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RESUMEN

Menéndez Tejeda, Mario René. 2004. Efecto de la micorriza vesiculo-arbuscular (VAM)
en el dafio de la sigatoka negra en banano y platano. Proyecto Especial del Programa de
Ingeniero Agronomo, Zamorano, Honduras. 20 p.

En banano y platano el principal problema agrondmico es el manejo de la sigatoka negra
(Mycosphaerella fijiensis), que reduce el rendimiento y la calidad de la fruta. Una
alternativa para reducir el dafio de la sigatoka negra es la aplicacion de micorrizas, que
poseen un efecto beneficioso en la absorcion de agua, nutriente y control fitosanitario. Se
evalué el efecto de la inoculacion con Mycoral® (inoculante VAM), en la incidencia de
sigatoka negra en los cultivos de platano y banano, en vivero. Se realizaron tres ensayos
independientes con cormos de la variedad Curaré Enano, meristemos y cormos de la
variedad Gran Enano. Se evaluaron dos tratamientos con y sin Mycoral®, en un disefio de
bloques completamente al azar, con cinco repeticiones. Las variables medidas fueron:
incidencia y severidad de la enfermedad a los 30, 45 y 75 dias después de inoculadas
(DDI); altura y didmetro del pseudotallo al inicio y al final del estudio; porcentaje de
mortalidad de plantas; y porcentaje de infeccion de micorrizas en la raiz. Los datos fueron
analizados mediante un ANDEVA (P<0.05). En meristemos de banano Gran Enano, a los
45 DDI, en las plantas con Mycoral® se redujo 17% la incidencia y en un grado de
severidad el dafio, y aumento 8% el crecimiento, comparado con plantas sin Mycoral®. En
cormos de platano de Gran Enano con Mycoral® se redujo 8% la incidencia y en un grado
la severidad del dafio e incrementd 7% el crecimiento comparado con plantas sin
Mycoral®. Los mayores efectos benéficos del Mycoral® en la reduccion de incidencia de
Mycosphaerella fijiensis, fueron en meristemos de Gran Enano y el incremento en plantas
en cormos y meristemos de Gran Enano, presentandose el Mycoral® como una alternativa
en la reduccion del dano de Mycosphaerella fijiensis. Sin embargo, realizar evaluaciones
futuras en condiciones de campo para medir los efectos del Mycoral® en plantas infectadas
con el patogeno.

Palabras clave: Infeccion, inoculo, Mycoral®, Mycosphaerella fijiensis, patogeno.

Abelino Pitty, Ph.D.
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INTRODUCCION

La sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis) es una enfermedad difundida en las zonas
plataneras, que ocasiona dafos severos al follaje de la planta, inhibiendo su capacidad
fotosintética, reduciendo con ello el rendimiento y la calidad de la fruta. Si el ataque se
produce mayormente en hojas jovenes de la planta, la pérdida de la produccion puede ser
total. La fruta que se obtiene de plantaciones atacadas por este mal, madura rapidamente en
el trayecto a los mercados, con pérdidas para los agroexportadores (Suquilanda 2001).

En plantaciones de banano y platano destinadas a la exportacion, el control de la sigatoka
negra se realiza haciendo aplicaciones frecuentes de fungicidas (practica muy costosa),
que incluye el uso de equipos e implementos de alto valor, manejo de agroquimicos y su
efecto negativo en el ambiente y el alto precio de estos insumos. En total, se ha estimado
que estos costos corresponden al 25% del precio final de la fruta en el mercado de los
paises importadores. Debido al alto costo de las medidas de control de la enfermedad, los
pequefios agricultores no tienen acceso a ello, por lo que son los mas afectados (Ploetz
1999).

En los ultimos afios se ha incrementado el estudio de alternativas para controlar la sigatoka
negra y disminuir asi la cantidad de quimicos utilizados. Las micorrizas (hongos
simbiontes), en especial las micorrizas vesiculo-arbuscular(VAM), tienen un efecto
benéfico en las plantas en la absorcion de agua y nutrimentos, y les permite mayor
tolerancia a varios agentes que les causan estrés (Raddatz 2001).

En investigaciones realizadas con micorrizas en musaceas, se han encontrado efectos
positivos en el desarrollo de las plantas. En la variedad de banano Gran Enano se encontro,
que las plantas inoculadas desarrollaron mejor que las del testigo, a las 14 semanas después
de la inoculacion en vivero (Jaizme-Vega et al. 2002).

En plantas de platano inoculadas con Mycoral®” se obtuvo mejor desarrollo de las plantas
en vivero, se incremento la altura y se obtuvo plantas mejor adaptadas para el transplante
a campo y una reduccion de 18 dias para su transplante (Solis 2003). En otros cultivos, se
ha observado el efecto benéfico de las VAM en la tolerancia a enfermedades. En tabaco, se
reporto la resistencia al ataque de pata prieta (Phytophthora nicotianae var. nicotianae)
mediante la inhibicidn de la infeccion del hongo patégeno por una cepa de VAM, un 75 %
de mortalidad en las plantas testigo y 0 % en las tratadas con VAM. (Hernandez et. al.
1994).



Zamorano esta incorporando el uso de Mycoral® en las practicas agrondmicas de banano y
platano, con el fin de medir su efecto en la incidencia de la sigatoka negra y analizar la
posibilidad de minimizar el uso de fungicidas y mejorar la produccién en las plantaciones.
Este estudio estuvo orientado al control de la sigatoka negra mediante el uso de micorrizas
en vivero, utilizando cormos y meristemos en banano y solo cormos en platano.

OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto de la inoculacion con micorriza vesiculo-arbuscular, en el dafio de la
sigatoka negra en platano y banano durante la fase de vivero.

Objetivos Especificos

e Adaptar el protocolo de manejo de M. fijiensis en laboratorio, para asegurar la
infeccion en vivero.

e Evaluar el efecto agronémico de VAM en y materiales de propagacion (meristemos y
cormos) de banano y platano.

e Evaluar el efecto de VAM en la incidencia y severidad del dafio causado por M.
fijiensis en plantas de banano y platano en vivero.



MATERIALES Y METODOS

Localizacion

El estudio se establecid en el vivero del Programa de Biotecnologia en la Escuela Agricola
Panamericana, Zamorano, ubicada a 800 msnm, con una precipitacion promedio anual de
1,100 mm y una temperatura promedio anual de 22°C.

Material de siembra e inoculacién

Para la siembra en vivero se usaron 80 cormos de platano “Curare Enano”, procedentes de
Zamorano (Vega 7); 130 cormos y 130 meristemos de banano “Gran Enano’procedentes
de La Ceiba (United Fruit Co), Honduras. Como inéculo VAMse utilizd Mycoral®,
producto bioldgico que contiene tres especies de hongos micorrizogenos (Glomus sp.,
Acaulospora sp., y Entrosposphora sp.) en forma de esporas, hifas, y raicillas infectadas
con hifas producido en Zamorano.

Recipientes para la siembray medio de cultivo

Los cormos y meristemos fueron sembrados en bolsas plasticas para vivero de 0.015 cm de
espesor x 30 cm de diametro x 30 cm de altura. Cada bolsa contuvo 0.02 m® de medio
4:2:1 (tierra, casulla de arroz y arena) no pasteurizado.

Adaptacion del protocolo para el aislamiento, conservacion e inoculacion de
Mycosphaerella fijiensis

Se adapt6 primero el protocolo para el aislamiento del patdégeno y luego se realizaron tres
ensayos independientes evaludndose cada ensayo en distintos materiales de siembra.

a. Evaluacién en cormos de platano.
b. Evaluacién en meristemos de banano.
c. Evaluacion en cormos de banano.

Para evitar una confusion en los sintomas de M. fijiensis con sintomas de la M. muscicola
en la recoleccion de las muestras de plantas, se adaptd el protocolo para M. fijiensis,



(Castano-Zapata 1994) y se empled la referencia de los sintomas descritos por Belalcazar
(1991) y la descripciéon de Arnerson (2004)'.

Aislamiento del patégeno

Toma de muestras: se colectaron muestras de plantas adultas y enfermas provenientes de
la Vega 7 de Zamorano y la finca Dole-Standard Fruit Co. de San Pedro, Honduras;
lesiones en diferentes estados de dafio (4, 5 y 6 de severidad), las cuales presentaban
sintomas caracteristicos como el estriado y necrosamiento posterior de la ldmina foliar.
Las muestras se procesaron en el laboratorio de Biotecnologia.

Siembra: Se cortaron segmentos de 3 cm” en las zonas de estriados de la superficie de la
hoja. Se desinfectaron las muestras con una solucién de cloro al 5 % (v/v) y se enjuagaron
tres veces con agua destilada estéril. Se utilizo dos técnicas para aislar el patdgeno:

a) Descargas de espora: se colocaron los segmentos desinfectados con cinta adhesiva en la
parte superior de un plato petri, y se coloco la tapa sobre la parte inferior del plato, con
medio agar-agua (anexo 1), se dejé a temperatura ambiente por 24 horas. Con un
estereoscopio se identifico la presencia de esporas, y se dejo por siete dias en la
incubadora a 27°C. Luego se subcultivo en medio papa dextrosa agar (PDA) (Anexo 2).

b) Recoleccion de peritecios: se colocaron los segmentos desinfectados bajo un
estereoscopio para observar y ubicar las estructuras reproductivas (peritecios) en la
superficie de las hojas. Ubicados los peritecios (capsulas que contienen ascas), se procedid
a extraerlos con un alfiler montado sobre una aguja de direccion. Se sembraron 4 peritecios
por plato petri con medio agar-agua mas antibidtico, para impedir el crecimiento
bacteriano. Al 7° dia de crecimiento se subcultivd en medio PDA.

Purificacién e identificacion

Semanalmente se observaron los platos petri para ver el crecimiento y evolucion del
hongo. Después de 45 dias incubacion se subcultivo el patdgeno, sembrandolo en medio de
cultivo PDA, con el fin de obtener un mayor crecimiento y formacion de hifas para
establecer las caracteristicas macro y microscopicas del patogeno.

Preparacion del indculo y prueba de patogenicidad

Una vez aislado el patdégeno, se incrementé en PDA y se inocularon plantas de platano
“Cuaré Enano” para verificar su patogenicidad. Después se sembraron platos petri para
inoculo madre, luego se realizaron subcultivos del plato madre para evitar el

' Arnerson, P. 2004. Adaptacion del protocolo de Mycosphaerella fijiensis. Fitopatologo.
Zamorano, Honduras.(comunicacion personal).



envejecimiento del cultivo y la pérdida de patogenecidad, 7 dias antes de realizada las
inoculaciones, incubandose a temperatura ambiente y manteniéndose a esa temperatura.

Conservacion del patogeno.

Se sembro M. fijiensis en tubos de ensayo con medio PDA inclinado mas tetraciclina, y se
incubo a temperatura ambiente por siete dias para obtener un buen crecimiento. Luego se
sellaron los tubos con aceite mineral y se almacenaron en la refrigeradora a 4 °C.

Inoculacion de plantas con el patégeno.

La inoculacion de plantas se realizéd a los dos meses de transplante, para lo cual se colocod
una pequefia porcion (1 cm?) del indculo incubado por siete dias en medio PDA, en el
envés de la hoja de las plantas de platano y banano, sujetandolo con cinta adhesiva. Para
ello, se selecciond una hoja recién emergida (hoja candela o cigarro, en estados 3 - 4)
(Anexo3). Para los cormos de platano, se seleccionaron cuatro grupos de ocho plantas
cada uno, y en el ensayo de cormos de banano cinco grupos de ocho plantas; tomando
como criterio la emision de la hoja cigarro. En el ensayo de meristemo de banano, se
seleccionaron cinco grupos de trece plantas cada uno. En los tres ensayos se realizaron las
inoculaciones el mismo dia, para tener inoculacion uniforme.

Adaptacion de escala de evaluacion del dafio por el patdgeno. 2

La enfermedad se present6 en dos formas: asexual y sexual, existiendo diferencias entre los
sintomas de las plantas inoculadas y las plantas con infeccion natural por plantas
dispersoras, producto de las infecciones primarias a partir de plantas con inoculacion. Se
formularon dos sistemas de evaluacion de M. fijiensis en condiciones de vivero. En el
primer sistema, usado para plantas inoculadas de manera localizada, se disefi6 una escala
de 1 a 7 (1 = ausencia dafio, 7 = dafo severo) determinando las distintas categorias de
severidad de dafio en la hoja (Anexo 4). En el segundo sistema, se disefio una escalade 1 a
9 (1 = ausencia dafio, 9 = dafio severo), usado para plantas con infecciéon natural por
plantas dispersoras, se utilizd dos criterios: a) severidad de la enfermedad como la cantidad
de tejido de la planta afectado por organismos causantes de la enfermedad expresado en
porcentaje de la cantidad total de ese tejido, y b) la incidencia de la enfermedad como el
niamero de hojas afectadas, expresando luego estas unidades como porcentaje de la
poblacion total de unidades escogidas (Anexo 5).

2 Anderson, P. 2004. Aislamiento del patogeno de Mycosphaerella fijiensis. Zamorano, Honduras.
(Comunicacion personal).



Establecimiento en vivero

Preparacion del vivero

Se lleno bolsas de polietileno (0.015 x 30 x 30 cm.) con medio de 4:2:1 (tierra, casulla de
arroz y arena) y se separaron por tratamientos, realizando bloques dentro del vivero.

Seleccion y recoleccion de material de siembra

- Cormos de banano y meristemos: donados por la Standard Fruit Co., para lo cual se
realizo un viaje a la Ceiba.

- Cormos de platano: se seleccionaron del lote Vega 7 del area de frutales de Zamorano,
libres de plaga (picudo negro, principalmente) y sin dafios. Luego se limpiaron y
desinfectaron con Diazinon (insecticida, acaricida-6rgano fosforado) con dosis de
0.0055%, dejandolos en reposo con agua por un dia’.

Plantacién e inoculacién con Mycoral®.

- Meristemo: En pilones de banano tratados con Mycoral®, se utilizo una dosis de 80 g
por planta esparciendo el 50 % del producto en el fondo y el restante las en paredes del
agujero y paredes del pilon.

- Cormos de banano y platano: se inocularon con 300 g de Mycoral® por cormo
esparciendo el 50% al fondo del agujero y el restante en el area baja del cormo.

- Independientemente de la fuente (cormo o meristemo), se inocularon con Mycoral® el
50% del material vegetal y el 50% se dejo como testigo no tratado.

Labores culturales

La fertilizacion se realizé con base en las recomendaciones para el cultivo utilizando dosis
de nitrégeno (80 g/plantas) anuales.

En las labores de limpieza se mantuvo libre de malezas el area del vivero, de acuerdo a la
rapidez de crecimiento de las malezas.

Para el riego se utiliz6 una manguera con un aspersor adaptado para nebulizar, para
favorecer un ambiente hiimedo al patdgeno. Se regaron las plantas dos veces al dia en las
horas de baja humedad relativa (7:00 am y 3:30 pm).

? Duarte, O. 2004. Recoleccion y desinfeccion de cormos de platano y banano. Zamorano,
Honduras (comunicacion personal).



Variables medidas.
Se evaluaron las siguientes variables:

- Incidencia de la enfermedad: se evaluaron a los 30 y 45 dias después de inoculacion
(DDI), los ensayos de cormos de banano y meristemos de banano. En el segundo
sistema de evaluacion, debido a la presencia de infecciones por plantas dispersoras y en
cormos de platano se utilizo el primer sistema de evaluacion.

- Severidad de la enfermedad: Se evalud el dafio causado por infeccion natural a los 30 y
45 DDI; y el dano causado por la inoculacion a los 45 y 75 DDI de la siguiente manera:

a. Cormos de platano con el primer sistema de evaluacion (1 a 7).
b. Cormos y meristemos de banano con los dos sistemas de evaluacion.(1 a 9)

- Diametro del pseudotallo: en los tres ensayos se midio el didmetro al inicio y al final
del ensayo, después de la inoculacién con el patégeno, a una altura de 10 cm desde el
suelo.

- Altura inicial y final del estudio: se hicieron mediciones, desde el suelo hasta la “v”
formada por las dos primeras hojas funcionales, después de la inoculacién con el
patogeno (altura inicial).

- El porcentaje de mortalidad de plantas por causas ambientales, se tomé en cuenta al
final del estudio.

- Porcentaje de infeccion con VAM en la raiz: se tomd una muestra por repeticion,
compuesta por cinco raices de cada planta; cada una se evaluo al final de la etapa de
vivero, empleando la metodologia utilizada por el Laboratorio de Biotecnologia
Aplicada de Zamorano (Anexo 6).

Disefio experimental y analisis estadistico.

Se utiliz6 un disefio de Bloques Completamente al Azar (BCA), con dos tratamientos (con
y sin Mycoral®), cinco repeticiones de ocho plantas de cormos y 13 plantas de meristemos
de banano; y cuatro repeticiones de ocho plantas de cormos de platano. La informacion fue
analizada mediante el programa estadistico “Statiscal Analysis System” (SAS) version 8.
Se realizd un analisis de varianza (ANDEVA) y se hizo una separacion de medias usando
la prueba de “t”. El nivel de significancia utilizado fue de P<0.05.



RESULTADOS Y DISCUSION

Adaptacion del protocolo para el aislamiento, conservacion e inoculacion de
Mycosphaerella fiijiensis

El protocolo para aislar M. fijiensis se adaptdé en condiciones de laboratorio con éxito,
encontrandose que las hojas recolectadas en Zamorano presentaron sintomas
caracteristicos del patdogeno

Aislamiento del patégeno

La muestra que se recolectdé en Zamorano contuvo menos contaminantes en la superficie
de la hoja que la muestra de la finca Dole-Standar Fruit Co de San Pedro Sula, Honduras;
facilitando el aislamiento puro del hongo. Se encontré peritecios maduros en estado 5 de
severidad con estructuras enteras, en hojas secas de por lo menos 1-2 dias.

En la siembra del patdogeno, no se implemento la técnica de descarga de esporas, debido a
que se encontrd que los contaminantes en la superficie de la hoja, caian sobre el medio de
crecimiento, siendo un factor de contaminaciéon muy agresivo que inhibi6 el crecimiento
normal del patogeno.

La recoleccion de peritecios, se implemento con facilidad y seguridad en el crecimiento del
patogeno libre de contaminacion por otros agentes, que regularmente se encuentran en la
superficie de la hoja.

Inoculacion de plantas

Se observd a 30 y 45 DDI, infeccion natural por plantas dispersoras en meristemo y
cormos de Gran Enano y se encontraron sintomas de M fijiensis a 45 y 75 DDI en cormos
de Curaré Enano y Gran Enano, a causa de la inoculacién. Esto debido a la agrupacion de
las plantas fue efectivo para favorecer el 100% de infeccion.

Adaptacion de la escala de evaluacion del dafio.

Los dos sistemas de evaluacion se adaptaron al desarrollo de la enfermedad, permitiendo
una evaluacion efectiva de plantas infectadas localizadamente e infectadas naturalmente
por plantas dispersoras.



Medicion de Variables

Cormos de platano Curare Enano

Severidad: no se presentaron sintomas de dafio causados naturalmente por plantas
dispersoras a los 30 DDI. Sin embargo, a los 45 y 75 DDI se evaludé el dafio de la
inoculacion pero no se encontrd diferencias significativas (P< 0.05) en el grado de
severidad del dafno (Cuadro 1). Se observaron diferencias en la infeccion, estos cambios se
debieron a bajas en la temperatura (< 21°C) y la falta de rocio durante la madrugada (2:00
am - 5:00am).

No se evaluo la incidencia en estas plantas por que no se presentd naturalmente, debido a
que no hubo control en la diseminacién de conidias y ascosporas que se diseminan por
agua y viento, respectivamente.

Cuadro 1. Severidad por inoculacion (1 = sin dafio, 6= dafio severo) de Mycosphaerella
fijiensis en cormo de platano Curaré Enano con y sin Mycoral®, (inoculante
VAM) evaluadas 45 y 75 dias después de inoculacion con el patdgeno en
vivero. Zamorano, Honduras. 2004

Dias después de inoculacion

Tratamiento 45 75
Con Mycoral® 2 4
Sin Mycoral® 2 4
Modelo (P<0.05) ns’ ns

"ns: no significativo.

Didmetro del pseudotallo y altura: en ninguna de las dos variables se encontré diferencias
significativas al inicio ni al final del estudio; lo que se puede atribuir a estrés ocasionado
por bajas temperaturas presentadas (<14°C) que afecta el crecimiento (cuadro 2).

Cuadro 2. Diametro (mm) y altura (cm) de cormos cormos Curaré Enano con y sin
Mycoral®, evaluadas al inicio y al final del estudio durante vivero. Zamorano,
Honduras. 2004.

Diametro (mm) Altura (cm)
Tratamiento inicial final diferencia inicial  final  diferencia
Con Mycoral® 31 38 7 34 41 7
Sin Mycoral® 31 38 7 35 42 7
DS 4 5 5 4 5 4
Modelo ‘
(P<0.05) ns’ ns ns ns ns ns

"ns: no significativo.

Meristemo de banano Gran Enano
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Incidencia: hubo diferencias significativas a los 30 dias DDI entre los tratamientos, donde
las plantas con Mycoral® presentaron 7.89% menos de incidencia del patogeno que las
plantas sin Mycoral®. En la segunda evaluacion (45DDI), las plantas con Mycoral®
presentaron casi el mismo dafio que en la primera evaluacion, mientras que a las plantas sin
Mycoral® se observo un incremento de la incidencia de 9% (cuadro3).

Severidad: se observé infeccion natural a los 30DDI, siendo menor en las plantas con
Mycoral®. A los 45 DDI se observé un incremento en el grado de severidad, siendo menor
en las plantas con Mycoral®. También se puede apreciar que el patogeno tuvo la capacidad
de infectar a las plantas (incidencia) pero no fue muy patogénico, ya que el grado de
severidad observado en todas las plantas no fue muy alto; aunque este siempre fue
significativamente menor en las plantas con Mycoral® (Cuadro3).A los 45 DDI, en la
inoculacion del patogeno, no se presentaron sintomas de dafio de M. fijiensis. El patogeno
no fue muy patogénico ya que no hubo presencia en todas las plantas.

Cuadro 3. Severidad natural (1 = sin dafio, 9= dafo severo) ¢ incidencia (%) de
Mycosphaerella fijiensis en meristemos de banano Gran Enano, con y sin
Mycoral® (inoculante VAM), 30 y 45 dias después de inoculacion durante
vivero. Zamorano, Honduras. 2004.

Severidad natural (1-9) Incidencia (%)
Dias después de inoculacion
Tratamiento 45 75 45 75
Con Mycoral® 2 3 5 5
Sin Mycoral® 2 4 12 22
DS 2 1 13 13
Modelo (P<0.05) ns’ * * *

‘T:(l = sin dafio, 9 = dafio severo).
"ns: no significativo.
*: significativO.

Diametro del pseudotallo: no se encontré diferencias significativas ni al inicio ni al final
del estudio; las medias de cada tratamiento fueron parecidas (Cuadro 4).

La altura inicial y final: al inicio del experimento (al realizar la inoculacién) no hubo
diferencias significativas entre los tratamientos. Al final del experimento se observo que
las plantas con Mycoral® crecieron mas que las testigos (8 %) (Cuadro 4). El incremento
tan bajo de las plantas se debe a condiciones climdticas de la region que no son favorables
para el banano (Solis 2003), el corto tiempo de evaluacion. Es posible que se encuentren
diferencias en fechas posteriores.

Cuadro 4. Diametro (mm) y altura (cm) de meristemo de banano Gran Enano, con y sin
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Mycoral®, evaluadas al inicio de la inoculacion con el patogeno y al final del
estudio, durante vivero. Zamorano, Honduras. 2004.

Diametro (mm) Altura (cm)
Tratamiento Inicial Final Diferencia Inicial Final Diferencia
Con Mycoral® 7 19 11 6 28 22
Sin Mycoral® 7 19 11 6 26 20
DS 1 3 3 2 3 2
Modelo (P<0.05) ns’ ns ns ns * *

"ns: no significativo.
*: significativo.

Cormos de banano Gran Enano.

Incidencia: hubo diferencias significativas a los30 dias DDI entre los tratamientos. Las
plantas con Mycoral® presentaron 3% menos de incidencia de M. fijiensis que sin
Mycoral®. En la segunda evaluacién (45DDI), en las plantas con Mycoral” se aument6 en
el dafio un 9% que en la primera evaluacion, mientras que plantas sin Mycoral® se observo
un incremento de 15% (cuadro5).

Cuadro 5. Incidencia de Mycosphaerella fijiensis en cormos de banano Gran Enano, con y
sin Mycoral® a 30 y 45 dias después de inoculacion, durante vivero.
Zamorano, Honduras. 2004.

Dias después de inoculacion

Tratamiento 30 45
Con Mycoral® 10 19
Sin Mycoral® 13 27
DS 10

Modelo (P<0.05) * *

*: significativo.

Severidad: Se evalud la infeccion natural por plantas dispersoras a los 30 DDI. No se
encontrd diferencias significativas en plantas con y sin  Mycoral® (Cuadro 6). En la
segunda evaluacion (45 DDI), se encontré diferencias significativas entre los tratamientos;
se observo que las plantas con Mycoral® tuvieron menor severidad del dafio con respecto
a plantas sin Mycoral® (Cuadro 6). Ademas se evalué el dafio provocado por inoculacién a
los 45 y 75 DDI, no se encontr6 diferencias significativas entre plantas tratadas con y sin
Mycoral®. (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Severidad natural y por inoculacion (grado) de Mycosphaerella fijiensis en
cormos de Gran Enano con y sin Mycoral® a 30, 45 y 75 dias después de
inoculacion durante vivero. Zamorano, Honduras.

Dias después de infeccion

30 45 45 75
Tratamiento Severidad natural (1-9) ' Severidad por inoculacion (1-6)Y
Con Mycoral® 2 3 1 4
Sin Mycoral® 2 4 1 4
DS 1 1 0 1
Modelo (P<0.05) ns’ * ns ns

" (1 = sin dafio, 9 = dafio severo).
¥: (1 = sin dafio, 6 = dafio severo).
"ns: no significativo.
*:significativo.

Didmetro del pseudotallo: no se encontré diferencias significativas al inicio ni al final del
estudio; lo que se puede atribuir a estrés ocasionado por temperaturas baja (< 14°C )
(cuadro 7).

Altura inicial y final: al inicio del experimento (al realizar la inoculacion), no se encontrd
una diferencia significativa entre tratamientos debido a que se seleccionaron plantas
homogéneas. Al final del estudio se encontr6 una diferencia significativa entre
tratamientos, en donde plantas con Mycoral® aumentaron su crecimiento 14 % mas que las
plantas sin Mycoral® a los 5 meses de crecimiento bajo sistema de vivero (cuadro 7) El
crecimiento durante el corto plazo del estudio no es significativo, por otro lado, plantas no
crecieron adecuadamente debido a condiciones climaticas desfavorables (Solis 2003).

Cuadro 7. Diametro y altura de cormos de banano Gran Enano, tratadas con Mycoral® y
sin Mycoral®, evaluadas al inicio de la inoculacion y al final del estudio,
durante vivero. Zamorano, Honduras.

Altura (cm) Didmetro (mm)
Tratamiento Inicial Final Diferencia Final  Diferencia
Con Mycoral® 22 30 8 28 7
Sin Mycoral® 22 29 7 27 7
DS 2 2 1 1 0
Modelo (P<0.05) ns’ * * ns ns.

"ns: no significativo.
*: significativo.

El porcentaje de mortalidad, afecté Gnicamente a meristemos de banano Gran Enano. Se
encontré que las plantas con Mycoral® tuvieron una mortalidad del 4.62% vy las plantas sin
Mycoral® de 13.85%. La mortalidad fue causada por estrés de radiacion solar en los
primeros dias de transplante.
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Porcentaje de infeccion de VAM de la raiz: Se encontré que la plantas tratadas con
Mycoral® presentaron mayor porcentaje de infeccion de micorrizas y las plantas sin
Mycoral® mostraron infeccion por micorrizas nativas. En cormos de platano Curaré
Enano tratadas con Mycoral® presentaron 27% mas infeccién que plantas Sin Mycoral®.
En cormos de banano Gran Enano, tratadas con Mycoral® presentaron 61% mas infeccion
que plantas sin Mycoral® y en meristemos de Gran Enano con Mycoral® se observo un
aumento de 10% de infeccion de micorrizas que sin Mycoral® mostraron

Cuadro 8. Promedios de infeccion (%) con VAM de la raiz, en cormos de platano Curaré
Enano, meristemos y cormos de banano Gran Enano, tratadas con y sin
Mycoral®. Zamorano, Honduras.2004.

Material Tratamiento Infeccion (%)
Cormo de platano Curaré Enano Con Mycoral® 67
Sin Mycoral® 40
Cormo de banano Gran Enano Con Mycoral® 86
Sin Mycoral®” 25
Meristemo de banano Gran Enano Con Mycoral® 82

Sin Mycoral® 72




CONCLUSIONES

La inoculacién de plantas en vivero con Mycoral® representd un efecto significativo en el
cultivo de banano, pero no platano.

Se adaptd con éxito el protocolo de aislamiento, conservacion e inoculacion de M. fijiensis
en laboratorio en condiciones de Zamorano, lograndose 100 % de infeccion en las plantas
de cormo de banano y platano exceptuando las plantas de meristemo de banano.

El uso de Mycoral® fue efectivo en plantas de banano de cormos y meristemos,
incrementando la altura hasta un 8% en meristemos de banano Gran Enano y 7% en
cormos de banano Gran Enano a los45 DDI.

El uso de Mycoral® redujo hasta 17.% la incidencia y un grado de severidad del dafio de
M fijiensis en meristemos de banano Gran Enano y un 8 % y un grado de severidad en
cormos de banano Gran Enano.



RECOMENDACIONES

® . .
Usar Mycoral™ en plantas de meristemos y cormos de banano en vivero.

Realizar aislamientos de M fijiensis de zonas de produccion de banano (costa norte) y
realizar comparaciones de comportamiento con el patdogeno aislado de Zamorano.

Evaluar los efectos de Mycoral® en banano y platano en vivero y campo, bajo condiciones
climaticas adecuadas para el desarrollo del cultivo y el patdégeno.

Pausterizar el medio para comparar el efecto de plantas inoculadas con y sin micorrizas,
determinando los efectos benéficos de la micorriza VAM en la incidencia de sigatoka
negra en banano y platano.

Evaluar el efecto del Mycoral® mensualmente mediante variables agronémicas, para
observar su potencial productivo.
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ANEXOS

Anexo 1. Medio Papa Dextrosa Agar (PDA), usado en el Laboratorio de Biotecnologia,
Zamorano

Materiales 35 g de PDA, 1litro de agua destilada.

Procedimiento:
1. Agregar 35 g de PDA en un Erlenmeyer con un litro de agua destilada y mezclar hasta
disolver el PDA (utilizar el agitador).
2. Colocar el medio en el autoclave por 20 minutos a 121° C.
Dejar enfriar la solucion hasta que la mano soporte el calor y agregar tetraciclina para
evitar contaminacion bacteriana.

Anexo 2. Medio de agar-agua usado en el Laboratorio de Biotecnologia, Zamorano.
Materiales 20 g de agar, 1 litro de agua destilada

Procedimiento:
1. Agregar 20 g de agar en un Erlenmeyer con 1 litro de agua destilada y mezclarlo
manualmente hasta disolver el agar.

2. Colocar el medio al autoclave, esterilizdndolo por 20 minutos a 121 ° C.

3. Agregar tetraciclina.

NOTA:

» Se debera agregar tetraciclina a los medios a razon de 0.13 g/ 300 ml de medio.

» Empacar, rotular y guardar los platos petri con medio a 4° C en el refrigerador.

Anexo 3. Estadios de desarrollo de una hoja de banano (Jones 2000).

Fuente: Jones, D. 2000. Diseases of Banana Abaca and Enset. CAB International, New
york, USA. 544p.
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Estadio A: La hoja "candela’, de aproximadamente 10 cm, todavia se encuentra unida a
lahoja anterior.

Estadio B: La hoja "candela’ mas grande, pero aun no ha alcanzado su tamaio.

Estadio C: La hoja "candela’ esta completamente libre. Alcanza su tamafio total y el
didmetro de su apice ha aumentado considerablemente después de soltarse del espiral.
Estadio D: El lado izquierdo ya esta abierto y su apertura ocurre en ¢l extremo del apice.
Estadio E: La parte de arriba de la hoja se abre y la base tiene la forma de una corneta
abierta.

Anexo 4. Escala de evaluacion del dafio para determinar la severidad de la sigatoka negra,
(Galan 1992)], Zamorano, Honduras.2004.

Estado Sintomas

no hay presencia de enfermedad

1
) Aparicion de puntos muy pequeios, ligeramente amarillos de menos de
mm de largo, no muy visibles
Los puntos se han convertido en estrias de 3 - 4 mm de largo por 1 mm
3 de ancho de color amarillo verdoso a amarillo

Las estrias aumentan de tamafio, los bordes no estan definidos y se

4 confunden con el color normal de las hojas. El color cambia a marrén o
rojo oxidado
La mancha tiene un borde definido con un centro marrén y un halo

5 amarillo a ligeramente marrén algunas veces con un borde acuoso.

El centro oscuro de la mancha se hunde y el halo acuoso se vuelve
marrdn oscuro

la mancha se ha desarrollado totalmente. El area central, hundida, se

7 vuelve gris y se ve rodeada por un borde negro o marrén oscuro a veces
con un halo amarillo entre el borde y el verde normal de la hoja.

'Fuente: Galan, V. 1992. Los frutales tropicales en los subtropicos. Madid, Espafia.172 p
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Anexo 5. Escala de evaluacion para enfermedades, adaptado a M. Fijiensis, Zamorano,
Honduras. 2004.

Clasificacion  Severidad Categoria Descripcion Incidencia (%)
1 Ausente Sintomas no visibles 0
2 Dudoso Resistente o muy leves 1alo
3 Débiles 11a25

Sintomas visibles y

4 Moderados conspicuos 26 a40
que solo ocacionan un

5 Intermedios  Intermedio dafo 41 a 60

6 Generales economico limtado 61a75

7 Intensos Sintomas severos a muy 76 a 90
Severos que causan

8 Severos Suceptible perdidas 91a99
considerables en el

9 Muerte rendimiento 100

o en la muerte de la planta

Anexo 6. Método para clarificar y tefiir muestras de raices, usado en el Laboratorio de
Biotecnologia, Zamorano, Honduras. 2004.

Sugerencias

A. Utilizar equipo apropiado para mayor seguridad y proteccion personal (anteojos,
guantes y delantal).

B. Utilizar “cassettes” plasticos (denso polymer tissue “cassettes” de Fisher Scientific)
para retener las muestras de raices.

C. Todas las etapas que incluyan calentamiento de quimicos deben ser manejadas y
supervisadas cuidadosamente.

D. Lea cuidadosamente todas las instrucciones antes de empezar el proceso

Procedimiento de clarificacion:

1. Prepare los “cassettes” con muestras de raices y manténgalos en agua hasta que todo
esté listo para iniciar el proceso.
2. En un “beaker”, vierta una solucion de KOH al 10% de modo que cubra todos los
cassettes.
Caliente el KOH hasta 80 °C de temperatura.
4. Coloque los cassettes en el KOH caliente durante:
15 minutos para cebolla y otras raices tiernas,
30 minutos para la mayoria de raices (p.e. maiz, gramineas)

98]
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5. Lave con agua cinco veces.

Nota: Si las muestras de raices tienen pigmentos oscuros (p.e. cafés, negros, morados)
después de clarificarlas con KOH, coloque los cassettes en un beaker con 30% de agua
oxigenada a temperatura ambiente (10 minutos a < 50 °C) hasta que las muestras se
aclaren. Reviselas constantemente para evitar dafios en las estructuras de las raices.
Enjuague cinco veces con agua y proceda. En caso de no tener agua oxigenada, cubra los
cassettes con HCI (5.0 ml) y agua (200 ml). Mezcle y desagiie. Repitalo otra vez (no
enjuague los cassettes con agua).

Procedimiento de tincion

En un beaker, vierta suficiente cantidad de Azul de Tripano (0.05%) para cubrir los
cassettes.

Caliente el tinte azul sin los cassettes hasta 80 °C de temperatura.

Coloque los cassettes en el tinte caliente y mantenga la temperatura en 80 °C. Después
de 30 minutos, deje enfriar hasta que la temperatura sea menor de 50 °C; luego filtre el
tinte para remover pedazos de raices y almacénelo bajo refrigeracion en un frasco.
Enjuague los cassettes una sola vez con agua.

En una placa, monte varias raices para su observacion y cubralas con el cubreobjetos
presionando levemente. Las raices se deben manipular con pinzas y guantes ya que el
tinte es cancerigeno. En caso de no visualizar claramente las estructuras del hongo,
coloque las raices en un plato de petri con agua para enjuagarlas y luego observe.

Si no se van a analizar las muestras el mismo dia, coloquelas en el refrigerador en una
bolsa pléstica etiquetada.

Preparacion del tinte azul de tripano (0.05%)

En un frasco, afiada y mezcle constantemente los ingredientes en el siguiente orden:

1) 800 ml glicerina

2) 800 ml acido lactico

3) 800 ml agua destilada

4) 1.2 gdel tinte Azul de Tripano

Cuidados:

Entre cada muestra, lave los tamices con agua a presion para evitar contaminacion.
En caso de ser necesario, use jabon.

Las esporas pueden ser contadas facilmente en un plato de petri dividido en
cuadriculas.

Recupere las raices recolectadas en el tamiz mas grande para observar los
propagulos del hongo y/o el grado de colonizacion.

Normalmente se usa el tamiz de 425 micrones para recolectar esporas de tamafios
desconocidos provenientes de muestras del campo.

El KOH y el Azul de Tripano pueden ser reutilizados.
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