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RESUMEN

Se evalud el efecto de las condiciones de incubacion y de compuestos
organicos e inorganicos sobre la esporulacién de lesiones de Sigatoka negra. Se
estudié en condiciones de laboratorio el efecto del tiempo de incubacion (h), la
temperatura, el fotoperiodo y la adicion de mojadura previamente a la incubacion
sobre la esporulacion de lesiones de Sigatoka negra. Ademas, se evalud el efecto
de once compuestos organicos y diez inorganicos sobre la esporulaciéon de lesiones
de Sigatoka negra. Los compuestos que mostraron mejores efectos en condiciones
de laboratorio se seleccionaron para su evaluacion en campo. No se observo efecto
de los factores tiempo de incubacion, fotoperiodo y temperatura sobre la
esporulacion de las lesiones en condiciones de laboratorio. Solamente la mojadura
de las lesiones antes de la incubacion aumento6 el porcentaje de esporulacion y el
namero de ascosporas descargadas Los compuestos evaluados no afectaron
significativamente la esporulacion de las lesiones en condiciones de laboratorio. No
obstante, por algunos de los efectos observados se seleccionaron tres compuestos
para la prueba de campo: cianamida calcica, acido acético y acido citrico, los cuales
se asperjaron a una concentracion del 10 % sobre las hojas afectadas por la
enfermedad en campo. Solo el acido acético redujo significativamente la
esporulaciéon de las lesiones y la cantidad de ascosporas descargadas. Este efecto
se mantuvo inclusive a los nueve dias después de la aplicacion. Se concluye que,
en condiciones de laboratorio, el tiempo de incubacion, la temperatura (entre 24-27,5
°C) y el fotoperiodo no tienen efecto practico sobre en el porcentaje de esporulacion
de lesiones de Sigatoka negra, ni sobre la descarga de ascosporas. Solamente
aumentan la esporulacion y la descarga de ascosporas cuando se aplica una
mojadura sobre las lesiones, previa incubacion. El acido acético al 10 % mostré ser
un fuerte inhibidor de la esporulacién y este constituye el primer informe del efecto

de este acido graso como antiesporulante contra la Sigatoka negra.

Palabras clave: antiesporulantes, ascosporas, periodo de incubacion, produccion

de in6culo.
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ABSTRAC

The effect of the incubation conditions and organic and inorganic compounds
on the sporulation black Sigatoka lesions was evaluated. The effect of incubation
time, temperature, photoperiod and the addition of wetting prior to incubation on
sporulation of black Sigatoka disease was examined under laboratory conditions.
Furthermore, the effect of eleven organic and ten inorganic compounds on
sporulation of black Sigatoka lesions was evaluated. Compounds that showed
better effects in laboratory conditions were selected for field evaluation. No effect
of the incubation time, photoperiod and temperature on the sporulation of lesions
was observed. Only the addition of wetting to the lesions prior to incubation
increased the percentage of sporulation and the number of ascospores discharged.
The evaluated compounds did not significantly affect the sporulation of lesions in
laboratory conditions.  However, for some of the effects observed three
compounds were chosen for field evaluation: calcium cyanamide , acetic acid and
citric acid, which were sprayed at a concentration of 10% on the surface of
diseased leaves. Acetic acid alone significantly reduced sporulation of lesions and
the amount of ascospores discharged from the lesions. This effect remains in the
time including after nine days of the application. We conclude that, in laboratory
conditions, the incubation time, the temperature (24 to 27.5 °C) and photoperiod
have no practical effect on the percentage of sporulation of black Sigatoka lesions
and ascospores discharge; only increase these variables when a wetting of the
lesions was performed previous to incubation. Acetic acid at 10 % was found to be
a strong inhibitor of sporulation and this is the first report of the effect of this fatty

acid as an antisporulant against black Sigatoka.

Keywords: antisporulant, ascospores, incubation period, inoculum production.
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1. INTRODUCCION

La Sigatoka negra, enfermedad causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis
Morelet: (anamorfo Pseudocercospora fijiensis), (Leach 1964, Crous et al. 2002), es
la responsable del principal problema fitosanitario que afecta a las plantaciones de
banano en América, Africa y Asia (Carlier et al. 2000, Lepoivre et al. 2003, Marin et
al. 2003, Guzman et al.2013). M. fijiensis presenta caracteristicas biolégicas que le
confieren una elevada capacidad de produccion de ascosporas, alto porcentaje de
esporulacion en condiciones de humedad adecuada, mayor numero de ciclos
sexuales por afio, capacidad de diseminacion por aire y una elevada tasa de
colonizacion de tejido (Romero 2003) lo que caracteriza a la enfermedad como la

mas agresiva en el cultivo de banano.

M. fijiensis se reproduce tanto asexual como sexualmente. Las estructuras
reproductivas en la fase asexual son los conidios los cuales se producen con mayor
abundancia en las lesiones jévenes en la parte inferior de la hoja, aunque también
pueden encontrarse en el haz. Stover (1980) estim6é que se producen cerca de
1.200 conidios en aproximadamente 20 mm? de hoja (envés) de banano con lesiones
en etapa de raya de un cultivar Cavendish. En la reproduccién sexual se producen
las ascosporas que constituyen la principal fuente de indculo y la principal forma de
diseminacién de la enfermedad (Carlier et al. 2000). Las ascosporas se encuentran
en lesiones viejas (en estado de mancha) dentro de cuerpos fructiferos
denominados pseudotecios (Crous y Mourichon 2002). Algunos datos indican que
una lesion de Sigatoka negra en estado de mancha gris puede producir hasta 480
pseudotecios, estos poseen de 2 a 4 ascas cada uno y cada asca tiene la capacidad
de producir 8 ascosporas por lo que en total cada pseudotecio produce entre 16 y 32
ascosporas. En términos generales se indica que una lesion de Sigatoka negra

puede liberar de 7.680 a 15.360 ascosporas (Orozco-santos et al. 2013).

La Sigatoka negra se caracteriza por una destruccion acelerada del area foliar

de la planta, debido a una fuerte necrosis, que afecta el proceso fotosintético



(Hidalgo et al. 2005) Guzman 2013 expone que M. fijiensis no causa la muerte de la
planta, pero el efecto de esta enfermedad en el crecimiento y la produccién son
claramente devastadores, lo que ocasiona que la planta llegue a la etapa de
floracidbn con un reducido numero de hojas funcionales, accion que perjudica el
correcto llenado de racimos y por ende una disminucion del peso de estos y del
largo de los dedos, asi como la vida verde del fruto (Meredith y Lawrence 1970,
Stover 1972, Ramsey et al 1990 Marin y Romero 1998, Guzman 2006). Guzman
(2006) indica que en plantaciones comerciales de banano Cavendish, la principal
pérdida se relaciona con las plantas de menor cantidad de hojas a la cosecha
(menos de 4) debido al riesgo que se presente maduracion prematura de la fruta,

estos racimos usualmente son eliminados directamente en el campo.

En términos epidemioldgicos, la Sigatoka negra es descrita como una
enfermedad policiclica, que presenta una alta incidencia y severidad en las
plantaciones de banano, cuando las condiciones climaticas de humedad y
temperatura son aptas para su desarrollo (Stover 1983). En las plantaciones
bananeras, el manejo de la enfermedad se realiza mediante la integracion de
practicas que conlleven a una disminucion en el nivel de inéculo y a establecer un
ambiente menos favorable para el desarrollo de la enfermedad. Este manejo se
basa en la combinacion de practicas culturales, medidas fitosanitarias y en la

aplicacion de fungicidas quimicos (Guzman 2002).

El principal rubro en los costos de produccion en una plantacién de banano, lo
genera el combate quimico de Sigatoka negra, con un impacto econdémico
significativo (Guzman 2003). Actualmente, se invierte cerca de US $ 2. 000 /ha/afio
para el combate de la Sigatoka negra.® Otro aspecto que dificulta su control es la
resistencia que ha generado el patégeno a fungicidas sistémicos como triazoles,
benzimidazoles y estrobilurinas (Qol’s) (Romero y Sutton 1997, Guzman et al. 2000,
Marin et al. 2003, Orozco-Santos et al. 2010). El desarrollo de estrategias que
permitan disminuir la dependencia a los productos quimicos en el combate de esta

enfermedad es un reto permanente que conlleva a la investigacién constante

! Murillo, G. 2013. Costo del control guimico de la Sigatoka negra. CORBANA S.A. Comunicacion
Personal. Correo electrénico: gmurillo@corbana.co.cr



(Jiménez et al. 2009). Hasta el momento, no se ha identificado alguna sustancia,
compuesto capaz de suprimir por completo o en buena medida la esporulacion de
Mycosphaerella fijiensis, por lo que se hace necesaria la busqueda de una
alternativa efectiva, ya que esto podria contribuir sustancialmente al manejo de la
enfermedad y a mejorar la sanidad del cultivo de banano?

La hojarasca depositada en el suelo de la plantacion representa una
importante fuente de indculo (Orozco-Santos y Orozco 2004). Se han realizado
estudios con el fin de disminuir este importante reservorio, entre ellas las
aplicaciones de soluciones de urea (Guzman y Romero 1995, Villalta y Guzman
2005) a nivel de laboratorio y campo, las cuales han mostrado resultados

prometedores, sin embargo deben ser estudiados a mayor profundidad

El propdésito de la investigacion fue estudiar las condiciones de incubacién que
inciden en la esporulacion de Mycosphaerella fijiensis, asi como identificar algin (0s)
compuesto (s) capaz de reducir marcadamente la esporulacion de dicho patégeno y
gue pueda ser utilizado para reducir in6culo y asi contribuir al manejo integrado de

las enfermedad en las plantaciones.

2 Guzman. M. 2013. Combate de la Sigatoka negra. Comunicacion Personal. CORBANA S.A.
Correo electrénico: mguzman@corbana.co.cr



1.1. Objetivo General
e Estudiar el efecto de las condiciones de incubacion vy diferentes
compuestos (inorganicos y organicos) sobre la esporulacion de

Mycosphaerella fijiensis.

1.2. Objetivos Especificos

e Determinar el efecto de la incubacién en camara humeda, fotoperiodo,
tiempo de incubacion, temperatura, adicion de mojadura previa
incubacion y mojadura inducida en campo sobre la esporulacion de

lesiones de Sigatoka negra.

e Determinar el efecto in vitro de diferentes compuestos sobre la
esporulacion de lesiones de Sigatoka negra y la germinacién de las
ascosporas de Mycosphaerella fijiensis.

e Realizar una evaluacion preliminar en campo con aquellos compuestos
gue demuestren mayor capacidad de inhibir in vitro la esporulacién de

lesiones de Sigatoka negra.

Hipotesis
Técnica: la aplicacibn de compuestos organicos e inorganicos sobre tejido foliar de
banano con lesiones maduras de Sigatoka negra afecta la esporulacién de

Mycosphaerella fijiensis.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades e importancia del cultivo de banano

El banano es una planta herbacea, monocotiledénea, perteneciente al género
Musa (Familia: Musaceae, orden: Zingeberales) (Champion 1986, Stover y Simonds
1987, Soto 1992, Heslop-Harrison y Schwaracher 2007). La planta de banano es
originaria del extremo oriente (India hasta Filipinas), se desarrolla de forma
adecuada en las regiones tropicales que presentan condiciones humedas y célidas
(Soto 1992).

El banano es un cultivo perenne que crece rapidamente y que puede
cosecharse durante todo el afio. Este cultivo se posiciona como una de las
principales fuentes de ingreso en la economia de mas de 120 paises del tropico y
subtrépico en donde es cultivado; como por ejemplo: Ecuador, Filipinas, Honduras y
Costa Rica, entre otros (Arias et al. 2004). Durante los afios 90, se estima que la
producciéon de banano aumenté en un 30 por ciento, debido al aumento en la
produccion de Cavendish, América Latina es la principal region productora de
Cavendish, seguido de Asia (Arias et al. 2004).

En Costa Rica el cultivo de banano tiene una importancia tanto econémica
como social. Segun CORBANA (2010), la industria bananera es la principal fuente
de empleo directo e indirecto en Costa Rica, particularmente en la zona caribefia del
pais; cifras indican que de cada 100 trabajadores de la regiébn Caribe,
aproximadamente el 76 % estan ligados directa o indirectamente con la produccién
de banano

Por otro lado, la produccién de banano en Costa Rica tiene un significativo
aporte en las exportaciones. Para el afio 2011 las exportaciones de banano
aumentaron en un 5,21 % en relacion con el aifio 2010 y llegaron a las 106. 496. 113
cajas. Con ello, las divisas aumentaron en 8,11 % en relacion al afio previo para
obtener un total de US $ 804. 986. 150 (Sanchez et al. 2012).



Se registro para el afio 2011 un total de 42.017 hectareas dedicadas a la
produccién de banano en Costa Rica, de este total el 57,7 % pertenece a fincas de
multinacionales cuyo capital social en su mayoria es propiedad de comercializadoras
internacionales; y el 42,3 % a productores independientes cuyo capital social
pertenece mayoritariamente a costarricenses o extranjeros con mas de 5 afios de

residir en el pais (Sanchez et al. 2012).

2.2. Sigatoka negra en banano

2.2.1. Origen y distribucion

La enfermedad causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis Morelet
(Pseudocercospora fiiensis Deigton) fue reportado por primera vez en febrero de
1963 en el distrito de Sigatoka de la isla de Viti Levu en Fiji, de ahi el origen del
nombre de la enfermedad (Rodhes 1964, Carlier et al 2000). La Sigatoka negra fue
confirmada por primera vez en América en 1972 especificamente en Honduras
(Stover y Dickson 1976). Posterior a esto, se disemind rapidamente por toda
Centroamérica. Para el afio 1979 la enfermedad se encontraba en la zona norte y
Caribe de Costa Rica afectando plantaciones de platano (Ortiz et al. 2007).

Entre el afio 1973 y 1980 sucedieron grandes epidemias de la enfermedad,
esta se disemin6 rapidamente a paises de América y el Caribe, El Salvador (1990),
Cuba (1990), Venezuela (1991), Peru (1994), Jamaica (1995), Bolivia (1996),
Republica Dominicana (1996), Brasil (1998), USA (1999) y Haiti (1999) (Carlier et al.
2000). El ultimo reporte de la enfermedad se dio en julio de 2012 en la Isla de
Guadalupe (Anselm 2012).

2.2.2. Biologia del agente causal de la Sigatoka negra

El agente causal de la Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis) se ubica
taxonémicamente de la siguiente forma:

Filo: Ascomycota, caracterizado por la presencia de una fase sexual
(Teleomorfo) y otra asexual (Anamorfo) para completar su ciclo. Produce esporas
sexuales, llamadas ascosporas, dentro de ascas y también esporas asexuales

(conidios) en hifas libres, conidi6foros (Webster y Weber 2007).



El género Mycosphaerella pertenece a la clase Dothideomycetes (anterior
Loculoascomycetes): lo cual indica que son ascomycetes con ascostroma. Produce
ascas dentro de loculos (cavidades) preformado en un estroma. EIl ascostroma
puede ser monolocular (pseudotecio) o multilocular (Webster y Weber 2007). Su
estado imperfecto Pseudocercospora fijiensis pertenece a la clase Hyphomycetae
(Manzo et al. 2005).

Pertenecen al orden Capnodiales (Churchill 2010), en el cual se agrupa un
gran namero de ascomicetos con variedad de formas conidiales, el asca puede ser
ovoide a cilindrica, en fasciculos, ausencia de hifas interascales dentro en el l6culo
(Webster y Weber 2007).

2.2.3. Ciclo de la enfermedad y morfologia de Sigatoka negra

Segun Zadocks y Shein (1979), debido a su capacidad de reproduccion de
forma repetida se considera la Sigatoka negra una enfermedad policiclica, se
pueden encontrar lesiones jovenes y avanzadas de la enfermedad, incluso en la
misma hoja. Las etapas de colonizacidn, esporulacion y dispersion son constantes
durante el desarrollo de la enfermedad, ademéas presenta infeccién ramificada
porque ocurre tanto con esporas sexuales como asexuales y éstas no
necesariamente se presentan de forma alternada. Mycosphaerella fijiensis Morelet
es un hongo heterotalico (Mourichon y Zapater 1990), lo que indica que el talo es
sexualmente autoestéril, solo se da fecundacion entre diferentes talos. La
reproduccion sexual contribuye grandemente a la variabilidad y a la evolucion del
patégeno (Conde et al 2010). EI hongo Mycosphaerella fijiensis posee tres cuerpos
de fructificacion: conidiéforo que sostiene las conidias, espermagonio (masculino)
que contiene las espermacias y el pseudotecio (femenino) que contiene las
ascosporas. Tanto espermagonio y pseudotecio son formados en una camara que
se encuentra debajo del estoma de la hoja (Meredith y Lawrence 1969) (Figura 2).

El agua libre sobre la superficie de la hoja juega un papel primordial para el
desarrollo de la enfermedad (Guzman 2003, Marin et al. 2003). Es fundamental
tanto para la fertilizacion de las tricdginas (estructura que contiene el gameto
femenino en hongos ascomicetes), como para la expulsion de las ascosporas. Los

espermagonios son la parte masculina (con forma de pera), estos son mas



abundantes en la parte inferior de la hoja (envés) en ellos se producen las
espermacias, que son los gametos masculinos; éstas son incoloras, en forma de
bastoncillos o varillas transparentes (Stover 1980). Cuando las espermacias se
encuentran maduras son expulsadas del espermagonio, siendo llevadas por el rocio
o las gotas de lluvia fertilizando las hifas vecinas (tricdéginas). Una vez dada la
fertilizacion los pseudotecios se forman en lesiones maduras, en las etapas 5y 6 de
la escala de Fouré (1985) (Meredith y Lawrence 1969, Bennett y Arneson 2003). El
pseudotecio, contiene las ascas, éstas a su vez contiene las ascosporas. Una vez
maduras las ascosporas, es necesaria la hidratacion del pseudotecio para la
liberacién de las mismas (Stover 1976, Fouré y Moreau 1992, Guzméan 2003), la
parte superior que emerge de la hoja tiene una cavidad por donde son expulsadas
cuando existe humedad.

La liberacién de las ascosporas se presenta debido al aumento de turgencia
del asca por la absorcion de agua. El epiplasma recubre la pared del asca joven,
existe una vacuola grande posicionada centralmente que contiene savia en donde
las ascosporas inmaduras se suspenden. El epiplasma es rico en polisacéaridos el
cual se visualiza citoquimicamente como una mancha de color rojo por la tincién con
yodo molecular y yoduro potasico (lugol), a medida que el asca madura, el color rojo
disminuye su intensidad debido a la conversién de polisacaridos a osmolitos de
menor peso molecular. Debido a esto se da un aumento de la concentracion
osmatica de la savia del asca, seguido de una mayor captacién de agua. Como
resultado, se da una presion de turgencia que ocasiona que el asca se estire y
provoca que la misma expulse las ascosporas (Webster y Weber 2007). Cada
pseudotecio tiene entre 2 y 4 ascas, por lo que un pseudotecio puede producir de 16
a 32 ascosporas (Stover 1980).

Las células sexuales llamadas ascosporas son la estructura mas importante
respecto a la diseminacion de la enfermedad, debido a la gran produccion de
estructuras llamadas pseudotecios en donde se producen (Marin y Romero 1998,
Agrios 2005). Las ascosporas son incoloras (hialinas) de forma fusiforme clavada,

estan formadas por dos células ligeramente constrictas en el septo (Figura 1.B)



Miden de 11,5 a 15,6 pm de longitud y 2,5 a 5,0 pum de ancho (Meredith y Lawrence
1969, Mulder y Holliday 1974, Mulder y Stover 1976).

La fase asexual (Pseudocercospora fijiensis) se presenta cuando se
desarrollan las primeras lesiones de la enfermedad en el tejido (pizca y estria). Los
conidios se forman sobre conidi6foros que emergen directamente por el estoma
(Mulder y Stover 1976). Los conidios son de color palido a un leve olivo, lisos, largos
y presentan tres o mas septas (Benneth y Arneson 2003). Los conidios miden de 30
a 132 um de longitud y 2,5 a 5 um en la parte mas ancha (Meredith y Lawrence
1969, Mulder y Stover 1976) (Figura 1.A). Estos juegan un papel predominante en el
mecanismo de defensa del patégeno cuando las condiciones ambientales no son las
ideales (Gauhl 1994).

Figura 1. Estructuras de reproduccién de Mycosphaerella fijiensis. (A) Conidio,
nétese la cicatriz de la unién con el conidiéforo. (B) Ascosporas, nétese
la ligera constriccién en la unién de las células. 40 X *8. (GAmez 2013).
CORBANA, La Rita, Pococi, 2013.

Ambas, conidios y ascosporas son las estructuras de diseminacién del
patégeno (Marin y Romero 1998); sin embargo, el nimero de conidios transportados
por el viento llega a ser diez veces menor que el nimero de ascosporas, dado a que
son estructuras pesadas que no pueden ser transportadas facilmente por este
agente de diseminacion (Meredith y Lawrence 1969). Por tanto, se considera a los
conidios como medio de difusion local de la enfermedad, siendo transportados
principalmente a través del salpique de la lluvia, mientras que las ascosporas
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pueden llegar a infectar plantas que se ubiquen a larga distancia de la fuente del

indculo (Agrios 2005).

Salida de conidi6foros por
estoma.

Conidios:
Diseminacién por
salpique de la lluvia.

Avanzado

Inicial y

Penetracién via
estomatica.

FASE ASEXUAL
& FASE SEXUAL

Lesiones jovenes.

Germinacion y
penetracion via

estomatica. I

Ascosporas:
Diseminacién por
agua, viento.

Fertilizacion del
protopseudotecio.

I Lesiones maduras. I

Pseudotecios
con ascas

Figura 2. Ciclo reproductivo de Mycosphaerella fijiensis. (Gomez 2013). CORBANA,
La Rita, Pococi, 2013.
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Las ascosporas se encuentran en el aire en cantidades variables (Gauhl
1989). Estas estructuras de diseminacion pueden verse afectadas en su capacidad
infectiva por las condiciones ambientales, siendo las mas importantes la radiacion
ultravioleta en la luz solar y temperatura. Ambos factores desnaturalizan la proteina
qgue forma parte de la pared en las esporas (Parnell et al. 1998). Las longitudes de
onda que oscilan entre 250-270 nm, que no logran llegar hasta el suelo son las mas
letales (Setlow 1974; Rotem et al. 1985, Chuang y Su 1988; Rotem y Aust 1999).

Stover (1980) indicé que las ascosporas de Mycosphaerella fijiensis tienen
capacidad de dispersion de hasta 50 km, dependiendo de la presencia o no de
barreras geograficas importantes. En un estudio realizado por Calvo y Romero
(1998), se establecieron parcelas a una distancia lineal a 2.000, 3.000 y 4.000 m de
la fuente de in6culo mas cercana. Los autores concluyeron que la eficiencia de
dispersiéon del organismo es muy buena hasta la distancia maxima evaluada (4.000

m).

2.2.4. Proceso Infectivo

Luego de que la espora o conidio encuentra un hospedero y las condiciones
de ambiente adecuadas, germina y penetra a la planta por los estomas (Figura 2).
Debe existir una lamina de agua sobre el tejido para que se dé la germinacién de la
estructura, en caso de que las condiciones ambientales no sean las adecuadas
entran en un periodo de latencia hasta que las mismas sean favorables. (Marin y
Romero 1998). La temperatura debe oscilar entre 26,5 a 28 °C con una humedad
relativa mayor del 92-100 % para conidios y 98-100 % en el caso de las ascosporas,
en estas condiciones la germinacion del conidio o espora sucede en un lapso de 2 a
3 horas, tardando aproximadamente de 48 a 72 horas para que suceda la
penetracion del patégeno al tejido (Guzman 2003).

El patégeno entra al tejido exclusivamente por la via estomatica, al desarrollar
tubos germinativos que inicialmente germinan a lo largo de las células guarda de los
estomas y se desarrollan en el tejido via apoplasto (Lorenzo et al. 1978, Flores et al.
1985, Kema et al. 1996, Lepoivre et al. 2002, Guzman 2003). Una vez dada la
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penetracion del patdgeno, este permanece en la cavidad subestomatica durante 2 a
4 semanas de manera asintomatica. Algunos autores coinciden en que el sitio de
infeccion primaria de Mycosphaerella fijiensis se da en el envés de la hoja de
banano, debido a que la densidad de estomas es mayor en la parte abaxial y el
apice de la misma (Meredith y Lawrence 1970, Sandoval y Muller, 1999, Cayon et al.
1991, Hidalgo et al. 2006, Rodriguez y Cayon 2006).

En estudios realizados por Lepoivre et al. (2002) se demuestra que
Mycosphaerella fijiensis es un parasito biotréfico en los primeros estados de
desarrollo, debido a que coloniza inicialmente los espacios intercelulares sin la
formacion de haustorios, donde el tejido del hospedante permanece vivo y el
organismo se alimenta de sus propias reservas o del material disponible del
hospedante en los espacios extracelulares, sin matarlo. Se da una relacién biotrofica
después de la penetracion de 3 a 4 semanas antes de aparicion de los primeros
sintomas. Posteriormente, se da un crecimiento de las hifas dentro de las células
del tejido, saturando los espacios extracelulares, iniciando la fase necrotrdfica, en la
cual el hongo produce la muerte celular del hospedante. Es entonces que los
sintomas comienzan a ser evidentes, la hoja de banano comienza a cubrirse de
lesiones, primero pequefios puntos que van aumentando de tamafio hasta formas

lesiones grandes (Lepoivre et al. 2002, Kema et al. 1996).

2.2.5. Sintomatologia

En el envés de la hoja y en el margen izquierdo distal se dan los primeros
indicios de la presencia de la enfermedad. Estos sintomas se dan en fases de
desarrollo a través del tiempo (Fouré 1985). Inicialmente se presentan como
pequefias manchas amarillas o rayas de forma paralela a la vena de la hoja.
Posteriormente, las manchas crecen de 1 a 2 centimetros de largo y se tornan de
color marrdn con el centro de color gris. El tejido alrededor de la lesion se vuelve
amarillo y muere; estas manchas se unen hasta formar grandes areas muertas en la
hoja (Agrios 2005).

En un estudio realizado por Rodriguez y Cayon (2008), se demostré que a

partir de los primeros estadios de la enfermedad se observan dafios irreparables en
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los tejidos, sin embargo, los mayores efectos se observan en el estadio 4 (Figura 3).
Estos dafos inciden directamente sobre el desarrollo y produccion de la planta.

Las hojas enteras mueren en pocas semanas, dejando solo unas pocas hojas
en funcionamiento, lo que da como resultado que los racimos de fruta no llenen
adecuadamente, se maduren y caigan. Cuando el fruto esta a punto de madurez y
se presenta una infeccion fuerte se produce una maduracion desigual del fruto
(Agrios 2005). Los sintomas de la enfermedad se han clasificado en 6 etapas
(Meredith y Lawrence 1969, Fouré 1985) (Figura 3):

a. Etapa inicial de pizca: los sintomas iniciales no son facilmente visibles, estos
se observan como pequefias pizcas aproximadamente de 0,25 mm de diametro,
sobre el envés de la hoja con una coloracién café rojizo. Las pizcas son mas
abundantes hacia el borde la punta de la hoja. Los sintomas iniciales se presentan
de 14 a 20 dias después de la infeccion.

b. Primera etapa de raya: en esta etapa las pizcas se comienzan a alargar y a
hacerse un poco mas anchas, hasta formar una raya color café rojizo de
aproximadamente 20 mm de longitud y 2 mm de ancho, estas son paralelas a las
venas laterales de las hojas. Se encuentran distribuidas de forma variable a los
largo de la hoja, pueden encontrarse en el borde, a ambos lados de la hoja, también
se pueden encontrar agregados en una banda a uno o ambos lados de la nervadura.
C. Segunda etapa de raya: la raya continua alargandose, teniendo un cambio de
color de café rojizo a café oscuro pudiendo llegar a una coloracion negra. En esta
etapa la raya se observa en el haz de la hoja.

d. Primera etapa de mancha: las estrias se ensanchan tornandose de color
marrén oscuro, se desarrolla un borde acuoso alrededor de la mancha.

e. Segunda etapa de mancha: la zona central negra de la mancha comienza a
colapsar y se hace mas evidente el borde acuoso alrededor de la mancha, también
se da una coloraciéon amarilla en el tejido de la hoja que se encuentra después del
borde acuoso.

f. Tercera etapa mancha madura: en esta etapa el centro de la mancha se seca
tornandose de color gris palido. Se puede observar una zona de transicion entre el

tejido verde y el area afectada de color amarillo brillante.
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2.2.6. Manejo de la Sigatoka negra
2.2.6.1. Control quimico

Debido a la agresividad de la Sigatoka negra en los sistemas de produccion
bananera, se hace indispensable el uso de fungicidas de una forma intensiva con el
fin de producir cantidades de banano aceptables y de alta calidad (Patifio 2006). De
acuerdo a la forma de accion, los fungicidas utilizados en el control de la Sigatoka
negra pueden ser agrupados en tres categorias: fungicidas de contacto o
protectante, fungicidas de accion sistémica local y fungicidas sistémicos.

Por su parte los fungicidas protectantes son depositados en la superficie de la
hoja antes de que se dé la infeccion, inhabilitando la germinacion y penetracion de la
espora o conidio dentro de los estomas de la hoja (Orozco-Santos et al. 2013).

Los fungicidas sistémicos penetran la cuticula de la hoja e inhiben el
patbgeno cuando se encuentra dentro de ella, teniendo efecto curativo. Los
fungicidas sistémicos tienen como caracteristica principal la capacidad de
penetracion en los tejidos de la planta. Su forma de accion radica en la inhibicion
especifica de uno o mas sitios en el metabolismo del hongo. Sin embrago, esta
caracteristica ha generado un punto débil en este grupo de fungicidas ya que el
hongo, a través de modificaciones genéticas logra desarrollar “razas tolerantes” al
fungicida (Orozco-Santos et al. 2013).

En América Latina, el Benomyl (benzimidazol) ha sido el fungicida sistémico
mas utilizado para el control de la Sigatoka negra. Ademas el Tridemorf y una larga
lista de triazoles comparten este modo de accion, lo que los hace altamente
susceptibles a generar resistencia en el patégeno. Segun Martinez y Guzman
(2010), Mycosphaerella fijiensis ha desarrollado resistencia a los grupos de los
benzimidazoles, triazoles y estrobirulinas, lo cual genera un disminucion de su
eficacia en el campo y limitaciones en su uso.

Actualmente se realizan aplicaciones alternantes de protectantes (Mancozeb o
Clorotalonil) con sistémicos (benzimidazoles, triazoles, morfilina, estrobilurina) junto
con aceite o0 en una emulsion agua-aceite. En el 2007 en Costa Rica se ejecutd una

estrategia de control quimico basada en la mezcla de triazoles, tridemorf y
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Pizca Primera etapa de raya Segunda etapa de raya
Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3
Primera etapa de mancha Segunda etapa de mancha Tercera etapa de mancha
Estadio 4 Estadio 5 Estadio 6

Figura 3. Etapas de infeccion de Sigatoka negra en banano. (Gémez 2013). CORBANA, La Rita, Pococi, 2013.
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aplicaciones de mancozeb a dosis altas de hasta 1500 g i.a/ha por aplicacién y en
intervalos cortos (Murillo y Guzman 2007).Se utiliza como complemento en los
fungicidas sistémicos aceite agricola, debido a que posee efecto fungistatico y a que

ayuda a que se dé la penetracion del producto al tejido (Orozco-Santos et al. 2013).

2.2.6.2. Control Cultural

El control cultural se refiere a la ejecucion o reforma de practicas que
disminuyan el ambiente favorable para el desarrollo de Mycosphaerella fijiensis,
mediante la afectacion de la reproduccién, diseminacién e infeccién de tejido sano
por parte del patégeno (Agrios 2005). Los objetivos que se desean alcanzar
mediante la implementacion del control cultural son la reduccién de la fuente de
in6culo, modificacion del microclima que favorecen el desarrollo del patégeno e
incrementar el vigor de las plantas para que sean menos susceptibles al ataque de la
Sigatoka negra (Marin et al. 2003, Orozco-Santos et al. 2008).

Las practicas de deshoja, despunte y cirugia buscan reducir los niveles de
in6culo dentro de las plantaciones. Esta practica consiste en la eliminacion, cada una
o dos semanas, de hojas o porciones de hojas con lesiones de la enfermedad en
estado avanzado, al ser depositadas en el suelo la descomposicién se acelera y
ademas las esporas que son liberadas en el tejido en el suelo tienen mayor dificultad
para alcanzar las hojas nuevas en la parte superior de la planta (Guzman 2012). Esta
practica se realiza con la finalidad de reducir la principal fuente de in6culo, que lo
constituye las hojas afectadas por el patégeno. Esto, debido a que las hojas
enfermas dejadas en las plantas, pueden producir y liberar ascosporas hasta por 20
semanas (Gauhl 1990). Mientras que en las hojas depositadas en el suelo el
patbgeno se mantiene activo de 3 a 6 semanas (Guzman y Romero 1995, Villalta y
Guzman 2005). Aunque esta practica ayuda a reducir en gran medida el periodo de
esporulacion de la hoja, no logra eliminar por completo esta fuente de inéculo, debido
a que aun las hojas depositadas en el suelo siguen liberando gran cantidad de
esporas por un tiempo prolongado (Guzman y Romero 1995, Villalta y Guzman 2005)

Vargas et al. (2008) estudiaron el efecto de la eliminacion de las 3 hojas mas
viejas de la planta a la floracion, practica conocida con el nombre de defoliacion

controlada o poda temprana. La efectividad radica en la eliminacion del tejido con
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lesiones jovenes de la enfermedad, antes de que estas tengan capacidad de
liberacion de ascosporas. Los autores determinaron que esta practica no reduce la
capacidad de produccion y crecimiento de la planta, ni la calidad de la fruta a la
cosecha. Actualmente esta técnica se ha adoptado en cerca de 2000 ha de banano
en Costa Rica (Guzman 2012).

Se han realizado estudios para reducir el in6culo de Sigatoka negra en las
hojas depositadas en el suelo. Guzméan et al. (1995), estudiaron el efecto de la
aplicacion de bacterias (Un-SoilR), urea y melaza, sobre la degradacion de las hojas
de banano y su efecto sobre la esporulacion del hongo, estos autores afirmaron que
no existia efecto de los tratamientos sobre la descomposicion de las hojas, ni sobre
la esporulacion del patdgeno.

Se ha estudiado el efecto del Propiconazole y el Clorotalonil sobre la
esporulacion del patdgeno en hojas depositadas en el suelo después de la deshoja
sanitaria, indicando que no existe un efecto importante de estos fungicidas (Orozco-
Santos et al. 2002, Villalta y Guzman 2005). Ademas se ha evaluado el efecto del
Paraquat sobre la esporulacion del patégeno, sin embargo, no se encontré efecto
significativo sobre el periodo de produccion y descarga de ascosporas en las hojas
(Orozco-Santos et al. 2002).

Al estudiar el efecto antiesporulante a nivel de laboratorio de diferentes
compuestos sobre Mycosphaerella fijiensis, Guzman y Romero (1995) observaron
que la aplicacion de urea al 5 % y ceras vegetales sobre el tejido necrosado por el
hongo, logra reducir la esporulacion entre un 30 y 80 %. Villalta y Guzman (2005)
estudiaron el efecto antiesporulante de la urea sobre tejido foliar de banano
depositado en el suelo, concluyeron que la maxima esporulacion de los rastrojos de
hojas de banano se registran a los 15 dias después de que las hojas han sido
separadas de la planta. La investigacion indico que la aplicacion semanal de urea al
10 % (10 kg de urea/100 litros de agua) sobre lesiones de Sigatoka negra reduce el
porcentaje de esporulacion por ambos lados de la hoja, con respecto al testigo.
Segun los autores, la reduccién en la esporulacion del hongo se debe a que la urea

acelera el proceso de descomposicion de las hojas.
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Por otro lado, es importante contar con un efectivo control de malezas dentro
de las plantaciones de banano. Se ha reportado la importancia del control de las
malezas de forma regular (herbicida o chapea) para un adecuado combate de la
enfermedad, ademas se ha investigado la posibilidad de utilizar coberturas vivas de

suelo de porte bajo en las plantaciones bananeras (Guzman y Villalta 2007).

2.2.6.3. Control Genético

Segun Beveraggi et al. (1995), de acuerdo a la respuesta a la enfermedad, los
cultivares de muséceas se han clasificado en tres grupos: a. cultivares altamente
resistentes en los que se da un blogueo del proceso de infeccion en estadios
iniciales donde se incluyen el banano Yangambi km 5 (AAA) y los hibridos de la
Fundacion Agricola Hondurefa de Investigacion Agricola: FHIA 01 (AAAB), FHIA 02
(AABB), FHIA 17 (AAAA) y FHIA 23 (AAAA) que presentan tolerancia a Sigatoka
negra. b. Cultivares parcialmente resistentes, donde el desarrollo de los sintomas se
da de forma lenta, entre ellos los clones ABB (pera o cuadrado). c. cultivares
susceptibles que se caracterizan por un desarrollo acelerado de los sintomas desde
el estado de pizca hasta la presencia de tejido necrotico, ejemplo de ello son todos
los clones del subgrupo Cavendish (Musa AAA) y cultivares AAB (Macho, Dominico y
Manzano) también susceptibles, aunque un poco menos afectados (Orozco-Santos
1998, Jones 2000).

El mejoramiento genético de musaceas es una linea de investigacion creciente
en el mundo, debido a la dispersion y a la agresividad de la Sigatoka negra. Los
programas de mejoramiento genético se basan en métodos convencionales como
seleccidén, cruce y evaluacién de clones, sin embargo, recientemente algunos paises
han hecho uso de la biotecnologia (cultivos de embriones, cultivo de tejidos,
mutacion in vitro, embriogénesis, fusion de protoplastos y variacion somaclonal) cuyo
propésito principal es realizar mejora genética contra la Sigatoka negra (Mohan y
Swennen 2004, Pillay et al. 2012). Los programas basicos de mejora genética utilizan
especies silvestres de Musa como M. acuminata sp. y en cultivares diploides como
Paka (AA) y Pisang lilin (AA) (Mourichon et al. 1997).

No se conoce exactamente el mecanismo de resistencia de los bananos a la

Sigatoka negra, sin embargo han sido sugeridas como posibles causas la densidad
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de estomas, los niveles elevados de cera epicuticular, la produccion de fitoalexinas,
lignina o suberina y la resistencia a fitoalexinas producidas por el hongo (Ortiz y
Vuylsteke 1994, Beveraggi et al. 1995). Guzman (2013) expresa que el
mejoramiento genético en la linea de resistencia a enfermedades ha encontrado
resultados promisorios, con la obtencioén de hibridos parcialmente resistentes. Pero
en detrimento de caracteristicas postcosecha y calidad de fruto (propiedades
organolépticas), lo que las hace de dificil comercializacion y de poca aceptacion por
el consumidor.

2.2.6.4. Control Biolégico

El control biologico utiliza organismos o el producto de su organismo para
regular las poblaciones de plagas y enfermedades (Agrios 2005). Guzman (2012)
indica que el control biolégico ha sido mas exitoso en enfermedades de suelo que en
foliares como lo es la Sigatoka negra. Segun el autor, esto se relaciona a las
caracteristicas del filoplano, debido a que se considera como un lugar hostil para la
colonizacion de organismos antagonistas, por las condiciones cambiantes en
humedad, temperatura y la disponibilidad escasa de nutrientes. Sin embargo, existen
organismos que se desarrollan en el filoplano que podrian actuar como organismos
de control biologico.

En general se han realizado investigaciones con respecto al control bioldgico
de la Sigatoka negra, entre ellas, el aislamientos de bacterias epifitas (Jiménez et al.
1985), hongos hiperparasitos (Esquivel 1992), efecto de sustratos sobre bacterias
antagonistas a Mycosphaerella fijiensis (Ruiz 1995, Arango 2002), accion antagonista
de microorganismos sobre Mycosphaerella fijiensis (Miranda 1996), efecto de
microorganismos eficientes (ME) (Eguez 2000), hongos del filoplano con propiedades
quitinoliticas (Carr 2009), efecto antagonista de bacterias cultivables contra
Mycosphaerella fijiensis (Ceballos 2012). Se debe analizar la eficacia, rentabilidad y
adopcion en condiciones de campo de estos métodos de control bioldgico. Segun
Guzman (2012) no hay estudios que comprueben la eficacia y eficiencia del control

bioldgico en condiciones de campo a gran escala.

19



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacién

El estudio se llevdo a cabo en el laboratorio de Fitopatologia y la finca
experimental del Centro de Investigaciones Agricolas La Rita de la Corporacion
Bananera Nacional (CORBANA S.A), ubicado en la Rita de Pococi, Limén, a una
altitud de 106 msnm. En el afio 2012 se registré una precipitacion de 3.369 mm,
con una humedad promedio de 90 % y una temperatura promedio maxima de 29,4
°C y minima de 20,8 °C. La investigacion se realizd en el periodo comprendido

entre septiembre de 2012 y agosto de 2013.

3.2. Efecto de las condiciones de incubacion sobre la esporulacién de

lesiones de Sigatoka negra

Se realizaron una serie de experimentos con el fin de determinar los factores
que pueden afectar la esporulacion de lesiones de Sigatoka negra en hojas de

banano en condiciones de laboratorio.

3.2.1. Experimento 1. Efecto de la temperatura, tiempo de incubacion y
fotoperiodo sobre la esporulacion de lesiones de Sigatoka negra en
condiciones de laboratorio

3.2.1.1. Descripcion de tratamientos

Las muestras recolectadas (hojas de banano con lesiones de M. fijiensis)
fueron incubadas a diferentes periodos de tiempo, siendo estos 24, 48, 72 y 96
horas a 24 °C y 27,5 °C, utilizando fotoperiodo variable: 100 % de luz, 100 % de
oscuridad y 50 de % luz/ 50 % de oscuridad. El arreglo factorial de los tratamientos
fue de 2x3x4 para un total de 24 tratamientos mas un testigo (Cuadro 1), con 10
repeticiones cada uno, por lo que en total fueron 250 unidades experimentales.

Este experimento se realiz6 2 veces.
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Cuadro 1. Disefo de tratamientos para evaluar el efecto de la temperatura (°C),
periodo de incubacién (h) y fotoperiodo en la esporulacion de lesiones
de Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis) en condiciones de
laboratorio. CORBANA, 2013.

Tratamiento insﬁ[)lggigr??h) T(°C) Fotoperiodo

1* 0 ambiente -

2 24 24 oscuridad
3 48 24 oscuridad
4 72 24 oscuridad
5 96 24 oscuridad
6 24 24 luz

7 48 24 luz

8 72 24 luz

9 926 24 luz
10 24 24 luz/osc
11 48 24 luz/osc
12 72 24 luz/osc
13 96 24 luz/osc
14 24 27,5 oscuridad
15 48 27,5 oscuridad
16 72 27,5 oscuridad
17 96 27,5 oscuridad
18 24 27,5 luz
19 48 27,5 luz
20 72 27,5 luz
21 926 27,5 luz
22 24 27,5 luz/osc
23 48 27,5 luz/osc
24 72 275 luz/osc
25 96 27,5 luz/osc

*En el tratamiento testigo, la descarga de esporas se hizo inmediatamente después de

colectar las muestras, sin incubar.

3.2.1.2.

Procedimiento experimental

Se recolectaron hojas con lesiones maduras de Sigatoka negra en un lote

testigo de CORBANA que no recibe aplicaciones de fungicidas. Las mismas fueron

transportadas al laboratorio de Fitopatologia. Una vez alli, se seleccionaron lesiones
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de Sigatoka negra en esrado 6 (Fouré 1985), dichas lesiones se recortaron con una
tijera en forma de rectangulo, obteniendo un area préxima a los 5 cm?. El tejido (1
rectangulo) fue engrapado en papel bond de 11 cm X 14 cm, con el haz expuesto.

Las camaras humedas se construyeron con bolsas plasticas transparentes y
con bodoques de toallas de papel humedecidas y amarradas con una liga en cada
extremo por la parte interna de la bolsa. En el caso de los tratamientos con
fotoperiodo 100 % luz se utilizaron bolsas plasticas transparentes de 14 cm X 20 cm.
Cuando los tratamientos implicaban oscuridad a 24 °C se utilizo doble bolsa plastica
negra para cubrir la cdmara humeda. Cuando los tratamientos debian tener
fotoperiodo variable 50 % luz y 50 % oscuridad, los periodos eran de 12 horas luz 12
horas oscuridad hasta cumplir el lapso de incubacion referido en los tratamientos.
Los tratamientos que requirieron temperatura de 24°C fueron colocadas en las
mesas de trabajo del laboratorio de Fitopatologia y los tratamientos que requerian
temperatura de 27,5 °C fueron colocadas dentro de una incubadora Precision
Scientific a 27,5 + 2 °C.

3.2.1.3. Descarga de ascosporas

Transcurridas las condiciones establecidas para cada tratamiento se procedio
a evaluar la descarga de ascosporas. Para esto en un beaker de 500 ml de
capacidad, se coloc6 agua desionizada y se procedié a sumergir los papeles con el
tejido durante 8 minutos para la hidratacion de los pseudotecios. Luego se eliminé el
exceso de agua con ayuda de una toalla absorbente. Cada trozo de papel con el
tejido se coloco luego sobre la parte inferior de la tapa del plato de Petri (60 mm X
17 mm) con el tejido hacia el medio agar-agua al 2% (Bacto Agar®, Difco
Laboratories), por 30 minutos con el fin de que se depositaran las ascosporas sobre
este. Luego se retird el papel y se selld6 herméticamente el plato de Petri con
parafilm.

Los platos de Petri se incubaron durante 24 horas en oscuridad, con una
temperatura de 27°C + 2 °C y humedad relativa de 90 a 100 % en una incubadora
Precision Scientific. Esta metodologia de descarga de esporas en el medio agar-
agua se encuentra dentro del protocolo de labores del laboratorio de Fitopatologia
de CORBANA (Figura 4).
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Hidratzcion de las l2siones
Inmersdn en agus
desionzada.

¢ Pericdo: 8 minucs
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Perodo: 20 minutos
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Figura 4. Esquema de la metodologia para la descarga de ascosporas de
Mycosphaerella fijiensis realizada en el laboratorio de Fitopatologia.
(Gomez 2013). CORBANA, La Rita, Pococi, 2013.
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3.2.2. Experimento 2. Efecto de la temperatura, tiempo de incubacion,
fotoperiodo y mojadura en camara humeda, sobre la esporulacién de

lesiones de Sigatoka negra en condiciones de laboratorio

3.2.2.1. Descripcion de tratamientos
Las muestras recolectadas fueron incubadas en diferentes periodos de

tiempo, siendo estos: 24 y 48 horas a 27,5 °C, utilizando fotoperiodo variable 100
% luz, 100% oscuridad y 50% luz/ 50% oscuridad y con/sin adicion de mojadura.
Se utiliz6 un arreglo factorial de tratamientos 2x2X3 para un total de 12
tratamientos, mas un testigo absoluto, con 10 repeticiones cada uno, por lo que en
total fueron 260 unidades experimentales. Este experimento se realiz6 2 veces.

Cuadro 2. Diseflo de tratamientos para evaluar el efecto de la temperatura,
periodo de incubacién, fotoperiodo y mojadura en la esporulacion de
lesiones de Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis) en condiciones
de laboratorio. CORBANA, 2013.

Periodo de

Tratamiento Fotoperiodo incubacion (hrs) Mojadura

1* 0 0 0

2 luz 24 Si

3 luz 24 no
4 luz 48 Si

5 luz 48 no
6 oscuridad 24 si

7 oscuridad 24 no
8 oscuridad 48 si
9 oscuridad 48 no
10 luz/osc 24 si
11 luz/osc 24 no
12 luz/osc 48 si
13 luz/osc 48 no

*En el tratamiento testigo, la descarga de esporas se hizo inmediatamente después de

colectar las muestras, sin incubar.
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3.2.2.2. Procedimiento experimental
Se recolectaron hojas de banano con lesiones de Sigatoka negra, de un lote

que no recibe aplicaciones de fungicidas. Las mismas fueron transportadas al
laboratorio de Fitopatologia. Una vez alli, se seleccioné el area sobre la hoja en
donde habia lesiones con visible capacidad esporulante, se recortaron con una tijera
en forma de rectangulo, obteniendo un area préxima a los 5 cm?. El tejido (1
rectangulo) fue adherido dejando expuesto el haz a un trozo de papel bond de 11 cm
X 7 cm. Posterior a esto, segun tratamientos se asperj6 agua desionizada con
ayuda de una bomba de émbolo (Epoca 2000) y se introdujeron dentro de las
camaras humedas (Cuadro 2). Las camaras humedas se realizaron de igual forma a
lo descrito en el experimento 1. Todas las camaras humedas fueron introducidas
dentro de una incubadora Precisién Scientific a 27, 5 £ 2 °C por el tiempo definido
en los tratamientos.

Transcurridas las condiciones antes mencionadas, se procedié a realizar la

descarga de ascosporas, segun la metodologia antes descrita en el experimento 1.

3.2.3. Experimento 3. Efecto de la mojadura foliar inducida sobre la

esporulacién de lesiones de Sigatoka negra en condiciones de campo.

3.2.3.1. Descripcién de tratamientos
En el Cuadro 3, se muestran los tratamientos que fueron utilizados.

Cuadro 3. Tratamientos para determinar el efecto de la mojadura foliar inducida
sobre la esporulacién Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis) en
condiciones de laboratorio. CORBANA, 2013.

Tratamiento Periodo de aplicacién de mojadura
1 8:00 - 9:00 am
2 3:00 - 4:00 pm
3 8:00 - 9:00 am y 3:00-4:00 pm
4 Sin mojadura inducida

3.2.3.2. Procedimiento experimental
Se identificaron mediante cinta de colores 10 plantas por tratamiento, dentro

de un lote que no recibia aplicaciones de fungicidas, cuyas caracteristicas de hoja

3 debian ser: lesiones en grado 3 (Fouré 1985) y candela en estadio 2 6 4, segun

25



escala de Brun (1963). La hoja 3 de cada planta, fue mojada diariamente con
agua desionizada estéril, con ayuda de una bomba de émbolo (Epoca 2000). Las
aplicaciones se realizaron hasta que las hojas desarrollaron lesiones con
capacidad esporulante estadio 6, segun escala Fouré (1985). EI material fue
recolectado y transportado al laboratorio de Fitopatologia. Se seleccionaron
lesiones con tijeras en rectangulo de 5 cm? que fueron adheridas con grapas
metalicas a trozos de papel bond de 11 cm x 7 cm dejando expuesto el haz (1
rectangulo por trozo de papel). Las muestras fueron incubadas durante 24 horas
previas a la descarga de ascosporas. Se siguié la metodologia de descarga de
ascosporas utilizado en el Laboratorio de Fitopatologia de CORBANA vy descrita

previamente en este documento.

3.2.4. Variables de respuesta a estudiar en los experimentos sobre el efecto

de incubacion sobre la esorulacion de lesiones de Sigatka negra

3.24.1. Esporulacion de las lesiones
Se determind la existencia de esporas en el medio de cultivo, observando al

microscopio Olympus®modelo CH2 con un aumento de 4X por toda la placa.

3.2.4.2. Conteo de ascosporas
En caso de existir esporulacién se utilizé un microscopio Olympus® modelo

CH2, para realizar el conteo total de esporas en dos campos o6pticos a 20X,
ubicados en la parte central de la descarga de ascosporas (area con mayor

densidad de ascosporas).

3.2.5. Modelo estadistico

El modelo estadistico que se utilizé fue el siguiente:

Yi=pu+Tt+¢;
Dénde:
Y observacion correspondiente a la j-ésima unidad experimental que recibio el i-
ésimo tratamiento
K media general
T;. . efecto del i-ésimo tratamiento.
&lj: error experimental o aleatorio
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3.2.6. Anélisis estadistico

En el “Experimento 1” la esporulacion (si/no) se analizd6 mediante regresion
logistica; los tratamientos fueron comparados mediante la prueba Chi Cuadrado.
Se estudi6 el efecto de cada uno de los factores: hora de incubacion, fotoperiodo y
temperatura, por separado. El total de esporas se analiz6 mediante un modelo
lineal generalizado con distribucion binomial negativa de los errores. La segunda
vez que se realizo el experimento, el analisis fue el mismo, solamente que en este
caso la estructura factorial se mantuvo.

En el “Experimento 2” los datos de esporulacion se sometieron al analisis
de regresion logistica y el total de esporas, fue analizado mediante un modelo
lineal generalizado con distribucion binomial negativa de los errores. Se tuvo en
cuenta la estructura factorial de tratamiento 3x2x2 (3 Fotoperiodos, 2 periodos de
incubacion, 2 niveles de mojadura). Ademas, se compard el testigo con el
conjunto de las combinaciones factoriales. Los datos de germinacion provinieron
de platos de Petri en donde hubo esporulacion.

En el “Experimento 3” el analisis del porcentaje de esporulacion y total de
esporas fue semejante al experimento 2. El andlisis de severidad de Sigatoka
negra, se hizo calculando el area bajo la curva (ABC) para cada unidad de
evaluacion (hoja 3 de una planta), y sometiendo esta variable a analisis de
varianza (Prueba de F) y comparacion de medias mediante prueba de DMS.

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa SAS/STAT® 9.2

3.3. Busqueda de compuestos con capacidad antiesporulante contra

Sigatoka negra (Mycosphaerella fijjiensis)
3.3.1. Etapa l. Desarrollo de la metodologia a utilizar

Antes de iniciar el proyecto de investigacion como tal, se determinaron los
factores importantes que debian ser contemplados en la metodologia. Se determiné
el tipo de aerdgrafo que se utilizaria en las aplicaciones de los productos, también,

la presion (psi) de aplicacion y el volumen de aplicacion del producto.
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3.3.1.1. Determinacion del volumen y la presién (psi) de aplicacion

Se utilizo tinte vegetal rojo con el fin de tefir el agua de forma tal que fuera
visible la cobertura de aplicacion sobre el papel bond. Se inicié con los volimenes
de 1,0 ml, 0,5 ml, 0,75 ml, 0,5 ml y 0,25 ml, esto aplicado sobre un area de 0,0080

m2

Posteriormente se realizaron pruebas modificando las presiones (psi) de 10,
20, 30 y 40 hasta determinar una cobertura total y adecuada (sin mojar en exceso)

sobre el papel bond.

3.3.2. Etapa Il. Evaluacion in vitro de compuestos sobre la esporulacion de
Sigatoka negra
Se realizaron dos experimentos de forma individual en donde se tomaron en

cuenta fertilizantes inorganicos y acidos grasos.

3.3.2.1. Experimento 1. Compuestos inorganicos

Se evaluaron diferentes fertilizantes al 2 % de concentracion diluidos en agua
y se adicion6 un coadyuvante-dispersante Microinjet® a 0,5 ml/L (Cuadro 4). Como
testigos se utilizaron agua desionizada y una solucién de urea en agua desionizada
al 10 %, ambos con Microinjet® a 0,5 ml/L. Se utilizaron 10 repeticiones por
tratamiento, para un total de 110 unidades experimentales. Esta prueba se realiz6

dos veces.

3.3.2.2. Experimento 2. Compuestos organicos

Se evaluaron 10 acidos grasos al 2 % de concentracion diluido en acetona, se
agregdé a la mezcla el coadyuvante dispersante Microinyect® a 0,5 ml/L. Como
testigos se utilizaron agua desionizada y una solucién de urea en agua desionizada
al 10 %, a ambos se les adiciond Microinyect® a 0,5 ml/L. Se incluyé la acetona,
para verificar su efecto. Se realizaron 10 repeticiones por tratamiento para un total

de 130 unidades experimentales (Cuadro 5).
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Cuadro 4. Compuestos inorganicos (fertilizantes) estudiados para evaluar su efecto
sobre la esporulacion de lesiones de Sigatoka negra (Mycosphaerella
fijiensis) en banano. Experimento 1, CORBANA, 2013.

. Férmula Concentracién Casa/marca ..
Tratamiento Compuesto P . Caracteristicas
guimica (%) Comercial
1 Testigo H.O - - Desionizada
(agua)
0,
2 Urea' CO(NH,), 10 YaraVera™ ﬁ-ranular. 46 %
. Grado reactivo.
3 N|trato'de KNO;3 2 Merck® 99 % pureza.
potasio KGaA .
Cristal blanco
Grado técnico.
Granular gris.
Cianamida Nitrogeno
4 . CaCN, 2 Perlka® aminiacal: 20%,
calcica . .
Oxido de calcio:
50 %,
Magnesio: 1 %
Grado reactivo.
99 % pureza.
5 S“';?;‘é de 7180, 7H,0 2 J'Tlhfacé‘er Cristal blanco.
) CAS 07446-20-
0
Grado reactivo.
Nitrato de J.T. Baker 97,5 % pureza.
6 amonio NH,NO, 2 Inc. ® Cristal blanco.
CAS 6484-52-2
Grado
Sulfato de Merck Reactivo. 99%
! cobre Cu2S504:5H,0 2 KGaA® pureza. Cristal
azul
Grado reactivo.
Nitrato de 99,5% pureza.
8 calcio Ca(NO3),«4H,0 2 Fermont CAS 13477-34-
4. Cristal blanco
Sigma .
9 Sulfato_de (NH.),SO, 5 Chemical Grado reactivo,
amonio Co® cristal blanco
Sigma .
10 Sulfato Qe MgSO, > Chemical Gr_ado reactivo.
magnesio Co® Cristal blanco
Cloruro de Grado técnico
11 potasio KCI 2 Abopac 0-0-60

1/Testigo relativo del cual se conoce su efecto como antiesporulante de Sigatoka negra y

otros patdégenos
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Cuadro 5. Compuestos organicos estudiados para evaluar su efecto sobre la
esporulacion de lesiones de Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis)
en banano. Experimento 2. CORBANA, 2013.

Férmula Concentracion Casa/marca

T Producto Caracteristicas

guimica (%) comercial
1 Agua H,O - - Desionizada
2 Urea® CO(NH,), 10 YaraVera™ 46% N, Grado técnico.
Productos Lo
3 Acetona C;HgO 2 - Liquido transparente
Quiflo
P Ac.'fjo. C3HgO» 2 Grado reactivo, 99 % pureza
ropionico

5 Acido Caprilico  CgH160, 2 Grado reactivo, 99 % pureza
6 Acido Valérico  CgH;00, 2 Grado reactivo, 99 % pureza
7 Acido Butirico C4HgO, 2 Grado reactivo, 99 % pureza
8  Acido caproico  CgH1,0, 2 Grado reactivo, 99 % pureza
9 Acido Estearico CigH360; 2 Grado reactivo, 99 % pureza
10 Acido laurico C1oH2405 2 Grado reactivo, 99 % pureza
11 Acido céprico  C1gH2002 2 Grado reactivo, 99 % pureza
12 Acido Acético C,H,0, 2 Merck KGaA® 100% glacial, Grado reactivo
13  Acido Citrico CeHsO4 2 Transmerquin Grado técnico

Costa Rica

1/Testigo relativo del cual se conoce su efecto como antiesporulante de Sigatoka negra y
otros patégenos

3.3.2.3. Procedimiento experimental

a. Recoleccion de muestras

Se recolectaron hojas con lesiones de Sigatoka negra en estadio 6 segun la
escala de Fouré (1985) (Figura 5B). Todas las muestras fueron colectadas en un
lote testigo de CORBANA, en el cual no se realizan aplicaciones de fungicidas
(Figura 5A).
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Figura 5. Recoleccion de muestras y seleccion de lesiones. (A) Lote testigo Centro
de Investigaciones Agricolas La Rita, CORBANA. (B) Muestras de hojas
de banano afectadas por Sigatoka negra con lesiones con capacidad
esporulante, (C) Sacabocados de 2 mm de didmetro utilizado en
seleccién de lesiones esporulantes, (D) Discos de hojas de banano con
lesiones esporulantes seleccionadas para las pruebas. (Gémez 2013).
CORBANA, La Rita, Pococi, 2013.

Los tratamientos fueron aplicados sobre 3 discos de hojas de banano con
lesiones de Sigatoka negra de 2 cm de diametro (Figura 5D), estos fueron obtenidos
mediante un sacabocados de 2 cm de diametro (Figura 5C). Los discos (3 discos
por papel) fueron engrapados en papel bond de 7 cm X 11 cm, dejando expuesto el

haz, tal y como se ilustra en la Figura 6.
b. Aplicacién de tratamientos

Previo a la aplicaciéon, las muestras fueron colocadas en camara humeda
durante 24 horas para estimular la esporulacion. La cdmara humeda consistio en
una caja plastica con papel toalla absorbente saturado con agua. En el fondo de la
misma, las muestras se colocaron dentro de la caja y se cerraron herméticamente.
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Figura 6. Discos de Sigatoka negra adheridos a papel bond, sobre los cuales se
aplicaron los tratamientos. (Gomez 2013). CORBANA, La Rita, Pococi,
2013.

Transcurrido 24 horas en la cAmara himeda, se procedié a aplicar los discos
con el producto correspondiente segun el tratamiento. Para la aplicacién se utilizd
una mini torre de aspersion basada en el modelo de Calpouzos (1962) y un
aerografo (Titan®, modelo BD-132A), que sirvi6 de aspersor. El aerdgrafo fue
colocado en la parte superior de la mini torre. Se utilizé una pipeta Labnet® para
aplicar 500 ul (0,5 ml) del tratamiento correspondiente en la copa del aerdgrafo
(Figura 7 A-B).

El aerégrafo fue conectado a un compresor Emerson®, modelo SAS5NXGTE
4870, se verific6 en el mandémetro del compresor que la presion de aplicacion fuera
20 psi. La hoja de papel bond que contenia los discos fue colocada en la parte
inferior de la torre de aspersiéon y se procedio a realizar la aspersion del tratamiento
(Figura 7B). Las muestras se dejaron en reposo durante 24 horas en las mesas de
trabajo del laboratorio de Fitopatologia, a una temperatura de 24°C. Posteriormente,
se sigui6 la metodologia de descarga de ascosporas utilizado en el Laboratorio de

Fitopatologia de CORBANA y descrita en el presente documento.
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4 Copa de deposit
de liquido

u ; Boquilia de salida n

Figura 7. Equipo utilizado en la aplicacién de los tratamientos. (A) Aerdgrafo Titan®,
modelo BD-132A, (B) Minitorre de aspersion, basada en el modelo de
Calpouzos (1962). (Gémez 2013). CORBANA, La Rita, Pococi, 2013.

3.3.3. Etapa lll. Prueba de concentraciones de compuestos que presentaron

mayor efecto sobre la esporulacion y/o germinacién de ascosporas

Se eligieron los tratamientos que presentaron un mayor efecto sobre la
esporulacion y/o germinacion de ascosporas de Mycosphaerella fijiensis para

realizar una prueba a diferentes concentraciones.

3.3.3.1. Descripcion de tratamientos
Se seleccionaron el cloruro de potasio (KCL), nitrato de potasio (KNOs3),

cianamida célcica (CaCNy), acido acético y acido citrico. Se incluyo la urea y el
agua como testigos (Cuadro 6). Se realizaron soluciones al 5% y 10% en agua
desionizada. A todos los tratamientos se les agregé 0,5 ml/L del coadyuvante

dispersante Microinyect®. Se utilizé6 un total de 10 repeticiones por tratamiento,
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para un total de 130 unidades experimentales (Cuadro 6). Esta prueba se realizé
dos veces.

3.3.3.2. Procedimiento experimental
El procedimiento se ejecutd de igual forma al descrito en los Experimento 1 y 2 de
esta tesis.

Cuadro 6. Tratamientos utilizados en prueba de concentraciones, para evaluar la
capacidad antiesporulante de compuestos inorganicos y organicos
sobre lesiones de Sigatoka negra. CORBANA 2013.

Formula Concentracién Casa/marca

Tratamiento Sustancia P ; Caracteristicas
quimica (%) comercial
Testigo I
1 (Agua) H,O - - Desionizada
0,
2 Urea!  CO(NH,), 5 YaraVera™ 42 % N. Grado
técnico
3 Urea CO(NH,), 10 YaraVera™ idem
Cloruro de Grado técnico.
4 potasio KCI 5 Abopac 0-0-60
5 Cloruro_ de KCI 10 Abopac idem
potasio

Grado reactivo.

6 Nlt(r):;l;zige KNO; 5 Merck KGaA® 99 % pureza.
P Cristal blanco
Nitrato de ®
7 potasio KNO; 10 Merck KGaA™ idem
Grado técnico.
Granular gris.
Cianamida ® Nitrogeno
8 P CaCN, 5 Perlka aminiacal: 20%,
calcica : o
Oxido de calcio:
50 %, Magnesio:
1%
9 Cianamida 10 Perlka®  idem
calcica
. o )
10 Acido C,HAO, 5 Merck KGaa® 100 % glacial.
acético Grado reactivo
11 Acido CoHL0, 10 Merck KGaA®  idem
acético
Acido Transmerquim L
12 citrico CeHgO4 5 Costa Rica Grado técnico
Acido Transmerquim .
13 citrico CeHsO7 10 Costa Rica idem

1/Testigo relativo del cual se conoce su efecto como antiesporulante de Sigatoka negra y
otros patégenos.
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3.3.4. Etapa IV. Evaluacién en condiciones de campo del efecto
antiesporulante de compuestos seleccionados sobre lesiones de Sigatoka
negra

De los compuestos evaluados en condiciones in vitro, se eligieron los 3 que
mostraron mayor efecto sobre la esporulacion o germinacion de ascosporas, estos

fueron evaluados en condiciones de campo.

3.34.1. Descripcion de tratamientos

Para la evaluacion se eligié el &cido acético, acido citrico y cianamida
calcica (CaCN,). Se incluy6 la urea y el agua como testigos. Se realizaron
soluciones al 10 % en agua (Cuadro 7). A todos los tratamientos se les agregdé 0,5
ml/L del coadyuvante dispersante Microinyect®. Se utiliz6 en un Disefio
Completamente al Azar (DCA), con 5 repeticiones por tratamiento. Cada repeticion
fue la hoja 6 de una planta joven de banano (2 m de altura aproximadamente) del

cv. Grande Naine.

3.3.4.2. Procedimiento experimental
En un lote testigo, donde no se aplican fungicidas, se seleccionaron 5 plantas

jovenes por tratamiento (aproximadamente 2 m de altura). En estas plantas se
marcd con una cinta plastica para su identificacion la hoja 6 que estaba en posicién
horizontal y con un grado 6 de severidad, segun la escala de Stover modificado por
Gauhl (1989). Los tratamientos fueron aplicados en el haz de la hoja, con una
bomba de émbolo de 2,5 L (Epoca 2000) que fue previamente calculada para cubrir
esta zona de la hoja.

3.3.4.3. Recoleccion de muestras
Las evaluaciones de esporulacion y germinaciébn de ascosporas se

realizaron el primer dia, sexto dia y noveno dia después de la aplicacion. De cada
repeticion se tomaron 5 muestras (discos 2 cm de diametro) por dia de evaluacion.
En total, por dia de muestreo se colectaron 125 discos en los 5 tratamientos. Una
vez recolectadas las muestras, fueron transportadas al laboratorio de Fitopatologia
en donde se realizd el procedimiento de descarga de ascosporas descrito

anteriormente en este documento.
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Cuadro 7. Compuestos inorganicos y organicos seleccionados para evaluar en
campo su efecto sobre la esporulacién de lesiones de Sigatoka negra.

CORBANA 2013.
: Férmula Concentracion  Casa/marca .
Tratamiento Compuesto P . Caracteristicas
quimica (%) comercial
1 Agua H,O - - Desionizada
2 Urea® CO(NH,)3 10 YaraVera™  CGrado tecnico
46-0-0
F4 . 0 .
3 Acido CHAO, 10 Merck KGaa® 100 % glacial.
acético Grado reactivo
;. - Transmerquim P
4 Acido citrico  CgHgO4 10 Costa Rica® Grado técnico
Grado técnico.
Granular gris.
Cianamida ® Nitrogeno
5 calcica CaCN, 10 Perlka amoniacal:
20%, Oxido de
calcio: 50 %,

Magnesio: 1 %

1/Testigo relativo del cual se conoce su efecto como antiesporulante de Sigatoka

negra y otros patbgenos

3.3.5. Variables de respuesta a estudiar

Las variables de respuesta a estudiar fueron la esporulacion y germinacion de
ascosporas que estan relacionadas con la fisiologia reproductiva del patégeno y se
realiz6 mediante una inspeccién con microscépio Olympus® modelo CH-2 sobre los
platos de Petri con agar-agua en donde se realiz6 la descarga de las ascosporas.

Para cada plato de Petri descargado, con ayuda del microscopio se realizé
una inspeccién a 4 X con la finalidad de determinar la presencia de ascosporas.
En caso de encontrarse ascosporas, con ayuda del microscopio a 20X se
observaron tres campos o6pticos y se contabilizé el nUmero de ascosporas totales
por campo 6ptico y el nimero de ascosporas germinadas y no germinadas. El

conteo se realizo en la zona de mayor densidad de ascosporas.
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3.3.6. Modelo estadistico

El modelo estadistico que se utiliz fue el siguiente:

Yij: UtTiteE;
Dénde:

Yj;: observacion correspondiente a la j-ésima unidad experimental que recibio el i-
ésimo tratamiento

p: media general

T;. . efecto del i-ésimo tratamiento.

&lj: error experimental o aleatorio

3.3.7. Anélisis estadistico

En los experimentos sobre la capacidad antiesporulantes de compuestos, los
datos de esporulacion (si, no) se analizaron mediante regresion logistica; los
tratamientos fueron comparados mediante la prueba Chi Cuadrada de Wald
(SAS/STAT® 9.2). Los datos de germinacion se analizaron utilizando un modelo
lineal generalizado con funcién de enlace logaritmica y distribucion binomial negativa
de los residuos. En la etapa de campo se realizd el mismo analisis en el porcentaje

de esporulacion y germinacion registrado por dia de evaluacion.
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4. RESULTADOS

4.1. Efecto de las condiciones de incubacion sobre la esporulacion de
lesiones de Sigatoka negra

4.1.1. Experimento 1. Efecto de la temperatura, tiempo de incubacion y
fotoperiodo sobre la esporulacion de lesiones de Sigatoka negra en
condiciones de laboratorio

Los porcentajes de esporulacion se presentan en Cuadro 8. Once de los 25
tratamientos no presentaron esporulacién, por lo que estos no consideraron en el
andlisis. No se registr6 diferencias entre tratamientos (P= 0,4197) en el porcentaje
de esporulaciéon. En el factor luz se registro la mayor cantidad de tratamientos en
donde hubo descarga de ascosporas 6 de 8, en el factor luz/oscuridad 4 de 8 y en
oscuridad 3 de 8 de los tratamientos.

El promedio de ascosporas descargadas fue bajo y los valores oscilaron
entre 4 y 41,3 ascosporas para las condiciones de 96 horas, 24 °C, en
luz/oscuridad y 96 horas, 24 °C, en oscuridad, respectivamente. No se encontraron

diferencias entre los tratamientos (P= 0,8000).
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Cuadro 8.

Porcentaje de esporulacion de lesiones de Sigatoka negra y numero
de ascosporas de Mycosphaerella fijiensis descargadas, segun tiempo
de incubacion (h), temperatura (°C) y fotoperiodo en condiciones de
laboratorio. Prueba 1. Fecha de muestreo: 25 enero, 2013.
CORBANA, 2013.

Condiciones de Incubacion Esporulacion* NUumero de ascosporas**

i . 6gi +
Tratamiento Incu?ha;mon (:E) Fotoperiodo (%) Loglétr?o(r) Promedio Lne(;(t)éiggror
estandar

Testigo - - - 20 -1,39+0,79 6,40 1,86 + 0,85
2 24 24 Oscuridad 0 - 0,00 -
3 48 24 Oscuridad 10 2,17 +1,05 5,10 1,63 + 0,86
4 72 24 Oscuridad 0 - 0,00 -
5 96 24 Oscuridad 60 0,40 + 0,64 41,30 3,72+ 0,86
6 24 24 Luz 10 -2,20+ 1,05 8,20 2,1+0,86
7 48 24 Luz 20 -1,39+0,79 9,70 2,27 +0,86
8 72 24 Luz 20 -1,39+0,79 9,90 2,29 + 0,86
9 96 24 Luz 10 .220+1,05 5,70 1,74 £ 0,86
10 24 24 Luz/oscuridad 10 .2 20+1,05 21,90 3,09 + 0,86
11 48 24 Luz/oscuridad 10 .2 20+1,05 8,10 2,09 + 0,86
12 72 24 Luz/oscuridad O - 0,00 -
13 96 24 Luz/oscuridad 20 .138+0,79 4,00 1,39 + 0,86
14 24 27,5 Oscuridad 10 .220+1,05 18,20 2,9+0,86
15 48 27,5 Oscuridad - 0,00 .
16 72 27,5 Oscuridad - 0,00 -
17 96 27,5 Oscuridad 0 - 0,00 -
18 24 27,5 Luz 20 .1,38+0,79 19,90 2,99 + 0,86
19 48 27,5 Luz 20 .1,38+0,79 22,20 3,10 + 0,86
20 72 27,5 Luz 0 - 0,00 -
21 96 27,5 Luz 0 - 0,00 .
22 24 27,5 Luz/oscuridad O - 0,00 -
23 48 27,5 Luz/oscuridad O - 0,00 -
24 72 27,5 Luz/oscuridad O - 0,00 -
25 96 27,5 Luz/oscuridad 10 220+ 1,05 6,30 1,84 + 0,86

Ezgg:a - 0,4197 0,8000

*Con base en 10 platos de Petri por tratamiento.

**Numero promedio de esporas en dos campos 6pticos.

*** Probabilidad calculada considerando solo los tratamientos con porcentajes inferiores a 100.
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No se encontro efecto de las horas de incubacion (P= 0,6205), temperatura
(P= 0,7623) y fotoperiodo (P= 0,4882) en el porcentaje de esporulacion. En el
promedio de ascosporas tampoco se evidencio efecto de las horas de incubacion
(P=0,8629), temperatura (P= 0,6321) y fotoperiodo (P= 0,6132) (Cuadro 9).

Cuadro 9. Efecto del tiempo de incubacion (h), fotoperiodo y temperatura (°C),
sobre el porcentaje de esporulacion y el promedio de ascosporas de
M. fijiensis descargadas. Fecha de muestreo: 25 enero, 2013. Prueba
1. CORBANA, 2013. .

Esporulaciéon* Nimero de Ascosporas**
Factor Niveles n (%) Logito (!3) * Promedio Ln(x),t Error
Error estandar estandar
Testigo 10 20,00 -1,39 £ 0,79 6,40 1,86 + 0,83
24 60 8,30 -1,94 £ 0,48 17,00 2,84+0,41
48 60 10,00 -1,87 £ 0,54 11,30 2,43+0,41
Incubacion (h) 72 60 3,30 -1,39+0,79 9,90 2,29+ 0,83
96 60 16,67 -1,10 £ 0,36 14,30 2,66 +0,41
P>Chi Cuadrada 0,6205 0,8629
Testigo 10 20,00 -1,39 £ 0,79 6,40 1,86 £ 0,92
Luz 80 12,50 -1,66 £ 0,38 12,60 2,54 +0,37
Fotoperiodo Oscuridad 80 6,25 -1,01+£0,41 21,53 3,07+ 0,53
Luz/oscuridad 80 10,00 -1,94 £ 0,48 10,10 2,31+ 0,46
P>Chi Cuadrada 0,4882 0,6132
Testigo 10 20,00 -1,39 £ 0,79 6,40 1,86+ 0,85
Temperatura 24 120 14,17 -1,46 £ 0,27 12,70 2,54 +0,28
(°C) 27,5 120 5,00 -1,87 £ 0,54 16,60 2,81+0,42
P>Chi Cuadrada 0,7623 0,6321

* Efecto de los factores en la esporulacion.
** Promedio de ascosporas tomando en cuenta el efecto del factor.

Debido a que la primera vez que se realizo el experimento mas del 40 % de
los tratamientos no esporularon, se repitié la prueba. Los datos de esporulacién y
promedio de ascosporas por tratamiento se encuentran en el Cuadro 10. En este
caso en todos los tratamientos se registré esporulacion, no obstante no se
observaron diferencias entre tratamientos en esta variable (P= 0,4931), ni en el

promedio de ascosporas descargadas (P=0,9997).
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Cuadro 10. Porcentaje de esporulacion de lesiones de Sigatoka negra y promedio
de ascosporas de Mycosphaerella fijiensis descargadas segun tiempo
de incubacién (h), temperatura ('C) y fotoperiodo en laboratorio.
Prueba 2. Fecha de muestreo: 18 abril, 2013. CORBANA, 2013.

Condiciones de Incubacion Esporulacién* Namero de**
ascosporas
Tratamiento
Incubacion . . Logito (P) £ . Ln{x) &
(hrs) T (°C) Fotoperiodo (%) Etror Promedio Etror

estandar estandar

Testigo - - - 60 0,40 £ 0,64 67,70 4,22 + 0,85
2 24 24 Oscuridad 80 -1,39+0,08 73,60 4,30+0,85
3 48 24 Oscuridad 50 0,00+0,63 38,40 3,65+0,85
4 72 24 Oscuridad 50 0,00+0,63 51,10 3,93+0,85
5 96 24 Oscuridad 50 0,00+0,63 7520 4,32 +0,85
6 24 24 Luz 60 0,40+0,64 57,00 4,04+0,85
7 48 24 Luz 60 0,40+0,64 83,20 4,42+0,85
8 72 24 Luz 50 0,00+0,63 87,30 4,46+0,85
9 96 24 Luz 30 -0,84+0,69 51,30 3,93+0,85
10 24 24 Luz/oscuridad 60 0,40+ 0,64 48,50 3,88 +0,85
11 48 24  Luz/oscuridad 70 0,85+ 0,69 121,50 4,79 +0,85
12 72 24  Luz/oscuridad 50 0,00+ 0,63 56,30 4,03+0,85
13 96 24 Luz/oscuridad 50 0,00 £ 0,63 94,60 4,55+0,85
14 24 27,5 Oscuridad 30 -0,84+0,69 26,80 3,29+0,85
15 48 27,5 Oscuridad 60 0,40+0,64 102,30 4,63 +0,85
16 72 27,5 Oscuridad 40 -0,40+0,64 53,50 3,98+0,85
17 96 27,5 Oscuridad 60 0,40 + 0,64 53,20 3,97 + 0,85
18 24 27,5 Luz 50 0,00+0,63 28,30 3,34+0,85
19 48 27,5 Luz 40 -0,40x0,64 94,10 4,54+0,85
20 72 27,5 Luz 10 -2,19+1,05 11,60 2,45+0,85
21 96 27,5 Luz 40 -0,40+0,64 50,80 3,93+0,85
22 24 27,5 Luz/oscuridad 50 -0,40 + 0,64 52,30 3,74+0,85
23 48 27,5 Luz/oscuridad 40 0,00 £ 0,63 43,60 3,77 +0,85
24 72 27,5 Luz/oscuridad 30 -0,84 +0,69 70,30 4,25+0,85
25 96 27,5 Luz/oscuridad 70 0,85+ 0,69 84,60 4,44 +0,85

S 0,4931 0,0997

*Con base en 10 platos de Petri por tratamiento.
*NUmero promedio de ascosporas en dos campos opticos.
*** Probabilidad calculada considerando solo los tratamientos con porcentajes inferiores a 100.
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Por su parte los factores horas de incubacion (P= 0,177), fotoperiodo (P=
0,2511) no evidenciaron efecto sobre el porcentaje de esporulacion, mientras que
la temperatura (P= 0,0499) si demostro efecto sobre esta variable, siendo mayor el
porcentaje a los 24 C En el promedio de ascosporas no se demostro efecto de la
incubacion (P= 0,6588), fotoperiodo (P= 0,7874) y temperatura (P= 0,3443)
(Cuadro 11).

Cuadro 11. Efecto del tiempo de incubacion (h), fotoperiodo y temperatura (°C),
sobre el porcentaje de esporulacion de lesiones de Sigatoka negra y
el promedio de ascosporas descargadas. Prueba 2. Fecha de
muestreo: 18 abril, 2013. CORBANA, 2013.

Esporulacion* Numero de Ascosporas**
; LOgi
Factor Niveles n ) (P);grtrc:)r bromedio ng‘);%rgfr
estandar
Testigo 10 60 0,40 + 0,64 67,70 4,22 +£0,85
24 60 53,9 0,16 £ 0,28 43,38 3,77 £ 0,35
Incubacién 48 60 55,2 0,21 £ 0,26 73,70 4,30+ 0,35
(h) 72 60 36 -0,58 £ 0,3 46,99 3,85+ 0,35
96 60 50 0,00 £ 0,27 66,02 4,19+0,35
P>Chi Cuadrada 0,1770 0,6508
Testigo 10 60 0,40 £ 0,64 67,70 4,22 +0,85
Luz 80 40,6 -0,38+ 0,25 48,91 3,89 £ 0,30
Fotoperiodo Oscuridad 80 52,9 0,12 +£ 0,24 65,37 4,00+ 0,30
Luz/oscuridad 80 52,6 0,11 £ 0,23 54,60 4,18 + 0,30
P>Chi Cuadrada 0,2511 0,7874
Testigo 10 60 0,40 £ 0,64 67,70 4,22 +0,85
Temperatura 24 120 55,4 0,22 +£0,19 66,02 4,19 + 0,25
(C) 275 120 42 032+02 4747  386+025
P>Chi Cuadrada 0,0499 0,3443

* Efecto de los factores en la esporulacion
** Promedio de ascosporas tomando en cuenta el efecto del factor
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4.1.2. Experimento 2. Efecto del tiempo de incubaciéon, fotoperiodo y
mojadura en camara humeda, sobre la esporulacién de lesiones de Sigatoka
negra en condiciones de laboratorio

En el Cuadro 12 se muestran los resultados de este experimento. No se
encontraron diferencias entre los tratamientos evaluados para las variables
porcentaje de esporulacion (P= 0,2944) y promedio de ascosporas (P= 0,4264).
Cuadro 12. Porcentaje de esporulacion de lesiones de Sigatoka negra y numero de

ascosporas de M, fijiensis descargadas bajo condiciones fotoperiodo,

incubacion y mojadura. Fecha de muestreo: 13 marzo y 9 abril, 2013.
CORBANA, 2013.

Condiciones de tratamientos Esporulaciéon* NUmero de**
ascosporas
Tratamiento
., Légito
Fotoperiodo Incubacion Mojadura (%) (P)igError Promedio Ln(x)'iError
(h) ; estandar
estandar
1 - - - 70 0,85+0,49 54,25 3,99 +£0,43
2 Luz 24 Si 75 1,09 £0,52 214,84 5,37 +0,43
3 Luz 24 no 65 0,69+0,47 115,60 4,75+0,43
4 Luz 48 Si 80 1,39+0,56 169,80 513+0,43
5 Luz 48 no 40 -0,40£0,46 40,60 3,70+ 0,43
6 Oscuridad 24 Si 70 0,85+0,49 130,45 4,87 +0,43
7 Oscuridad 24 no 80 1,39+0,56 117,16 4,76 £ 0,43
8 Oscuridad 48 Si 70 0,85+0,49 108,85 4,69+ 0,43
9 Oscuridad 48 no 60 0,40+0,46 80,85 4,40+ 0,43
10 Luz/oscuridad 24 Si 80 1,39+0,56 159,60 5,07 +0,43
11 Luz/oscuridad 24 no 70 0,85+0,49 126,75 4,84 +0,43
12 Luz/oscuridad 48 Si 75 1,10+£0,52 124,45 4,82+0,43
13 Luz/oscuridad 48 no 55 0,20+ 0,45 70,70 4,26 + 0,43
P>Chi Cuadrada*** 0,2944 0,4264

*Con base en 20 platos de Petri por tratamiento. Experimento realizado 2 veces.
*NUmero promedio de ascosporas en dos campos 6pticos.
*** Probabilidad calculada considerando solo los tratamientos con porcentajes inferiores a 100.

Con respecto a la influencia de las variables fotoperiodo, incubacion y
mojadura (Cuadro 13), solamente la mojadura tuvo efecto en los tratamientos para la
variable de esporulacién (P= 0,0368). Al agrupar los resultados de acuerdo a las

condiciones de mojadura (si/no) el porcentaje de esporulacién aumenté 5 % cuando
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se adiciona mojadura foliar en la camara humeda con respecto al testigo y 13 % mas
que los tratamientos sin mojadura. Por su parte, los periodos de incubacion
evaluados no evidenciaron efecto (P= 0,1263) sobre los tratamientos; sin embargo,
se debe mencionar que el periodo de incubacion de 24 h obtuvo un porcentaje de

esporulacion 4 % mayor al testigo y 10 % mayor al periodo de 48 h.

El promedio de ascosporas fue mayor (P= 0,0327) en los tratamientos con
mojadura (147,5) en relacién con los tratamientos sin adicion de mojadura (85,8).
Sin embargo, en los tiempos de Incubacion (P= 0,0789) y fotoperiodo (P= 0,9702)
no hubo efecto (Cuadro 13).

Cuadro 13. Efecto del tiempo de incubacion (h), fotoperiodo y mojadura, sobre la
esporulacion de lesiones de Sigatoka negra y promedio de
ascosporas descargadas. Fecha de muestreo: 13 marzo y 9 abril,
2013. CORBANA, 2013.

Esporulacion * Ascosporas**
Factor Niveles n Espor:lacién (PL)ci)gElrtroor Promedio Ln(x),iError
(%) estandar estandar
Testigo 20 70 0,85+ 0,49 54,25 3,99 +£0,43
Incubacion 24 120 74 1,03 +0,21 140,46 495+0,18
(h) 48 120 64 0,59 + 0,20 90,07 450+0,18
P>Chi Cuadrada 0,1263 0,0789
Testigo 20 70 0,85+ 0,49 54,25 3,99 +0,43
Luz 80 66 0,67 £ 0,25 114,39 4,74 + 0,22
Fotoperiodo Oscuridad 80 71 0,87 £ 0,25 107,69 4,68 £ 0,22
luz/oscuridad 80 71 0,88 + 0,25 115,50 4,75 £ 0,22
P>Chi Cuadrada 0,8057 0,9702
Testigo 20 70 0,85+ 0,49 54,25 3,99 +£0,43
Sin humedad 120 62 0,51 +0,20 85,8 4,45 +0,18
Mojadura Con 129 75 1114021 1475  4,99+0,18
humedad
P>Chi Cuadrada 0,0368 0,0327

* Efecto de los factores en la esporulacion.
** Promedio de ascosporas tomando en cuenta el efecto del factor.
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4.1.3. Experimento 3. Efecto de la mojadura foliar inducida sobre la

esporulacién de lesiones de Sigatoka negra en condiciones de campo

No existié diferencia en el porcentaje de esporulacion (P= 0,3737) ni en el
promedio de ascosporas descargadas (P= 0,7889) entre los tratamientos, los
resultados obtenidos se observan en el Cuadro 14. Ninguno de los tratamientos
sobrepaso el 50 % de esporulacion, siendo el maximo 46 % en el tratamiento en
donde se indujo mojadura foliar en la mafiana y tarde, en este mismo tratamiento
también se observé la mayor descarga de ascosporas, aunque como se indico

anteriormente sin diferencias estadisticas con el resto de los tratamientos.

Cuadro 14. Porcentaje de esporulaciéon y niumero de ascosporas descargadas por
lesiones de Sigatoka negra desarrolladas en hojas de banano
sometidas a diferentes niveles de mojadura foliar. CORBANA, 2013.

Esporulacion* ‘ Ascosporas**
Adicion de Légito (P) =
Tratamiento mojadura*** (%) Error Promedio Ln(x),i Error
. estandar
estandar
am pm
1 Si no 38 -0,49 £ 0,21 41,60 3,73+0,34
2 no Si 36 -0,57 £ 0,21 39,49 3,67 +0,34
3 Si Si 46 -0,16 + 0,20 60,90 4,10+ 0,33
4 no no 35 -0,62 + 0,21 49,87 3,90 + 0,33
P>Chi Cuadrada 0,3737 0,7889

*Con base en 100 platos de Petri por tratamiento

*N(mero promedio de ascosporas en dos campos Opticos

*** am indica aplicacién de mojadura en lapso de 7:00 - 8:00 y pm de 3:00- 4:00

La severidad de la Sigatoka negra (Figura 8) fue mayor en el tratamiento

donde se indujo mojadura por la mafiana y tarde hasta aproximadamente el dia
18, luego del cual el testigo (sin mojadura inducida) mostré la mayor severidad y
se mantuvo asi hasta el final de las evaluaciones. El tratamiento de mojadura
inducida por la mafiana obtuvo los valores mas bajos de severidad al final de las
evaluaciones. Durante las evaluaciones el maximo diario de precipitacion
alcanzado fue de 35 mm y ocurrio el dia 22 de mayo.
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Figura 8. Severidad promedio de la Sigatoka negra en hojas de banano,
sometidas a diferentes regimenes de mojadura foliar artificial en
campo. El testigo corresponde a las condiciones naturales de
mojadura en el periodo experimental y a los tratamientos se les indujo
mojadura artificial mediante la aspersion de agua con una bomba
manual. La probabilidad fue obtenida mediante el andlisis del area
bajo la curva. CORBANA, 2013.

4.2. Busqueda de compuestos con capacidad antiesporulante contra
Sigatoka negra (Mycosphaerella fijjiensis)

4.2.1. Etapa l. Desarrollo de la metodologia a utilizar

En la Figura 7 se muestra la cobertura de los diferentes volimenes
aplicados sobre el papel bond (1 ml=1.250L/ha, 0,75 ml=937L/ha, 0,5 ml=
625 L/ ha y 0,25 =312 L / ha). Para la aplicacion se utilizd6 un aerégrafo con
boquilla lineal BD-1322. Las aplicaciones iniciales se realizaron a 20 libras por
pulgada cuadrada (psi). En general, los volimenes de 1 ml y 0,75 ml mostraron

una buena cobertura en el papel; sin embargo, se formaban gotas grandes sobre
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el &rea tratada que mojaban de forma excesiva (Figura 9. AB). El volumen de 0,2
ml demostré una cobertura desigual, observandose en el borde areas blancas que
indicaban zonas en donde la aplicacién no fue efectiva (Figura 9. D). El volumen
intermedio de 0,5 ml (500 pl) fue el que mostré una adecuada cobertura sobre el
papel bond, quedando solo una pequefa pelicula de producto en las paredes
internas de la torre de aspersion.

--

Figura 9. Cobertura de aplicacion con diferentes volimenes a 20 psi. (A) volumen
1 ml (1250 L/ ha), (B) volumen 0,75 ml (937 L/ ha), (C) volumen 0,5 ml
(625 L/ ha), (D) volumen 0,2 ml (312 L/ ha). CORBANA, 2013.

En la Figura 10, se muestra la cobertura obtenida a un volumen de 0,5 ml a
20, 30 y 40 psi. En general, para las presiones de 30 y 40 psi el producto se
encontraba en el centro del papel bond, dejando los bordes desprovistos del
producto (Figura 10. BD). Al utilizar una presion de 20 psi, la cobertura fue
adecuada, no se observo residuo abundante de producto en las paredes de la
torre (Figura 8. A).
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De acuerdo con los resultados de estas dos pruebas; para la evaluacion in
vitro de los diferentes compuestos antiesporulantes se utilizé un volumen de 0,5 ml

del producto a una presion de 20 psi.

£

Figura 10. Cobertura de la aplicacién con diferentes presiones, utilizando 0,5 ml.
(A) 20 psi, (B) 30 psi, (C) 40 psi. CORBANA, 2013.

4.2.2. Etapa Il. Evaluacion in vitro de compuestos sobre la esporulacién de
Mycosphaerella fijiensis

Los porcentajes de esporulacion y de germinacion obtenidos en el
experimento 1 (compuestos inorganicos) y el experimento 2 (compuestos
organicos), se presentan en el Cuadro 15. Cuando los tratamientos evaluados
obtuvieron 100 % de esporulacibn y/o germinacién se excluyeron de la

comparacién con los demas tratamientos.

En general, no hubo diferencias en el porcentaje de esporulacién (P2
0,5786) y germinaciéon (P= 0,1757) entre los tratamientos evaluados. No obstante
la carencia de diferencias estadisticas, algunos de los tratamientos redujeron
ligeramente la esporulacion de las lesiones. Por ejemplo, en el experimento 1
(compuestos inorganicos), las reducciones con respecto al testigo fueron de 15 %
en el nitrato de calcio y cloruro de potasio, 10 % en el nitrato de potasio y sulfato
de zinc, 5 % en la cianamida calcica y sulfato de amonio. Por otra parte el sulfato
de cobre no influyé sobre la esporulacion, mientras que el nitrato de amonio y
sulfato de magnesio fomentaron la esporulacion del patdgeno, obteniendo
porcentajes de 10 y 5 % respectivamente, por encima del testigo. En el
experimento 2 (compuestos organicos), la reduccién de la esporulacion en
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términos porcentuales con respecto al testigo fue de 10 % en la urea, acido
caprico, acido acético y acido citrico. El acido caprilico, &cido butirico y &cido
laurico no redujeron la esporulacion, mientras que el acido propionico, acido
valérico, acido caproico y acido estéarico obtuvieron valores por encima del testigo

en 10 % y la acetona en un 20 %. .

El nimero de ascosporas descargadas para determinar el porcentaje de
germinacion de cada tratamiento oscilo entre 942 y 2.338 en el experimento 1y
entre 911 y 1.732 en el experimento 2. En el experimento 1 (compuestos
inorganicos), la reduccion del porcentaje de germinacion de las ascosporas
descargadas con respecto al testigo oscil6 entre 0,3 % y 23,4 %. En los
tratamientos de cianamida célcica (23,4 %), sulfato de cobre (15, 6 %) y nitrato de
potasio (15 %) fue en los que se observé una mayor reduccién en la germinacion.
En el experimento 2, en los tratamientos testigo, acetona, acido propiénico, acido
valérico, acido caproico, acido estearico, acido laurico, acido caprico, acido
acético, acido citrico, la germinacion fue del 100 %, por lo que no se compararon
con los demas tratamientos. La reduccion del porcentaje de germinacion con
respecto al testigo oscilé entre 1 % y 5 %, los valores mas altos de reducciéon se

obtuvieron con el acido caprilico (4 %) y con la urea (5 %).
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Cuadro 15. Efecto de compuestos inorganicos y organicos sobre la esporulacion
de lesiones de Sigatoka negra y la germinacioén de ascosporas de M.
fijiensis en condiciones de laboratorio. Experimento 1 y 2.
CORBANA, 2013.

ESPORULACION* GERMINACION**
Experimento Tratamiento o) Légito (P) N Esporas i~ ngr(;(czri
Error estandar descargadas estandar
Testigo (agua) 85 1,73+£0,63 1.343 100,0 4,6
Urea 74 1,03+0,52 1.331 95,2 4,56 + 0,07
Nitrato de potasio 75 1,10 £ 0,52 942 85,0 4,44 +0,07
Cianamida célcica 80 1,39 + 0,56 2.185 76,6 4,34 +0,07
Sulfato de zinc 75 1,10+ 0,52 2.338 97,0 4,57 +0,07
1 Nitrato de amonio 95 2,94 +1,03 1.599 94,6 4,55 0,07
Sulfato de cobre 85 1,73+0,63 1.844 84,4 4,44 £0,07
Nitrato de calcio 70 0,85 + 0,49 1.251 98,3 4,59 + 0,07
Sulfato de amonio 80 1,39+0,56 1.603 99,7 4,60 10,07
Sulfato de magnesio 100 - 2.182 94,3 4,55+ 0,07
Cloruro de potasio 70 0,85+ 0,49 1.380 90,2 4,50+ 0,07
P>Chi Cuadrada*** 0,5786 0,1757
Testigo (agua) 80 1,38 + 0,79 972 100 4,61
Urea 70 0,85+ 0,69 1.076 95 4,55+ 0,03
Acetona 100 - 1.772 100 4,61
Acido propi6nico 90 2,19+ 1,05 1.463 100 4,61
Acido caprilico 80 1,38 +0,79 911 96 4,57 +0,03
Acido valérico 90  2,19+1,05 1.366 100 4,61
Acido butirico 80 1,38 +0,79 1.732 99 4,59 +0,03
2 Acido caproico 90 2,19+1,05 1.485 100 4,6
Acido esteérico 90 2,19+1,05 807 100 4,6
Acido laurico 80 1,38 + 0,79 1.292 100 4.6
Acido céaprico 70 0,84 + 0,69 1.543 100 4.6
Acido acético 70 0,84 + 0,69 1.173 100 4.6
Acido citrico 70 0,84 + 0,69 973 100 4.6
P>Chi Cuadrada*** 0,9217 0,6697
*Con base en 20 placas de Petri por tratamiento en sustancias inorganicas y 10 en sustancias
organicas.

** Con base en los platos de Petri en donde hubo esporulacion.

***Probabilidad calculada considerando solo los tratamientos con porcentajes inferiores a 100
%.

Los &cidos grasos del experimento 2 fueron disueltos en acetona.
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4.2.3. Etapa lll. Prueba de concentraciones de compuestos que presentaron
efectos sobre la esporulacion y/o germinacion de ascosporas

En la prueba de concentraciones no hubo diferencias entre los tratamientos
en el porcentaje de esporulacion (P= 0,2737) ni en el porcentaje de germinacion
(P= 0,1836). No obstante, todos los tratamientos evaluados disminuyeron el
porcentaje de esporulacién con respecto al testigo con un efecto mas destacado

de la cianamida calcica al 5 % y el acido citrico al 10 % (Cuadro 16).

Cuadro 16. Efecto de compuestos inorganicos y organicos sobre la esporulacion
de lesiones de Sigatoka negra y la germinacién de ascosporas de M.
fijiensis en condiciones de laboratorio. CORBANA, 2013.

ESPORULACION * | GERMINACION**
Tratamiento Logito (P) + Ascosporas Ln(x) = Error
(%) Efror descargadas (%) estandar
estandar 9

Testigo (agua) 65 0,62 £ 0,47 1.116 100 4,6
Urea (5 %) 45 -0,2+0,45 779 97 457+0,11
Urea (10 %) 40 -0,4 + 0,45 1.205 96 4,56+0,11
Cloruro de potasio (5 %) 50 0,00 + 0,48 736 90 4,50+0,10
Cloruro de potasio (10 %) 60 0,40 £ 0,46 1415 99 4,60 = 0,09
Nitrato de potasio (5 %) 40 -0,40 £ 0,46 847 75  4,32+0,12
Nitrato de potasio (10 %) 40 -0,40 £ 0,46 774 99 459+0,11

Cianamida calcica (5 %) 20 -1,38 £ 0,56 330 100 4,61
Cianamida calcica (10 %) 50 0,00 + 0,44 719 66 4,19+0,10
Acido acético (5 %) 45  -0,20+0,45 848 94  454+0,11
Acido acético (10 %) 50 0,00 £ 0,44 504 87 4,47+0,10
Acido citrico (5 %) 40  -0,40+0,46 916 93 453+0,11
Acido citrico (10 %) 30 -0,84 + 0,49 714 80 4,39+0,13

P>Chi Cuadrada*** 0,3145 0,1836

*Con base en 20 placas de Petri por tratamiento. Experimento se realiz6 dos veces

**Con base en los platos de Petri donde hubo esporulacion.

*** Probabilidad calculada considerando solo los tratamientos con porcentajes inferiores a
100.

El nimero maximo de ascosporas descargadas fue de 1.116 en el testigo con
100 % de germinacion, mientras que el valor minimo fue de 330 ascosporas en el
tratamiento al 5 % de cianamida calcica también con 100 % de germinacion.
Algunos tratamientos redujeron el porcentaje de germinacion, aungque como se
menciono antes sin diferencias significativas con el testigo. Los tratamientos mas
destacados fueron la cianamida calcica al 10 %, el nitrato de potasio al 5 %, el &cido

citrico al 10 % y el &cido acético al 10 %.
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4.2.4. Etapa IV. Evaluaciéon en condiciones de campo de la capacidad
antiesporulante de compuestos organicos e inorganicos sobre Sigatoka
negra

Se llevaron al campo los tres compuestos que presentaron los mejores
resultados en condiciones de laboratorio: cianamida célcica, acido acético y acido
citrico. Los datos de esporulacion y germinacion, se muestran en el Cuadro 17.
Para el dia 1 (24 horas después de la aplicacion de los tratamientos), el porcentaje
de esporulacién (P< 0,0001), para el acido acético fue de 8 %, mientras que para
el testigo fue de 76 % en la misma variable. Solamente el acido acético difirid en
esta variable respecto a los demas tratamientos. Con respecto a la variable de
germinacion, los porcentajes iguales al 100 % no fueron comparados (testigo). El
dia 1, el total de ascosporas descargadas oscilaron entre 390 (acido acético) y
1.815 (cianamida célcica). A su vez la cianamida calcica logré reducir la
germinacién a un 86 % (P= 0,0025) con respecto al testigo.

Al sexto dia, el &cido acético mostr6 nuevamente reduccion (P< 0,0001) en
el porcentaje de esporulacién respecto a un 96 % en el testigo. En la germinacién
de las ascosporas no se obtuvieron diferencias entre los tratamientos (P= 0,3981).
Sin embargo en el total de ascosporas descargadas, el acido acético obtuvo el
valor mas bajo con 263 con respecto al testigo que obtuvo 2.792 ascosporas
(Figura 11).
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Cuadro 17. Efecto de la urea, acido acético, acido citrico y cianamida célcica
sobre la esporulacion de lesiones de Sigatoka negra y la germinacion
de ascosporas de M. fijiensis en condiciones de campo. CORBANA,

2013.
Dias ESPORULACION * GERMINACION**
Tratamientos despluaeS ae % Logito (P) £ Ascosporas Ln(x) = Error
. . 0 Error % .
aplicacion estandar descargadas estandar
Testigo (agua) 76 1,15+ 0,47b 1.528 100 4,61
Urea o 68 0,75+ 0,43b 1.165 99 4,60 + 0,03b
Acido acético g 8 -2,44 £ 0,74a 390 93 4,53 + 0,08ab
Acido citrico 64 0,58 £ 0,42b 1.739 100 4,61
Cianamida calcica 64 0,58 £ 0,42b 1.815 86 4,45 + 0,03a
Pr>Chi Cuadrada*** <0,0001 0,0025
Testigo (agua) 96 3,18+ 1,02b 2.792 99 4,6 +0,01
Urea 92 2,44 £ 0,74b 3.297 99 4,59 + 0,01
Acido acético S 12 -1,99+0,62a 263 100 4,61
Acido citrico e 100 : 4.345 99 4,6 +0,01
Cianamida calcica 80 1,39+ 0,5b 2.286 96 4,57 £ 0,01
Pr>Chi Cuadrada*** <0,0001 0,3981
Testigo (agua) 76 1,15+ 0,47bc 3.913 100 4,61
Urea o 68 0,75+ 0,43b 2.984 99 4,6 +0,01a
A'cido aceético fD_U 12 -1,99 £ 0,62a 192 100 4,61
Acido citrico 96 3,18 +1,02c 6.738 100 4,61
Cianamida calcica 68 0,75+ 0,43b 1.768 97 4,58 £ 0,01a
Pr>Chi Cuadrada*** <0,0001 0,5434

*Con base en 25 platos de Petri por dia de analisis por tratamiento
**Con base en los platos de Petri donde hubo esporulacion
*** Probabilidad calculada considerando solo los tratamientos con porcentajes inferiores a 100
Letras iguales en una misma columna no difieren entre si

Nueve dias después de la aplicacion de tratamientos, los porcentajes de

esporulacién oscilaron entre 12 % y 96 %, evidenciando diferencias entre

tratamientos (P< 0,0001).

esporularon, mientras que el testigo alcanzo el 76 %.

Con el acido acético solo el 12 % de las lesiones

Se registraron diferencias

estadisticas entre los tratamientos urea y cianamida célcica en el porcentaje de

germinacion (P= 0,0586) y el &cido acético obtuvo la menor cantidad de

ascosporas descargadas (192) (Cuadro 17, Figura 11).
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Figura 11. Descarga y germinacion de ascosporas de M. fijiensis de lesiones de

Sigatoka negra aplicadas con diferentes compuestos organicos e

inorganicos.

CORBANA, 2013.
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5. DISCUSION

5.1. Efecto de las condiciones de incubacion sobre la esporulacion de
lesiones de Sigatoka negra

El tiempo, el fotoperiodo y la temperatura de incubacién en laboratorio, no
mejoraron la capacidad de esporulacion de lesiones de Sigatoka negra colectadas
en campo. Muchos de los tratamientos con diferentes combinaciones de estos
factores ni siquiera esporularon. Este hecho evidencia que las condiciones
ambientales bajo las cuales se desarrolla la enfermedad en el campo tienen una
gran influencia en la capacidad de la liberacién de ascosporas de las lesiones al final
del ciclo de la misma. Lo anterior por cuanto, aunque la esporulacion del patégeno
se realizo en condiciones de laboratorio, el ciclo de la enfermedad se desarroll6 en el
campo Yy es alli especificamente en donde las condiciones climaticas interfieren. En
el periodo en que se realizaron las pruebas, las condiciones ambientales
predominantes fueron secas, en las semanas previas a la recoleccion del material se
registraron bajas precipitaciones (promedio semanal de 20 mm) Gauhl (1994),
determind una reduccion en la produccion de inéculo de M. fijiensis durante los
meses menos lluviosos del afio en el Caribe costarricense. Esto obedece a que el
agua juega un papel predominante en el desarrollo del patégeno, tanto para la
formacion y fertilizacion del pseudotecio (Jones 2000, Bennett y Arnerson 2003,
Marin et al. 2003), como para la liberacion de las ascosporas (Meredith y Lawrence
1973, Stover 1980).

A pesar de la baja esporulacion en los experimentos efectuados en el
laboratorio, en el campo, donde se colectaron las lesiones de Sigatoka negra la
infeccion en la plantacion era muy fuerte. Esto podria deberse a que M. fijiensis
también produce gran cantidad de conidios en lesiones jovenes, aun en periodos
secos, cuando las condiciones climaticas son menos favorables (Jacome et al. 1991,
Jones, 2000, Marin et al. 2003) y aunque su capacidad de dispersion es mas
limitada son también muy infecciosos. Guzman (2003) indica que los conidios

pueden jugar un rol muy importante en la prevalencia de la enfermedad durante
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periodos de baja precipitacidn, en los que se forma abundante rocio en horas de la
madrugada y las primeras horas de la manana.

Al analizar la influencia de los factores por separado tiempo, fotoperiodo y
temperatura de incubacion, con respecto a la esporulacion, los mejores porcentajes
se obtuvieron con el testigo (sin incubacion en cdmara humeda). Estos datos
concuerdan con los obtenidos por Posada y Nobmann (2001) los cuales encontraron
gue las mayores descargas de ascosporas se encontraron al procesar las muestras
sin cadmara humeda cuando imperaba la época de invierno y con 24 horas en
camara humeda cuando era época de verano. Por otro lado, se demostré que al
aumentar las horas de incubacion hasta 96 horas no aument6 de forma considerable
la esporulacion ni el numero promedio de ascosporas, esto puede deberse a que la
mayoria de pseudotecios se encuentran maduros desde que fueron recolectados en
el campo, por lo que 24 horas en camara humeda es suficiente para estimular la
descarga de las ascosporas. Posada y Nobmann (2001), afirman que los
pseudotecios que no descargan por estar inmaduros requieren de unas pocas horas
de insolacion (luz y temperatura) para alcanzar su estado 6ptimo de descarga. Otros
autores, recomiendan someter las muestras a 48 horas de camara humeda (Arroyo
et al. 1993, Gonzéalez 1999, Dupont s.f), aunque no muestran datos que sustenten
esta recomendacion.

Con el aumento de la humedad en camara humeda se busca que la mayoria
de los pseudotecios estén maduros al realizar la descarga. También es posible que
el efecto de la cAmara humeda predisponga los pseudotecios a absorber el agua en
la etapa de hidratacion en la metodologia de descarga. En el experimento 2, la
combinacion de factores que presentd mejores resultados en el aumento de la
esporulacién de las lesiones fueron: (i) el fotoperiodo luz, 48 horas de incubacién y
con mojadura; (ii) fotoperiodo oscuridad, 24 horas de incubacion sin mojadura; (iii).
foliar fotoperiodo de luz/ oscuridad con 24 horas de incubacion con mojadura. El
factor comdn en la mayoria de los casos fue la mojadura, de hecho cuando se
evaluaron los factores por separado la mojadura obtuvo valores de esporulacion y
promedio de esporas por encima del testigo. Esto podria deberse a que la adicion
de humedad proporciona condiciones de humedad relativa idoneas dentro de la

56



camara humeda para la maduracion de los pseudotecios. En la literatura se
encuentran estudios sobre los porcentajes de humedad relativa 6ptimos para que se
de la germinacion de la ascosporas y conidios, no asi para la esporulacion de las
lesiones. Jacome et al. (1991), realizaron estudios para determinar el efecto de la
temperatura y la humedad relativa en la germinacion y desarrollo del tubo
germinativo de M. fijiensis, y determinaron que los rangos 6ptimos van desde 92-100
% para la germinacion de conidios y de 98- 100 % en el caso de las ascosporas a
temperatura de 26,5 °C.

Con respecto al fotoperiodo, ninguno de los regimenes aplicados logré
sobrepasar el porcentaje de esporulacién del testigo. En los tres fotoperiodos
estudiados (100 % luz, 100 % oscuridad, 50 % luz/ 50 % oscuridad) se obtuvo
esporulacion. Thal et al. (1991), estudiaron la fluctuacion de ascosporas en el aire a
diferentes horas del dia y encontraron una mayor concentracion de ascosporas en el
dia comparado a la noche, durante la mayor parte del afio. Sin embargo, no se
puede analizar este factor por separado dada su interaccion con otros factores
ambientales en las condiciones de campo.

Los mejores resultados en la esporulacion con respecto a la temperatura, se
alcanzaron con el testigo, seguido de los 24 °C y por ultimo 27,5°C. Al medir la
temperatura interna en las camaras humedas que se encontraban a una temperatura
ambiente de 24 °C se encontr6 que esta no vari6. Por otro lado, al medir la
temperatura interna de las camaras humedas colocadas en la incubadora a una
temperatura ambiente de 27,5 °C, estas alcanzaron valores de hasta 29 °C. Gauhl
(1994) explica que las temperaturas entre 26-28 °C tienen un marcado efecto sobre
los procesos de infeccién, germinacion, penetracién del patégeno y liberacién de
in6culo. Esto podria suponer que la exposicién prolongada del tejido con lesiones
de Sigatoka negra a temperaturas de 29 °C tenga un efecto negativo sobre la
esporulacion, al generar un efecto desecante sobre el pseudotecio.

La aplicacion de mojadura foliar por el haz de la hoja en condiciones de
campo no mejord la esporulacién de las lesiones de Sigatoka negra. Lo anterior
pudo obedecer a que la mayor cantidad de infecciones se producen por el envés y

muy posiblemente la fertilizacion del protopseudotecio también ocurre
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principalmente en el envés. En consideracion de lo anterior, la aplicacion de agua
por el haz seria poco eficiente en mejorar la fertilidad de las lesiones y plantea la
posibilidad de que la aplicacion de agua por el envés sea mas efectiva. También
es posible que una aplicacién tan dirigida no sea suficiente para mejorar la
fertilidad de las lesiones y que esto responda en su defecto a modificaciones
ambientales de mayor magnitud como la precipitacion y variaciones sustanciales
en la humedad relativa.

Las aplicaciones de agua por el haz de la hoja tampoco afectaron el
desarrollo de la enfermedad, lo cual demuestra en cierta forma que el
comportamiento de esta responde a fendmenos ambientales de mayor magnitud,
de manera similar a lo descrito previamente para el caso de la esporulaciéon de las
lesiones. Es posible que si se logra modificar el comportamiento de la enfermedad
con la modificacién de la humedad de la hoja en forma dirigida podria lograrse
también una mejor esporulacion de las lesiones. En este sentido, la aplicacion de
mojadura por el envés es un factor que seria conveniente estudiar, tal y como se

discutidé anteriormente.

5.2. Busqueda de compuestos con capacidad antiesporulante contra
Sigatoka negra (Mycosphaerella fijjiensis)

No se encontraron efectos mayores al 20 % de reduccion de esporulacion
de lesiones de Sigatoka negra y germinacion de ascosporas de Mycosphaerella
fijiensis con los diferentes compuestos organicos e inorganicos estudiados en
condiciones de laboratorio. Este reducido efecto podria deberse a que se
evaluaron al 2 % de concentracién y que se podria requerir dosis mas altas para
aumentar el efecto. Lo anterior se confirmé cuando algunos compuestos se
estudiaron en condiciones de laboratorio a concentraciones de 5 % y 10 % y se
observaron reducciones en esporulacion entre el 50 % y 80 %. No obstante, parte
de los objetivos del estudio fue seleccionar compuestos activos a bajas
concentraciones.

Algunos de los compuestos evaluados al 2 % estimularon la esporulacion

de las lesiones de Sigatoka negra (sulfato de magnesio, nitrato de amonio, acido
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propiénico, acido valérico, acido capréico y &cido esteédrico). Sutton y Khonga
(1991) observaron resultados similares en Gibberella zeae con los acidos acético
propionico y la urea. Estos autores indican que en bajas concentraciones el acido
propionico y la urea estimulan la produccién de peritecios debido a que el
patégeno utiliza los iones acetato como fuente de carbono para su crecimiento.
Sin embargo, a concentraciones de 5 % la urea fue toxica para el hongo con
reducciones de hasta 97 % en la produccion de peritecios, mientras que el acido
acético y el acido propionico redujeron la produccion entre 85-100 %.

En la presente investigacion se confirmé el efecto antiesporulante de la urea
sobre las lesiones de Sigatoka negra, aunque en menor magnitud a lo observado
por Villalta y Guzman (2005), quienes observaron hasta un 80 % de reduccién en
la esporulacion con la aplicacion de una solucién de urea al 10 %. Mondal y Timer
(2003) también informan de una reduccion del 90 % en el desarrollo de
pseudotecios y produccidon de ascosporas Mycosphaerella citri en condiciones de
laboratorio con una solucién de urea al 5 % (p/v). Sutton et al. (2000) encontraron
en manzana una reduccién de ascosporas de Venturia inaequialis (50 % a 66 %)
en las trampas de esporas al aplicar la hojarasca con una solucién de urea al 5 %..

Respecto al mecanismo de accion de la urea como antiesporulante,
Guzman et al. (1995), indican que posiblemente se deba a cambios en la presion
osmoética dentro de las células que causaria deshidratacién de los pseudotecios e
imposibilitaria la liberacion de las ascosporas. Por su parte, Crosse et al. (1968),
sugieren que una vez degradada la urea los incrementos en el pH pueden haber
estimulado el aumento de Pseudomonas fluorescentes y otros organismos ureasa
activos que puedan inhibir la produccién pseudotecial y por ende la esporulacion.
La urea contiene 46 % de nitrdgeno y se pudo observar en la investigacion que la
mayoria de compuestos que contenian este elemento (con la excepcion del nitrato
de amonio) causaron algun efecto de reduccion en la esporulacion.

Los resultados de laboratorio de la presente investigacion también se
pudieron ver afectados por la técnica de aplicacion, con la cual se produjo una
aspersion sobre las lesiones sin causar una mojadura completa de las mismas y

es conocido que el efecto de la urea y otros compuestos esta asociado a un buen
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humedecimiento de las lesiones. No obstante, eso fue parte del estudio, pues se
buscaba compuestos que pudieran tener efectos significativos con una aplicaciéon
similar a una aspersion de fungicidas aérea o terrestre, en la cual no se propicia
humedecimiento ni escurrimiento del caldo de aplicacion sobre el tejido.

En la prueba de campo, el acido acético al 10 % mostro un fuerte efecto de
inhibicién de la esporulacion (mas de 85 % de reduccion en la esporulacion hasta
9 dias después de la aplicacion), superior al resultado obtenido con la urea cuyo
efecto alcanz6 como maximo un 10 % de inhibicion en esporulacion Khonga y
Sutton (1991), observaron resultados similares en campo con el 4cido acético y el
propionico, con los cuales lograron reducir la produccién de peritecios de Giberella
zeae de 98 % a 100 % comparado con 50 % de la urea. En otros estudios se ha
evaluado el efecto fungicida y fungistatico del acido acético. Samaniego et al.
(2008a), determind que las concentraciones de 8,3 y 83,4 ug mi™ de 4cido acético
tienen efecto fungicida sobre esclerocios de Phymatotrichopsis. omnivora,
mientras que concentraciones de 1,7 a 8,3 ug ml™* de &acido acético presentan
efectos fungistaticos para los esclerocios del patbgeno. Ademas, Samaniego et al.
(2008b), evaluaron la sobrevivencia de esclerocios de P. omnivora a soluciones de
acido acético y sulfarico, asi como a los cambio de pH. Estos autores
determinaron que la muerte de los esclerocios se induce en soluciones
amortiguadoras de pH 4 y 5 en concentracion de acido acético a 16,6 y 3,4 nM L™.

El efecto antiesporulante que presenta el acido acético contra
Mycosphaerella fijiensis, puede ser explicado con lo expuesto por Samaniego et
al. (2008b) los cuales indican que en el caso de los esclerocios de P. omnivora se
da una reaccion en la permeabilidad de las paredes y membranas celulares,
debido a que pH bajos induce en los hongos la expresion de genes que codifican
metabolitos secundarios y excrecion de enzimas. EIl acido acético induce la
muerte celular (apoptiotica) al afectar la permeabilidad de la membrana y
asociarse a la histoina (Pefalva y Arst 2002, Ribeiro et al. 2006). Por su parte,
Uhre y Arneborg (1988), explican que el acido acético pertenece a los acidos
grasos volatiles (AGV) de cadena corta; los autores exponen que los AGV en

pequefias cantidades y a pH segun el organismo, sirve como nutrimento. También
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indican que el acido acético tiene accion biocida, ya que puede penetrar y cambiar
el pH interno en las células, al acidificar el citosol de las mismas. Debido a estas
afirmaciones, se podria pensar que los cambios celulares que se dan en las
paredes del pseudotecio imposibilitan la viabilidad del mismo para que se dé la
liberacion de las ascosporas.

En condiciones de laboratorio el &cido citrico al 10 % mostré hasta un 50 %
de inhibicion en la esporulacién de lesiones de Sigatoka negra respecto al testigo
a las 24 horas de la aplicacion. Similares resultados, aunque de menor magnitud
(16 % de inhibicion en la esporulacion) se observaron en condiciones de campo a
las 24 horas de la aplicacion; no obstante, en la evaluacion hecha a los 6 y 9 dias
después de la aplicacion las lesiones tratadas con este compuesto esporularon
mas que el testigo. En otras palabras, el acido citrico estimulo la liberacion de
in6culo desde las lesiones y este efecto inverso demuestra la importancia de
evaluar el efecto antiesporulante de los compuestos a diferentes tiempos después
de la aplicacion, ya que como en el presente caso podrian ocurrir variaciones en la
reaccion del patdgeno a lo largo del tiempo.

Algunos compuestos redujeron el porcentaje de germinacion de ascosporas
de M. fijiensis, principalmente el sulfato de cobre, nitrato de potasio, la cianamida
calcica y el acido acético. Este efecto pudo obedecer a que el producto utilizado
logré penetrar las paredes del pseudotecio y afectar la viabilidad de algunas
ascosporas. Es de destacar que la cianamida célcica fue constante en el efecto
causado a la germinacion de las ascosporas en todos los experimentos realizados,
aungque en magnitudes bajas (maximo 34 % de inhibicién en la germinacion). Los
componentes principales de la cianamida calcica son el nitrégeno amoniacal en un
20 % y el 6xido de calcio en un 50 %. Spotts et al. (1997), encontraron que la
aplicacion de cal redujo la produccion de pseudotecios y ascosporas en hojas de
manzanas afectadas por la sarna (Venturia inaequalis). Estos autores atribuyen
este efecto al aumento de Ca y de pH, lo que hace que los tejidos se

descompongan mas rapidamente y se atrofien los pseudotecios.
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6. CONCLUSIONES

Del presente estudio surgen las siguientes conclusiones:

1. Variaciones en el tiempo, la temperatura y el fotoperiodo de incubacion no
afectan la esporulacién de lesiones de Sigatoka negra en condiciones de
laboratorio.

2. La adicion de mojadura a las lesiones de Sigatoka negra y su posterior
incubacion por 24 horas aumenta la esporulacién de las lesiones y la

cantidad de ascosporas descargadas en condiciones de laboratorio.

3. La adicién de mojadura diariamente en campo por el haz de la hoja, durante
el desarrollo de las lesiones de Sigatoka negra, no contribuye a mejorar la

esporulacion de las mismas al final del ciclo de la enfermedad

4. Los compuestos: sulfato de cobre, acido caprilico, &cido butirico, y acido
laurico al 2 % de concentracion no presentan efecto antiesporulante sobre

lesiones de Sigatoka negra en condiciones de laboratorio.

5. Los compuestos: urea (10%), nitrato de potasio, cianamida calcica, sulfato
de zinc, nitrato de calcio, sulfato de amonio, cloruro de potasio, acido
aceético, acido citrico, &cido caprico al 2 % de concentracion presentan
algun efecto antiesporulante sobre lesiones de Sigatoka negra en

condiciones de laboratorio

6. Los compuestos: sulfato de magnesio, nitrato de amonio, acido propionico,
acido valérico, acido caproico, acido esteéarico al 2 % de concentracion
estimulan la esporulacion de lesiones de Sigatoka negra en condiciones de

laboratorio.

7. En la prueba de laboratorio con concentraciones de 5 % y 10 %, la urea,
cloruro de potasio, nitrato de potasio, cianamida calcica, acido acético y

acido citrico reducen la esporulacion respecto al testigo (entre 8 % con el
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cloruro de potasio al 10 % y un 70 % con la cianamida calcica al 5 %) de las

lesiones de Sigatoka negra.

. En la prueba de campo el acido acético al 10 % redujo significativamente
(90 %, 87,5 %, 84,2 % de inhibicion respecto al testigo a los 1, 6 y 9 dias
respectivamente después de la aplicacion) la esporulacion de lesiones de
Sigatoka negra. Este constituye el primer informe del efecto de este &cido

graso volatil sobre la esporulacion de la Sigatoka negra.

. El descubrimiento del efecto antiesporulante del acido acético sobre la
Sigatoka negra abre toda una nueva gama de oportunidades de
investigacion para tratar de introducir este compuesto dentro de las
estrategias del manejo integrado de la enfermedad. Lo anterior es
sobretodo destacable si consideramos la baja o nula toxicidad del acido

acético a los seres vivos, su bajo costo y su bajo impacto ambiental.
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7. RECOMENDACIONES

1. La metodologia utilizada en la presente investigacion (mini torre de
aspersion y aerografo) para evaluar a nivel de laboratorio el efecto
antiesporulante de los compuestos fue adecuada; sin embargo, se podrian
mejorar la calidad de la aplicacién si se adiciona a la mezcla un compuesto
antideriva que mejore el peso de la gota y aumente el tamafia de la misma,
de tal forma que se pueda recuperar mas producto en el blanco.

2. Realizar pruebas en campo con el acido acético asperjado a hojas con
lesiones de Sigatoka negra con equipos tipo motobomba e inclusive
aplicaciones aéreas, mismos que son utilizados para las aplicaciones de
fungicidas contra la Sigatoka negra.

3. Realizar combinaciones entre los compuestos que presentaron efecto sobre
la esporulacién y/o germinacion, estudiados en esta investigacion para
determinar si los efectos combinados mejoran el efecto de los productos
individuales.

4. Realizar investigacion para evaluar la posibilidad de combinar el acido
acético con fungicidas utilizados en los programas de combate de la
Sigatoka negra, ya que esto podria contribuir a mejorar la eficacia de los

mismos.
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9. ANEXQOS

Anexo 1. Promedio de precipitacion semanal, registrado en la estacion agroclimatologica La Rita, Corbana. Periodo

Octubre 2012-agosto 2013.
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Anexo 2. Cronograma de actividades que se desarrollaron durante el periodo de investigacion (setiembre 2012-
noviembre 2013).

Semanas
(Setiembre
2012- Octubre
2013

40|41(42]43(44(45)|46(47]48|49]|50(51|52] 1 (2|3 |4|5]|6(7|8]9(10]111]12(13|14{15(16|17(18|19]|20(21]|22|23(24|25(26(27]|28(29|30|31(32|33|34(35|36(37|38]39(40|41|42

Etapa

Etapa Ill.

Etapa V.

Experimento 2.

Resumen de
resultados y
analisis
estadistico

Blaboracion del
informe final
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Anexo 3. Escala de Stover modificada por Gauhl (1989). Para evaluacion de
Sigatoka negra. Fuente: Marin y Romero s.f.
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Anexo 4. Estados de candela segun Escala de Brun (1963). Fuente: Marin y
Romero s.f.
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