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RESUMEN

La raya negra de la hoja o Sigatoka Negra, como se conoce en el continente
americano, es producida por el hongo ascomiceto Mycosphaerella fijiensis Morelet
y es la enfermedad mas importante que ataca la superficie foliar de los platanos y
bananos. Aunque la resistencia a esta enfermedad ha sido el objetivo de los
programas de mejoramiento genético durante varios afios, poco se conoce sobre lo
inherente a la resistencia a estos patdgenos o a su diversidad patogénica dentro de las
poblaciones. La presente investigacion se realizé con los objetivos de: aislar e
identificar aislados de Pseudocercospora fijiensis Morelet de diferentes localidades de
las provincias de Villa Clara y de Ciego de Avila, caracterizarlos cultural, morfolégica y
fisioldgicamente asi como evaluar su patogenicidad y virulencia sobre cuatro cultivares
de Musa. Para la caracterizacion de los aislados se evalué su crecimiento en medios
de cultivo sdlido y liquido, se caracterizaron las estructuras de reproduccion asexual,
se evaluo el efecto del nimero de subcultivos sobre la produccion de conidios y se
determiné la Minima Concentracion Inhibitoria de la Higromicina B y el Carbendazim
frente a estos. Se obtuvieron nueve aislados de Pseudocercospora fijiensis
procedentes de pequefias parcelas de Santa Clara, Vueltas, Santo Domingo,
Remedios y de Ciego de Avila en la Empresa de cultivos varios “La Cuba” cuyas
caracteristicas culturales y morfoldgicas coincidieron con las referidas en la literatura
cientifica para esta especie. Se demostré que el crecimiento de los aislados de P.
fijiensis en medio de cultivo liquido estuvo influenciado por la composicién de los
mismos. El Extracto de Malta resulté ser el mas favorable para el crecimiento del
micelio. Ademas, se comprobd que la produccién de conidios in vitro de aislados de P.
fijiensis disminuyd con el incremento del numero de subcultivos y que esta fue
independiente del aislado. Fue posible determinar la MCI de Higromicina B y
Carbendazim frente a aislados de de P. fijiensis con el método de diluciéon en agar
utilizando como in6éculo suspensiones miceliales. Los resultados obtenidos
evidenciaron la variabilidad de los aislados de P. fijiensis en cuanto a la velocidad de
crecimiento en PDA, crecimiento en M1-D (peso seco), caracteristicas morfoldgicas de
las estructuras de reproduccion asexuales, susceptibilidad a la Higromicina B y al
Carbendazim. Se comprobé la patogenicidad de aislados de P. fiiensis sobre
genotipos de Musa inoculados artificialmente con suspensiones miceliales y se

encontraron diferencias en cuanto a su virulencia.
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1. Introduccion

1. INTRODUCCION

La raya negra de la hoja o Sigatoka Negra, como se conoce en el continente americano,
es la enfermedad mas importante que ataca la superficie foliar de los platanos y bananos.

Produce grandes pérdidas del area fotosintética tanto por la accion del patégeno como de
sus toxinas difundidas (Mourichon, 1995). Esta enfermedad representa una amenaza a la
produccién de platanos de todo el mundo y esta considerada como la mas perjudicial para

este cultivo a nivel mundial (Pasberg-Gaul et al., 2000).

El agente causal de la Sigatoka negra es el ascomicete Pseudocercospora fijiensis y fue
descrito por vez primera por Leach (1964). El ciclo de vida de este patégeno esta

caracterizado por dos estados: uno sexual (teleomorfo) y otro asexual (anamorfo).

La recombinacion genética juega un papel importante en la estructura genética de las
poblaciones de M. fijiensis, por lo que deberia ser considerada como aspecto importante en
los programas de mejoramiento genético frente a esta enfermedad. La estructura genética
de P. fijiensis a escala macrogeografica ha sido estudiada por Carlier et al. (1996) con el
empleo de herramientas moleculares (RFLP). Estos autores han encontrado altos niveles de
diversidad genética en comparaciéon con poblaciones de otros patdégenos (McDonald y
Martinez, 1991). La diversidad y la distribucion geografica de poblaciones son
principalmente explicadas por la recombinacion genética de la fase teleomorfa de
Pseudocercospora fijiensis. También se han observado diferencias genéticas a escala mas
pequefa por ejemplo a nivel de campo. Miller et al. (1997) empleando técnicas de
microsatélite demostraron la variabilidad genética de este patdégeno. La misma se detecto en
aislados procedentes de una misma lesién, asi como entre aislados procedentes de una
misma planta, entre plantas, entre cultivares diferentes y entre aislados de diferentes

regiones geograficas.

Aunque la resistencia a las Sigatokas ha sido el objetivo de los programas de mejoramiento
durante varios afos, poco se conoce sobre lo inherente a la resistencia a estos patégenos o
a su diversidad patogénica dentro de las poblaciones. Fullerton y Olsen (1995) plantearon
que un mejor entendimiento tanto de las estructuras de las poblaciones del patégeno asi
como su evolucion es clave para la asistencia a los programas de mejoramiento de platanos

y de manejos de la enfermedad.

Siguiendo el criterio de estos autores de que P. fijiensis es muy heterogénea con respecto a
la virulencia en Musa, se hace necesario el estudio poblacional de este patdégeno en las
zonas donde seran evaluados genotipos de Musa.
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Varios autores han senalado diferencias entre aislados de Pseudocercospora fijiensis al
inocular plantas jovenes en condiciones controladas (Jacome y Schuh, 1993; Fullerton y
Olsen, 1995). Estos ultimos encontraron alta variabilidad patogénica en aislados
procedentes de diferentes localidades en Papua Nueva Guinea y otras regiones. Esta
variabilidad fue detectada en varios genotipos de Musa los cuales habian sido propagados
por cultivo de tejidos e inoculados con una suspension conidial. La reaccion de los genotipos
vegetales a P. fijiensis fue diferente para los distintos aislados sugiriendo esto interacciones

especificas.

Romero y Sutton (1997°) quienes inocularon aislados de varias zonas geograficas (Asia,
Camerun, Colombia, Costa Rica y Honduras) obtuvieron ademas de diferencias en la
severidad de la enfermedad, diferencias entre el tiempo de inoculacion y la aparicion de los

sintomas lo cual sugiere la variabilidad de la agresividad de los aislados de P. fijiensis.

De este modo, las necesidades actuales de investigacion consisten en determinar qué tipo
de variabilidad patogénica existe en P. fijiensis, descubrir la distribucion de cualquier
variante patogénica e identificar las fuentes de resistencias a esta variante. También merece
atencion la capacidad de las subpoblaciones resistentes a fungicidas. En general se debe
desarrollar un enfoque hacia el estudio y modelacion de la epidemiologia, distribucion y
estructura del patégeno a escalas nacionales, regionales e internacionales (Fagan et al.,
1997). Todo ello contribuira a incrementar la eficiencia de los programas de mejoramiento de

bananos y platanos encaminados a lograr la resistencia duradera a Sigatoka negra.

Teniendo en cuenta las razones anteriormente expuestas y considerando la importancia de
disponer de aislados de Pseudocercospora fijiensis caracterizados para evaluar la
resistencia en condiciones controladas (por inoculacién artificial) de genotipos promisorios
de Musa obtenidos a partir del empleo de variacibn somaclonal, la mutagénesis o la

transformacion genética se definieron los siguientes objetivos:

1. Aislar e identificar aislados de Pseudocercospora fijiensis Morelet. de diferentes

localidades de la provincia de Villa Clara y de Ciego de Avila.
2. Caracterizar cultural, morfolégica y fisiologicamente aislados

3. Evaluar la patogenicidad y virulencia de aislados.
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2. Revision Bibliografica

2.1 Generalidades del cultivo de Platanos y Bananos

2.1.1 Importancia econémica y alimentaria

.7_[(;y en dia, los bananos y platanos son cultivados en mas de 100 paises de las regiones
tropicales y subtropicales del planetay son utilizadas mas de 10 millones de hectareas para
su cultivo (Marin et al., 2003). Son componentes importantes de la dieta humana en casi todos
los paises del mundo, ya sea como alimento cocido o como fruta fresca (Marin et al.; 2002).
Como alimento, es fuente importante de carbohidratos, es fuente de fibra, posee bajo contenido
de sodio, y es la fuente mas rica de potasio y vitamina Bg lista para consumir (Chandler, 1995,
Kodyn y Zapata, 1999). Los bananos y platanos son considerados el cuarto alimento mas
importante después del arroz, trigo y maiz en valores de toneladas producidas (Frizon et al.,
1997). Mientras que el banano como fruta, ocupa el segundo lugar en toneladas producidas
después de la naranja (MusaDoc, 2000).

La produccién anual de bananos y platanos a nivel mundial supera los 76 millones de toneladas
y la exportacion de estos es clave para la economia de muchos paises en desarrollo (Marin et
al., 2002).

2.1.2 Cultivo de tejidos

La Biotecnologia agricola tienes como reto, lograr una seguridad alimentaria para los paises
desarrollados y en vias de desarrollo, asegurando una produccién estable de los principales
cultivos que se consumen como fuente de alimento.

El mayor aporte practico de la biotecnologia a la agricultura, ha sido posible con el desarrollo de
las técnicas de cultivo de tejidos. Sus aplicaciones abarcan desde el estudio de la fisiologia,
obtencion de plantas libres de enfermedades, propagacion masiva, conservacion de
germoplasma, produccion de metabolitos secundarios y el mejoramiento. Este ultimo con el
empleo de la mutagénesis, la variacion somaclonal, la seleccion in vitro, hasta los modernos
métodos de transformacién genética (Pérez, 1998, Daniels, 1999).

Desde 1972 las técnicas de cultivo in vitro se han venido empleando para la multiplicacion de
diferentes cultivares de bananos y platanos, mediante el empleo de apices (Ma y Shii, 1972). Ya
en 1980, un amplio rango de especies de Musa y cultivares de todo tipo de constituciéon

genomica han sido probados en cultivo in vitro (Vulysteke, 1989).
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La micropropagacion via organogénesis, mediante yemas axilares, es la técnica de cultivo mas
conocida y empleada en muchos paises a escala comercial para producir distintos clones de
Musa, ademas es el método mas confiable para lograr un proceso de proliferacién repetible, sin
modificaciones genéticas y libres de agentes contaminantes (Orellana, 1998). No obstante, en
las investigaciones del género Musa, otras técnicas de cultivo de tejidos como la embriogénesis
somatica y el cultivo de células han sido ampliamente utilizadas con fines de multiplicacién
masiva 0 mejoramiento genético y ha sido tema de investigacion desde los afios 60 (Cote et al.,
1996, Daniel et al., 2002; Goméz et al., 2002). También han sido aplicados los sistemas de
inmersiéon temporal (SIT) (Ventura et al., 1998) y la produccion de semilla sintética o artificial por
la encapsulacion de embriones somaticos o yemas en bananos y platanos ha recibido
considerable atenciéon en anos recientes como alternativa interesante de propagacién (Rao et
al., 1993; Ganapathi et al., 2001).

2.1.3 Origen y distribucién

El sureste asiatico y las Islas del Pacifico son considerados el centro de origen de los bananos
silvestres (De Langhe, 1996, Robinson, 1996). El cruzamiento natural de varios dipliodes no
comestibles de M. acuminata durante muchos afos dio como resultado hibridos
partenocarpicos, con esterilidad femenina, fruto comestible y triploides en su estructura
genomica. Estos bananos fueron seleccionados, cultivados, propagados y distribuidos
localmente como cultivo alimenticio.

Estos dipliodes y triploides seleccionados de M. acuminata fueron llevados a dreas mas secas
donde otros diploides silvestres M. balbisiana fue desarrollado naturalmente, ocurriendo
hibridaciones interespecificas entre M. acuminata y M. balbisiana (Robinson, 1996). El producto
de estas hibridaciones ha sido diseminado en las regiones tropicales y subtropicales de todo el
mundo. Esto ha propiciado que, al igual que en otras especies vegetales, un gran numero de

plagas y enfermedades hayan sido ingresadas a nuevas areas junto con el cultivo.
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2.2 Enfermedades de Musa

Los platanos y bananos son susceptibles a un gran numero de enfermedades que han afectado
seriamente la industria dedicada a la produccion y la exportacion de estos cultivos entre los que
se encuentra el Fusarium oxysporum f. sp. cubense y el Banana Bunchy Top virus (BBTV),
nematodos barrenadores (Radopholus similis), enfermedad del Moko (Ralstonia
solanacaearum) (Jain, 2002; Marin et al., 2003).

Sin embargo, ninguna de estas y otras plagas y enfermedades ha producido dafios tan severos
a la produccion de bananos y platanos como las Sigatokas (Mourichon y Fullerton, 1990; Carlier
et al., 2000).

Los tres principales patdégenos fungosos de las manchas foliares del banano son la
Mycosphaerella musicola, que causa la enfermedad de la Sigatoka (Sigatoka amarilla), M.
fijiensis, que causa la enfermedad de la raya negra (Sigatoka negra) y M. eumusae, la causa de
la enfermedad de la mancha foliar eumusae. Todos ellos producen serios danos econémicos.
Debido a la similitud de los sintomas causados por M. musicola, M.fijiensis y M. eumusae, se ha
sugerido que las enfermedades causadas por estos tres hongos se denominen manchas
foliares de Sigatoka (Jones, 2003).

2.3 Sigatoka negra.
2.3.1 Agente Causal

La Sigatoka negra o raya negra de la hoja, como también se le conoce, es causada por el
patogeno fungoso Mycosphaerella fijiensis Morelet, y estd muy relacionado con M. musicola,
agente causal de la Sigatoka amarilla; ambas enfermedades se pueden distinguir solo a nivel
morfolégico por las caracteristicas de sus conidios y sus conidiéforos (Meredith y Lawrence,
1969; Mulder y Stover, 1976; Carlier et al., 2002).

2.3.2 Historia y Distribucién de la Sigatoka negra

La Sigatoka negra fue reconocida por vez primera en 1963 como la enfermedad del estriado

negro de las hojas en Islas Fiji, en el distrito de Sigatoka (Rhodes, 1964). Aunque, examenes

realizados a herbarios de especies de Musa, indican la posible existencia mucho antes de la
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misma, en areas de Asia y del Pacifico. Leach (1964) describié la morfologia del hongo
sugiriendo que se debia denominar con el nombre de Mycosphaerella fijiensis.

Los primeros informes de la presencia de Mycosphaerella fijiensis fuera del continente Asiatico
fueron en Honduras en 1972 y en Zambia en 1973 (Stover, 1980). Después se encontrd en
Gabén en 1977 y se disperso a los paises vecinos. Entre 1977 y 1980 se encontré en México y
en todos los paises de América Central. En la década de los 90, la Sigatoka negra aun seguia
expandiéndose y ahora se registra en casi todas partes del mundo. La sigatoka negra fue
reportada por vez primera en Cuba en 1991 (Vidal, 1992) y cuatro afos después de su
aparicion, reemplazo a la Sigatoka amarilla en todas las areas del pais (Pérez et al., 2003).
Después de llegar a la mayoria de los paises de América del Sur a principios de los 90, M.
fijiensis fue registrada en Bolivia (1996) y Brasil (1998). En el Caribe, se registré6 en Republica
Dominicana en 1996. Representa actualmente una seria amenaza a la produccién bananera en
Haiti, Puerto Rico y Antillas Menores. En los Estados Unidos se registré en 1998 y donde ultimo
se descubrié en América Latina fue en las Islas Galapagos a principios de 2001. En abril de
este mismo afo, fue registrada por primera vez en un area de produccién comercial cerca de
Tully en el norte de Queensland (Jacome, 2003 ).

Cuando esta enfermedad fue encontrada en América Latina, se le denomino al patégeno, M.
fijiensis var. difformis (Stover, 1974). Para separar a M. fijiensis var. fijiensis y M. fijiensis var.
difformis se usé como criterio el estado anamorfo, debido a que no existian diferencias
morfoldgicas en el estado teleomorfo. M. fijiensis var. difformis se caracterizaba por la presencia
de un estroma que daba origen a pocos o densos fasciculos de conidiéforos, en contraste con
la ausencia de estroma para el estado anamorfo de M. fijiensis var. fijiensis. Sin embargo, mas
tarde, estudios taxondmicos de aislados de ambos patégenos revelaron que eran sindnimos
(Pons, 1990) lo cual fue confirmado por estudios moleculares (Carlier et al., 1996).

Segun Pérez (1996) la Sigatoka negra es una enfermedad especifica de las hojas de bananos y
platanos. Los dafos a los frutos son indirectos y cuando los danos son fuertes, los racimos
tienden a ser mas cortos y de menor peso y la pulpa de los frutos presenta un color amarillo con
una fuerte tendencia a la madurez prematura pudiendo reducir hasta un 40% su rendimiento
total. Segun Stover (1974) este evento puede esta inducido por la traslocacion de sustancias
fisioldgicamente activas. Esto trae como consecuencia, ademas, de las pérdidas en campo por
la destruccion de area foliar, grandes pérdidas como resultado de la rapida maduracion del fruto
la cual ocurre en el campo o durante la transportacion o el almacenaje (Marin y Romero, 1992).

Sin embargo, Cedefio et al. (2000) identificaron a Mycosphaerella fijiensis como causa de



2. Revisién Bibliogrdfica

lesiones (pecas) en frutos de platanos cv. Hartéon. Estos autores, refieren que las pecas
producidas en los frutos producto de este patdégeno no dafid la pulpa. Sin embargo, en
condiciones de ataques severos puede causar alteraciones estéticas que reducen la calidad del
fruto y ademas, puede convertirse el fruto en propagador de la enfermedad hacia lugares en

que esta no exista.

2.3.3 Daios que ocasiona

El rendimiento promedio de platanos en Cuba en el 2001 fue de 54 833 kg.ha™(FAO, 2002). Sin
embargo, estos niveles son insuficientes para lograr una estabilidad en el abastecimiento de
este producto alimenticio. Varios son los factores que provocan esta situaciéon, siendo la
enfermedad causada por Mycosphaerella fijiensis, la principal causante de las pérdidas
producidas, considerandose la enfermedad mas nociva presente en las plantaciones de
musaceas en Cuba. La Sigatoka negra es actualmente considerada como la mas dafina y
costosa de las enfermedades de los platanos y bananos (Carlier et al., 2000). Stover y
Simmonds, (1987) estimaron que en 1985, el costo de la proteccion contra esta enfermedad,
superaba el 27% del costo total de produccién. Se ha estimado que las pérdidas en campo por
esta enfermedad son superiores a un 76% (Mobambo et al., 1996) y también ocurren grandes
pérdidas en los procesos de exportacion cuando las medidas de control fallan (Marin et al.,
1992).

2.3.4 Medidas de lucha

La Sigatoka negra es controlada fundamentalmente por fungicidas ya que las alternativas no
quimicas, no han brindado un control aceptable para la comercializacion (Romero, 2000).

La alternancia de fungicidas sistémicos con diferentes mecanismos de accién y la combinacion
de fungicidas sistémicos con fungicidas protectantes han sido métodos utilizados para el control
de la Sigatoka negra. Benomil, Propiconazol y Tridemorf han sido los fungicidas sistémicos mas
utilizados en su control (Romero y Sutton, 1997%). Estos con su actividad post-infeccién provee
una oportunidad para el uso de un sistema temprano de proteccion basado en la deteccion en
los estados iniciales de los sintomas (Ganry y Lavilla, 1983). Las primeras referencias de
aislados de Mycosphaerella fijiensis con resistencia al benomil datan de 1977. Esto se produjo

en Honduras, luego del uso intensivo durante tres afios de este producto para el control de la
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Sigatoka negra (Stover, 1977). No obstante, el Benomil se ha continuado usando en mucho de
los paises de América Central. Entre 1991 y 1992 la resistencia de M. fijiensis al Benomil se
incrementd, lo cual ha favorecido el aumento del uso de Propiconazol (Romero y Sutton, 19972).
Debido al alto costo de los fungicidas, a la no disponibilidad de estos por parte del pequeio
agricultor, al problema recurrente de la resistencia del patégeno a los fungicidas y a los dafos
medioambientales que provoca su utilizacion, estd muy claro que en esta situacion, los
cultivares resistentes, ofrecen el inico método de control viable (Craenen et al., 2000).

El desarrollo de nuevos cultivares de Musa representa una especial dificultad para los
programas de mejoramiento dado fundamentalmente por los altos niveles de infertilidad,
poliploidia, etc. (Fullerton y Olsen, 1995).

Ante la problematica actual ocasionada por la Sigatoka negra en la producciéon mundial de
bananos y platanos, el conocimiento y la comprensién de la genética y la organizacion del
genoma de M. fijiensis podria conducir al desarrollo de nuevas estrategias para su control
(Conde et al., 2003). Segun Carlier et al. (2003), el entendimiento de la estructura genética de la
poblacion asi como de la biologia y evolucién de este patdégeno proporcionaran informacion

importante para brindar asistencia al mejoramiento y manejo de la resistencia a la enfermedad.

2.4 Mycosphaerella fijiensis

Mycosphaerella fijiensis fue descrita por vez primera por Leach (1964). Es un hongo ascomicete
heterotalico (Mourichon et al., 1990) y su ciclo de vida esta caracterizado por dos estados

sexual (teleomorfo) y asexual (anamorfo).

2.4.1 Estado sexual

Los estados sexuales en Mycosphaerella fijiensis Morelet y M. musicola son similares (Meredith
y Lawrence, 1969; Mulder y Stover,1976). Los espermogomios se desarrollan hasta que las
rayas se convierten en manchas, siendo abundantes en la superficie inferior de las hojas,
asociados constantemente con los conidiéforos. Estas estructuras son ovales o casi globosas.
Miden de 55-88 uym de altura a 35-50 um de diametro. Tienen un ostiolo prominente el cual
sobresale a través del poro estomatico. Los espermacios maduros son hialinos con forma de

varilla y miden 2.5-5um de largo x 1-2.5 ym de ancho.
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Los peritecios son abundantes en el estado de las manchas maduras correspondientes al
estado 5 y 6 de la escala propuesta por Fouré (1987). Son generalmente globosos con
diametros de 47-85 ym, son inmersos en el tejido de las hojas con ostiolos sobresalientes que
se localizan en ambas superficies de las hojas, aunque predominan en la superior. La pared de
los peritecios es pardo oscuro, compuesta por tres 0 mas capas de células con forma poligonal.
Las ascas son bitunicadas, obclavadas y sin parafisis. Las ascosporas son hialinas, bicelulares
con dimensiones de 12.5-16.5 pym de largo x 2.5-3.8 ym de ancho.

Largos estudios epidemioldgicos (Gauhl, 1994) mostraron a las ascosporas como la forma mas

comun de inéculo.

2.4.2 Estado asexual

La fase anamorfa de M. fijiensis fue originalmente descrita como: Paracercospora sin embargo,
recientemente Crous et al. (2003) secuenciando la region de los espacios transcribibles internos
del ADN ribosomal (ITS) demostraron que Paracercospora era sindnimo de Pseudocercospora
por lo que Pseudocercospora fijiensis Morelet seria el nombre correcto de la fase anamorfa de
M. fijiensis.

Los conidiéforos se desarrollan primero en los sintomas de pecas y rayas en la superficie
interior de la hoja y contindan produciéndose hasta el segundo estado de mancha (Meredith y
Lawrence, 1969). Estos se desarrollan bajo condiciones de alta humedad y su produccion es
hasta la aparicion de puntos necréticos por lo que esta es de corta duracion (Gauhl, 1994).Ellos
emergen solos 0 en pequenos grupos a partir de los estomas del interior, ubicados en las
lesiones foliares, son de color pardo-olivo siendo mas palidos hacia los apices. Respecto a su
forma son rectos o curvados, frecuentemente con geniculaciones y en ocasiones con
estrechamientos basales de hasta 8 ym de diametro. Pueden tener de uno a cinco septos con
dimensiones desde 16.5- 62.5 ym x 4.7um ligeramente estrechados hacia el apice. La
presencia de una o mas cicatrices en la base de los conidiéforos es caracteristica en esta
especie. Los conidios son formados en el apice de los conidiéforos de manera simple, mas
tarde se convierten en laterales segun el desarrollo del conididforo, se pueden unir hasta cuatro
de ellos a un conidiéforo.

Los conidios pueden variar su color desde palido hasta olivaceos. Son obclavados hasta cilindro
obclavados. Pueden tener de uno a 10 septos encontrando su mayor frecuencia de cinco a

siete septos. Pueden ser rectos o curvos, obtusos en el apice, pueden ser truncados o
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redondeados en la base con una contricién visible denominado hilium. Las dimensiones pueden
variar de 30-130 ym de largo por 2.5-5 ym de diametro.

El viento se ha considerado como el principal medio de trasportacion de los conidios hacia las
plantas cercanas (Rutter et al.,, 1998), sin embargo, no son encontrados usualmente en el aire
sobre las plantaciones (Gauhl, 1994) lo que sugiere que los conidios no juegan un papel

importante en el esparcimiento de la enfermedad.

2.4.3 Caracteristicas culturales

El desarrollo de este hongo en medios de cultivo es lento, una colonia sembrada a partir de un
conidio alcanza un centimetro de diametro luego de 38 dias de incubacién a 26°C, variando la
temperatura de crecimiento 6ptima desde 24 a 28 °C (Meredith y Lawrence, 1969; Mouliom-
Pefoura y Mourichon, 1990). Los cultivos son elevados y estromaticos con una superficie
velvética de coloraciones gris palido, gris rosado oscura y gris pardo (Stover, 1976).
Frecuentemente en una misma colonia se encuentran varias coloraciones.

Colonias de 10-21 dias pueden producir conidios (Meredith y Lawrence, 1969; Mourichon et al.,
1987). La esporulaciéon ha sido referida en algunos medios de cultivo sélido. Carlier et al.
(2002) encontraron que la esporulacion podia ser 6ptima en medio de cultivo V-8 ajustado a pH
6 e incubado a 20°C bajo iluminacién constante.

Mourichon et al. (1990), lograron producir peritecios con ascas y ascosporas en condiciones in
vitro. En condiciones de alta humedad se ha observado que tanto los conidios como las

ascosporas germinan adecuadamente.

2.4.4 Variabilidad genética

El primer andlisis genético de M. fijiensis fue relizado por Carlier et al. (1994) utilizando el
polimorfismo por restricciéon de longitud de fragmentos (RFLP). Estos estudios pudieron
evidenciar la gran variabilidad entre las poblaciones de este patégeno en diferentes partes del
mundo. Fueron encontrados altos niveles de diversidad en este patdgeno en el Sureste de Asia,
region esta, donde probablemente se originé (Mourichon y Fullerton, 1990). Este marcador
genético ha sido ademas usado en los estudios de interaccién y variacién intraespecifica en

varios patégenos fungosos (Edel et al., 1996, Zhan et al., 2001).
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Otras técnicas han sido utilizadas para determinar la variabilidad genética de M. fijiensis. Muller
et al. (1997), empleando técnicas de microsatélites demostraron la variabilidad genética de M.
fijiensis en plantaciones de platanos y bananos en Nigeria, encontraron diferencias entre
aislados procedentes de una misma lesion, de diferentes lesiones de una misma planta, entre
plantas, cultivares y regiones geograficas. Mas recientemente, en el ano 2003, Rivas y
colaboradores, utilizando CAPS (del ingles Cleaved Amplified Polymorphic Sequence),
caracterizaron molecularmente 203 aislados procedentes de América Latina y el Caribe. Los
aislados de las regiones de Honduras y Costa Rica mostraron los niveles mas altos de
diversidad genética, sugiriendo la penetracidn de patégeno al continente por esta area.
Ademas, apoyan la hipotesis de que mas de una introduccion ocurrio desde América Latina
hacia el Caribe por existir diferenciacion suficiente entre las poblaciones caribefias. También se
han caracterizado molecularmente aislados procedentes Cuba utilizando RADP (del ingles
Random Amplified Polymorphic DNA), confirmando la gran variabilidad genética de este
patégeno (Pereira et al., 2001)

Todos estos resultando han confirmado los altos niveles de diversidad genética de
Mycosphaerella fijiensis comparado con poblaciones de otros patégenos. (McDonald y Martines
1991)

2.4.5 Variabilidad patogénica

Aunque la resistencia a las enfermedades de Sigatoka, primeramente a la Sigatoka amarilla y
mas recientemente la negra, ha sido el objetivo de programas de mejoramiento genético de
Musa por varios afnos, poco se conoce sobre lo inherente a la resistencia a estos patégenos o
de la diversidad patogénica dentro de la poblacion del patégeno (Fullerton y Olsen 1995, Frison
etal., 1997).

Siguiendo el criterio de Fullerton y Olsen (1995) de que M. fijiensis es muy heterogénea con
respecto a la virulencia en Musa, se hace necesario el estudio poblacional de este patdégeno en
las zonas donde seran evaluados genotipos de Musa.

Varios autores han encontrado diferencias significativas entre aislados de Mycosphaerella
fijiensis inoculando plantas jévenes en condiciones controladas (Jacome y Schuh, 1993;
Fullerton y Olsen, 1995). Estos ultimos encontraron alta variabilidad patogénica en aislados de
procedentes de diferentes localidades en Papua Nueva Guinea y oftras regiones. Esta

variabilidad fue detectada en varios genotipos de Musa los cuales habian sido propagados por

11
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cultivo de tejidos e inoculados con una suspension conidial. La reaccion de los genotipos a M.
fijiensis fue diferente para los distintos aislados sugiriendo esto interacciones especificas.

Segun Pereira et al. (2001) se hace necesario correlacionar de la informacion sobre la
variabilidad patogénica y genética asi como su distribucion para un adecuado tratamiento de la
enfermedad, comenzando por un uso mas racional y efectivo de fungicidas y de las fuentes de

resistencia al hongo.

2.5 Mejoramiento genético y perspectivas futuras

Muchos esfuerzos se han unido durante la ultima década para lograr resistencia a Sigatoka
negra en los platanos de postre y coccion. La prioridad de los programas se ha centrado en
investigar niveles altos de resistencia parcial que se consideran mas durables frente a la
presencia de poblaciones distintas del patégeno.

La variacién somaclonal, la seleccion in vitro y la mutagénesis en el género Musa se ha
empleado con éxito en varios programas de mejoramiento (Novak y Van Duren, 1989; Okole y
Schulz, 1997; IAEA, 2002, Roux, et al., 2003)

Otras investigaciones se han desarrollado usando la biotecnologia, y en particular la
produccion de plantas transgénicas que usan genes que codifican para proteinas antifungicas
(Swennen et al., 2003). Sin embargo, este método tiene la desventaja de conferir resistencia
monogénica y esta es considerada inestable por la presencia de poblaciones diversas de
Mycosphaerella. No obstante, esta estrategia pudiera constituir una solucién atractiva para
lograr resistencia en plantas si se le introdujeran genes de resistencia especificos de platanos
que poseen un nivel alto de resistencia parcial (Mourichon, 2003).

Segun el informe de INIBAP presentado por el grupo de Sigatoka en el encuentro en Guadalupe
en 1997 (Frison et al., 1997) y ratificado en la 3ra reunién de trabajo del grupo Sigatoka de
PROMUSA (Jacome et al.,, 2003) las principales prioridades de investigaciones deben estar
relacionadas con:

o El estudio de la variabilidad patogénica de las poblaciones de P. fijiensis , que incluye
estimar la extension y distribucion de la variabilidad genética dentro de poblaciones de
este patégeno usando marcadores moleculares y su relacidon con la variabilidad
patogénica, cuantificar a nivel de casa de cultivo, la extensién de la variabilidad de P.

fijiensis con el uso de diferentes set de cultivares de Musa (Marcadores patotipicos) y

12
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lograr asi una seleccion en cuanto a virulencia y agresividad y la deteccién a nivel de
campo en diferentes areas la presencia de cepas patogénicas.

e La estandarizacion de métodos de inoculacién artificial bajo condiciones controladas.

¢ El estudio de las toxinas producidas por Pseudocercospora fijiensis.

¢ Laimplementacion de coleccion de aislados de Pseudocercospora fijiensis procedentes
de distintas regiones geograficas.

Por todo ello, los estudios de caracterizacion de aislados de Pseudocercospora fijiensis

contribuirian a dar respuesta a estos planteamientos.
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3. Materiales y Métodos

Este trabajo se realizd en el Laboratorio de Fitopatologia del Instituto de Biotecnologia de
las Plantas en el periodo comprendido de septiembre del 2000 hasta octubre de 2003.

Procedimientos generales
Aislado de referencia de Pseudocercospora fijiensis

CCIBP-1: Aislado a partir de hojas enfermas en estado 6 (segun la escala propuesta por
Fouré (1982)) del cultivar Grande naine en la Estacién experimental “Pedro Lantigua™ de
Remedios en la Provincia de Villa Clara perteneciente a la coleccién de cultivos microbianos
del Laboratorio de Fitopatologia del Instituto de Biotecnologia de las Plantas. Se ha utilizado
en los ensayos de evaluacion, bajo condiciones controladas, de la resistencia de genotipos

de Musa a la Sigatoka negra (Leiva et al., 2002).

Medios de Cultivo utilizados.
- Agar Papa Dextrosa (PDA)

Agar Papa Dextrosa (Biocen)... 39g

H,O completar.........c.cc.............. 1000ml

- Caldo Papa Dextrosa (PDB)

Caldo Papa Dextrosa (Biocen)  34g

H,O completar........ccccccc... 1000ml

Jugo V-8............ 100ml

H,O completar .. 1000ml

14
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- V-8 modificado (Mourichon et al., 1987) (V-8)

CaCoOs ............. 0.2g

H,O completar.. 1000 ml

Kl 0.75mg
KNOs. ..o i 79.8mg
KClL . 65.0mg
[NF=1 5 P d © 16.8mg
= O 1.20mg
H3BOs. v 1.36mg
MNSO4...oeiiiiiiiiiiin 4.53mg
Y4 3 151 © 1.40mg
MgSO, 7H,0.......ccocneve. 0.73g
Ca(NOs), 4Hz...oc 0.28g
Amonio tartrato................ 5g
Sacarosa...........ccceeenenns 30g
Tiamina.........c.cooveeeene. 0.2g
Myoinositol..................... 0.8g
Agua de coco................ 20ml

Agua destilada completar  1000ml
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- Extracto de Malta (EM)

Extracto de malta (Duchefa)... 50g

Sacarosa.........ceeeiiiiiiininnnns 5g
H,O completar.......ccccccoonne. 1000ml
PH. .o 5.6

Procesamiento estadistico de los datos

El procesamiento estadistico de los datos de las variables estudiadas se realizd con el
paquete estadistico Statistic Package for Social Science (SPSS) version 9.0 para Windows.
En cada acapite se detalla el procedimiento utilizado para el analisis de las diferentes

variables.

3.1 Aislamiento e identificacion de aislados de Pseudocercospora fijiensis Morelet

Con el objetivo de realizar la caracterizacion cultural, morfoldgica, fisiolégica y patogénica de
Pseudocercospora fijiensis se procedié al aislamiento de este patdgeno en diferentes
regiones dentro de la provincia de Villa Clara y Ciego de Avila. El aislamiento de P. fijiensis
se realizd de acuerdo con el método de descarga de ascospora propuesto por Stover (1976)

el cual se describe a continuacion.
Toma de muestras

Se recolectaron muestras de hojas enfermas en estado 6 (segun la escala propuesta por
Fouré (1982)). del cultivar de Grande naine (AAA, subgrupo Cavendish) de pequenas
parcelas de productores individuales en las cuales nunca se habian aplicado fungicidas,
dentro de la provincia de Villa Clara especificamente de las localidades de Santa Clara,
Vueltas, Santo Domingo y Remedios (Estacion experimental “Pedro Lantigua”) y de la

Empresa “La Cuba” en la provincia de Ciego de Avila.
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Procesamiento de las muestras

Las muestras recolectadas se observaron al microscopio estereoscopico, para comprobar la
presencia de cuerpos fructiferos (peritecios) maduros en la superficie del tejido foliar.
Ademas, se tomd un peritecio y se le realizé una preparacion al microscopio optico para
comprobar la presencia de ascas con ascosporas maduras. Al comprobarse la calidad del
material vegetal, se recortaron las hojas que contenian estas estructuras en fragmentos de 7
x 3 cm y se lavaron por separado en una bandeja con agua desionizada estéril durante 5
minutos. Posteriormente, en cabina de flujo laminar, se limpiaron con un algodén
previamente humedecido en alcohol al 70%. Los fragmentos de hoja asi preparados se
presillaron en un papel de filtro que luego se prensé en la cara superior de un recipiente
biotecnolégico que contenia un portaobjetos con agar agua (3%) y Sulfato de estreptomicina

(SIGMA) (50mg.ml™") colocado sobre un soporte de cristal en uve (Figura 1).

Figura 1. Recipiente utilizado para el aislamiento de P. fijiensis utilizando el método de descarga de

ascosporas propuesto por Stover (1976).

A cada recipiente se le adicionaron 5 ml de agua desionizada estéril para asegurar una alta
humedad relativa. Los recipientes se incubaron a una temperatura de 28°C durante 1 h para
la descarga de las ascosporas. Pasado este tiempo, con ayuda de un microscopio optico
Olympus y con un aumento de 400x las ascosporas fueron identificadas por su morfologia y
se procedié a su aislamiento. Estas fueron transferidas a placas de Petri con medio de
cultivo V-8 y se incubaron a 20°C con luz fluorescente durante diez dias (Carlier et al.,
2002). Pasado este tiempo, se comprobd que las caracteristicas del micelio y de las
estructuras de reproduccion asexual coincidieran con las referidas para esta especie segun
Meredith y Lawrence (1969) y Carlier et al. (2002). Los aislados asi identificados como P.
fijiensis, se transfirieron a tubos de ensayo con cufias de medio de cultivo PDA para su

caracterizacion o conservacion a 4°C.
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3.2 Caracterizacion cultural, morfolégica y fisiologica de diferentes aislados de

Pseudocercospora fijiensis.

3.2.1 Crecimiento en diferentes medios de cultivo
3.2.1.1 Crecimiento en medio de cultivo sélido

Se evalud el crecimiento de los aislados obtenidos de P. fijiensis (Anexo 1) en medio de
cultivo PDA acorde a lo referido por Meredith y Lawrence (1969) y se describieron las

caracteristicas culturales de cada uno en el mismo.

Una suspensién micelial (50 ul, 5.10° ufc.ml™) de cada uno de los aislados de P. fijiensis fue
estriada en placas Petri (70 mm @) que contenian 15 ml de medio de cultivo PDA para
obtener colonias aisladas. Se incluyeron dos placas Petri por aislado, estas se incubaron a

28°C en oscuridad durante 14 dias.

Se determind por observacion visual el color del micelio, textura, consistencia, color del
reverso, presencia de liquido transpirado y la capacidad del aislado de pigmentar o no el
medio de cultivo. Ademas, se midio el diametro de diez colonias (mm) en cada aislado. Las

evaluaciones se realizaron a los siete y a los 14 dias de inoculacion.

Los datos de la variable diametro de las colonias se analizaron por medio de un ANOVA de
clasificacion simple y las diferencias entre las medias se procesaron a través de la Prueba
de Rangos Multiples de Duncan, previa comprobacion de los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianza.

3.2.1.2 Crecimiento en medios de cultivo liquido

Con el objetivo de evaluar el crecimiento de aislados de P. fijiensis en diferentes medios de
cultivo liquidos se incluyeron en este estudio: V-8, Caldo Papa Dextrosa (PDB) y Extracto de
Malta (EM). Para ello se seleccionaron dos aislados, procedentes de Remedios y Ciego de
Avila.

Se inocularon 2.5 ml de suspension micelial (5.10° ufc.ml™") en Erlenmeyers de 500 ml que
contenian 100 ml de medio de cultivo. Los mismos fueron mantenidos en camara
climatizada (Gallenhamp) a 28 °C, oscuridad constante y condiciones estaticas durante 20
dias. Transcurrido este tiempo el micelio se separé del medio de cultivo mediante filtracion
con filtros de papel (Whatman de 125mm o), luego el micelio se deseco en estufa a 60°C

hasta mantener un peso constante y se le calculo el peso seco con el uso de una balanza
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analitica. Ademas, se determiné por observacion visual el color del micelio, el color del
reverso, la textura, la consistencia, y la capacidad de pigmentar el medio de cultivo. Se

analizaron cuatro repeticiones por tratamiento.

Los datos de la variable peso seco se analizaron por medio de un ANOVA de clasificacion
simple y las diferencias entre las medias se procesaron a través de la Prueba de Rangos
Multiples de Duncan, previa comprobacién de los supuestos de normalidad y homogeneidad

de varianza.

3.2.1.3 Crecimiento en medio de cultivo M1-D

Este estudio se realizd con el objetivo de evaluar el crecimiento de los aislados obtenidos de
Pseudocercospora fijiensis (Anexo 1) en el medio de cultivo M1-D utilizado tradicionalmente
para a produccion de metabolitos fitotoxicos de este patdogeno (Hernandez, 1995; Okole y
Shulz, 1997; Garcia et al., 1997).

Se utilizaron como inéculo suspensiones miceliales (5.10° ufc.ml'1) de cada uno preparadas
a partir de cultivos crecidos durante 15 dias en medio de cultivo Caldo Papa Dextrosa
(PDB). Se inocularon 5 ml de suspension micelial en Erlenmeyers de 500 ml que contenian
200 ml de medio de cultivo. La incubacion se llevé a cabo en condiciones similares a las
descritas en el acapite 3.2.1.2 y se evaluaron las mismas variables a los 40 dias y, ademas,
se le determind el pH del medio de cultivo. Los Erlenmeyer se dispusieron en la camara
climatizada (Gallenhamp) siguiendo un disefio completamente al azar y se utilizaron seis

repeticiones por aislado.

Los valores de las variables peso seco y pH se analizaron por medio de un ANOVA de
clasificacion simple y las diferencias entre las medias se procesaron a través de la Prueba

de Dunnett’'s C ya que no presentaban homogeneidad de varianza.

3.2.2 Caracterizacion de las estructuras de reproduccion asexual de

Pseudocercospora fijiensis

Estos experimentos se realizaron con el objetivo de caracterizar morfolégicamente las
estructuras de reproduccion asexual de los aislados obtenidos de P. fijiensis (Anexo 1). Para
su caracterizacién fueron inoculados con 300ul de suspensién micelial (5.10° ufc.ml™) de
cada uno en dos tubos de ensayo con 15 ml de medio de cultivo V-8 (cufia). Estos se
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incubaron a 20°C en incubadora Gallenkamp con luz fluorescente continua durante 25 dias
(figura 2).

Figura 2. Incubacion de aislados de Pseudocercospora fijiensis para la produccién de conidios.

Para la cosecha de los conidios se adicionaron dos mililitros de agua destilada con Tween
80 (0.05%) a cada tubo de ensayo, y la superficie micelial fue removida con un pincel. La
suspension fue transferida a nuevos tubos y se observaron al microscopio 6ptico (400x) las
caracteristicas morfoldgicas de los conidios (25 conidios/repeticion). Para ello se tuvieron en
cuenta los criterios descritos por Carlier et al. (2002) y se evaluaron la forma, el color y la
presencia de hilium asi como se midié su longitud y ancho (por la zona mas guesa) (um) y

se determind el nimero de septos de los conidios y conidiéforos.

Los valores de las variables longitud y numero de septos de los conidios y conidiéforos se
analizaron por medio de un ANOVA de clasificacion simple y las diferencias entre las medias
se procesaron a través de la Prueba de Dunnett’'s C ya que no presentaban homogeneidad

de varianza.

3.2.3 Efecto del numero de subcultivos in vitro de los aislados sobre la produccién de

conidios

Este ensayo se realizé con el objetivo de determinar el efecto del nimero de subcultivos in
vitro sobre la capacidad de formacién de estructuras reproductivas asexuales in vitro de
Pseudocercospora fijiensis. Se compararon los subcultivos uno, cuatro y ocho. A partir de
resultados preliminares de este ensayo donde se comprobd que el efecto del numero de
subcultivos sobre la produccion de conidios era independiente del factor aislado se
seleccionaron dos por cada uno. Para la produccion y cosecha de conidios se siguié un

protocolo similar al descrito en el acapite 3.2.2.
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Se determind la concentracién de conidios.ml" por aislado mediante una Camara de
Neubauer. Para ello, se utilizé el microscopio 6ptico Olympus (aumento de 400x) y se

hicieron seis mediciones por aislado.

Se utilizé un Anova de clasificacion simple y las diferencias entre las medias se procesaron
a través de la Prueba de Dunnett’'s C ya que no presentaban homogeneidad de varianza.
Igual procedimiento se siguid para la comparacion de la produccion de conidios entre los

diferentes subcultivos.

3.2.4 Susceptibilidad de suspensiones miceliales de Pseudocercospora fijiensis a

sustancias antimicrobianas

Este ensayo se realizd con el objetivo de determinar la Minima Concentracion Inhibitoria
(MCI) de diferentes sustancias antimicrobianas utilizadas como agentes de seleccion en

ensayos de transformacion genética de Mycosphaerella spp.
Sustancias antimicrobianas:
e Higromicina B (SIGMA, 70 %)

o Carbendazim en forma de un complejo con B-ciclodextrina (Complejo 1), (Facultad de

Quimica Farmacia de la Universidad Central “Marta Abreu” de las Villas

Se incluyeron en este ensayo los aislados obtenidos en el acapite 3.1 (Anexo 1). La
susceptibilidad de los aislados frente Higromicina B y Carbendazim se evalud a partir de la

determinacion de su MCI en medio de cultivo PDA por el método de dilucién en agar.

Se ensayaron concentraciones decrecientes de estos en diluciones seriadas dobles desde
32.0 a 0.015 mg.l'1. Se prepararon dos repeticiones de cada concentracion. Ademas, se
incluyeron placas de Petri con medio de cultivo PDA libres de sustancias antimicrobianas

para ser usadas como controles de crecimiento.

El indculo utilizado fue una suspension de micelio de cada aislado (3.5 pl, 5.10° ufc.ml™)

adicionado sobre la superficie del agar (90mm @) con micropipeta multicanal.

Las placas de Petri fueron marcadas por el reverso para determinar la orientacién de los
puntos a inocular, en cada una se colocaron los aislados. Se inoculd primero el control de
crecimiento con PDA, después, comenzando por la concentracion menor, se inocularon las

placas de Petri que contenian las diferentes concentraciones del agente antimicrobiano.
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Las placas de Petri se mantuvieron a temperatura ambiente hasta que la humedad de los
inodculos fue absorbida dentro del agar, se invirtieron y se incubaron a 28°C en la oscuridad.
Las evaluaciones se realizaron a las 120h. En ellas se comprobé el crecimiento fungico en
los controles y se determind la MCI de los antimicrobianos tomando como MCI la menor

concentracién que inhibié completamente el crecimiento fungico.

3.3 Patogenicidad de aislados de Pseudocercospora fijiensis sobre cultivares de Musa

Con el objetivo de evaluar la patogenicidad y virulencia de aislados de P. fijiensis sobre
cultivares de Musa, se ensayaron cuatro aislados de P. fijiensis: dos procedentes de

Remedios y dos de Ciego de Avila.
Material vegetal

Plantas obtenidas in vitro de cuatro cultivares de bananos: Grande naine (AAA susceptible),
Niyarma Yik (AA susceptible), FHIA-18 (AAAB parcialmente resistente) y Calcutta 4 (AA
resistente) fueron utilizados para este ensayo. Las plantas fueron aclimatizadas durante 45
dias en bandejas de polieturano con sustrato compuesto por 50% de casting, 30% de
compost y 20% de zeolita, posteriormente se transfirieron a recipientes plasticos de 10 cm
de diametro con 500 ml de capacidad con igual sustrato por 45 dias mas.

La preparacion de la suspensién micelial, la inoculacion y la evaluacion fueron realizadas

segun lo descrito por Alvarado et al. (2003) y que se detalla a continuacion.
Preparacion de la suspension micelial

Fragmentos de colonias de P. fijiensis crecidas durante 14 dias a 28°C en medio de cultivo
PDA fueron inoculados en erlenmeyer que contenian 200ml de medio cultivo liquido de V-8.
Los frascos se incubaron a 28° C en zaranda (130rpm) durante 15 dias. Después de este
periodo, el crecimiento micelial fue homogenizado y 1ml de esta solucion fue esparcida en
placas de Petri con PDA para obtener un crecimiento homogéneo en toda la superficie de la
placa. Las placas fueron incubadas en la oscuridad a 28°C durante 15 dias. Dos discos de
micelio de 1cm? de didmetro fueron inoculados en frascos de 1000 ml de volumen que
contenian 400ml de medio cultivo liquido V-8. Los mismos fueron incubados en agitacion
(130rpm) a temperatura ambiente durante 15 dias. La suspension micelial fue preparada
homogenizando 10 g de micelio en 900 ml de agua destilada estéril y filtrada a través de dos
capas de gasa para eliminar los fragmentos grandes de micelio. La concentracion fue

ajustada a 5.10° ufc.ml” y se le adicioné gelatina al 1% al inéculo final.
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Inoculacion

Fueron inoculadas plantas con 20 cm de alto y al menos con cuatro hojas activas. Esto se
realizé aplicando con pincel la suspensidén micelial sobre el envés de las tres hojas mas
jévenes totalmente extendidas. Se inocularon cinco plantas por cultivar con cada uno de los
aislados y, ademas, se incluyeron cinco plantas de cada cultivar sin inocular para ser
utilizadas como controles. Las plantas se ubicaron en una casa de cultivo y se distribuyeron

en bloques al azar.

Se esperaron dos horas hasta que se secaran las hojas, al cabo de este tiempo se elevo la
humedad relativa al 100% durante tres dias y luego se garantizé una humedad por encima
del 70%.

Diariamente se registrd6 la temperatura y humedad mediante un Termo-higrometro
electronico (EM-913).

Evaluacion

El experimento se evalu6 cada siete dias hasta los 60 dias. Para ello se utilizé la escala
propuesta por Alvarado et al. (2003) que aparece a continuacion (tabla 1).

Tabla 1. Descripcion de los estados de desarrollo de los sintomas en plantas de Musa spp.

propagadas in vitro inoculadas con suspension micelial de Pseudocercospora fijiensis.

Estado Descripcion de los sintomas
0 Predominio de hojas sin sintoma.
1 Predominio de hojas con pequefas lesiones puntiformes de coloracién rojiza
2 Predominio de hojas con manchas de contornos regulares o irregulares de

coloracién pardo-rojiza por el envés de la hoja.

3 Predominio de hojas con manchas de contornos regulares o irregulares de
coloracion pardo-rojiza por el haz.

4 Predominio de hojas con manchas negras (elipticas o redondeadas) con
bordes cloréticos y halo acuoso. Aun mantiene algunas areas de tejido verde.

5 Predominio de hojas con manchas negras con centros grises, las hojas pueden
estar completamente necrosadas y colgar del pseudotallo.

Se determind el tiempo de aparicion de los primeros sintomas (periodo de incubacion), asi

como la evolucién y la descripcion de los sintomas en cada estado.
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4. Resultados y Discusion

4.1 Aislamiento e identificacion de aislados de Pseudocercospora fijiensis Morelet

Se lograron obtener nueve aislados de Pseudocercospora fijiensis procedentes de
pequefas parcelas de Santa Clara (CCIBP-80, CCIBP-83), Vueltas (CCIBP-54, CCIBP-66),
Santo Domingo (CCIBP-34, CCIBP-64), de Remedios en la Estacion experimental "Pedro
Lantigua™ (CCIBP-39) y de Ciego de Avila (CCIBP-57, CCIBP-110) procedentes ambos de la
Empresa de cultivos varios “La Cuba” (Anexo 1).

Las caracteristicas de las ascosporas obtenidas a partir de peritecios de tejidos enfermos
(estado 6, escala propuesta por Fouré (1982), coincidieron con las referidas para este
patdgeno por Leach (1964). Fueron hialinas, globosas, con un septo formando dos células
unidas y una de las cuales es ligeramente mas abultada que la otra (figura 3). En todos los
casos, las colonias formadas a partir de las ascosporas se caracterizaron por presentar un

color gris olivaceo.

Figura 3. Ascosporas de Mycosphaerella fijiensis Morelet en medio de cultivo Agar—agua (3%).

Se pudo comprobar la presencia del hilium basal en los conidios producidos y las
caracteristicas de estos coincidieron con las referidas en la literatura para esta especie
(Meredith y Lawrence, 1969; Carlier et al., 2002).

La necesidad de crear y mantener colecciones de P. fiijjensis procedentes de diferentes
regiones ha sido resaltada como prioridad por varios investigadores (Frison et al., 1997 )
para la realizacién de estudios relacionados con la biologia del patégeno, con el grado de
variabilidad patogénica, morfoldgica y genética asi como la pérdida de la sensibilidad frente
a diferentes fungicidas. Cuestiones estas que son clave para el manejo de la enfermedad y
la asistencia a los programas de mejoramiento de bananos (Fullerton y Olsen, 1995; Carlier
et al., 2003).
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4.2 Caracterizacion cultural, morfolégica y fisiolégica de diferentes aislados de

Pseudocercospora fijiensis

4.2.1 Crecimiento en diferentes medios de cultivo
4.2.1.1 Crecimiento en medio de cultivo sélido

Las caracteristicas culturales de las colonias fueron similares para todos los aislados en
medio de cultivo PDA (micelio superficial, aterciopelado, elevado, compacto y micelio
estromatico negro) y coincidieron con las referidas por otros autores en este medio de
cultivo (Stover, 1976; Mourichon et al., 2000; Manzo et al., 2001). En todos los casos

crecieron colonias de forma convexa, circulares y con bordes regulares. (figura 4).

Figura 4. Colonias de Pseudocercopora fijiensis crecidas en medio de cultivo PDA a los 14 dias de

incubacion a 28°C y oscuridad constante.

En cuanto a la presencia de liquido transpirado aparecié en todos los aislados pero de
diferentes formas (pequefias gotas muy abundantes y gotas de mayor tamafio menos
frecuentes) en todos los casos transparente. No se observé pigmentacion en el medio de

cultivo en ninguno de los aislados durante los 14 dias de evaluacion.

Se pudo constatar que los colores de las colonias coincidian con los descritos en la literatura
(Stover, 1976; Jeger et al., 1995). Se encontré una gama de colores desde grises oscuros,

grises rosados hasta blancos.

El crecimiento lento fue tipico para todos los aislados, en correspondencia con lo planteado
por varios autores (Meredith y Lawrence, 1969; Manzo et al., 2001) y el diametro de las

colonias después de 14 dias no fue superior a 6mm (tabla 2).

No obstante, se encontraron diferencias significativas entre aislados con respecto al

diametro de las colonias. El aislado CCIBP-80, procedente de Santa Clara, mostro los
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valores mayores de diametro de las colonias a los 14 dias de incubacion siendo el unico en
sobrepasar los 5 mm, ademas, de lograr un incremento considerable en diametro de los 7 a
los 14 dias. En general, los aislados de Ciego de Avila presentaron los didmetros menores

en ambas evaluaciones.

Tabla 2. Diametro medio de colonias de diferentes aislados P. fijiensis a los siete y a los14 dias de

incubacion en medio de cultivo PDA.

Aislados Diametro 7 dias Diametro 14 dias
CCIBP- 39’ 1,38 ¢ 2,97d
CCIBP- 34° 1,94 b 411b
CCIBP-64° 1,68 b 2,89 d
CCIBP- 54° 1,76 b 3,15 cd
CCIBP-66° 3,15a 4,03b
CCIBP-57* 1,69 b 3,56 bc
CCIBP-110* 1,08d 1,95 d
CCIBP-80° 1,75b 5,16 a
CCIBP-83° 1,75b 3,60 bc
E.E +0.28 +0.18

Medias con letras desiguales en una misma columna difieren estadisticamente segin Duncan para P
<0.05 ' Remedios, 2 Sto. Domingo, ° Vueltas, * Ciego de Avila, ° Santa Clara

La evaluacién del crecimiento en medio de cultivo sdlido ha sido estudiada por varios
autores para detectar diferencias entre aislados de una misma especie. Leiva (1998) al
evaluar el crecimiento en medio de cultivo PDA de aislados de P. fijiensis procedentes de
una misma localidad encontré diferencias. Por otra parte, Adaskaveg y Hartin (1997)
encontraron también este comportamiento entre aislados de Colletotrichum acutatum vy,
Pérez (2003), pudo formar varios grupos de aislados en cuanto al diametro de las colonias

en Alternaria solani Sor.

P. fijiensis es un hongo extremadamente variable en sus caracteristicas culturales
propiciado quizas en gran medida por el estado sexual y su naturaleza heterotalica

reafirmada por Mourichon (1995).

A partir de muestras de hojas enfermas del cultivar Grande naine, procedentes de pequefas

parcelas productoras de cuatro localidades de la provincia de Villa Clara y de una empresa
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productora de la provincia de Ciego de Avila, se obtuvieron nueve aislados de
Pseudocercospora fijiensis que solo se diferenciaron en cuanto al diametro de sus colonias

en medio de cultivo sélido (PDA) y no en sus caracteres culturales.

4.2.1.2 Crecimiento en medios de cultivo liquido

Se logré el crecimiento de P. fijiensis (CCIBP-39 y CCIBP-57) en los medios de cultivo PDB,
EM vy V-8 y el peso seco del micelio varié en entre ellos (figura 5). Okole (1995) y Manzo et
al. (2001) refieren como el crecimiento del micelio depende del contenido de nutrientes en el

medio de cultivo.

0,84

Peso seco (g )

0,64

0,44

0,24

EM PDB V-8

m CCBP-57 @ CCIBP-39

EM -Extracto de malta, PDB - Caldo papa dextrosa, V-8 - Caldo V-8 modificado por Mourichon et al.
(1987)

Figura 5. Peso seco del micelio de los aislados CCIBP-57 y CCIBP-39 de P. fijiensis a los 20 dias de
inoculacion en diferentes medios de cultivo. Medias con letras desiguales en una misma columna

difieren estadisticamente segin Duncan para P< 0.05

El Extracto de Malta resultd ser el medio de cultivo mas favorable para el crecimiento del
micelio en P. fijiensis ya que fue en él, donde se obtuvieron los mayores valores de peso

seco para ambos aislados. Le siguieron en orden PDB y V-8.

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Okole (1995), quien al evaluar cuatro
medios de cultivo para la produccion de micelio, encontr6 que en Extracto de Malta se

produjo mayor cantidad, este superé a PDA, M1-D y SMGY (glucosa y extracto de levadura).
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Otros autores refieren al medio de cultivo V-8 como ideal para el crecimiento fungico. Este
ha sido utilizado desde mucho tiempo atras para diferentes tipos de hongos (Murk et al.,
1942; Miller, 1955). Para Pseudocercospora fijiensis, en particular, varios autores han
obtenido buenos resultados en la respuesta del crecimiento micelial en caldo V-8 asi como
en la produccion de biomasa de diferentes aislados para los estudios de inoculacién de
plantas. Este ha sido un medio de cultivo de referencia para el crecimiento de dicho

patégeno (Mourichon et al., 1987; Manzo et al., 2001).

El desarrollo de metodologias de seleccion temprana de cultivares de Musa con resistencia
a Sigatoka negra es una prioridad de trabajo resaltada por varios autores para garantizar
mayores posibilidades de éxito en los programas de mejoramiento genético de bananos
(Frison et al., 1997; Romero y Sutton, 1997°; Alvarado et al., 2003). Entre estas, se destaca
la seleccion de vitroplantas en casas de cultivo utilizando suspensiones miceliales como
inoculo (Leiva et al., 2002). Estos autores, resaltan la factibilidad del empleo de micelio por
su facil preparacion, la posibilidad de trabajar con una concentracion de la suspension
micelial previamente calculada y ajustada asi como el poder prepararlo en cualquier época
del afo. A diferencia de otros inoculos (fragmentos de hojas enfermas y conidios) solamente
se requiere para su preparacion de un medio de cultivo en que se desarrolle

adecuadamente el micelio.

Conocer que el medio de cultivo sintético Extracto de malta permite la multiplicacion
adecuada de P. fijiensis, constituye una alternativa al uso de V-8 para la produccion de

micelio para ensayos de inoculacion artificial.

La coloracion y las caracteristicas del crecimiento del micelio variaron con los medios de

cultivo utilizados y fue independiente del aislado (tabla 3).

Tabla 3 Coloracion del micelio de los aislados CCIBP-39 y CCIBP-57 desarrollado en diferentes
medios de cultivo a los 20 dias de incubacion.

Aislados Color del micelio

V-8 EM PDB

CCIBP- 39 rosado gris-olivaceo gris

CCIBP- 57 rosado gris-olivaceo gris

EM -Extracto de malta, PDB -Caldo papa dextrosa, V-8 -Caldo V-8 modificado por Mourichon et al.
(1987)
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Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Manzo et al. (2001) al caracterizar el
crecimiento de P. fijiensis en varios medios de cultivo donde encontraron diferencias en el

habito de crecimiento y en la coloracion.

En ninguno de los medios de cultivos evaluados se detectd pigmentacion del medio de

cultivo hasta los 20 dias de incubacion.

4.2.1.3 Evaluacion del crecimiento en medio de cultivo M1-D

Los valores de peso seco del micelio de los aislados a los 40 dias en medio de cultivo M1-D
se encontraron entre 0.73 y 1.58 g. Los aislados CCIBP-110 y CCIBP-34 fueron los que
numéricamente presentaron los mayores valores de peso seco, ambos por encima de 1.5 g
sin embargo, no difirieron estadisticamente de los aislados CCIBP-39, CCIBP-64, CCIBP-57
y CCIBP-80 (figura 6).
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Figura 6. Peso seco (g) de aislados de Pseudocercospora fijiensis crecidos durante 40 dias a 28° C,
en condiciones estaticas y oscuridad constante en medio de cultivo M1-D. Medias con letras
desiguales difieren estadisticamente segin Dunnett’s C con P< 0.05

En la literatura consultada sobre este patégeno no se encontraron referencias relacionadas
con el comportamiento de diferentes aislados en medios de cultivo liquido, sin embargo,
Rojas (1998) encontrd diferencias con respecto al peso seco producido en medio de cultivo
de Richard por aislados de Alternaria solani Sor. Ademas, encontré un comportamiento

diferencial de los aislados en dependencia del medio de cultivo.
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En cuanto a los valores de pH no se encontraron diferencias estadisticas entre aislados. Sin
embargo, es de destacar que de forma general, el peso seco y el pH, se comportaron como
variables inversamente proporcionales (figura 7). Este resultado puede ser indicativo de que
el desarrollo del micelio en estas condiciones de cultivo, esté relacionado directamente con
el consumo o degradacion de componentes del medio de cultivo que provoquen una

disminucion del pH.

Medias
1
\/\/\/ oH
0 p.seco
34 39 54 57 64 66 80 83 110

Aislados de P. fiiensis

Figura 7. Relacion entre peso seco y pH de nueve aislados de P. fijiensis a los 40 dias de incubacion

en medio de cultivo M1-D.

En medio de cultivo M1-D los aislados evaluados crecieron de color rosado-grisaceo,

aterciopelados y con reverso negro (figura 8).

Figura 8. Micelio de los aislados CCIBP-110 (A) y CCIBP-80 (B) de Pseudocercospora fijiensis
Morelet producidos en medio de cultivo liquido M1-D a los 40 dias de incubacion (28°C, oscuridad

constante).

El medio de cultivo M1-D en su composiciéon es fundamentalmente salino, ha sido utilizado
por varios investigadores para la produccidon de metabolitos fitotéxicos de Pseudocercospora
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fijiensis y la obtencion de filtrados de cultivo para las pruebas de seleccidon in vitro
(Hernandez, 1995; Okole y Shulz, 1997; Garcia et al., 1997). Segun estos ultimos autores el
uso de estas técnicas en vitroplantas y multiyemas de bananos constituye una herramienta

promisoria en los programas de mejoramiento a la resistencia a Sigatoka negra.

Upadhyay et al. (1990) encontraron cinco fracciones toxicas en el extracto crudo de P.
fijiensis y Strierle et al. (1991) aislaron varios compuestos aromaticos de cultivos liquidos de

este patogeno.

Para los aislados de Pseudocercospora fijiensis evaluados en este ensayo no se
encontraron diferencias en las caracteristicas culturales del micelio (coloracion, textura,
pigmentacion del medio) y si, en lo referido al crecimiento (peso seco). Este vari6 entre los
aislados independientemente de la localidade de donde procedian. Los resultados obtenidos
reafirman la variabilidad de este patdgeno y ratifican como el conocimiento del crecimiento
de los distintos aislados de P. fijiensis en este medio de cultivo es indispensable para
establecer los esquemas de trabajo en que involucren la produccion de filtrados de cultivos

de este patogeno.

4.2.2 Caracterizacion de las estructuras de reproduccion asexual de

Pseudocercospora fijiensis

Las caracteristicas de los conidios y conidiéforos de todos los aislados se correspondieron
con las descritas por Meredith y Lawrence (1969) y Carlier et al. (2002) para el estado

asexual de Mycosphaerella fjijjiensis Morelet (Pseudocercopora fijiensis).

Los conidios presentaron color verde palido a olivaceo, obclavados a cilindro-obclavados,

septados, rectos o curvos con presencia de hilum basal distintivo (cicatriz) (figura 9).
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Figura 9. Conidios de Pseudocercospora fijiensis producidos en medio de cultivo V-8 a los 25 dias de

inoculacion a 20°C y en presencia de luz constante.

El ancho de los conidios en todos los aislados se encontré en 4.16 ym. Carlier et al. (2002)

lo situaron entre 2.5y 5.0 ym.

En la tabla 4 se muestra la longitud de los conidios y de los conidiéforos y el nimero de
septos de estos, en todos los aislados. A pesar de que los valores medios de la longitud de
los conidios y conidioforos coincidieron con los descritos por la literatura citada mas arriba,
se encontraron dimensiones mayores (datos no mostrados). Estos resultados estuvieron en
concordancia con lo planteado por Meredith y Lawrence (1969) quienes refirieron que los
conidios producidos in vifro tienden a presentar dimensiones mayores que aquellos

obtenidos en condiciones naturales.
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Tabla 4. Longitud y nimero de septos de conidios y conidiéforos de aislados de P. fijjiensis en medio

de cultivo V-8 después de 25 dias de incubacion.

Aislado Conidios Conidiéforos

Media (um) No. septos  Media(um) No. septos

CCIBP- 39' 82.01 cd 547 ¢ 51.16 b 38a
CCIBP- 342 85.37 bed 5.90 be 47.84 ab 28a
CCIBP- 642 93.89 be 547 ¢ 52.95b 24b
CCIBP- 54° 67.54 e 519 ¢ 4993 b 27a
CCIBP-66° 109.54 a 6.00 be 55.34 ab 17b
CCIBP-57* 83.20 cd 5.66 ¢ 56.58 b 22b
ccIBP-110* 99.04 ab 5.85 be 47.84 ab 31a
CCIBP-80° 87.16 bed 6.71a 66.14 a 46a
CCIBP-83° 76.86 de 533 ¢ 67.39b 25a

E.E +6.82 +0.32 +0.46 +0.47

Medias con letras desiguales en una misma columna difieren estadisticamente segun Dunnett’'s C

para P< 0.05. ! Remedios, 2 Sto. Domingo, 3 Vueltas, 4 Ciego de Avila, ® Santa Clara

Se pudo observar una gran variabilidad entre aislados en cuanto a la longitud de los
conidios. Esta se manifesté independientemente del lugar de procedencia ya que aislados
de una misma localidad difirieron estadisticamente. Los valores extremos estuvieron dados
por el aislado CCIBP-66 (109.54 um) y por el CCIBP-54 (67.54 uym). Todo esto confirma lo
planteado por otros autores cuando se refieren a la alta variabilidad a la que es sujeta M.
fijiensis debido a su reproduccién sexual y por ende la necesidad de su estudio para lograr
estrategias efectivas para el mejoramiento de plantas con resistencia a este patdgeno
(Mourichon, 1995).

4.2.3 Efecto del nimero de subcultivos in vitro de los aislados sobre la produccion
de conidios

Al evaluar el efecto del nimero de subcultivos sobre la esporulacién de Pseudocercospora
fijiensis se encontraron diferencias significativas en el numero de conidios producidos entre
aislados con diferentes numeros de subcultivos in vitfro. A medida que se increment6 el

numero de subcultivos, disminuy6 la produccion de conidios. (figura 10).
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No existieron diferencias estadisticas entre los aislados con igual nimero de subcultivos
(Anexo 2) por lo que se corroboré que el factor numero de subcultivo fue el de mayor
significacion en los resultados obtenidos.
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Figura 10. Media de la concentracion de conidios por subcultivos in vitro de aislados de
Pseudocercospora fijiensis. Medias con letras desiguales difieren estadisticamente segin Dunnett’s
C paraP <0.05

Como se muestra en la figura 10, a partir del cuarto subcultivo se manifesté una reduccién
significativa de la cantidad de conidios producidos y al cabo del octavo subcultivo, la
esporulacion disminuy6 en un 80 % con respecto a la obtenida con aislados con solo un
subcultivo (CCIBP-34, CCIBP-66).

La produccion de conidios in vitro en Pseudocercospora fijiensis ha sido estudiada por varios
autores (Stover, 1976; Mourichon et al., 1987, Romero y Sutton, 1997b) con el objetivo de la
utilizacion de estos como fuente de indculo para los ensayos de inoculacion artificial para la
seleccién temprana de cultivares de Musa con resistencia a Sigatoka negra. Mourichon et al.
(1987) al comparar conidios y micelio como inéculo, encontraron que los conidios
constituyen, por las posibilidades de calibracion y la velocidad de aparicion de los sintomas,
la mejor fuente de inéculo, sin embargo, refieren como inconveniente, el caracter fluctuante
de la esporulacion in vitro durante los subcultivos sucesivos. Segun Meredith y Lawrence
(1969) el cultivo in vitro prolongado de P. fijiensis puede provocar la pérdida de la capacidad
de produccion de conidios bajo estas condiciones.

El nimero de subcultivos in vitro influyd negativamente en la cantidad de conidios
producidos por P. fijiensis y fue independiente de los aislados evaluados. En los programas
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de mejoramiento de Musa spp. donde se empleen metodologias de seleccion temprana de
genotipos con resistencia a Sigatoka negra y se utilicen los conidios como fuente de in6culo
es imprescindible contar con aislados del patégeno que mantengan la capacidad de
producirlos in vitro por lo estos necesitan ser conservados y no incrementarse en mas de

cuatro el numero de subcultivos in vitro.

4.2.4 Susceptibilidad de suspensiones miceliales de Pseudocercospora fijiensis a

sustancias antimicrobianas

Se logré determinar la MCI de la Higromicina B y del Carbendazim frente a los aislados de
P. fijiensis mediante el método de dilucidén en agar utilizando como inéculo suspensiones

miceliales.

La MCI de Higromicina B para el 66.6% de los aislados fue de 4 ug.ml™ y para el 100% de

los aislados se hall en valores menores e iguales a 8 ug.ml™ (tabla 5).

Tabla 5. Minima Concentracion Inhibitoria de Higromicina B y Cabendazim en medio de cultivo PDA
frente a nueve aislados de P. fijiensis (concentracion de inéculo de 2 x 10° ufe.ml” de suspension
micelial) después de cinco dias de incubacion a 28°C.

Aislado Minima Concentracién Inhibitoria (ug.ml™)
Higromicina B Carbendazim
CCIBP- 39 4 0.0625
CCIBP- 34 4 0.125
CCIBP-64° 4 0.125
CCIBP- 54° 8 0.125
CCIBP-66° 4 0.125
cciBpP-57* 4 >32.0
ccIBP-110* 4 0.125
CCIBP-80° 2 0.0625
cCIBP-83° 8 0.0625

' Remedios, ? Sto. Domingo, *Vueltas, “Ciego de Avila, ° Santa. Clara
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Las MCI del carbendazim para el 90% de los aislados se encontraron en valores menores e
iguales a 0.125 ug.ml™". Sin embargo, el aislado de Ciego de Avila (CCIBP-57) no pudo ser
inhibido a las concentraciones ensayadas. El mismo se obtuvo en "La Cuba”, una plantacion
comercial de Musa spp. donde los programas de aplicacion de fungicidas son comiunmente
utilizados. Este resultado pudiera contribuir a estudios posteriores para la definicion de
aislados de P. fijiensis sensibles/resistentes a dicha sustancia antifungica. Ademas, este
criterio tiene gran importancia para estudios de interaccion hospedero-patégeno donde se

utilice como herramienta fundamental la transformacion genética del patégeno.

Diferentes especies del género Mycosphaerella se han transformado y en los protocolos
usados se ha empleado como agente de seleccion la Higromicina B, por ejemplo, M.
graminicola (Payne et al., 1998), M.fijiensis, M. musicola y M. eumusae ( Balint-Kurti et al.,
2001). Por otra parte, el carbendazim ha sido utilizado también como agente de seleccion en
la transformacion genética de Mycosphaerella spp. (Payne et al., 1998). La determinacion o
el conocimiento de las MCI de estos compuestos frente a diferentes aislados de es crucial

importancia para tales fines.

Por ejemplo, el conocer que la Minima Concentracién Inhibitoria de Higromicina B para
aislados de P. fijiensis, procedentes diferentes localidades esta por debajo de 8 pg.ml™,
permite adicionar el agente de seleccion a concentraciones superiores al valor de la MCl y
no arbitrariamente como frecuentemente se encuentra referido en la literatura. Ademas,
permite en cuanto a las concentraciones del agente de seleccion, establecer protocolos

generales de trabajo para la transformacion de este patdgeno y evitar escapes.

El carbendazim (bencimidazol 2-il carbamato de metilo) es el componente activo de varios
funguicidas sistémicos entre los que se encuenta el Benomil y estan agrupados dentro de
los benzimidazoles. Grupo este que es considerado de alto riesgo debido al creciente
desarrollo de aislados resistentes. En Cuba no se recomiendan mas de dos tratamientos
por afio de estos productos. Pérez (1996) considerd los aislados resistentes como
extremadamente competitivos y que eran frecuentes después de no utilizar los
benzimidazoles por varios afios. En el afio 1995 en Costa Rica, se encontraron altos niveles
de resistencia al benomil después de tres afios que se habia retirado este producto de los

programas de control (Romero y Sutton, 1998).

Un aspecto a destacar en los resultados obtenidos es que los aislados CCIBP-57 y CCIBP-
110 aun teniendo un mismo origen geografico ("La Cuba” en Ciego de Avila) mostraron

respuestas diferenciales en cuanto a susceptibilidad al carbendazim. Esto concuerda con los
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planteado por Marin et al. (2003) quienes platean la persistencia de aislados individuales

resistentes a benzimidazoles dentro de las poblaciones de P. fijiensis.

El carbendazim como ingrediente activo es un polvo gris y la mayor dificultad radica en su
escasa solubilidad en agua. Este problema queda solucionado al presentarse en forma de
complejo con una B-ciclodextrina la cual es un derivado de la descomposicién parcial del
almidon. Esto permite lograr una mayor homogeneidad del compuesto dentro de los medios
de cultivo por lo que pudiera ser empleado el Complejo Carbendazim-B-ciclodextrina en
sustitucion del carbendazim en los estudios de transformacion genética como agente de

seleccion.

La determinacion de la MCI utilizando suspensiones miceliales como indculo y no discos de
micelio (como tradicionalmente se recomienda para otros hongos filamentosos, Hanson et
al., 1996), permiti6 minimizar la dificultad que representa el crecimiento extremadamente
lento de este patdgeno en medios de cultivo sélido. Ademas, constituye una alternativa al
uso de conidios como indculo. Segin Romero y Sutton (1997?) la produccién de éstos en P.
fijiensis es un factor limitante para los ensayos de susceptibilidad ya sea por el bajo nimero

de conidios que se obtienen o por la incapacidad de producirlos por algunos aislados.

4.3 Patogenicidad de aislados de Pseudocercospora fijiensis sobre cultivares de Musa

Las suspensiones miceliales de los cuatro aislados de Pseudocercospora fijiensis
produjeron sintomas sobre las hojas inoculadas en cuatro cultivares de Musa. Esto
demostrdé su patogenicidad y la posibilidad de usarlos en programas de mejoramiento
genético de Musa para la resistencia a P. fijiensis.

Los sintomas se correspondieron aproximadamente con los descritos por Mourichon et al.
(1987) para plantas obtenidas in vitro inoculadas con conidios y para los referidos por Leiva
et al. (2002) y Alvarado et al. (2003) con suspensiones miceliales (figura 11). Los mismos
comenzaron a aparecer en la evaluaciéon de los 14 dias después de inoculadas las plantas
en todos los cultivares.
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1 2 3 4 5

Figura 11. Diferentes estados de los sintomas encontrados en plantas de Grande naine obtenidas in
vitro inoculadas con suspensiones miceliales del aislado CCIBP-57 en condiciones de casa de cultivo

segun la escala propuesta por Alvarado et al., 2003).

Sin embargo, en cuanto al periodo de incubacion de la enfermedad se han hallado
diferencias dentro de un mismo cultivar las cuales han siso achacadas Unicamente a las

condiciones de humedad imperantes después de inoculadas las plantas (Hernandéz, 1995).

En el cultivar Grande naine a los 21 dias predominaba el estado 1 para todos los aislados.
No obstante, el periodo de evolucion de los sintomas fue diferente entre estos. Los aislados
CCIBP-39 y CCIBP-57 a los 35 dias alcanzaron el estado 3, a los 56 dias el estado 4 y a los
63 dias el estado 5. Sin embargo, los aislados CCIBP-1 y CCIBP-110 evolucionaron muy
lentamente, solo a los 56 dias de inoculacion llegaron al estado 3 y no lo sobrepasaron.
Estos resultados demostraron la diferencia de virulencia entre estos aislados de P. fijiensis

(figura 12-A) sobre dicho cultivar.

En el cultivar Niyarma Yik los aislados CCIBP-1 y CCIBP-39 mostraron un comportamiento
similar al observado en Grande naine. Sin embargo, el aislado CCIBP-110 ya a los 35 dias
se encontraba en estado 3, el cual evolucioné en los siguientes 21 dias a los estados 4 y 5.
El aislado CCIBP-57 lleg6 al estado 4 a los 63 dias de evaluacion (figura 12-B).

Las diferencias de comportamiento de los aislados de P. fijjiensis en su interaccion con
cultivares de Musa ha sido referida por otros autores en ensayos similares. Por ejemplo:
Fullerton y Olsen (1995) encontraron diferentes patrones de patogenicidad en aislados del
Sureste de Asia sobre varios genotipos. Ello es indicativo de la heterogeneidad de este
patdgeno en cuanto a su virulencia. Otros autores refieren igual comportamiento dentro de
poblaciones de patégenos fungicos, por ejemplo Alternaria solani Sor. en tomate (Pérez,

2003) y Diaporthe phaseolorum en trigo (Pioli et al., 2003).

Se pudo constatar, ademas, que la virulencia de los aislados sobre los cultivares

susceptibles (Grande naine y Niyarma yik) no estuvo relacionada con el origen de
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aislamiento de los mismos. De los dos de Remedios (pequefia parcela) uno fue mas
virulento que el otro y de igual forma los obtenidos de Ciego de Avila (plantacién comercial).
Esto corrobora la hipotesis sobre la alta variabilidad a que esta sujeta P. fijiensis (Mourichon,
1995, Carlier et al., 2000) y coincide con lo encontrado por Muller et al. (1997) al comparar

genéticamente aislados P. fijiensis procedentes de una misma lesion.

El aislado CCIBP-1 no logré alcanzar a los 63 dias de inoculado, el estado 3 de los sintomas
sobre los cultivares susceptibles (Grande naine, Niyarma Yik), sin embargo, Leiva et al.
(2002) al inocular artificialmente una suspension micelial de este aislado sobre el cultivar
Grande naine bajo condiciones similares logré alcanzar a las ocho semanas de inoculacion
el estado 5 en este cultivar. Al comparar estos resultados, se puso de manifiesto la pérdida
de virulencia de este aislado, propiciado quizas, por el numero de subcultivos in vitro (16
subcultivos). Segun Stover (1976), la virulencia al igual que la capacidad de esporulacion se

pierde con facilidad en el cultivo in vitro.

En el cultivar FHIA-18, el estado 1 predominé a los 21 dias, excepto para el aislado CCIBP-1
que lo alcanzé a los 28 dias. Posteriormente ningun aislado sobrepaso el estado 2 hasta los
63 dias de evaluacion (figura 12-C). Similar comportamiento fue encontrado por otros
autores para los genotipos de la FHIA. Por ejemplo, Romero y Sutton (19972), encontraron
un lento progreso de la enfermedad en los genotipos FHIA-01y FHIA-02 en ausencia de
interacciones aislados-genotipos y Leiva et al. (2002) y Alvarado et al. (2003) al evaluar P.

fijiensis sobre plantas del cultivar FHIA-18 alcanzaron a los 60 dias solo el estado 3.

En el cultivar Calcutta 4 se alargd en 15 dias el periodo entre el estado 1 y 2 con respecto al
FHIA 18. No obstante, el comportamiento de los aislados, en cuanto al estado maximo de
los sintomas alcanzado, fue similar, pues estos no evolucionaron a los estados 3, 4 y 5
(figura 12-D). El aislado CCIBP-110 fue el primero en llegar al estado 2 (42 dias). Excepto el
CCIBP-57 que se mantuvo en estado 1, el resto de los aislados desde los 49 y hasta los 63

dias se encontraron en estado 2.

Se encontraron diferencias en la virulencia entre los aislados de P. fijiensis, independiente
del lugar de procedencia, sobre genotipos de Musa inoculados artificialmente utilizando
como inéculo suspensiones miceliales. Los resultados alcanzados indicaron que existio
interrelacion entre los genotipos y los aislados. De forma general un mismo aislado puede
comportarse de manera distinta, dependiendo del nivel de resistencia que tenga el genotipo
hospedante, y en consecuencia, cada genotipo puede ser mas o menos afectado, en
dependencia de la virulencia de los aislado. Estos resultados corroboraron la importancia de

evaluar la virulencia de aislados de P. fijiensis que vayan a ser utilizados para la seleccién
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temprana de genotipos de Musa en programas de mejoramiento genético, especificamente
en los cultivares de interés.

Se constaté en condiciones de casa de cultivo el comportamiento en campo de los cultivares

estudiados en cuanto a sus patrones de resistencia/susceptibilidad frente a M. fijiensis.
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Figura 12 Desarrollo de los sintomas durante el periodo de evaluacion de cuatro cultivares de Musa inoculados artificialmente con suspensiones miceliales
de los diferentes aislados de P fijiensis . (A-Grande naine (susceptible), B- Niyarma Yik (susceptible), C-FHIA-18 (parcialmente resistente, D- Calcutta 4
(resistente))



5. Conclusiones

5. Conclusiones

1. Se obtuvieron nueve aislados de Pseudocercospora fijiensis procedentes de
pequenas parcelas de Santa Clara, Vueltas, Santo Domingo, Remedios y de Ciego
de Avila en la Empresa de cultivos varios “La Cuba”. Sus caracteristicas culturales y
morfoldgicas coincidieron con las referidas en la literatura cientifica para esta
especie.

2. Se demostré que el crecimiento de los aislados de P. fijiensis en medio de cultivo
liquido estuvo influenciado por la composicién de los mismos. El Extracto de Malta
resulté el mas favorable para el crecimiento del micelio.

3. Se comprobd que la produccién de conidios in vitro de aislados de P. fijiensis
disminuyd con el incremento del nimero de subcultivos y que esta fue independiente
del aislado.

4. Fue posible determinar la MCI de Higromicina B y Carbendazim frente a aislados de
de P. fijiensis con el método de dilucion en agar utilizando como indculo
suspensiones miceliales.

5. Se comprobd la variabilidad de los aislados de P. fijiensis en cuanto a la velocidad de
crecimiento en PDA, crecimiento en M1-D (peso seco), caracteristicas morfolégicas
de las estructuras de reproduccion asexuales, susceptibilidad a la Higromicina B y al
Carbendazim y que esta fue independiente del lugar de procedencia de los mismos.

6. Se comprob¢ la patogenicidad de aislados de P. fijiensis sobre genotipos de Musa
inoculados artificialmente con suspensiones miceliales y se encontraron diferencias

en cuanto a su virulencia.
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6. Recomendaciones

1. Realizar estudios donde se incluyan diferentes medios de cultivo micologicos en
estado sdlido con el interés de evaluar el crecimiento de Pseudocercospora

fijiensis.

2. Evaluar la produccién de metabolitos fitotoxicos de los aislados CCIBP-39,
CCIBP-34, CCIBP-64, CCIBP-54, CCIBP-66, CCIBP-57, CCIBP-110, CCIBP-80 y
CCIBP-83 en medio de cultivo M1-D.

3. Evaluar el medio de cultivo Agar Extracto de Malta para la produccion de conidios

in vitro de P. fijiensis.

4. Comparar el micelio producido en Extracto de Malta y V-8 para la inoculacion
artificial de suspensiones miceliales de Pseudocercospora fijiensis sobre cultivares

de Musa.

5. Evaluar el efecto del numero de subcultivos y el tiempo de cultivo in vitro sobre la

virulencia de los aislados de P. fijiensis.

6. Realizar estudios de patogenicidad a un mayor numero de aislados de
Pseudocercospora fijiensis e incluir mas cultivares de Musa para establecer una

escala de grados de virulencia, utilizando como in6culo suspensiones miceliales.
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8. Anexos

Anexo 1. Aislados obtenidos de Pseudocercospora fijiensis procedentes de diferentes localidades de

la Provincia de Villa Clara y de la Empresa “La Cuba™ en Ciego de Avila.

Aislados Localidad
CCIBP- 39 Remedios
CCIBP- 34 Santo Domingo
CCIBP- 64 Santo Domingo
CCIBP- 54 Vueltas
CCIBP- 66 Vueltas
CCIBP- 57 Ciego de Avila
CCIBP-110 Ciego de Avila
CCIBP- 80 Santa Clara
CCIBP- 83 Santa Clara




8. Anexos

Anexo 2. Concentracion de conidios producido por aislados de P. fijiensis a los 25 dias de icubacién
(20°C y luz fluorescente)

Subcultivos Aislados Concentracion conidios. ml™ (10°)

1 CCIBP-34° 10.83 a
CCIBP-66° 14.66 a

4 CCIBP-39' 6.00 b
ccIBP-57* 783 b

8 CCIBP-54° 1.08 ¢
CCIBP-64° 2.16¢

E.E +0.61

Medias con letras desiguales en una misma columna difieren estadisticamente segun Dunnett’'s C
para P < 0.05." Remedios, # Santo. Domingo, * Vueltas, * Ciego de Avila,





