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RESUMEN

El rayado negro de la hoja (Mycosphaerella fijiensis Morelet) es la principal enfermedad foliar que afecta el
cultivo de bananos y platanos. Uno de los posibles mecanismos de resistencia es la respuesta de tipo
hipersensible observada en ‘Calcutta 4’ (Musa AA) que involucra la formacién de especies reactivas de
oxigeno. Con el objetivo de determinar el efecto de H,0, sobre el crecimiento in vitro de un aislado cubano de
M. fijiensis CCIBP-Pf-83, se probaron varias concentraciones adicionadas al medio de cultivo PDB
Transcurridos siete dias de incubacién se determiné la masa seca del micelio. Se comprobé que con 30
mmol I* de H,0,en el medio decultivo se estimulo el crecimiento del micelio y con 50 a 100 mmol I se
redujo. Los resultados aportan elementos para la comprension de las interacciones planta-patégeno en este
patosistema.
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ABSTRACT

Black leaf streak disease (Mycosphaerella fijiensis Morelet) is the main foliar disease of bananas and
plantain. One of the possible mechanisms of resistance is the hypersensitive response observed in
‘Calcutta 4’ (Musa AA) that involves the formation of reactive oxygen species. In order to determine the
effect of H,O, on the in vitro growth of M. fijiensis Cuban isolate CCIBP-Pf-83, several concentrations
added to a culture medium PDB were tested. After seven days of incubation the mycelial dry weight was
determined. It was found that with 30 mmol I'* H,O, in the culture medium, mycelial growth was stimulated
and with 50 up to 100 mmol I it decreased. The results provide elements for understanding plant-
pathogen interactions in this pathosystem.
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INTRODUCCION Algunas de las posibles fuentes de
resistencia encontradas en Musa a M.
fijiensis incluyen acumulacién de

compuestos como fenilfenalenonas,

El Rayado negro de la hoja (Sigatoka negra)
es una de las enfermedades de mayor

importancia para el cultivo de bananos y
platanos (Carlier et al., 2000). Esta es
ocasionada por el hongo hemibiotréfico
Mycosphaerella fijiensis Morelet.

El control de la enfermedad resulta dificil
(Orozco-Santos et al., 2013). El empleo de
cultivares resistentes es la medida de control
mas efectiva, sin embargo hasta el momento
los cultivares de mejor aceptacién por la
poblaciéon (bananos con genomas AAA y
algunos AAB y platanos del grupo AAB), resultan
susceptibles o con resistencia parcial a M.
fijiensis (Churchill, 2010).

felanononay perinaftenonas (Otalvaro et al.,
2007; Hidalgo et al., 2009), asi como se ha
descrito una respuesta similar a la respuesta
hipersensible (RH) en el cultivar resistente
‘Calcutta 4 (Musa AA) (Cavalcante et al.,
2011; Torres et al., 2012).

Teniendo en cuenta que entre los factores
involucrados en una RH, se encuentra la
acumulacion de especies reactivas de
oxigeno, es de interés determinar el efecto
del peréxido de hidrogeno sobre el
crecimiento in vitro de un aislado cubano de
M. fijiensis (CCIBP-Pf-83).
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MATERIALES Y METODOS

Se empled el aislado de M. fijiensis (CCIBP-
Pf-83) perteneciente a la Colecién de Cultivos
Microbianos del Instituto de Biotecnologia de las
plantas (IBP). Este fue obtenido de hojas del
cultivar ‘Grande naine’ (Musa AAA), con
sintomas caracteristicos de la enfermedad del
rayado negro de la hoja. Este aislado ha sido
caracterizado sobre la base de su agresividad,
caracteres culturales, morfolégicos vy
moleculares (Cruz et al., 2004; Leiva-Mora et
al., 2014). El aislado CCIBP-Pf-83 se ha
empleado en estudios previos de interaccion
de M. fijiensis con Musa spp. cv. ‘Grande naine’
(AAA) y ‘Calcutta 4’ (AA) (Portal et al., 2011).

Para determinar el efecto de H,O, sobre el
crecimiento in vitro de M. fijiensis se emple6
como inéculo una suspension micelial de un
cultivo crecido en caldo papa dextrosa (PDB)
por una semana. De este se tomaron 5.0 g de
micelio (masa fresca), se le adicion6é medio de
cultivo fresco y se prepar6 una suspension de
micelio con un homogeneizador Ultra Turrax
T25 (Rose Scientific Ltd., Canada) durante
1 min. Con esta suspension se inocularon
Erlenmeyer de 100 ml de capacidad que
contenian 50 ml de PDB y diferentes
concentraciones de H,0, (0, 30, 50, 75, 85y
100 mmol I'Y). Cada Erlenmeyer contenia
aproximadamente 250 mg de micelio. Se
utilizaron tres réplicas por tratamiento y el
experimento se repitid tres veces.

Los cultivos del hongo se incubaron en agitador
orbital a 120 rpm, en la oscuridad y 28°C por
una semana. Al cabo del tiempo, se
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describieron los caracteres culturales del
micelio y se separé por filtraciébn con papel de
filtro Whatman 1 (125 mm). Posteriormente,
se determiné la masa seca del micelio (g) en
cada tratamiento. Para ello, el micelio se sec6
a 60°C hasta obtener un peso constante
(aproximadamente 40 h).

Para el andlisis estadistico de los datos se
empled el programa SPSS Statistics version
18.00. Previa comprobacién del no
cumplimiento de los supuestos de normalidad
y homogeneidad de varianzas se emplearon
las pruebas de Kruskal Wallis y Mann-Whitney
para la comparacion de las medias entre
tratamientos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del experimento demostraron
que el H,0O, influyé en el crecimiento in vitro del
aislado cubano M. fijiensis CCIBP-Pf-83. Se
observaron cambios en la coloracion del micelio
a partir de 75 mmol I%, con pérdida de la
pigmentacion (Figural).

Los resultados de las determinaciones de la
masa seca del micelio, mostraron
variaciones en en el crecimiento del micelio
en medio de cultivo PDB con diferentes
concentraciones de H,O, (Figura 2). Al
adicionar 30 mmol I'* de H,O, se incremento
significativamente el crecimiento. Sin
embargo, a partir de 50 mmol I, se produjo
una reduccién significativa, que para esta
concentracion fue de un 35.42%. El sucesivo
incremento de las concentraciones de H.0

272!
redujo aln mas el crecimiento de M.fijiensis.

Figura 1. Cultivo de M. fijiensis crecido por una semana en medio de cultivo liquido PDB
con diferentes concentraciones de H,O, afiadido al medio. Los nimeros indican las
concentraciones de 30, 50, 75, 85, 100 mmol I* de H,0,,.
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Figura 2. Efecto del H,O,sobre el crecimiento in vitro de M. fijiensis. Letras
diferentes sobre barras indican diferencias significativas entre las medias
segun la prueba de Kruskal Wallis/Mann-Whitney para p< 0.05.

Estudios realizados en varias especies de
hongos fitopatégenos, han mostrado tres
respuestas diferentes en cuanto a la capacidad
de crecimiento del micelio frente a
concentraciones de H,O, entre 10° a 10° M,
incluidas las especies que contienen melanina
Alternaria alternata y Cladosporium
cladosporioides. Los tipos de respuesta fueron:
1) crecimiento constante entre 10° a 10* M de
H,O, y decrece el crecimiento a partir de 10
M; 2) decrecimiento constate cuando se
incrementan las concentraciones de H,0, y 3)
incremento del crecimiento del micelio en
concentraciones entre 107 a 10° M (lvanova et
al., 2005). Estas respuestas no fueron
observadas de igual forma en este experimento
a las concentraciones empleadas (102M).

Para el caso del aislado CCIBP-Pf-83 la
presencia de 30 mmol I* (3.10°M) de H,O,
representd un estimulo para el crecimiento en
las condiciones del experimento, contrastando
con la reduccion del crecimiento observado a
partir de 50 mmol I (5.102M). Aunque no se
tienen referencias exactas de las
concentraciones de peréxido que se producen
en cultivares de banano resistentes y
susceptibles a M. fijiensis durante la
interaccion, si es conocido que la respuesta
del cultivar resistente ‘Calcutta 4’ genera
especies reactivas de oxigeno anticipadamente
y en mayor magnitud con respecto al cultivar
susceptible ‘Grande naine’ (Sanchez-Garcia et
al., 2010; Mendoza, 2013). Los resultados de

este experimento in vitro, salvando las
diferencias con las condiciones in vivo, dan una
idea de la necesidad de generar por la planta
concentraciones iguales o superiores a los 50
mmol I H,0, en el tejido foliar en contacto con
el hongo, para limitar su crecimiento durante el
proceso de colonizacién. Por otro lado, aquellos
cultivares que generen concentraciones iguales
o proximas a los 30 mmol I de H,O, pudieran
tener consecuencias peores en el desarrollo
de la enfermedad porque podrian estimular el
crecimiento.

Comparando los resultados con un estudio
similar de un aislado mexicano de M. fijiensis
realizado por Beltran-Garcia et al. (2009), el
aislado cubano CCIBP-Pf-83 sufre una mayor
reduccion del crecimiento a partir de la
concentracion de 50 mmol I* de H,O,. Segin
Beltran-Garcia et al. (2009), el aislado empleado
provenia de un campo de banana donde los
fungicidas son extensivamente usados,
desarrollando un mecanismo de adaptacién
gue le permite mayor resistencia a los efectos
del H,0, Contrariamente, CCIBP-Pf-83 fue
aislado de una pequefia parcela, donde no se
aplican fungicidas, aunque en Cuba las
aplicaciones de fungicidas para la Sigatoka
negra, son consideradas bajas.

Este estudio permitié determinar el efecto del
peréxido de hidrégeno sobre el crecimiento in
vitro de un aislado cubano de M. fijiensis
CCIBP-Pf-83 y contribuye a brindar un analisis
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mas integrador de los resultados obtenidos en
los estudios de la interaccién con Musa donde
se ha utilizado. Sin lugar a dudas, abre nuevas
interrogantes para un fenémeno tan complejo
como la interaccion Musa spp.-M. fijiensis.
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