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RESUMEN

Con el propdsito de relacionar el ataque de
la Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis) con
las tasas fotosintética y de transpiracion foliares,
se sembraron rebrotes del tercer ciclo de produc-
cion de una plantacidon del cv. Valery en potes
plasticos de 4 litros. Las plantas se mantuvieron
dentro de un invernadero a humedad relativa y
temperatura del 90% y 27°C, respectivamente.
Al emitir 6 hojas, las 4 mas jovenes fueron ino-
culadas con conidios de M. fijiensis a partir de
cultivos monosporicos de aislamientos silvestres.
Dos riegos diarios por aspersion mantuvieron
una pelicula de agua sobre las hojas. Se aplicod
una suspension de 150000 conidios ml! sobre
el envés de las hojas utilizando un aerdgrafo, en
2 fechas con un intervalo de 30 dias entre ellas,
para obtener diferentes grados de severidad y
estadios de la enfermedad en hojas de diferen-
tes edades. Tanto la determinacion visual del
porcentaje de severidad como la del estadio de
desarrollo de la enfermedad, fueron llevadas a
cabo en los 6,25 cm? del area foliar cubierta por
la cubeta del medidor infrarrojo de gases, utili-
zado para determinar las tasas fotosintéticas y
transpiratorias foliares. La tasa fotosintética neta
foliar (Fn; gmoles de CO, reducidos por m? s1)
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ABSTRACT
Black sigatoka (Mycosphaerella
fijiensis) effect on banana (Musa sp.

AAA, cv. Valery) leaf photosynthesis and
transpiration. With the aim of relating Black
sigatoka (Mycosphaerella fijiensis) attack to
leaf photosynthetic and transpiration rates,
suckers from a third production cycle cv. Valery
plantation were planted in 4-liter plastic pots.
Plants were kept in a greenhouse at 90% relative
humidity and 27°C. When 6 leaves were emitted,
the 4 youngest leaves were inoculated with
M. fijiensis conidiospores coming from a wild
type monosporic culture. Two daily sprinkler
irrigations produced a film of water covering
leaves. A 150000 conidia ml"' suspension was
applied on abaxial leaf surfaces using an air-
brush 2 times, 30 days apart, to obtain different
severity grades and symptoms of the disease
in leaves of different ages. Both visual severity
percentages, as well as disease development
stage determinations, were carried out on the
6.25 cm? leaf area covered by the infrared
gas analyzer leaf chamber, used to determine
photosynthetic and transpiration leaf rates. Leaf
net photosynthetic rate (Pn; ymol CO, reduced
by m? s!) declined as both severity percentages
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decay6 con el incremento del porcentaje de seve-
ridad (Fn=-0,1517 x+6,845; R2=0,72) y el estadio
de la enfermedad (Fn=-1,62 x+8,36; R2=0,60). El
impacto del patdgeno sobre la tasa transpiratoria
foliar (E; mmoles de agua m? s) fue relativa-
mente menor, como lo mostrd la regresion de
E contra el porcentaje de severidad (E=-0,0122
x+2,429; R?=0,11).

INTRODUCCION

La Sigatoka negra, enfermedad causada
por el hongo ascomicete Mycosphaerella fijien-
sis, es el principal problema fitopatologico del
cultivo del banano y el platano en América, Asia
y Africa (Carlier et al. 2000, Lepoivre et al.
2003, Marin et al. 2003). Debido a sus carac-
teristicas biologicas de mayor produccion de
ascosporas, mayor niimero de ciclos sexuales por
afo y una tasa elevada de colonizacion de tejidos,
la Sigatoka negra logra rapidamente predominar
sobre otras enfermedades foliares del banano
menos agresivas (Romero 2003). En Costa Rica,
los costos del combate de la enfermedad pueden
alcanzar los $1500 h!' afio! y amenazan seria-
mente la competitividad de la industria (Jones
2003). La Sigatoka negra deteriora el area foliar
de la planta, retrasa la floraciéon y la cosecha y
reduce tanto el llenado del racimo como la vida
verde de la fruta (Craenen y Ortiz 2003).

A diferencia de la respiracion, la tasa de
fotosintesis aparente, generalmente decrece en
las hojas infectadas (Daly 1976). Las esporas de
Mycosphaerella fijiensis germinan especialmen-
te sobre la superficie abaxial de las hojas, pene-
tran con sus hifas los estomas e inician con ello
un proceso rapido de colonizacion del mesofilo
foliar en los genotipos susceptibles (Meredith y
Laurence 1970). La penetracion mecéanica del
ostiolo por parte del hongo compromete el pro-
ceso de la fotosintesis al reducir la conductividad
estomatica de la cual depende la tasa fotosintética
(Belalcazar y Merchan 1991). Esta via de entra-
da de M. fijiensis a las hojas ocurre aun en los
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(Pn=-0,1517x+6,845; R?=0,72) and disease
stage increased (Pn=-1.62x+8.36; R2=0.60).
Pathogen impact on leaf transpiration rate (E;
mmoles water m? s!) was relativity lower, as
regression of E against severity percentage
showed (E=-0,0122x+2,429; R?>=0,11).

cultivares que muestran una alta resistencia a la
enfermedad (Lepoivre ef al. 2003).

En las enfermedades foliares, cada uno
de los procesos que gobiernan el flujo de carbo-
no vegetal (fotosintesis, respiracion, transporte)
pueden ser afectados, con el resultado final de
favorecer la economia del carbono del parasito
involucrado (Daly 1976). Adicionalmente, se ha
argumentado que M. fijiensis produce una toxina
que afecta a la planta (Molina y Krausz 1989).
Sin embargo, no existe evidencia experimental
acerca del rol de estos metabolitos del hongo, y su
efecto es considerado secundario en el contexto
de esta patogénesis (Lepoivre et al. 2003).

La informacion disponible acerca del efec-
to de la Sigatoka negra sobre la tasa fotosintética
foliar es escasa. El objetivo de la presente inves-
tigacion consistid en relacionar cuantitativamente
y bajo condiciones controladas, el desarrollo de
los sintomas de la Sigatoka negra con las tasas de
fotosintesis y transpiracion foliares. El conoci-
miento de esta relacion podria contribuir a mejo-
rar la estrategia de combate de la enfermedad en
el futuro y a dilucidar la relacion hospedero-pato6-
geno, un conocimiento necesario para la selec-
cion racional de genotipos resistentes (Lepoivre
et al. 2003, Simmonds y Smartt 1999).

MATERIALES Y METODOS
Sitio y material experimental

El ensayo se llevod a cabo en un inverna-
dero de la Universidad de Costa Rica (Turrialba,
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9° 53’ N 83° 38’ O, a 646 msnm) bajo iluminacion
natural y condiciones controladas de humedad
relativa (80-100%), riego (2 aspersiones diarias)
y temperatura (25-27°C) con ayuda de un aire
acondicionado y un equipo de riego por aspersion
regulado por un “timer”. Las 30 plantas utilizadas
se obtuvieron a partir de rebrotes apicales unifor-
mes, de 0,5 kg en promedio, provenientes del ter-
cer ciclo de produccion de una plantacion del cv.
Valery propiedad del Centro de Investigaciones
Agricolas de CORBANA. Los rebrotes se sem-
braron en potes plasticos de 4,0 1 que contenian
suelo de textura franca y recibieron riegos diarios
para restaurar periddicamente la condicion de
capacidad de campo del suelo. Las plantas fueron
fertilizadas a la siembra con 20 g pote’! de la
formula 10-30-10 y con 20 g adicionales de urea
2 meses después de la siembra.

Origen y manejo del inoculo

Cuando las plantas emitieron 6 hojas en el
invernadero, las 4 hojas mas jovenes fueron ino-
culadas a partir de cultivos monosporicos de una
poblacion silvestre de M. fijiensis proveniente de
San Carlos, Alajuela. La produccion de conidios
siguid la metodologia propuesta por Mourichon et
al. 1987. Esta consistid en descargar ascosporas a
partir de material afectado por la Sigatoka negra
tras un periodo de incubacion de 72 h, uniendo
secciones de tejido foliar a trozos de papel bond
blanco y sumergiéndolas por 5 min en agua des-
tilada. Posteriormente, cada trozo de papel con el
tejido se colocd sobre la cara inferior de la tapa
de los platos de Petri con el haz orientado hacia
el agar-agua al 2,5% que contenian los platos,
durante 30 min. Las ascosporas asi descargadas
sobre la superficie del medio fueron incubadas
por 24 h a temperatura ambiente para facilitar
su germinacion. Con ayuda de un estereoscopio
y una microaguja las esporas germinadas fueron
trasladadas a un medio Agar-V8 modificado (180
ml de jugo V8, 2 g de CaCO3, 20 g de agar y 820
ml de agua 1"). Los platos se incubaron a una
temperatura de 25 a 27 °C y bajo luz continua
durante un periodo de 12 a 20 dias. Transcurrido
ese tiempo, las esporas habian formado un estroma

esférico que fue dividido y trozos pequenos del
mismo colocados en platos de Petri con el medio
V8 durante 12 dias bajo las mismas condiciones
de temperatura y luz mencionadas anteriormente.
Después de 12 dias, 10 gotas con una suspension
de conidios (Tween al 0,05%) procedentes de las
colonias, formadas a partir de los trozos de mice-
lio, fueron aplicadas a platos de Petri con el medio
agar V8, los cuales se mantuvieron durante 10-12
dfas con luz continua y a temperatura ambiente
(20-23°C). Posteriormente, se inundaron los platos
con 10 ml de Tween al 0,05% y se rasparon suave-
mente con un pincel de pelo de camello para des-
prender los conidios necesarios para inocular las
hojas. La concentracion de conidios por mililitro
se calcul6 con ayuda de un hematocimetro. No se
llevo a cabo un proceso de filtracion y, por lo tanto,
también hubo partes de micelio en la suspension.
Este paso concluy6 la produccion de los conidios
necesarios para la inoculacion de las plantas.

Inoculacion de las plantas y determinacion
de las variables de respuesta

Para garantizar la inoculacion, se aplicod
una suspension de 150.000 conidios ml! sobre el
envés de las 4 hojas méas jovenes de las 30 plantas
utilizando un aerografo (Hobby Sagola, modelo
Badger 250), con el que se dispar6 la suspension
en forma de microgotas a presion constante. La
inoculacion de las plantas se realizd en 2 fechas
separadas por un intervalo de 30 dias en las 4
hojas; para obtener una gradiente de severidad,
sobre la cual determinar el intercambio de gases
bajo las condiciones estables impuestas por el
invernadero. Tanto la determinacidén visual del
porcentaje de severidad como la del estadio de
desarrollo de la enfermedad (conforme a la escala
de Meredith y Laurence 1969) fueron llevadas
a cabo en los 6,25 cm? del area foliar cubierta
por la cubeta del medidor infrarrojo de gases
(Leaf Chamber Analizer, modelo LCA4, Advan-
ced Development Company, Inglaterra), utilizado
para determinar el intercambio de gases, con-
cretamente, la tasa fotosintética foliar (xmoles
de CO, fijados m? s7) y la tasa transpiratoria
(moles de agua transpirados m? s™!). Este equipo fue
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calibrado conforme a las especificaciones del fabri-
cante. En todos los casos, la cubeta se coloco en la
seccion media del semilimbo izquierdo de las hojas,
sin modificar su posicion, en hojas de diferentes
edades pero que mostraban una misma severidad.
En las 2 fechas, las mediciones de fotosintesis y
transpiracion se llevaron a cabo entre las 8 y 10 a.m.
Cada punto de observacion en las hojas fue medido
un minimo de 2 veces en cada una de las 2 fechas.
Los datos fueron registrados con el acumulador de
datos del instrumento tras un minimo de 45 segun-
dos de estabilizacion en 2 fechas espaciadas 10 dias
entre si y analizados con ayuda del procedimiento
Reg del programa SAS v8.1. No se empled un dise-
fio experimental con tratamientos.

RESULTADOS

Los primeros sintomas de la enfermedad y
las primeras manchas comenzaron a ser eviden-
tes entre los 10 y 14 dias y a los 25 dfas después
de realizada la inoculacidn, respectivamente.
La radiacion fotosintéticamente activa incidente
sobre las hojas fue, en promedio de 942 (s=1)
y 227 (s=102) pmoles m? s en la primera y
segunda medicion, respectivamente. Como mues-
tra la figura la, la tasa fotosintética neta foliar
(Fn) decayd con el incremento de la severidad y
alcanz6 valores inferiores a cero a partir del 45%.
El mismo comportamiento fue hallado al regre-
sionar la fotosintesis neta contra el estadio de la
enfermedad, obteniéndose valores negativos de
fotosintesis neta por encima del estadio 5 de seve-
ridad (Figura 1b). El impacto de la enfermedad
sobre la tasa transpiratoria (E) fue relativamente
menor, como lo mostr6 la regresion de la tasa
transpiratoria contra el porcentaje de severidad
(Figura 2). Todos estos modelos de regresion
lineal (P >F=0,001) y sus respectivos parametros
resultaron significativos (P >t=0,0001).

DISCUSION

El éxito de un parasito hemibiotrofico
como Mycosphaerella fijiensis depende de su
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capacidad para crear una economia del carbono
favorable para su crecimiento y esporulacion
(Daly 1976). El patdogeno logra este objetivo
modificando el patréon de transporte de fotoasi-
milados y transformando el tejido invadido en un
sumidero. Sin embargo, en este proceso de apro-
piaciéon de fotoasimilados, el patogeno destruye
tejido fotosintético (Meredith y Laurence 1970),
provoca el aumento de la tasa respiratoria foliar
(Daly 1976) y reduce la conductividad estomatica
(Belalcazar y Merchan 1991), todo lo cual contri-
buye a explicar la caida de la Fn y E observadas
(Figuras 1y 2). La menor caida relativa de E con
respecto a Fn, en funcion del porcentaje de seve-
ridad (-0,012 y -0,152, respectivamente), sugiere
que el aumento de la resistencia a la salida del
agua por los estomas, como consecuencia de la
presencia de las hifas del hongo, es pequeno y que
la respiracion inducida por el patdgeno, probable-
mente afecta el balance de carbono y, por ende, a
la Fn. Ademas, como consecuencia de su diferen-
te masa, las moléculas de agua se desplazan 1,6
veces mas rapido que las de CO, a través del aire
(Taiz y Zeiger 2002), por lo que una reduccion
de la conductividad estomatica siempre afectara
en mayor medida a la tasa fotosintética que a la
transpiratoria.

En el caso particular del banano, los cul-
tivares con alta resistencia a M. fijiensis son
precisamente aquellos con los genes necesarios
para provocar una muerte celular programada
(Craenen y Ortiz 2003), que impide al hongo
apropiarse de los fotoasimilados de un area cre-
ciente de tejido foliar por colapso del transporte
simplastico. La mayor respiracion de los tejidos
foliares también provoca una reduccion de su
fotosintesis neta. Generalmente, se ha conside-
rado que el aumento de la respiracion esta direc-
tamente ligado con la expresion de resistencia a
enfermedades; esto debido a que los tejidos que
muestran una respuesta hipersensible poseen una
mayor actividad de las oxidasas y peroxidasas
que liberan carbono ya fijado.

Consecuentemente, el ataque del patogeno
reduce la proporcion de fotoasimilados disponi-
bles para la planta y, por ende, su crecimiento y

produccion de area foliar decaen. En general, se
establece para cada variedad y condicion ecofi-
siologica un nimero minimo de hojas necesarias
para garantizar un rendimiento (Robinson et al.
1992) y una vida verde de la fruta aceptable (Sto-
ver 1980). La retroalimentacion positiva que exis-
te entre la radiacion interceptada, el crecimiento
del cultivo y la formacion del area foliar durante
el estado de crecimiento vegetativo (Blackman
1919), probablemente agrava el efecto negativo de
la enfermedad sobre la economia del carbono del
cultivo, al aumentarse la demanda simultanea de
fotoasimilados por parte de varios sumideros.

Aparte del aumento de la resistencia al
paso del CO, impuesto por la obstruccion parcial
de los ostiolos con hifas del hongo (Belalcazar y
Merchan 1991), la caida de la tasa fotosintética
foliar en funcion del porcentaje de severidad
de la Sigatoka negra (Figura 1), probablemente
es consecuencia del aumento de la respiracion
foliar, debida al costo energético que representa
la defensa de la planta contra el patogeno, efecto
que se acent@ia con la produccidn de estructuras
reproductivas por parte del hongo (Arauz 1998).
Adicionalmente, los patogenos pueden reducir
la cantidad de la ribulosa bifosfato carboxilasa
oxidasa (Rubisco), destruir la cadena transporta-
dora de electrones, alterar las relaciones hidricas
foliares y consumir directamente proteinas y
carbohidratos (Daly 1976, Taiz y Zeiger 2002).
Todo lo anterior también contribuye a explicar la
caida de la Fn observada conforme aumento6 la
severidad de la Sigatoka negra.

Las regresiones halladas podrian resul-
tar Gtiles como punto de partida en el disefio
de umbrales y estrategias de monitoreo de la
enfermedad. No obstante, para ello seria indis-
pensable avanzar en la cuantificacion del efecto
de la severidad de la enfermedad sobre la Fn
en condiciones de campo y en plantas adultas
representativas de diferentes estados fenologicos.
Puesto que los estudios acerca de los mecanis-
mos de resistencia del género Musa a M. fijiensis
han evidenciado correlaciones negativas entre el
tiempo de incubacion y la densidad estomatica
abaxial en poliploides, y correlaciones positivas
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entre la acumulacion de cera epicuticular y el
tiempo de incubacion tanto en hibridos diploi-
des como poliploides (Craenen y Ortiz 2003),
también convendria evaluar la tasa fotosintética
foliar en una gama amplia de genotipos con
diferencias en cuanto a esas caracteristicas. Ese
trabajo ampliaria la efectividad de un programa
de mejoramiento genético que, como lo indican
Simmonds y Smartt 1999, siempre debe basarse
en un conocimiento profundo de la relacion hos-
pedero-patogeno.
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