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RESUMEN

La obtencién de bananos tolerantes o resistentes a la Sigatoka Negra es una imperiosa necesidad a partir de su
aparicion en Cuba. Por ello se estudié el efecto del filtrado de cultivo de diferentes cepas del hongo sobre yemas
adventicias de los cultivares Gran Enano (AAA) (susceptible) y Pellipita (ABB) (resistente) con el objetivo de determinar
posibles diferencias entre los mismos, asi como obtener la cepa mas efectiva y la dilucién 6ptima. Se utilizaron
yemas adventicias de estos cultivares formadas en un medio de cultivo con altas concentraciones de 6 BAP y luego
se subcultivaron al medio de cultivo selectivo, que contenia diferentes diluciones del filtrado de cultivo de las cepas
C-27, C-21, y C-19. Se evalud a los 15 y 30 dias el incremento del peso fresco de los explantes y el porcentaje de
crecimiento y mortalidad, encontrandose diferencias entre el cultivar susceptible y el resistente con las diluciones
mas concentradas. Los mejores resultados de diferenciaciéon se obtuvieron con la dilucién 1:5 (v/v). Las cepas
estudiadas mostraron distintos efectos sobre los explantes. Se encontraron diferencias significativas cuando se
utilizaron las cepas C-19 y C-21, no siendo asi con la C-27. Se observé una estimulacién del crecimiento de los
explantes de ambos cultivares en el tratamiento control que contenia los componentes del medio de cultivo del
hongo, descartandose asi la posibilidad de cualquier tipo de toxicidad de estas sustancias sobre las yemas adventicias
que pudieran enmascarar los resultados.
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ABSTRACT

The obtaining of bananas tolerant or resistant to the Black Sigatoka (Mycosphaerella fijiensis Morelet) is an
imperious need since 1991 with its apparition in our country. The effect of the culture filtrate was studied on
different strain of the fungus on adventitious buds of the cultivar Grande Naine (AAA) (susceptible) and Pellipita
(ABB) (resistant) with the objective of determining possible differences between these cultivars the most
effective strain and the optimum dilution. Adventitious buds of these cultivars formed in a cultivation medium
with high concentrations of 6 BAP were utilized and then they were subcultivated on the selective medium that
contained different dilutions of culture filtrate of the strains C-27, C-21, and C-19. It was evaluated at 15 and 30
days the fresh weight increment of the explants and the percentage of growth and mortality, being found
differences between the susceptible cultivar and the resistant one with the most concentrated dilutions. The
best results of differentiation were obtained with the dilution 1:5 The strains studied showed different effects
on the explants. Significant differences were founded when C-21 and C-19 were used, not been so with the C-
27. Growth stimulation was observed in both cultivars in the control treatment that contained the components
of the fungus culture medium, discarding so any type of toxicity of these substances on the adventitious buds
that could disguise the results.
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INTRODUCCION Esta enfermedad provoca una desfoliacion severa la

cual disminuye el rendimiento en mas del 50%, al

El cultivo del platano, debido a la amplia aceptacion
de su fruto y la facilidad con que se propaga por via
vegetativa, ha alcanzado gran difusion en las areas
tropicales, donde constituye uno de los elementos
basicos en la dieta de la poblacion.

La preocupacion de dar un enfoque de mayor alcance
al mejoramiento de Musa ha aumentado
considerablemente, debido fundamentalmente ala
presencia de la enfermedad conocida como Sigatoka
negra causada por el hongo M. fijiensis Morelet.

ocasionar una baja produccion de frutos, lo que hace
que el cultivo no searentable (Pérez, 1996).

Se han desarrollado diferentes programas de mejoramiento
genético con el propdsito de obtener cultivares resistentes
aestaenfermedad. Sinembargo, los cultivares comerciales
son triploides, con frutos partenocarpicos y semilla sexual
estéril, condiciones que reducen la variabilidad genética y
la posibilidad de hacer hibridaciones, haciendo dificil aplicar
los métodos convencionales de mejoramiento genético
en platano y banano.
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El uso de toxinas de patégenos, como agentes de
seleccién in vitro, es un de las técnicas que se utilizan
para obtener somaclones resistentes a una
enfermedad, teniendo como premisa fundamental que
la resistencia debe manifestarse a nivel in vitro. Para
ello generalmente se estudia la respuesta de variedades
de comportamiento conocido en cuanto a la resistencia
o susceptibilidad a la enfermedad y su posible
diferenciacion a este nivel. En este caso el estudio de
las toxinas producidas por Pseudocercospora fijiensis
es una de las principales prioridades que deben
investigarse segun el informe de INIBAP presentado
por el grupo de Sigatoka (Frison et al., 1997) y la 3ra.
Reunién de trabajo del grupo de Sigatoka de PROMUSA
(Jacome et al., 2003).

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto es que
se decide la realizacion de este trabajo que tuvo como
objetivo fundamental estudiar el efecto del filirado de
cultivo de diferentes cepas de P, fijiensis sobre yemas
adventicias de cultivares susceptibles y resistentes a
la enfermedad y determinar la concentracion minima
para encontrar diferenciacion entre cultivares a este
nivel de organizacion.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Apices de los cultivares Gran enano (AAA) y Pellipita
(ABB) susceptible y resistente a la enfermedad,
respectivamente fueron establecidos in vitro segun la
metodologia propuesta por Orellana (1994). Una vez
desarrollados los explantes fueron subcultivados para
la formacién de yemas adventicias en un medio de
cultivo con altas concentraciones de 6-BAP compuesto
por las sales MS, 1mg.I" de Tiamina, 2% de sacarosa
y 15mg.I"" de 6-BAP.

Obtencion del filtrado de cultivo de P. fijiensis
Morelet

Se utilizaron tres cepas del hongo C-19, C-21y C-27,
obtenidos de la provincia de Camagtiey, los cuales
crecieron en un medio de cultivo M-1-D durante 30
dias, que se incub6 a una temperatura de 28°C. Al
cabo de este tiempo el micelio del hongo fue eliminado
filtrando el cultivo, el cual se concentré 10 veces por
rotoevaporacién a una temperatura de 40°C.

Este extracto fue afiadido al medio de cultivo para la
multiplicacion de las yemas una vez esterilizado a
través de filtros Milliporo (22im).

Procedimiento
Se estudiaron diferentes diluciones (v/v) delfiltrado de
cultivo concentrado para cada una de las cepas como

se muestra a continuacion: 0, 1:5, 1:10, 1:15.

Se utiliz6 para cada diluciéon un control con el medio
de cultivo del hongo (M-1-D) para evaluar el efecto que

podian ejercer los componentes del mismo sobre el
crecimiento de las yemas adventicias. Se colocaron
cinco explantes por frasco y se emplearon siete frascos
de cultivo por tratamiento.

Se evalu6 el incremento del peso de los explantes a
los 15y 30 dias, ademas del porcentaje de explantes
con crecimiento o necrosis en las diferentes diluciones.

Con los resultados obtenidos se desarrollé un segundo
experimento para evaluar el efecto de mayores
concentraciones del agente selectivo y se utilizaron
las diluciones 1:10, 1:5, y 1:3 del filtrado de cultivo
proveniente del aislado C-21. Se evalué el porcentaje
de crecimiento y de necrosis para cada tratamiento.
Para las pruebas estadisticas se realizaron anélisis de
varianza de clasificacién simple y un modelo
multifactorial con y sin interaccion. Para determinar
los grupos homogéneos y/o significativamente
diferentes, a un nivel de 5.0%, se utiliz6 la prueba de
rangos multiples de Duncan ya que se cumplieron los
supuestos de homogeneidad de varianza y normalidad
de los datos. El procesamiento de los datos se realizé
con los paquetes estadisticos SPSS/PC ver 9.00 para
Windows.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cuando se utilizo el medio de cultivo M-1-D como control
se pudo comprobar que en ninguna de las diluciones
estudiadas se observé disminucion del crecimiento de
los explantes en los cultivares estudiados,
encontrandose una estimulacion significativa del
crecimiento del cv. Gran Enano en la dilucion 1:10, lo
que descarta cualquier posibilidad de enmascaramiento
en los resultados provocado por los componentes de
este medio de cultivo (Figura 1).

El medio de cultivo M-1-D en su composicion es
fundamentalmente salino y ha sido utilizado por varios
investigadores para la produccién de metabolitos
fitotoxicos de P fijiensis Morelet (Hernandez, 1995;
Okole y Shulz, 1997).

Alanalizar el efecto que produjo el extracto proveniente
de las tres cepas se observo que cuando se utilizé la
C-27 no se obtuvieron diferencias significativas entre el
cultivar resistente y el susceptible en ninguna de las
diluciones estudiadas, lo que pudiera deberse a una
baja producciéon de compuestos fitotoxicos por parte
de esta cepa, que no permitié un efecto detrimental en
el cultivar susceptible. Por los resultados obtenidos
esta cepa fue descartada para posteriores pruebas in
vitro.

Este comportamiento demuestra la importancia de la
seleccion inicial del aislado a utilizar para la obtencion
delfiltrado téxico y la necesidad de estudiar el efecto y
la virulencia de cada una (Cruz, 2003). De esta forma
se podra obtener un filtrado final que permita la
realizacion exitosa de experimentos de diferenciacién
sin que constituya este un factor limitante.



Las diferencias de comportamiento de diferentes
aislados de este patégeno en su interaccion con
cultivares de Musa ha sido referida por otros autores
como Fullerton y Olsen (1995) y Cruz (2003).

Resultados completamente diferentes fueron
obtenidos con los restantes aislados, donde se
observaron desde la primera evaluacién a los 15 dias
diferencias en la disminucion del incremento del peso
de las yemas adventicias de Gran Enano en la

Incremento peso fresco (g)

23

dilucién 1:5, sin embargo no fue hasta la evaluacién
de los 30 dias cuando se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos.

Con el filtrado de cultivo de la cepa C-21 se
encontraron diferencias entre los cultivares con las
diluciones 1:15 y 1:5, no siendo asi con la dilucién
1:10 (Figura 2).Cuando se utilizé el filtrado de cultivo
proveniente de la cepa C-19 sélo se encontraron
diferencias con la dilucién 1:5 (Figura 3).
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Figura 1. Efecto del medio de cultivo M-1-D sobre el peso fresco de yemas adventicias de los cultivares Pellipita y

Gran Enano.
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Figura 2. Efecto de las diluciones del filirado de cultivo de P. fijiensis (aislado C-21) en el incremento del peso de
yemas adventicias de dos cultivares de Musa a los 30 dias de cultivo.
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Figura 3. Efecto de las diluciones del filtrado de cultivo de P. fijiensis (cepa C-27) en el incremento del peso de yemas
adventicias de dos cultivares de Musa a los 30 dias de cultivo.
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Hernandez (1995) expuso callos embriogénicos de
los cultivares Gran Enano y Calcutta 4 a diferentes
concentraciones de extracto crudo de P. fijiensis en
concentraciones entre 160 y 200 mg, lo cual le
permitié verificar sus grados de resistencia de
altamente susceptible y de altamente resistente.

Cuando se evaluaron los porcentajes de necrosis de
las yemas adventicias se observé un comportamiento
similar en los dos cultivares para los dos aislados
en las diferentes diluciones. Se encontraron los
mayores valores de necrosis para el cultivar
susceptible en la diluciéon 1:5 en ambos aislados
(Figura 4).

En el segundo experimento se recomprobaron las
diferencias encontradas entre cultivares para la dilucion
1:5y se observé que cuando aumento la concentracion
del agente selectivo se incrementd el porcentaje de
yemas afectadas, inclusive en el cultivar resistente
(Tabla 1). Por ello se decidié tomar la dilucion 1:5 como
la concentracion minima indispensable para diferenciar
a nivel de yemas estos cultivares y tomarla como base
para el desarrollo de la seleccion in vitro ya que se
lograron porcentajes de mortalidad de 68% .

Porcentaje de mortalidad (%)
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Con estos estudios se demostré que es posible la
diferenciacion entre cultivares de Musa cuando son
expuestos al filtrado de cultivo de P. fijiensis, lo que
abre el camino para el desarrollo de una metodologia
de seleccion que permita obtener somaclones o
mutantes resistentes a las toxinas del hongo para su
posterior evaluacién de la resistencia a la enfermedad
en experimentos en condiciones de campo.

Varios autores han logrado establecer diferencias
entre cultivares, en cuanto a su respuesta a la
Sigatoka negra. Entre ellos Mourichon et al. (1987)
quienes realizaron inoculaciones en hojas de plantas
in vitro de tres cultivares diferentes utilizando conidios.
Estos presentaron diferente respuesta al ataque del
hongo a partir de los 38 dias de iniciado el
experimento.

El desarrollo de metodologias de seleccion temprana
de cultivares de Musa con resistencia a Sigatoka
negra es una prioridad de trabajo resaltada por varios
autores para garantizar mayores posibilidades de
éxito en los programas de mejoramiento genético de
bananos (Frison et al., 1997; Leiva, 1998; Alvarado et
al., 2003).
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Figura 4. Efecto de las diluciones del filtrado de cultivo de P. fijiensis Morelet sobre el porcentaje de mortalidad de las
yemas adventicias en dos cultivares de Musa a los 30 dias de cultivo.

Tabla 1. Comportamiento del crecimiento y la mortalidad de yemas adventicias de Pellipita y Gran Enano en diferentes

diluciones del filtrado de cultivo de Pfijiensis.

Evaluacion Concentraciones Gran Enano Pellipita

viv
% Crecimiento control 100a 100a

1:10 88a 100a
1:5 32b 95 a
1:3 16 b 60 a

% Necrosis control 0 0
1:10 12 0
1:5 68 5
1:3 84 40

Para la variable Porcentaje de crecimiento, medias con letras no comunes en una
misma fila difieren segun la prueba de Duncan para p< 0.05.



CONCLUSIONES

Cuando se expusieron yemas adventicias del
cultivar Pellipita (resistente) y Gran enano
(susceptible), al cultivo filtrado de P. fijiensis
Morelet. se observé un efecto diferencial entre
ellos.

El medio de cultivo M-1-D no influy6é negativamente
sobre el crecimiento de los explantes de ambos
cultivares para las diluciones estudiadas.

Se encontraron diferencias cuando se utilizaron
los filtrados de cultivo provenientes de las cepas
C-19y C-21 no siendo asi para la cepa C-27.

La concentracion minima efectiva del extracto a la
cual se logré diferenciar estadisticamente los
cultivares fue la dilucién 1:5.
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