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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 evalué semanalmente, durante 45
dias, los parametros agrondmicos: altura de planta, numero de hojas, numero
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 concentracioén de
3000conidias/ml y con concentrado crudo toxico de M. fijiensis (2ul por cada
muestra), evaluandose los dafios de acuerdo a lo establecido en cada
ensayo. El anadlisis estadistico de los datos obtenidos permitio determinar
diferencias estadisticas entre los tratamientos y el control al evaluarse los
diferentes parametros estudiados, observandose una mayor significancia
entre tratamientos y control al evaluarse el parametro largo de la raiz

principal. Las evaluaciones realizadas con conidias no presentaron



II

diferencias estadisticas a pesar de que los tratamientos T3 (CaB4), T4
(CazB), T5 (Cuq+By), T6 (CuptBy), T7 (Cai+Cuq+B4) y T8 (Caz+Cuyt+By)
presentaron menor grado de infeccion. En las muestras inoculadas con
concentrado crudo toxico 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 extendid 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 petrdleo. EI Ecuador cuenta con un area total
cultivada de 169,219 hectareas que producen un volumen de exportacion de

4,772,413 TM (40).

El cultivo del banano se ve afectado por una serie de patdégenos como son
hongos, bacterias, virus y nematodos. 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 econémica 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 actuan directa o indirectamente sobre
las funciones fisiolégicas 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 cdmo 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 produccidon, 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 hipdtesis

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 inoculacion dirigida
de estructuras asexuales del M, fijiensis sobre tejido foliar de
plantulas de banano, variedad Williams, tratadas con

combinaciones y concentraciones de calcio, cobre y boro.

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

combinaciones y concentraciones de calcio, cobre y boro.



2.1.

21.1.

REVISION BIBLIOGRAFICA

EL CULTIVO DEL BANANO

ORIGEN Y DISTRIBUCION

El banano se origina en el sudeste de Asia, en las junglas de Malasia,
Indonesia, y Filipinas, y esta distribuido desde Africa occidental hasta
el Pacifico (57). En Ecuador se encuentra distribuido en el litoral, bajo
condiciones agroclimaticas diversas que favorecen la presencia y
desarrollo de fitopatégenos que afectan el rendimiento y calidad de la

fruta (63).

El banano pertenece al género Musa de la familia Musaceas, orden
Gingiberales. El banano se considera una hierba gigante perenne; no
posee tronco y en su lugar presenta vainas foliares que forman una
estructura llamada pseudotallo, que puede llegar a medir 30 cm. de

diametro y alcanzar los 7 m. de altura (37).

Como el resto de las monocotiledoneas, posee un sistema de raices
adventicio que se origina del rizoma. El sistema radicular del cultivo de

banano es débil .Las hojas son de color verde o amarillo verdoso, sus
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bordes lisos y sus nervaduras pinnadas. La planta llega a tener de 10
a 15 hojas funcionales durante la floracion y de 5 a 10 durante la
cosecha. Las flores estan agrupadas en racimos de 10 a 20 y

protegidas por bracteas de color purpura (32).

Importancia Econémica

El banano es el cuarto cultivo de mayor importancia a nivel mundial
luego del trigo, el arroz y el maiz. Es la fruta de mayor exportacion en
términos de volumen y la segunda, luego de los citricos, en términos
de valor. La quinta parte de la produccion mundial de este cultivo es

comercializada internacionalmente.

La industria del banano representa una importante fuente de ingresos
y empleo para los principales paises exportadores de Latinoamérica,
el Caribe, Asia y Africa. Los cuatro paises que lideran las
exportaciones son Ecuador, Costa Rica, Filipinas y Colombia,
mientras que los mayores productores son India, Brasil, China,
Ecuador, Filipinas, Indonesia, Costa Rica, México, Tailandia y

Colombia (20).



2.1.3. Principales plagas del cultivo de banano
Las plagas del banano (Tabla 1) representan un factor determinante
en términos de produccidn. Las variedades comerciales mas comunes
a nivel mundial podrian, en los préoximos anos, desaparecer debido a
la amenaza que diferentes tipos de patdgenos representan para en
cultivo (21). La Sigatoka negra, sin lugar a dudas, es una de las
enfermedades de mayor importancia para el cultivo de banano, razén

por la cual se presentara mas detalladamente en esta revision.

TABLA 1.

PRINCIPALES PLAGAS DEL CULTIVO DE BANANO

Tipo de Agente causal Principales sintomas

plaga

Mycosphaerella fijiensis | Produce dafos severos al
Morelet. sistema foliar pudiendo
ocasionar la muerte a la planta

(60).

Mycosphaerella musicola | Produce dafios severos al
Leach. sistema foliar, pudiendo
ocasionar la muerte de la planta

(51).




Fusarium oxysporum f.

Las hojas eventualmente se

Enfermedades | cubense. agobian y mueren, pero el
fungosas pseudotallo permanece erecto
por uno o dos meses hasta que
se pudre y se seca (26).
Cordana musae. Produce dafios severos al
sistema foliar, pudiendo
ocasionar la muerte de la planta
(36).
Ralstonia solanacearum.) | Produce amarillamiento,
necrosis y quiebra de la base de
Enfermedades las hojas mas  jovenes.
bacterianas Ocasiona la muerte de las

plantas (26).

Erwinia o Cogollo negro.

Ocasiona pudriciones en el tallo
(26).

Enfermedades

ocasionadas

por

nematodos

Radopbolus similis,
Helicotylenchus
multicintus y
Meloidogyne.

Causan lesiones profundas en

las raices (64).

Cosmopolites sordidus.

Produce galerias negras en el

cormo (26).

Ceramidia viridis, Sibini

apicalis, Caligo teucer y

Producen perforaciones

paralelas a las venas foliares,




Insectos Opsipbanes tamarindo. disminuyendo la superficie foliar
(6).
Palleucothrips musae y | Producen manchas de color
Frankliniella parvula. rojizo en la corteza de los frutos
desmejorando notoriamente su
aspecto (50).
Virus del cogollo | Las plantas presentan una
arrepollado (Banana | apariencia de roseta con hojas
Bunchy Top Virus, | angostas, erectas y
BBTV). progresivamente mas cortas.
Enfermedades (41).
virales Mosaico (ocasionado por | Se caracteriza por la presencia

el virus del mosaico del | de clorosis, mosaico foliar,

pepino, CMV) deformacion de hojas,
amarillamiento, pudricién del
pseudotallo y necrosis de la
hoja cigarro (34).

Virus del rayado del | Produce un rayado clorético en

banano (Banana Streak

Virus, BSV).

las hojas, que posteriormente se

torna necrotico (2).

Virus del mosaico de las

bracteas del banano

(Banana Bract Mosaic

Virus, BBMV)

Presencia de mosaicos de color
café oscuro en las bracteas de

la inflorescencia (2).




10

2.2. LA SIGATOKA NEGRA

2.2.1. Origen y Distribucién de la Sigatoka negra.
El hongo ascomiceto Mycosphaerella fijiensis Morelet (anamorfo
Paracercospora fijiensis) es el agente causal de la enfermedad de la
raya negra del banano o Sigatoka negra, como se conoce
comunmente, considerada la enfermedad foliar mas limitante en la
produccion de este cultivo (60). La cronologia de la enfermedad
destaca diferentes registros alrededor del mundo, aunque se ubica su
origen en el Sudeste Asiatico, al igual que M. musicola, agente causal

de la Sigatoka amairilla.

En América Latina, la enfermedad aparecié en Honduras en 1972
(45), y desde entonces se ha diseminado progresivamente a otros
paises del continente y de la cuenca del Caribe. Entre 1973 y 1980
ocurrieron severas epidemias en Honduras, Belice, Guatemala,
Nicaragua y Costa Rica. En 1981 aparecio en México, Panama y
Colombia, y en 1986 en Ecuador. En la década siguiente se registro
en Cuba (1990), Venezuela (1991) Jamaica y Republica Dominicana
(1995-96) y Brasil (1998), (35). En el continente africano se registrd

por vez primera en Zambia en 1973 y Gabon (1978); posteriormente la
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enfermedad se ha diseminado en toda la franja tropical del continente.

2.2.2. Importancia Econémica
La accion del agente causal de la Sigatoka negra es capaz de
ocasionar severos dafios al follaje de la planta, destruyendo su
capacidad de respiracion y fotosintesis, reduciendo con ello el
rendimiento y calidad de la fruta; si el ataque se produce sobre todo
en las hojas jovenes de la planta, la pérdida de la produccion es total.
La fruta obtenida de plantaciones atacadas por este mal, se madura
rapidamente en el trayecto a los mercados, con las consiguientes
pérdidas para los agroexportadores (61). Las pérdidas ocasionadas
por esta enfermedad pueden ser devastadoras. Se ha estimado que la
necrosis de las hojas puede reducir los rendimientos entre 35y 50% o
inclusive causar la pérdida total de la produccidn, si no se controla

adecuadamente.

Los programas de control de Sigatoka negra basados en la aplicacion
de fungicidas quimicos deben repetirse indefinidamente todos los
afnos a costos cada vez mayores. La medida mas sostenible de control

es el manejo integrado. Las plantaciones a gran escala pueden
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asimilar el costo de la fumigacion pero la mayoria de los pequefos
productores no, por lo que son mas propensos a sufrir pérdidas. Este
hecho genera un problema no solamente econdémico sino también
social, ya que las consecuencias de los altos costos se traducen en
una reduccién de la superficie sembrada, aumentando la tasa de

desempleo y la sustitucion del rubro (42).

2.2.3. Etiologia
El agente causal de la Sigatoka negra tiene la caracteristica de
reproducirse de manera sexual y asexual durante su ciclo de vida (18).
La fase asexual del hongo se presenta en el desarrollo de las primeras
lesiones de la enfermedad, (pizcas y manchas), en las que se ha
observado la presencia de un numero relativamente bajo de
conidiésforos (estructura donde se producen las esporas asexuales o
conidias) que salen de los estomas, principalmente en la superficie

inferior de la hoja.

Segun Douglas, M., & Ronald, R. (1992), la fase sexual es la mas
importante en el desarrollo de la enfermedad, ya que se produce un

gran numero de ascosporas, en estructuras denominadas
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pseudotecios. Las ascosporas son las esporas sexuales. Aunque
tanto las conidias como las ascosporas son las estructuras de
diseminaciéon de la enfermedad, las ascosporas se consideran la
fuente principal de in6culo y el medio de dispersion a grandes

distancias dentro de un area determinada (11).

Sintomas de la enfermedad

Los primeros sintomas de la enfermedad de la Sigatoka negra son
manchas cloréticas muy pequenas que aparecen en la superficie
inferior de la tercera o cuarta hoja abierta. El color de las rayas va
haciéndose mas oscuro, algunas veces con un matiz purpura, y visible
en la superficie superior. Cuando el grado de severidad de la
enfermedad es alto, grandes areas de la hoja pueden ennegrecer

como se puede observar en la (Figura 1), (9).
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FIGURA1. EVOLUCION DE LOS SINTOMAS DE LA SIGATOKA
NEGRA.

(Fuente:http://www.apsnet.org)

2.2.5. Metabolitos secundarios de Mycosphaerella fijiensis
M, fijiensis también sintetiza un conjunto de metabolitos secundarios
como son las fitotoxinas que producen la necrosis del tejido foliar y

disminuyen drasticamente la productividad y calidad de los racimos.

Las fitotoxinas producidas por el hongo M. fijiensis, constituyen un
conjunto de 7 compuestos aromaticos: 1) 2, 4, 8-trihidroxitetralona, 2)
la juglona, 3) el &cido 2-carboxi-3-hidroxicinamico, 4) el acido
dimetiléster 2-carboxi-3-hidroxicinamico, 5) el acido isocracinico, 6) el

4- hidroxiscistalona y 7) la fijiensina, que causan la necrosis de la hoja
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en cultivares susceptibles a la enfermedad (27).

La fijiensina, es un metabolito fitotoxico aislado de cultivo liquido de M,
fijiensis. En el laboratorio algunas pruebas demuestran que es
fitotoxico para varios cultivares de platano. La estructura de la
fijiensina fue determinada mediante analisis de rayos X. La produccion
de fijiensina en cultivos liquidos se puede obtener después de 21-24
dias. Sin embargo, los sintomas aparecen después de 10-15 dias en
ensayos de campo. Se sugiere que la fijiensina desempeiia un papel

secundario en la expresion de la enfermedad (62).

Sin embargo Stierle, A., et al. (1992), manifiestan que ni la fijiensina ni
los tetralones son esenciales para la patogenecidad de M. fijiensis y
que el hongo a de producir otros metabolitos que podrian constituir

determinantes primarios de la enfermedad.

2.2.6. Seleccidn in-vitro usando toxinas de Mycosphaerella fijiensis.
La seleccion in vitro se basa en exponer plantas, 6rganos, tejidos o
células vegetales a patdégenos o sus metabolitos, simulando la

interaccion huésped-patégeno que tiene lugar en la naturaleza. Este
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tipo de metodologias plantean el uso de metabolitos producidos por el
patdégeno, que en algunos casos han demostrado tener el mismo

efecto que el microorganismo.

Esta técnica de seleccion in vitro permite estandarizar la evaluacion,
haciéndola repetible y confiable, con la ventaja adicional de que en un
espacio reducido y en un corto periodo se puede chequear la

resistencia o tolerancia de gran cantidad de individuos (67).

Molina y Krausz (1989) realizaron la extraccion de toxinas de filtrados
del hongo con acetato de etilo y ensayaron la actividad fitotoxica de
estos extractos sobre hojas de plantas en vivero de 7 cultivares de
Musa spp. Mediante analisis comparativo del tamafo de las lesiones
necréticas que se desarrollaron, estos autores determinaron el cultivar
Gran Enano (AAA) como el mas sensible a extractos fitotoxicos del

hongo.

Por otra parte, ensayos realizados por Giménez, C. (2004) permitieron
establecer que los cultivares resistentes son capaces de soportar

concentraciones de toxinas hasta tres 6érdenes de magnitud superiores
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(50 pg/mL) que las plantas susceptibles (0,05 ug/mL), determinandose
que las toxinas del hongo M. fijiensis afectan la permeabilidad de la
membrana plasmatica en los cultivares susceptibles Williams (AAA) y

Pisang Mas (AA).

En un estudio con toxinas encuentran que existen diferencias en la
susceptibilidad a las toxinas entre suspensiones de células del
mesdfilo, con un DL50 de 25 ug/mL, mientras que en suspensiones de
células embriogénicas el DL50 es de 539 ug/mL del extracto de
toxinas. Como conclusién, estos autores proponen que los extractos
de toxinas no son idoneos para la obtencién de plantas resistentes
mediante el uso de suspensiones embriogénicas y que probablemente
se podria hacer una selecciéon en tejidos fotosintéticos que son mas

sensibles a las toxinas (28).

Aplicando el cultivo de micro secciones de rizomas (400 um) de
plantas de Platano Hartén (AAB), Wiliams (AAA) y Petite Naine
(AAA), con una doble presion de seleccién utilizando el filtrado crudo
del hongo y la toxina 2,4,8-trihidroxitetralona purificada. En este
ensayo in vitro, estos autores lograron la seleccién de plantas

resistentes al hongo en condiciones de vivero inoculadas con
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suspensiones conidiales (4 x 104 conidio/mL) de M. fijiensis. Sin
embargo, adicional a este reporte no se tienen informes del

comportamiento de las mismas en campo (48).

Los intentos de generar plantas de banano resistente a la enfermedad,
utilizando tanto las fracciones semipurificadas como fitotoxinas puras
de M. fijiensis como herramientas de seleccion, no han sido exitosos

(28), (48).

Manejo de la enfermedad

Desde la aparicion de esta enfermedad, el control quimico ha sido el
mas utilizado como medida de manejo para Sigatoka negra- Aunque
efectivo, este no resulta costeable al pequefio agricultor y ocasiona un
importante dafo ambiental. En la actualidad, se continua controlando
la enfermedad mediante aspersiones aéreas de aceite mas
Benzimidazoles, Triazoles, Morfolinas y Dithiocarbamatos, en un ciclo

permanente de control (7).

Lo anterior se complementa con el manejo integrado de labores,

deshojes fitosanitarios durante el resto del afio, mecanismos naturales
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de defensa de la planta, equilibrada y completa nutricion, practicas
culturales adecuadas, buen drenaje y movimiento continuo de agua,

oxigeno, nutrientes y CO2 (13).

Durante la ultima década se ha investigado el uso de extractos
vegetales, antagonistas y enmiendas organicas que puedan
proporcionar proteccion mas duradera, con menor toxicidad y resulten
mas viables econdmicamente (55). Debido a la importancia que la
enfermedad de la Sigatoka negra representa para el cultivo de
banano, se realizaron diversos estudios acerca del efecto de estos
biofertilizantes liquidos sobre el desarrollo de M, fijiensis, agente

causal de la enfermedad mencionada.

Dentro de las investigaciones realizadas se encuentran las de Garcia
y Apezteguia (2001), quienes estudiaron el efecto sobre plantas de
banano de lixiviados de compost obtenidos a partir de desechos de
banano. Estos autores encontraron que las plantas tratadas con el
lixiviado presentaron un 45% menos de infeccion de Sigatoka negra
comparado al testigo. El efecto de este producto fue atribuido a la
presencia de acidos organicos, en especial el acido butanoico, cuyo

contenido fue del 64.2% del total de compuestos presentes en el
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lixiviado.

Trabajos realizados en el CIBE han demostrado que Ilos
biofertilizantes liquidos inhiben el crecimiento conidial y micelial de M,
fijiensis en cultivos in vitro. (52), lo que ha sido corroborado en campo
(33). Los resultados obtenidos constituyen una buena alternativa para

el manejo de la enfermedad.

Otro sistema de control es la produccion en sistemas de cultivos
mixtos, ya sea de diferentes especies o bien del mismo banano pero
combinando genotipos con diferentes grado de resistencia a la
Sigatoka negra. Este sistema reduce la cantidad de inéculo al
incrementar la biodiversidad de organismos como bacterias

promotoras del crecimiento, antagonistas y competidores (8).
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2.3. LA NUTRICION MINERAL EN EL MANEJO DE
LAS ENFERMEDADES.

Los nutrientes son clasificados como macro y micro nutrientes vy
aunque los requerimientos de las diferentes especies cultivadas
pueden variar, resultan indispensables para el buen desarrollo de las
plantas. De manera general, los elementos requeridos en mayor
cantidad por las plantas son nitrégeno (N), fésforo (P) y potasio (K) es
alta, seguidos por calcio (Ca), magnesio (Mg) y azufre (S).Los
micronutrientes ( hierro —Fe-, manganeso —Mn-, zinc —Zn-, cobre —Cu-,
boro —B-, molibdeno —Mo- y cloro —C-l), son esenciales pero las
plantas los requieren en pequenas cantidades (23). Otros elementos
como el niquel (Ni), selenio (Se), cobalto (Co) y silicio (Si) son

beneficiosos para algunos cultivos especificos.

La influencia de la nutricibn mineral en el desarrollo de las
enfermedades en las plantas esta bien estudiada especialmente en el
caso de los macronutrientes (65). Sin embargo, algunos aspectos en
los que se encuentran implicados los micronutriente no han sido

suficientemente estudiados o esclarecidos.
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Los nutrientes estan involucrados en diferentes procesos, como
activacion de enzimas y regulacion de metabolismo, asi como en los
componentes estructurales (14). Se ha demostrado que las plantas
con desbalance nutricional se convierten en mas susceptibles a las

enfermedades (29).

Funciones del Calcio Cobre y Boro en las plantas

El calcio (Ca) uno de los componentes estructurales de las células, de
gran importancia en la membrana celular, interviene en la formacion
de oxalato, carbonato, fitato y calmodulinas. Como activador de
enzimas, activa la ATPasa, a amilasa, fosfolipasa D y las nucleasas.
Ademas, actua en los siguientes procesos metabdlicos: estructura y
funcionamiento de las membranas, absorcidn idnica, relaciones

hormonales y activacion enzimatica (54).

En las células vegetales el Ca2+ se encuentra principalmente
asociado a estructuras en la pared celular o almacenado en el sistema
de endomembranas. Este elemento es considerado como

macronutriente para las plantas; el contenido en Ca2+ en las mismas
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varia entre el 0.1 y el 5% del peso seco, dependiendo de las

condiciones de crecimiento, especie y 6rgano (53).

Aparte de los requerimientos propios de cada tejido, y tomando en
cuenta la concentracion de otros componentes en la solucion nutritiva
(metales pesados, aluminio, cloruro de sodio, protones...), podria
necesitarse un aporte extra de Ca2+. Esto es debido a que el Ca2+ es
facilmente desplazado por otros cationes en la pared, debilitando su
estructura (53). En cambio, en presencia de concentraciones elevadas
de Ca2+, se produce una acumulacion del nutriente en las hojas, pero
no en frutos y tubérculos. Para restringir el acceso del Ca2+ a estos
organos, la planta ha desarrollado varios sistemas que bien mantienen
un nivel de Ca2+ reducido en el floema, o bien precipitan el Ca2+ con
oxalato en los tubos cribosos o en la cubierta de la semilla. Otro
sistema utilizado es la dilucion del Ca2+ en el tejido por medio del

crecimiento, al generarse nuevas zonas de unién de Ca2+ (53).

El calcio es un elemento que tiene muy poca o ninguna movilidad en
los tejidos, y su movimiento dentro de la planta depende de un buen
nivel interno de agua y temperaturas adecuadas, con una transpiracion

normal. Por tal motivo, cualquier factor que altere dichos procesos
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puede causar desbalances de este elemento en el tejido,
principalmente en puntos de crecimiento y frutos. La deficiencia de
este elemento es comun en presencia de exceso de nitrégeno o bien
cuando hay falta o exceso de humedad. Excesos de magnesio pueden

inducir también un desbalance de calcio en la planta (66).

Estudios realizados manifiestan que el calcio es un elemento
importante y esencial para la formacion y desarrollo inicial de todos los
organos y tejidos de las plantas; es indispensable para la formacion de
cada una de las células y su multiplicacidon y se requiere para la
formacion de la pared celular y la regulacion de la integridad de las
membranas, de forma tal que su carencia genera fuertes
malformaciones, necrosis de hojas, aborto de flores y muerte de los
puntos meristematicos de algunos cultivos (66). Si la deficiencia es
muy severa, los sintomas se acentuan hasta que las hojas se
deforman casi desapareciendo la lamina foliar dando una apariencia
de sierra. Los efectos de la deficiencia aguda de calcio pueden ser tan

severos que la planta deja de emitir hojas y muere (39).

Es raro que el exceso de calcio se observe como toxicidad en las

plantas. Los sintomas de amarillamiento de las hojas y manchas entre
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las venas en hojas maduras son problemas fisioldgicos relacionados
con otros elementos como hierro, potasio y magnesio (3). Las
relaciones de equilibrio que deben guardar el Ca, Mg y K son
esenciales para una buena asimilacion de nutrientes en la planta y
tienen una analogia estrecha con la cantidad de calcio asimilable en el
suelo (19). La disponibilidad de calcio depende del pH del suelo y

puede ser reducida cuando este se encuentra por debajo de 5,5 (15).

Los iones de calcio tienen propiedades unicas y universales:
capacidad de transmitir diversas sefiales que desencadenan acciones
fisioloégicas primarias en las células en respuesta a las hormonas, los
agentes patoégenos, la luz, la gravedad y factores de estrés. Es un
mensajero de suma importancia, que resulta necesario en casi todas
las etapas del crecimiento y desarrollo de las plantas, desempefiando
un papel fundamental en la regulacién del crecimiento de células y
tejidos vegetales y la adaptacion a diversos factores de estrés.
Muchas investigaciones han demostrado que la decodificacion de
senales de calcio es un elemento de la induccion del ABA para que se
produzca el cierre estomatico y la adaptacion de plantas a la sequia, el

frio, la salinidad y otros factores abid6ticos desfavorables (58).
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La resistencia vegetal esta estrechamente correlacionada con su
contenido de calcio, como se muestra para plantas de frijol (Tabla 2).
En el tejido infectado la actividad de las enzimas pectoliticas es muy
alta pero esta inversamente relacionada con el contenido de calcio en
el tejido. La severidad de los sintomas de enfermedades también

refleja el rol del calcio en la resistencia (10).

TABLA 2.

RELACION ENTRE EL CONTENIDO DE CALCIO DEL FRIJOL, LA
ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS PECTOLITICAS EN EL TEJIDO VEGETAL,
Y LA SEVERIDAD DE LA ENFERMEDAD DE LA PUDRICION BLANDA
CAUSADA POR ERWINIA CAROTOVORA 4

Actividad pectolitica (unidades

Contenido de relativas) °
calcio Poligalacturonasa Pectato Severidad
(mg g™ peso transeliminasa de los
seco) - + - + sintomas °
6.8 0 62 0 7.2 4
16 0 48 0 4.5 4
34 0 21 0 0 0

Fuente: Berry et al. 1988
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La “mancha de madurez” de los frutos de banano es un desorden
fisiolégico que se lo atribuye a una absorcion baja de calcio por parte
de la planta en épocas secas. Varios reportes cientificos demuestran
la relacion estrecha de la enfermedad con las deficiencias de calcio
(19). El calcio confiere a las plantas mayor resistencia a ciertos
patdégenos vasculares y a las pudriciones blandas, posiblemente por
su efecto estabilizador de sustancias pépticas, haciéndolas mas

resistentes a la accion de las enzimas pépticas (5).

Se ha comprobado que un exceso de nitrégeno puede causar
susceptibilidad a enfermedades como la Botrytis en fresa (Fragaria
sp.) y tomate (Lycopersicum esculentum), la cual puede
contrarrestarse con aplicaciones de calcio, elemento que provoca el

endurecimiento de los tejidos (66).

El boro (B) es un componente estructural de la pared celular y forma
parte de complejos con difenoles, carbohidratos y azucares. Es
componente de las ATPasas de las membranas celulares y de las
sintetasas del glicano. Los procesos metabdlicos en los que actua el

boro son la absorcién idnica, el transporte de carbohidratos, la sintesis
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de lignina y celulosa, la sintesis de acidos nucleicos y de proteinas

(54).

Estudios histolégicos de plantas crecidas bajo deficiencia de boro
mostraron desorganizacion de la pared celular, asi como un aumento
en el tamano del poro de la pared, efectos que desaparecieron con la
adicion de boro al medio de cultivo. Estos estudios mostraron una

relacion directa entre la estabilizacion de la pared y el boro (53).

Algunos autores manifiestan que este micronutriente regula la
formacion de la pared celular, al favorecer su lignificacion (38) y se
encuentra implicado junto al calcio en el metabolismo de la pared

celular (30).

El boro es un elemento que es requerido en el transporte de azucares
dentro de las plantas, las cuales |lo contienen en pequefias cantidades
en sus tejidos; también tiene influencia sobre la divisién celular, por lo
que es necesario en los puntos de crecimiento. La deficiencia de este
elemento esta ligada con coloraciones verde azulosas intensas en las

zonas de deficiencia, ademas de provocar problemas en la buena
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formacioén de los tejidos vasculares de las plantas, principalmente el
floema, posiblemente debido a la insuficiencia de azucares requeridos
para su formacion. Con la carencia de este elemento ocurren sintomas
de malformaciéon de hojas, tallos y frutos, y una mala polinizacion, ya
que se requiere boro para un buen llenado de los granos de polen
(66). El boro es absorbido por la planta como H3BO3 y B (OH)4 -y no

se transloca facilmente de un 6rgano a otro (31).

Por otra parte se ha determinado que el boro reduce enfermedades
causadas por Plasmodiophora brassicae en cruciferas; Fusarium
solani en frejol; Verticillium albo-atrum en tomate; Gaeumannomyces

graminis en algodén (16) y Blumeria graminis en trigo (43).

Un aspecto de interés es la relacion B-Ca2+. Se ha observado la
existencia de una interaccion entre ambos elementos en diversos
organismos. Asi, se ha demostrado que el calcio puede evitar el dafio
causado por la deficiencia en boro en la estructura del heterocisto,
encargada de fijar el nitrégeno libre. Por otro lado, de una manera
reciproca también se ha observado que el boro puede recuperar la
deficiencia de calcio, indicando un papel sinérgico del boro y del calcio

en cianobacterias (53).
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En el ambito de la simbiosis Rhizobium—leguminosas, la adicion de
calcio a plantas de guisante noduladas deficientes en boro, favorece la
movilizacion del micronutriente desde tejidos viejos a tejidos jovenes.
De acuerdo con ello, determinaciones de la concentracion de boro en
nodulos desarrollados en plantas deficientes en boro, mostraron un
incremento del micronutriente en tejido cuando se suministré a las
plantas un suplemento extra de calcio, aunque no cuando se afiadian
cantidades extras de otros cationes como magnesio y potasio,
indicando una interaccidon entre el boro y el calcio para el

establecimiento y mantenimiento de la simbiosis (53).

La interaccion entre el boro y el calcio es un aspecto importante en los
estudios de nutricion mineral de plantas. Ambos nutrientes poseen
caracteristicas comunes: baja movilidad, reducida concentracion
citoplasmatica, alteracién del crecimiento ante la deficiencia, funcion
estructural en pared. De hecho, desde hace mas de medio siglo se
considera la relacion calcio-boro como indicador del estado nutricional

de las plantas (53).
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Es comun en el cultivo de apio (Apium graveolens), el desarrollo
acelerado de los peciolos provocando falta de calcio y boro, por lo que
esta deficiencia se previene o compensa con aplicaciones de éstos
dos elementos que trabajan muy bien en sinergia. Ademas se sabe
que es mejor acompanar las aplicaciones de calcio con boro ya que el

boro ayuda al calcio a su movilizacion dentro de la planta (66).

De alguna manera el boro y el calcio co—actuan en la membrana
celular, se sabe que el calcio en la membrana esta estabilizado por las
cargas negativas en el ramnogalacturonano suministradas por el boro,
El boro forma los enlaces borato—diéster mas estables con furandsidos
con un grupo cis—diol y en la naturaleza sélo cumplen estas
caracteristicas la apiosa y la ribosa. La apiosa forma parte de uno de
los componentes principales de la fraccion pectidica de la pared, el
Ramnogalacturonano Il (RG-Il), el cual normalmente se encuentra en
forma dimérica, precisamente gracias a los enlaces borato—diéster que
establece el boro con las dos cadenas de RG-Il a través de sus
residuos apiosa respectivos (53). De ahi que en su ausencia de las
cargas negativas en el ramnogalacturonano suministradas por el boro,

el calcio sea desplazado y pase al apoplasto. Por medio de estudios
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quimicos, se descubrid que el calcio puede formar complejos con

polihidroxicarboxilatos unidos a través de enlaces borodiester (53).

Aunque inicialmente se consider6é que el calcio interaccionaba con el
atomo de boro directamente, analisis espectroscopicos realizados
sobre dimeros de boro—ramnogalacturonano Il desmintieron esa idea,
indicando que el calcio se une a grupos hidroxilo o a grupos carboxilo
presentes en la molécula de ramnogalacturonano Il. Actualmente se
propone que el calcio promueve la formacion de dimeros de boro—
ramnogalacturonano Il en la pared y que su uniéon por medio de
enlaces idnicos y coordinados en la region del acido poligaracturénico

los estabiliza (53).

La primera molécula enlazada por borato identificada en el reino de las
plantas es la ramnogalacturonano Il (RGIl), un componente péctico de
la pared celular estable en condiciones fisiolégicas, la cual es un
dimero donde el boro une dos monémeros de RGII a través de un
puente borato para proporcionar estabilidad a la matriz de la pared

celular (Figura 2) (49).
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FIGURA 2. COMPLEJO B-RAMNOGALACTURONANOII

(Fuente: O Neill et al, 2004).

El cobre (Cu) es un componente estructural que forma parte de las
siguientes proteinas: anurina, estelacianina, umecianina, y
glicoproteinas. También es constituyente de las enzimas: oxidasa de
ascorbato, polifenoloxidasas cosidazas, creolasas y tirosinas. Entre los
procesos metabdlicos en que participa estan la fotosintesis,
respiracion, regulacion hormonal y metabolismo de compuestos

secundarios (54).
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El cobre es un microelemento que participa en la sintesis de lignina,
un compuesto que causa endurecimiento de los tejidos, ademas su
presencia en la planta puede disminuir el ataque a enfermedades y

plagas (66).

Este elemento ayuda a lignificar los tejidos infectados por hongos,
también promueve la funcién de fenoles que son sustancias con
propiedades antifungicas (54). El exceso de cobre puede provocar
principalmente deformaciones de la raiz. Sin embargo, Lépez, y Solis
(1992) encontraron que las deformaciones de las raices como
resultado de los altos niveles de cobre en el suelo no afectaron la

productividad del cultivo.

La deficiencia de cobre se caracteriza por detencion del crecimiento, el
tallo se dobla por una lignificacién deficiente, que resulta de un nivel
insuficiente de cobre para el funcionamiento de la enzima lignina-

oxidasa, necesaria para la sintesis de lignina (30).

Factores como exceso de nitrébgeno en zonas con alto contenido de

materia organica en el suelo y lluvias intensas; exceso de fésforo;
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alcalinidad del suelo o condiciones de elevada humedad, evitan la
adecuada absorcion del cobre por la planta. El cobre en las plantas es
absorbido como Cu2+, o como complejo organico (Cu-EDTA, por
ejemplo), por via radical o foliar. No es muy moévil, aunque puede
desplazarse en cierta proporcion de las hojas viejas a las jovenes.
Este traslado depende del estado en que se encuentra, y del grado de
deficiencia que la planta presente. En los casos agudos queda

practicamente inmovil.

Aunque el cobre se puede detectar en los distintos 6rganos del
vegetal, es en las hojas verdes donde se halla en mayor
concentracion. Se admite que el 70% se encuentra basicamente
localizado en el aparato mitocondrial ; las semillas son érganos con

alta concentracion de este micronutriente.

Una amplia fertilizacion con fosfato disminuye grandemente el
contenido de cobre en las hojas; una reaccion similar ocurre con el
hierro y zinc (47). El iébn cobre en cualquiera de sus formas, mono o
divalente, actua en el control de plagas y enfermedades, de ahi la
eficacia que muestran los funguicidas cupricos. De igual forma, si se

mantienen niveles o6ptimos de nutrientes con un buen manejo
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agrondmico, es posible reducir al minimo la probabilidad de desarrollo
de enfermedades en los cultivos, independientemente de los factores
climaticos propicios para el desarrollo de los patdégenos. Muchos de
los hongos que atacan a diferentes cultivos como por ejemplo el hongo
Phytophtora sp. en el cacao, la roya en el café o la antracnosis en el
mango pueden ser controlados al manejar niveles adecuados del

elemento cobre en la planta (47).



3.

3.1.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de investigacion se desarrollé en los laboratorios
del Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas 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 propagulos de la variedad de banano Williams, los
que fueron obtenidos del laboratorio de Biologia Celular del CIBE, el
material vegetal seleccionado mostré tener caracteristicas de calidad
idoneas para el estudio. Una vez que se contd con los propagulos
necesarios para la investigacion, se procedido 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 contaminacién 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 ubicé en un cuarto de crecimiento con luz

permanente, a temperatura ambiente (Figura 3).

FIGURA 3. CAMARA DE CRECIMIENTO IN-VITRO DE
PLANTULA.
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COMPOSICION QUIMICA PARA 250ML DE MEDIO CULTIVO
USADO EN LOS NUEVE TRATAMIENTOS.

Reactivos Tratamientos

T#1 | T#2 | T#3 | T#4 | T#s5 | T#e | T#7 | T#s | T#o
NHNOs | 412 5mg | 4125 | 4125 | 41255 | 4125 | 4125 | 4125 | 4125 | 4125
KNOs 475mg | 475 | 475 | 475 | 475 | 475 | 475 | 475 | 475
CaClz 2H0 | 465mg | 220 | 165 | 220 | 110 | 110 | 165 | 220 | 110
MgSO,4
7H,0 925mg | 925 | 925 | 925 | 925 | 925 | 925 | 925 | 925
KH2PO4 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
H3BOs 1,55ml | 1,55 | 2,32 3,1 2,32 3,1 2,32 3,1 1,55
MnSO4
7H,0 39ml | 39 3,9 3,9 3,9 3,9 3,9 3,9 3,9
ZnSOs
2H,0 245ml | 215 | 215 | 215 | 215 | 215 | 215 | 215 | 215
NaMoO4
2H,0 0,062ml | 0,062 | 0,062 | 0,062 | 0,062 | 0,062 | 0,062 | 0,062 | 0,062
CuSO;
5H,0 0,009ml | 0,012 | 0,006 | 0,006 | 0,000 | 0,012 | 0,000 | 0,012 | 0,006
CoCL6H0 | 4 5oemi | 0,006 | 0,006 | 0,006 | 0,006 | 0,006 | 0,006 | 0,006 | 0,006
NaEDTA | > somi | 932 | 932 | 932 | 932 | 932 | 932 | 932 | 932
FeSO4
7H,0 2,40ml | 6,95 | 695 | 6,95 | 695 | 6,95 | 695 | 6,95 | 6,95
Mio-inositol | = o5 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 7.59 7.5 75 | 75 | 75 | 75 | 75 | 75 | 75
Agar 0.5g 0.5 05 | 05 | 05 | 05 | 05 | 05 | 05
pH 57 57 57 57 57 57 57 57 57
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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 excepcién del largo y ancho
de hoja, que se determiné 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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Diseno experimental y modelo matematico

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

matematico empleado fue el siguiente:

Yij = U+ Ti+€ij i=1,2,...,9 ; donde &j ~ N(U,O’z),

j=1,2,...,15

Donde:

(i) representa los 8 tratamientos que estuvieron conformados por las

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

(j) 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 ¢*.

Para el experimento en estudio se hizo uso de un disefo 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

Diseno del Experimento

Tratamiento 1 T.P; T4P; TiPs T4P; T1P11 T4P42
179.8Ca;+0.00954Cu; mg/L T4Ps TiPs TiP13

TiP4 T4Ps T1Pg T4P1o TiP1s T1Pys

Tratamiento 2 TPy TyP; ToPs T2P; ToP1 TPy
239.8Ca,+0.01272Cu, mg/L ToPs ToPs 2P

ToP4 ToPs T2Py T2P1o ToP1 TPy

Tratamiento 3 T3Py T3P, TsPs T3P T3P11 T3Pq2
179.8Ca+1.62B; mg/L TsPs TsPs TsP1s

T3sP4 T3Ps T3Py T3P1o T3P14 T3P1s

Tratamiento 4 TPy T4P; T4Ps T4P T4P11 T4P42

239.8Ca,+2.16B, mg/L

T4Ps T4Ps T4P13

T4P4 T4Ps T4Po T4P1o T4P1s T4Pys
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Tratamiento 5 TsPy TsP2 TsPs TsPy TsPqq TsPy2
0.00954Cu;+1.62B; mg/L TsPs TsPs TsP1s
T5P4 T5P5 T5P9 T5P10 T5P14 T5P15
Tratamiento 6 TeP1 TeP2 TePs TeP7 TeP11 TePi2
0.01272CU,+1.62B, mg/L TePs ToPs TeP1s
T6P4 T6P5 T6P9 T6P10 T6P14 T6P15
Tratamiento 7 T:P1 T:P; T:Ps TPz TPy T:Ps2
179.8Ca;+0.000954CU,+ 1.62 B; T7Ps T7Ps TP1s
mg/L T:Ps T:Ps | T:Po TPio | TiPis TiPis
Tratamiento 8 TgPy TgP> TgPy TgPy TeP1 TgPy4
239.8Ca,+0.01272Cu,+ 2.16 B, TsP4 TsP4 TsP4
mg/L TeP: TsPy | TPy ToPy TPy TsPs
ToP; ToP2 | ToPs ToP7 | ToP11 ToPx
Control Medio MS ToP; ToPs ToP13
ToPs ToPs | ToPo ToP1o | ToPis ToPis

Analisis Estadistico

Para el analisis 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 Analisis
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 empleé 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 procedié 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 monoascospoéricas (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 solucién agua-tween 20 y se
aplicd vortex para desprender las conidias, se las mantuvo a 16°C

hasta su uso.

Conteo de Conidias

Para las inoculaciones con conidias se procedié a determinar su
concentracion mediante una camara de Neubauer. Se tomé con una
pipeta pasteur aproximadamente una gota del medio que contenia las
conidias y se la coloc6 en la camara de Neubauer; posteriormente se
procedié a contar el numero de conidias que se observaban en los
extremos de cada cuadrante y en el centro. El mismo proceso se hizo

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

Inoculacioén 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 procedio a realizar las inoculaciones en los tejidos
foliares, depositando 25ul de la solucién 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 llevo 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 inoculacion y las restantes cada 15 dias. Los dafos 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.
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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

necroticas.

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



Regu dlar or irregular reddis h
ar spots on the lowe

surface. No symptoms
l:rn the wper leaf surface

B Black o brrJNn circular
Bpots, possibly with a yellow
halo or chiotosis of adjacent
“tissues, on the upper leaf
surface. Areas of green
tissue sometimes present

Black spots with dry
centre of arey oolour.
Leaf completely
necrotic, ssometimes
hanging cesvn

FIGURA 5. EVOLUCION DE LOS SINTOMAS DE

SIGATOKA NEGRA

BAJO

CONDICIONES

INVERNADERO (FOTO CIBE-ESPOL)

LA
DE
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Analisis 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 comparacion entre cada uno de
los promedios para establecer cual 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 realizd la prueba Chi-cuadrado para determinar la
independencia o no entre los tratamientos y los niveles de infeccidon 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 toxico se procedié de
acuerdo a la metodologia descrita por (Molina y Krausz, 1989). Se
parti6 de una colonia de cultivo monoascospérico de M, fijiensis de la
cual se tomo una pequefia porcion de la masa micelial y se sembroé en
un medio PD-V8 liquido (Apéndice E). Este medio se lo mantuvo
durante un mes en agitacién constante para garantizar el crecimiento
del hongo y la produccion de metabolitos secundarios. Transcurrido
ese periodo, se procedié 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 sirvi6 como testigo, con la

diferencia que no se inoculd el hongo de M, fijiensis (44).
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Preparacion del Cultivos monoscosporico *\

medio V8. de Mycosphaerella
fijiensis.

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

Adicion de metanol e Rotovaporacion de las
incubacion 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.

Inoculaciéon con CCT

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

fijiensis, se procedié a tomar una hoja por cada observacién 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 procedié a realizar las
inoculaciones en los tejidos foliares, para lo cual se depositaron 2ul del
inoculd, 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
sirvio 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 evaluacién 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
inoculacion, 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%)
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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 analisis de los datos

de inoculacion con conidias.
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41.1.

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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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 parametro 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 numero de hojas (Grafico 2) fue afectado significativamente por los
tratamientos en estudio y el control. El patrén 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 (CaiB4), (CazBy)
respectivamente, los cuales tuvieron un comportamiento inverso al
resto. También cabe destacar que el tratamiento 1 difiri6 del control

medio MS y de los tratamientos T2, T3, T7, y T8.
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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
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crecimiento del vegetal en ese periodo. Por otro lado, el tratamiento 4
(CazB;), demostréo el promedio mas bajo, el mismo que viene

manteniendo un comportamiento inferior en los otros parametros.
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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).

A
A A T A A A
T T T I

i

ANCHO DEHOJA

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

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

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 parametro numero 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 vision general, confirma la necesidad de estos nutrientes para
el buen desarrollo del tejido foliar, sin que se haya observado ningun
efectos fitotoxico, 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 Ca2+, se produce una acumulacion 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 relacién 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
que las hojas con buen estado fisiolégico es donde se acumula la

mayor concentracion de cobre.

Efecto del calcio cobre y boro sobre el nUmero de raices

La presencia de todos los elementos en estudio en los tratamientos 7
(Cas Cuq Bq) y 8 (Caz Cuy 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 nUmero de raices

(Grafico 5).
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GRAFICO 5. 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 ocurrio un efecto inverso a los
tratamientos anteriores en la mayor concentracidn 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
actuan 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 concentracion 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 inoculacién 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 (Ca1 Cu1), 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
dafo del tejido después de la inoculacién 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

destruccion de las células por factores adversos (Grafico 8).
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TABLA 6.

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

Mediana ABC

250

200

150 -

100 -

50

T1(Ca1Cu1)

GRAFICO 8. MEDIANA ABC_PARA LAS INOCULACIONES CON
EXTRACTO CRUDO TOXICO DE MYCOSPHAERELLA FIJIENSIS.
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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

ataque 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
que 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 destruccion
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 toxico, se pudo
evaluar en nivel de dafo 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).

TABLAT7.

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 presentdé mayor incidencia positiva
de los parametros 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 dafo
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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 numero de raices,
baja con largo de hoja largo de raiz principal y dafo por conidias
mientras que la incidencia fue negativa con dafio por toxinas (Tabla 8).
Sin embargo, el componente 3 agrupd incidencias positivas altas
unicamente con la evaluacion sanitaria tanto para dafo por conidias
como por téxinas. Resumiendo se demuestra que de los tres
componentes principales los dos primeros agrupan los parametros
agrondmicos; 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 agrondémicos y poca variabilidad (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
Dano por conidias -0.152 0.243 0.762
Dano 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.

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.

Los tres elementos estudiados en concentraciones altas incrementaron la

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

La concentracion menor de la combinacién calcio- boro resulté mejor para

el desarrollo de la raiz principal, mientras que la concentracién mayor, de
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manera general, influyd 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 combinacion y concentracion de los tres

elementos estudiados.

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

inoculacién 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 histoldgicos que permitan determinar la
contribucion de los elementos nutricionales al desarrollo de la pared

celular vegetal en banano.

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

acido ribonucleico, proteinas, relaciones hormonales, entre otros.

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

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



APENDICE A.

DESARROLLO DE LAS PLANTAS IN-VITRO EN LOS DIFERENTES
TRATAMIENTOS.
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APENDICE B.

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

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

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

Tratamiento # 5 Cu+B, Tratamiento # 6 Cu,+B,




Tratamiento # 7 Cu,4+ Cu4+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 200g/I de papa blanca

e 20g/l de dextrosa

e 149/l de agar

e 1000ml de agua destilada

° pH 5.5-6.5

Medio de cultivo Mycophil

e 200g/l de soya

e 209/l de dextros

e 14g/l de agar

e 1000ml de agua destilada

e pHBS5

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 liquido 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
monoascospoérico de Mycosphaerella fijiensis en cuatro erlermeyer de
1000ml que contenian 600mI de PDV8 estéril.

También se colocd 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 adicion6 igual volumen de metanol y se dejaron



incubando a 4 °C por una noche

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

Después se adicioné 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
decantacion y asi se obtuvo la primera fraccion de Acetato de Etilo.

La otra fase que quedo se la volvid 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 adicion¢ igual volumen de Acetato de Etilo y se incubé la
muestra en agitacion a 118rpm por 24h a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo se formé dos fases que se volvieron a
separar por decantacion y asi se obtuvo la segunda fraccion de
Acetato de Etilo.

La otra fase que quedo se la volvio 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
decantacion y asi se obtuvo la tercera fraccion 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 lavd el balon del rotovaporador con 5ml de metanol al

10% y se recogio 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

. pH 6.5

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 adicion6 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 0.22um estéril.



APENDICE F.

COMPOSICION QUIMICA DEL MEDIO MURASHIGE Y SKOOG

Reactivos Concentraciéon mg/L
NH4NO3 1650
KNO3 1900
CaCl, 2H,0 440
MgSO, 7H,0 370
KH2PO4 170
Kl 0.83
H3BO3 6.2
MnSO, 7H.0O 15.6
ZnS04 2H,0 8.6
NaMoO4 2H,0 0.25
CuS04 5H20 0.025
CoCl26H.0 0.025
Na EDTA 37.3
FeSO4 7H,0 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 mgl/l #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.

ABC_ALT

ABC_NH

LH

ABC_NR

ABC_LR

ANOVA

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Factor 12384.443 9 1376.049 3.242 0.001
Error 59415.245 140 424.395
Total 71799.687 149
Factor 6629.133 9 736.570 2.623 0.008
Error 39310.700 140 280.791
Total 45939.833 149
Factor 34.793 9 3.866 3.238 0.001
Error 167.163 140 1.194
Total 201.956 149
Factor 64829.300 9 7203.256 2.243 0.023
Error 449558.533 140 3211.132
Total 514387.833 149
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, numero 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 calculo mas simple y comun para
obtener el ABC..
n-1
AUC- 2 (X; + Xin)/2*(tin — )

Dénde la suma de las areas es de toda la integracién 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:

Phy+ Phy
AUC2-3 s —2 * ':%_tz:'

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

calculado para anadir las areas juntas.

AUC, ={_ x @-m}
2
2
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