principal. Contrariamente, las combinaciones de
los tres elementos y sus dosis en estudio, presentaron uno de los
efectos menos significantes de los tratamientos. Manteniendo su
influencia positiva el tratamiento control (T9) basado en el uso del
medio MS el mismo que fue uno de los mejores para este parametro

evaluado (Grafico 6).
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GRAFICO 6. AREA BAJO LA CURVA DE LA LONGUITUD DE LA RAIZ
PRINCIPAL DE PLANTAS DE BANANO (n = 15) QUE CRECIERON EN
CONDICIONES CONTROLADAS DURANTE 45 DIAS. LOS
TRATAMIENTOS FUERON APLICADOS EN EL MEDIO BASE MURASHIG
SHOOK, REPRESENTANDO ESTE EL CONTROL. BARRAS CON
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IGUALES LETRAS NO DIFIEREN ESTADISTICAMENTE POR LA PRUEBA
DE DUNCAN (p>0.05).

El efecto sobre parametros relacionados con las raices demostraron
que en los tratamientos donde se aumento la concentracion del calcio,
cobre y boro a la mitad y al doble de la que se usa normalmente en el
tratamiento control reflejaron una tendencia superior , a pesar de no
existir significancia estadistica. Esto se atribuye a que estos elementos
actian en diferentes procesos metabdlicos entre ellos las relaciones
hormonales (Rios, R., & Corella, F.1999). Mientras que para el
desarrollo de la raiz principal la mejor combinacion fue la del
tratamiento donde se aumento la concentracién del calcio y boro a la
mitad de la que se usa en el control medio MS este resultado
concuerda con lo expresado por investigadores como Janez J. 2002 y
Redondo, M. et al 2007, autores que sostienen que estos dos
elementos en dosis adecuada ayudan eficientemente al desarrollo

vegetal.
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4.2. EFECTO DE LAS DIFERENTES
CONCENTRACION DE CALCIO, COBRE Y BORO
SOBRE EL DESARROLLO DE LA INFECCION
POR CONIDIAS DE MYCOSPHARELLA FIJIENSIS
EN TEJIDOS FOLIARES DE VITROPLANTULAS.

La inoculacion dirigida de conidias de M. fijiensis sobre los discos de
hojas de las plantulas de banano tratadas con las combinaciones de
micronutrientes y el grupo de plantas control, no presentaron
diferencias estadisticas significativas (Tabla 5). Mientras que, la
representacion de las medianas (Grafico 7), manifestaron la
variabilidad de los datos obtenidos para esta medicién. Sin embargo,
de manera general se puede observar en esta grafica que los
tratamientos 1 (Cal Cul), 2 (Ca2 Cu2), y 9 (MS) presentaron los

valores mas altos de infeccion.

TABLA 5.

TEST DE KRUSKAL WALLIS DEL AREA BAJO LA CURBA DE LAS
INOCULACIONES CON CONIDIA DE MYCOSPHAERELLA FIJIENSIS.

Test de Kruskal Wallis
ABC - Conidias
Chi-Square 5.110
df 9.000
Asymp. Sig. 0.825
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GRAFICO 7. INDICE DE SEVERIDAD PARA LAS INOCULACIONES CON
CONIDIAS DE MYCOSPHAERELLA FIJIENSIS.

FIGURA 8. SINTOMAS CAUSADOS EN LOS TEJIDOS FOLIARES POR
LAS INOCULACIONES CON CONIDIAS DE M. FIJIENSIS. LITERAL A.
SINTOMAS OBSERVADOS A SIMPLE VISTA Y LITERAL B.
OBSERVADAS AL MICROCOPIO DE LUZ.
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4.3. EFECTO DE LAS DIFERENTES

CONCENTRACIONES DE CALCIO, COBRE Y
BORO SOBRE LAS LESIONES OCASIONADAS
POR EL CONCENTRADO CRUDO TOXICO DE
MYCOSPHARELLA FIJIENSIS EN TEJIDOS
FOLIARES DE VITROPLANTULAS DE BANANO
DE LA VARIEDAD WILLIAMS.

En el caso de las inoculaciones con CCT de M. fijiensis, los resultados
reflejaron diferencias significativas entre los tratamientos y el control
(Tabla 6). Se puede evidenciar que la presencia de los tres elementos
en estudio en el tratamientos 8 (Ca2 Cu2 B2), determinaron menor
dafio del tejido después de la inoculacion con el concentrado del
patdgeno, lo que se presume fue un efecto beneficioso por el uso de la
concentracion de los elementos combinados en este tratamiento.
Estos resultados ponen en evidencia una vez mas que los elementos
calcio cobre y boro en concentraciones adecuadas, producen un
efecto de fortalecimiento en las membranas celulares impidiendo la

destruccién de las células por factores adversos (Grafico 8).
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TEST DE KRUSKAL WALLIS DEL AREA BAJO LA CURBA DE LAS
INOCULACIONES CON CONCENTRADO CRUDO TOXICO DE

MYCOSPHAERELLA FIJIENSIS

Test Kruskal Wallis

ABC-Toxinas
Chi-Square 59,519
df 9,000
Asymp. Sig. 0,000
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GRAFICO 8. MEDIANA ABC_PARA LAS
EXTRACTO CRUDO TOXICO DE MYCOSPHAERELLA FIJIENSIS.

INOCULACIONES CON
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FIGURA 9. SINTOMAS CAUSADOS EN LOS TEJIDOS POR LAS
INOCULACIONES CON CONCENTRADO CRUDO TOXICO DE
MYCOSPHAERELLA FIJIENSIS. LITERAL A. SINTOMAS OBSERVADOS
A SIMPLE VISTA Y LITERAL B. OBSERVADAS AL MICROCOPIO DE
LUZ.

Varios autores como Berry et al. (1988), Arenas, (2007), Dixon,
(1996), Marschner, (1995), Navarro, (2003) y Yanez, (2002), han
sefalado que en presencia de calcio, cobre y boro puede disminuir el

atagque de plagas y enfermedades en las plantas.

Por los resultados obtenidos se puedo evidenciar que las conidias
mostraron reproducir la enfermedad a nivel in-vitro de manera similar
a la que se produce a nivel in-vivo. Lo que demuestra una vez mas
gue esta fuente de inoculo es uno de los principales causantes de la

enfermedad de Sigatoka negra en banano, corroborando lo expuesto
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por Burt, et al., (1997).

Los resultados obtenidos mediante las inoculaciones con el
concentrado crudo téxico de Mycosphaerella fijiensis ponen en
evidencia una vez mas que los elementos calcio cobre y boro en
concentraciones adecuadas tratamiento ocho, producen un
fortalecimiento en las membranas celulares impidiendo la destruccién
de las células por factores adversos lo que concuerda con lo
expresado por investigadores como Berry et al. 1988; Redondo, M. et
al 2007 y Yanez, J. 2000 que la resistencia vegetal esta
estrechamente correlacionada con el contenido de calcio, cobre y boro

en las plantas.

Mediante las inoculaciones con concentrado crudo téxico, se pudo
evaluar en nivel de dafio ocasionado por este producto en 150
plantulas en 48 horas por los resultados obtenidos concuerdo con lo
expresado por Yoder, (1980) quien manifiesta que hacer estudios con
toxinas a nivel in-vitro tiene una gran ventaja porque en un espacio
reducido y en un corto periodo se puede chequear la resistencia o

tolerancia de gran cantidad de individuos.
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Analisis Multivariado

Con el objetivo de encontrar explicacion a la variabilidad entre los
parametros evaluados, se realizo el analisis de componentes
principales. Los resultados obtenidos determinaron un total de 8
componentes principales, de los cuales fueron seleccionados los tres

primeros por explicar un 63% de la variabilidad (Tabla 7).

TABLA 7.

TOTAL DE COMPONENTES PRINCIPALE DE LAS VARIBLES

ESTUDIADAS.
Componentes Valores Propios
Total % de varianza % acumulado

1 2.121 26.513 26.513
2 1.916 23.952 50.465
3 1.031 12.890 63.355
4 0.908 11.355 74.710
5 0.713 8.918 83.628
6 0.644 8.047 91.675
7 0.442 5.519 97.194
8 0.224 2.806 100

En detalle, en el componente 1, se presentd mayor incidencia positiva
de los pardmetros largo de hoja y largo de raiz principal, seguido por
el ancho de la hoja y el dafio por toxina; mientras que, hubo incidencia

negativa de los parametros: total de hojas, numero de raices y dafio
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por conidias, siendo muy baja para la variable altura. EI| componente
2, contrariamente al 1, tuvo una incidencia positiva alta con las
variables altura, total de hojas, ancho de hojas y namero de raices,
baja con largo de hoja largo de raiz principal y dafio por conidias
mientras que la incidencia fue negativa con dafio por toxinas (Tabla 8).
Sin embargo, el componente 3 agrupl incidencias positivas altas
Unicamente con la evaluacion sanitaria tanto para dafio por conidias
como por toxinas. Resumiendo se demuestra que de los tres
componentes principales los dos primeros agrupan los parametros
agronoémicos; mientras que el componente 3 agrupa las evaluaciones
sanitarias con ambas estructuras del patdgeno; esto indica que la
mayor variabilidad (50.5%) del total de los datos se dan por los
parametros agronémicos Yy poca Vvariabilidad (12.9%) por los

parametros sanitarios.



MATRIZ DE COMPONENTES PRINCIPALES

TABLA 8.

Componentes

Parametros 1 2 3

Altura 0.090 0.762 -0.124
Total de hojas -0.274 0.711 -0.026
Largo de hojas 0.766 0.261 -0.188
Ancho de hojas 0.468 0.512 0.145
Numero de raices -0.643 0.614 -0.005
Largo de la raiz principal 0.840 0.197 0.008
Dafio por conidias -0.152 0.243 0.762
Dafo por toxinas 0.302 -0.156 0.615
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5. CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

1. Se evidencio el efecto de diferentes concentraciones y combinaciones de
los elementos calcio, cobre y boro sobre los parametros de desarrollo de
las vitroplantulas de banano “Williams”, aunque sin diferencias

estadisticamente significativas con respecto a al medio MS comercial.

2. Las concentraciones menores de los elementos evaluados demostraron
un efecto positivo sobre el desarrollo del parametro altura en el material

vegetal bajo las condiciones ensayadas.

3. Los tres elementos estudiados en concentraciones altas incrementaron la

produccion de raices en las vitroplantulas de banano, variedad Williams.

4. La concentracion menor de la combinacion calcio- boro resulté mejor para

el desarrollo de la raiz principal, mientras que la concentracion mayor, de
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manera general, influyd0 negativamente en todos los parametros

evaluados.

5. La combinacion de los elementos cobre y boro, en ambas
concentraciones, favorecieron de manera similar el desarrollo de largo y

ancho de hojas.

6. EIl desarrollo de la Sigatoka negra en las muestras inoculadas con
conidias se vio afectada por la combinacién y concentracion de los tres

elementos estudiados.

7. La combinacion en la concentracion mayor de los tres elementos bajo
estudio impidi6 el desarrollo de grandes lesiones producto de la

inoculacion con el concentrado crudo toxico de Mycosphaerela fijiensis.
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RECOMENDACIONES

1. Profundizar las investigaciones en la tematica, tanto in-vitro como en
invernadero, a través de estudios histologicos que permitan determinar la
contribuciéon de los elementos nutricionales al desarrollo de la pared

celular vegetal en banano.

2. Realizar estudios béasicos de los mecanismos y los compuestos
sintetizados por elementos nutricionales, tales como la lignina, celulosa,

acido ribonucleico, proteinas, relaciones hormonales, entre otros.

3. Realizar estudios en campo con el objetivo de evaluar programas de
fertilizacion con diferentes niveles de macro y microelementos, en

materiales de Muséaceas con diferente expresion a la Sigatoka negra.
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APENDICES



APENDICE A.

DESARROLLO DE LAS PLANTAS IN-VITRO EN LOS DIFERENTES

TRATAMIENTOS.







APENDICE B.

SINTOMAS CAUSADOS POR INOCULACION CON CONCENTRADO
CRUDO TOXICO DE MYCOSPHAERELLA FIJIENSIS EN LOS
DIFERENTES TRATAMIENTOS

Tratamiento # 1 Ca;+Cu; Tratamiento # 2 Ca,+Cu,

Tratamiento # 3 Ca;+B; Tratamiento # 4 Ca,+B,

Tratamiento # 5 Cu;+B1 Tratamiento # 6 Cu,+B»




Tratamiento # 7 Cu;+ Cu;+B;

Tratamiento # 8 Cu,+ Cu,+B>

Tratamiento #9 control

medio MS




APENDICE C.

DANOS CAUSADOS EN EL TEJIDO FOLIAR POR EL CONCENTRADO
CRUDO TOXICO DE MYCOSPHAERELLA FIJIENSIS.




APENDICE D.

DANOS CAUSADOS EN EL TEJIDO FOLIAR POR INOCULACION CON
CONIDIAS DE MYCOSPHAERELLA FIJIENSIS.




APENDICE E.

DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVOS USADOS EN LA INVESTIGACION
REALIZADA.

Medio de cultivo PDA

e 2009/l de papa blanca

e 209/l de dextrosa

e 149/l de agar

e 1000ml de agua destilada

e pH5.5-6.5

Medio de cultivo Mycophil

e 200g/I de soya

e 209/l de dextros

e 149/l de agar

e 1000ml de agua destilada

° pH 6.5

Tween 20
e 50ul Tween 20

e 100ml de agua destilada



Medio V8

200ml de V8
169 de agar
de carbonato de calcio

800ml de agua destilada

Proceso de extraccion de los Extracto Crudo Toxico de Mycosphaerella

fijiensis.

Se preparé medio liqguido PDV8

Luego se esterilizaron los medio liquido en un autoclave a 121°C por
25 minutos

Después se sembraron colonias del hongo a partir de un cultivo
monoascosporico de Mycosphaerella fijiensis en cuatro erlermeyer de
1000ml que contenian 600ml de PDV8 estéril.

También se colocé un medio liquido sin inoculacién como testigo del
proceso.

Luego se colocaron los medios liquidos inoculados con
Mycosphaerella fijiensis en un shaker a 118rpm por el lapso de 30
dias.

Transcurrido el tiempo de incubacion se filtraron los medios liquidos a
través de ocho gasas estériles.

Después se les adiciond igual volumen de metanol y se dejaron



incubando a 4 °C por una noche

Luego se rotovaporarén las muestras a 30 °C, 620mmHg de presion a
90 rpm del cual sebe obtuvo 1/3 del volumen original

Después se adicion6 igual volumen de Acetato de Etilo y se incubo la
muestra en agitacion a 118rpm por 24h a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo se formaron dos fases que se separaron por
decantacidn y asi se obtuvo la primera fraccién de Acetato de Etilo.

La otra fase que quedo se la volvié a rotovaporar a 30 °C, 620mmHg
de presion a 90 rpm de la que se obtuvo un 1/3 del volumen original.
Luego se le adiciono6 igual volumen de Acetato de Etilo y se incubd la
muestra en agitacion a 118rpm por 24h a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo se formd dos fases que se volvieron a
separar por decantacion y asi se obtuvo la segunda fraccion de
Acetato de Etilo.

La otra fase que quedd se la volvidé a rotovaporar a 30 °C, 620mmHg
de presion a 90 rpm del cual se obtuvo un 1/3 del volumen original
Luego se le adiciono igual volumen de Acetato de Etilo y se incubo la
muestra en agitacion a 118rpm por 24h a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo se formo dos fases que se separaron por
decantacién y asi se obtuvo la tercera fraccién de Acetato de Etilo.
Una vez obtenida las tres fracciones se las mezclo y se las rotovaporé

hasta obtener una muestra viscosa de aproximadamente 1ml.



e Después se lavo el balon del rotovaporador con 5ml de metanol al

10% y se recogié como dilucién de la muestra.

Medio de cultivo PDV8/1litro

e 200gr/l de papa
e 16ml de medio (V8)
e 20gr/l de dextrosa

e pHG.5

Medio de conservacion de tejido

e Se tomo 4gr de agar y se lo disolvié en 1000ml de agua destilada y se

adicion6 2ml de benzonidasol.

Preparacion del benzonidasol

e Se peso 20mg benzinodasol y se le adiciond 2ml de agua destilada y
luego se aplico vortex por 30 segundos para tener una mezcla
homogénea. Después esta solucion fue filtrada con un filtro Millipore

Millar-GV de 0.22pum estéril.



APENDICE F.

COMPOSICION QUIMICA DEL MEDIO MURASHIGE Y SKOOG

Reactivos Concentracion mg/L
NH4NO3 1650
KNO3 1900
CaCl, 2H,0 440
MgSO,4 7H,O 370
KH2PO4 170
KI 0.83
HsBO3 6.2
MnSO,4 7H,O 15.6
ZnS0O4 2H,0 8.6
NaMoO4 2H,0 0.25
CuS0O4 5H,0 0.025
CoCl; 6H,0 0.025
Na EDTA 37.3
FeSO,4 7H,0O 27.8
Fe EDTA 50
VITAMINAS

Mio-inositol 100




Acido Nicotinico 0.5
HCI Piridoxina 0.5
HCI Tiamina 0.1
Sacarosa 3%
pH 5.7




APENDICE G.

CONCENTRACION DE LOS TRES ELEMENTOS ESTUDIADOS EN LOS
DIFERENTES TRATAMIENTOS.

Elementos Concentracion del | Concentracion | Concentracion
control (MS) mg/I #1 mgll #2 mgll
Ca 119.9 179.8 239.8
Cu 0.00636 0.00954 0.01272
B 1.08 1.62 2.16
APENDICE H.

ANALISIS DE VARIANZA PARA CADA UNA DE LAS VARIABLES QUE
CUMPLEN CON LOS SUPUESTOS DEL MODELO ESTADISTICO.

ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
ABC_ALT |Factor 12384.443 9 1376.049 3.242 0.001
Error 59415.245 140 424.395
Total 71799.687 149
ABC_NH |Factor 6629.133 9 736.570 2.623 0.008
Error 39310.700 140 280.791
Total 45939.833 149
LH Factor 34.793 9 3.866 3.238 0.001
Error 167.163 140 1.194
Total 201.956 149
ABC_NR |Factor 64829.300 9 7203.256 2.243 0.023
Error 449558.533 140 3211.132
Total 514387.833 149
ABC_LR |Factor 381853.516 9  42428.168 3.391 0.001
Error 1751853.331 140  12513.238
Total 2133706.847 149




APENDICE |
AREA BAJO LA CURVA ABC
El area bajo una curva (ABC) es un valor matematico calculado para los
parametros medidos a tiempo como el crecimiento de la planta (altura de la
planta, nimero de las hojas, numero de las raices, diametro de la planta, el
etc.) y con la expresion de la enfermedad a tiempo. Este valor representa la

cantidad total del parametro encima del intervalo de evaluaciones de tiempo.

El ABC por cada parametro y por planta era calculado por la integracion

trapezoidal descrito por Campbell y Enloquece (1990).

El modelo trapezoidal es el valor del céalculo mas simple y comidn para
obtener el ABC..
n-1
AUC=Z (Xi + Xir1)/2*(tis1 — 1)

Doénde la suma de las areas es de toda la integracion trapezoidal individual
de i al n; n es el nimero de las evaluaciones, X es el valor de la escala
hecha de la enfermedad (sintomas o indice de severidad) o la fecha de
crecimiento de planta (altura de la planta, diametro de planta, nUmero de
raices, numero de las hojas, etc.) y el ti** - el intervalo de los tiempos entre

dos observaciones consecutivas.
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Linea de la parcela de altura de la planta versus la presentacion de las

fechas usados para el calculo de ABC.

El ABC es calculado por cada segmento. El area de cada segmento se
calcula multiplicando el promedio de la altura de la planta (por ejemplo) por la

ancho del segmento (dias). Para el segmento de Ph2 a Ph3:

Ph,+ Ph
ﬁUCz_3 g % * (%_fQ)

Una vez teniendo el dltimo dato del punto de observacion, el ABC es

calculado para afadir las areas juntas.

AUC, =4 Pt Phm o by
2
. {7 ) @3-@}
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