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Resumen

Esta investigacion tuvo como objetivos determinar la influencia de calcio, cobre y boro sobre los
parametros de crecimiento, a nivel in vitro, de plantas de banano y su comportamiento en el desarrollo
de la Sigatoka negra. Para el estudio se disefiaron ocho tratamientos con diferentes combinaciones y
concentraciones de los tres elementos en estudio, a partir de los cuales se prepararon los medios de
cultivo, en los que fueron sembrados los propagulos. Se empled un testigo constituido por el medio MS
comercial. Se evaluaron semanalmente los diferentes parametros agronémicos de las vitroplantulas,
durante 45 dias. Posteriormente, se tomaron discos de hojas y se realizaron inoculaciones dirigidas con
conidias y con concentrado crudo toxico de M. fijiensis, evaluandose los dafios. En los analisis
estadisticos se observé diferencias estadisticas entre los tratamientos y el control al evaluarse los
diferentes parametros agronémicos estudiados. Las evaluaciones realizadas con conidias no
presentaron diferencias estadisticas a pesar de que los tratamientos (T3, T4, T5, T6, T7 y T8),
presentaron menor grado de infeccion. En las muestras inoculadas con concentrado crudo toxico se
reflejaron diferencias estadisticas entre los tratamientos y el control. Se puso en evidencia un menor
grado de infeccién en muestras tratadas con la combinacion de los tres elementos a mayor concentracién
(T8).
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Abstract

This study had as its objectives to determine the influence of calcium, copper and boron on growth
parameters, in vitro of banana plants and their behavior in the development of black Sigatoka. For the
study, eight treatments were designed with different combinations and concentrations of the three
elements under study. From these treatments, the culture medium were prepared. The propagules were
planted in the culture medium. Also, a control consists of the medium MS commercial. The agronomic
parameters of vitroplantulas during 45 days. Subsequently, leaf discs were inoculated with conidia and
concentrated crude toxic of M. fijiensis, damage were evaluated. In the statistical analysis showed
statistical differences between treatments and control when the agronomic parameters were analyzed.
The evaluations performed with conidia were not statistically different despite the treatments (T3, T4, T5,
T6, T7 and T8), they presented lower levels of infection. In the samples inoculated with concentrated toxic
crude statistical differences were reflected between treatments and control. It was revealed a lower level
of infection in samples treated with the combination of three elements at a higher concentration (T8).
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1. Introduccién

El banano es una monocotiledonea del género
Musa spp originaria del sureste de Asia, desde
donde se extendi6 a diferentes partes del mundo
como consecuencia de la migracion del hombre
(1). El cultivo del banano es uno de los mas
importantes a nivel mundial, por ser el alimento
basico de millones de personas en los paises
tropicales en vias de desarrollo y constituye una
importante fuente de ingreso para los mercados
locales e internacionales, (7). En la economia
ecuatoriana la produccion bananera juega un
papel relevante, ya que representa el segundo
rubro en importancia econdémica después del
petrdleo. El Ecuador cuenta con un darea
aproximada de 180,000 hectireas que producen
un volumen de exportacion de 4, 772,413 T™
(10). Entre las diversas enfermedades que afectan
este cultivo, la Sigatoka negra es una de las mas
importantes a nivel mundial; es causada por el
hongo Mycosphaerella fijiensis Morelet, que
afecta el area foliar del cultivo, ocasionando
elevadas pérdidas economicas.

Tradicionalmente, la principal estrategia de
control de problemas fitosanitarios en los cultivos
ha sido el control quimico. El banano no es la
excepcion, y problemas sanitarios como la
Sigatoka negra han incrementado notablemente el
uso de quimicos (4) y sus consecuencias
desfavorables. Es por ello que resulta necesario
profundizar en investigaciones que permitan
entender mecanismos naturales de resistencia a la
enfermedad (17). Debido a que los nutrientes
minerales actiian directa o indirectamente sobre
las funciones fisiologicas o forman parte de las
estructuras de crecimiento y de reproduccion (1),
el estudio de la nutricion mineral con elementos
como calcio, cobre, y boro es importante para
verificar coémo éstos nutrientes ayudan al
fortalecimiento de la célula asistiendo como
mecanismos de defensa en las plantas. Este es un
factor que influye no solo en términos de aumento
de la  produccion, como se analiza
frecuentemente, sino que ademas interviene en la
calidad de los productos y en la tolerancia de las
plantas al ataque de plagas y enfermedades.

Con estos antecedentes, la hipétesis de este
trabajo fue la siguiente: “Los elementos calcio,
cobre, y boro intervienen en el crecimiento de
plantas de banano reproducidas in-vitro e inciden
en la respuesta a inoculaciones dirigidas de M.
fijiensis”. Para comprobar esta hipdtesis nuestros
objetivos de trabajo fueron los siguientes:

2. Objetivos
2.1 Objetivo General

e Determinar la influencia de Ilos
nutrientes calcio, cobre y boro en el
fortalecimiento de plantas de banano de
la variedad Williams micropropagadas
para inducir resistencia mecanica al
ataque de M. fijiensis Morelet.

2.2 Objetivos Especificos

e Evaluar el efecto de combinaciones y
concentraciones de calcio, cobre y boro
sobre parametros de crecimiento, a nivel
in vitro, de plantulas de banano
(Cavendish, variedad Williams).

e  Monitorear los sintomas producidos por
la inoculacion dirigida de estructuras
asexuales del M, fijiensis sobre tejido
foliar de plantulas de banano, variedad
Williams, tratadas con diferentes
combinaciones y concentraciones de
calcio, cobre y boro.

e Determinar los dafios causados por la
inoculaciéon del concentrado crudo
toxico de M, fijiensis sobre tejido foliar
de plantulas de banano, variedad
Williams, tratadas con  diferentes
combinaciones y concentraciones de
calcio, cobre y boro.

3. Materiales y Métodos

El presente trabajo de investigacion se
desarrolld en los laboratorios del Centro de
Investigaciones Biotecnologicas del Ecuador
(CIBE) de la Escuela Superior Politécnica del
Litoral (ESPOL), ubicado en el Campus
Politécnico Gustavo Galindo, en Guayaquil.

3.1 Efecto de las diferentes
concentraciones de calcio, cobre y boro
sobre paradmetros de crecimiento de
vitroplantulas de banano de la variedad
Williams.

Se utilizaron 150 propagulos de la variedad de
banano Williams obtenidos en el laboratorio de
Biologia Celular del CIBE siguiendo los
procedimientos  estandarizados  previamente
establecidos. Una vez preparados los medios con
las diferentes concentraciones y combinaciones
de calcio, cobre y boro (Tabla 1), estos fueron
dispensados en tubos de ensayos (15 x 2.5 cm) y
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esterilizados a 121°C durante 25 minutos. Luego
de sembrar e identificar convenientemente cada
tratamiento, se los ubicO en un cuarto de
crecimiento con luz permanente, a temperatura
ambiente (Figura 1).

Tabla 1. Tratamientos estudiados

TRATAMIENTOS

T# Medio MS+ Ca, 179.8mg/L+ Cu, 0.00954 mg/L

T#2 Medio MS+ Ca, 239.8mg/L+ Cu, 0.01272 mg/L

T#3 Medio MS+ Ca, 179.8mg/L+ B, 1.62 mg/L

T#4 Medio MS+ Ca, 239.8mg/L+ B, 2.16 mg/L

T#5 Medio MS+ Cu, 0.00954mg/L+ B, 1.62 mg/L

T#5  |Medio MS+ Cu, 0.01272mg/L+ B, 2.16mg/L

T #7 Medio MS+ Ca, 179.8mg/L+ Cu, 0.00954mg/L+ B, 1.62mg/L

T #8 Medio MS+ Ca, 239.8mg/L+ Cu, 0.01272mg/L+ B, 2.16mg/L

T#9 Control medio MS sin modificar

Figura 1. Camara de crecimiento in-vitro
de plantulas de banano.

Para medir el efecto de las concentraciones de
calcio, cobre y boro en el desarrollo de las vitro-
plantulas se mantuvo el ensayo durante 45 dias.
Los parametros evaluados fueron los siguientes:

Altura de las plantas in-vitro (cm.)
Numero de hojas

Largo de hoja (cm.)

Numero de raices

Largo de la raiz principal (cm.)

Los datos se tomaron cada ocho dias, a excepcion
del largo de hoja, que se determiné al finalizar el
ensayo.

3.2 Efecto de la concentracion de calcio,
cobre y boro sobre el desarrollo de la
infecciébn por conidias y concentrado
crudo toxico de M. fijiensis en tejidos
foliares de vitro-plantulas de banano.

La obtencion de las conidias y del
concentrado crudo toxico de M. fijiensis se realizo
de acuerdo a la metodologia estandarizada por el
laboratorio de Fitopatologia del CIBE-ESPOL
(8). Para las inoculaciones se procedié a tomar
una hoja por cada observacion (15
hojas/tratamiento), las mismas que fueron

colocadas en cajas petri conteniendo medio de
conservacion de tejidos. Posteriormente se
realizaron las inoculaciones en los tejidos
foliares, depositando 25ul de la suspension
conidial a una concentracion de 3000 conidias /ml
en uno de los ensayos y 2 pl del concentrado
crudo toxico por cada muestra para el segundo
ensayo. Las cajas petri con el material inoculado
fueron colocadas en una camara de crecimiento
con condiciones de luz permanente y 25°C
temperatura (Figura 2). Las evaluaciones con
conidias se hicieron durante dos meses con toma
de datos quincenalmente. Las hojas inoculadas
con el concentrado crudo toxico fueron evaluadas
cada dos horas hasta las 48 horas.

Figura 2. Inoculaciones dirigidas con
conidias y concentrado crudo téxico de M.
fijiensis.

3.3 Analisis Estadistico

Para el andlisis de los pardmetros evaluados
durante intervalos de tiempo, se obtuvo el Area
Bajo la Curva (ABC), este es un valor calculado
para los parametros medidos en una serie de
tiempo con comportamiento monoétono creciente.
El modelo trapezoidal es el valor del calculo mas
simple y comun para obtener el ABC (Figura 3).
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Figura 3. Grafica ilustrativa del método para
el célculo del Area Bajo la Curva (ABC).
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Su calculo esta dado por:

AUC__E](Xi b Xin)/2*(tin — )

Donde:

> es la sumatoria de las areas de la integracion de
todos los trapezoides individuales desde Ia
evaluacion i=1 hasta la n-1

(n) es el numero de las evaluaciones,

(X;) es el valor del parametro en la i-ésima
evaluacion

(tir1-t;) es el intervalo de los tiempos entre dos
observaciones consecutivas.

Seguidamente se realizd el Analisis de
Varianza (ANOVA), técnica estadistica que
permiti6 identificar de manera general la
existencia de tratamientos estadisticamente
diferentes. Se empled la prueba estadistica de
Duncan para datos con distribucion probabilistica
normal y varianzas homogéneas y la prueba de
Kruskal Wallis para las variables que no
cumplian con los supuestos estadisticos, las
pruebas fueron realizadas al 5% de significancia
con la finalidad de establecer los de efectos
diferentes.

4. Resultados y Discusion

4.1, Efecto de las diferentes
concentraciones de calcio, cobre y boro
sobre parametros de crecimiento de vitro-
plantulas de la variedad de banano
Williams.

El analisis estadistico de los datos obtenidos
para el parametro altura, mostr6 una clara
diferencia del tratamiento T4 (Ca, B,),
observandose ademas, que aunque el resto de los
tratamientos no difirieron significativamente entre
si, se evidencia una tendencia similar en todos
ellos: las combinaciones que incluyeron
concentraciones medias de los elementos
estudiados (T1, T3, TS5 y T7) mostraron
promedios mayores de altura (Grafico 1). Tales
resultados pueden constituir una indicacion de la
posibilidad de lograr un mejor desarrollo de las
plantas in-vitro al emplear concentraciones
medias de los elementos estudiados en
comparacion con las concentraciones utilizadas
en el medio Murashige Skoog, (1962).

130

ALTURA DE PLANTA

2+B2)

T1 (Cal+Cul)
T2 (Ca2+Cu2)
T3 (Cal+BI)
T4 (Ca
TS (Cul+B1)
T6 (Cu2+B2)
(Cal+Cul+B1)
T§ (Ca2+Cu2+B2)
T9 (Control)

T7 (Cal+Cul+

TRATAMIENTOS

Grafico 1. Area Bajo la Curva (ABC) del
parametro altura de planta (n = 15) que crecieron
en condiciones controladas durante 45 dias. Los
tratamientos fueron aplicados en el medio base
MS, representando este el control. Barras con
iguales letras no difieren estadisticamente por la
prueba de Duncan (p>0.05).

En cuanto a los parametros foliares, se
observaron diferencias estadisticas en el niimero
de hojas entre tratamientos y el control. Se
observd un comportamiento similar entre los
tratamientos que incluyeron las combinaciones
Ca-Cu, Cu-B y Ca-Cu-B: la cantidad de hojas fue
menor cuando se evaluaron concentraciones
medias de los elementos [T1 (Ca;+Cu;), T5
(Cu;+B)) y T7 (Ca;+Cu;+By)]. Sin embargo, el
patrén observado en la combinacion Ca-B (T3 y
T4) fue inverso (Grafico 2). Los resultados
relacionados con el largo de hoja fueron
semejantes a los observados con respecto a la
altura. Las concentraciones medias de todos los
tratamientos estudiados, presentaron un mayor
largo de hoja muy similar al control, mientras que
los tratamientos con concentraciones altas
presentaron un menor desarrollo del parametro.
La mayor diferencia se evidencid6 en el
tratamiento 4 (Ca,B,), que presentd el promedio
mas bajo. (Grafico 3). La importancia de los
elementos estudiados en el desarrollo foliar ha
sido discutida previamente por Redondo, et al.
(2007) y Navarro, (2003).

TOTAL DE HOJAS

T @iscun
T2 (Cazvcuz)
T3 (Cal 1)
T4 (Ca2v2)
5 (cutbl)
6 (Cu2+B2)
7 (Cal icut By
T8 (Ca2+Cu2+B2)
 (Contol)

TRATAMIENTO'S

Gréfico 2. Area Bajo la Curva (ABC) del
parametro numero de hojas (n = 15) que
crecieron en condiciones controladas durante 45
dias. Los tratamientos fueron aplicados en el
medio base MS, representando al control. Barras
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con iguales letras no difieren estadisticamente por
la prueba de Duncan (p>0.05).

LARGO DE HOJA (cm)

T2 (Ca2+Cu2)
T3 (Cal+BI)
T4 (Ca2+B2)
TS (Cul +B1)
T6 (Cu2+B2)
T9 (Control)

S
=

T7(Cal+Cul+BI)
T8 (Ca2+Cu2+B2)

TRATAMIENTOS

Grafico 3. Parametro largo de hojas (n = 15) que
crecieron en condiciones controladas durante 45
dias. Los tratamientos fueron aplicados en el
medio base MS, representando al control. Barras
con iguales letras no difieren estadisticamente por
la prueba de Duncan (p>0.05).

En los parametros relacionados con el sistema
radical se pudo también evidenciar diferencias
estadisticas significativas entre tratamientos y
control. Los tratamientos con concentraciones
altas (T2, T4 y T6) influyeron positivamente
sobre el nimero de raices, no asi los tratamientos
con concentraciones medias de los elementos y
sus combinaciones (T1, T3 y T5). La presencia de
los tres elementos en estudio representados en los
tratamientos 7 y 8 mostraron un comportamiento
superior al resto, independientemente de la
concentracion de cada elemento (Grafico 4).

La longitud de la raiz principal fue uno de los
parametros de crecimiento con mayor diferencia
estadistica entre los tratamientos evaluados
(Grafico 5). La combinacién Ca-B fue la de
mayor diferencia entre los tratamientos: la
concentracion media de ambos elementos (T3)
presento los promedios mas elevados de longitud
de la raiz principal, mientras que los menores
promedios de longitud radical de este estudio,
fueron observados con las concentraciones altas
(T4). Un patrén similar se ha observado en los
siguientes tratamientos que incluyeron: Ca-Cu
(T1 y T2) y Ca-Cu-B (T7 y T8). La combinacion
Cu-B, sin embargo exhibid un patrén inverso,
aunque sin diferencias significativas entre los
resultados de ambos tratamientos (T5 y T6). Los
resultados obtenidos sobre la estimulacion de
raices y las diferencias de longitud de la raiz
principal muestran el efecto de los elementos
estudiados sobre el desarrolla radical en vitro-
plantulas de banano y pueden relacionarse con la
participacion de los tres elementos mencionados
en diferentes procesos metabolicos, entre ellos las
relaciones hormonales, tal como han sefialado

Rios, etal. (1999). Por otra parte, los resultados
informados por Janez, (2002) y Redondo, et al.
(2007), aunque obtenidos en condiciones
diferentes de experimentacion, son comparables a
los presentados en este trabajo.

A

. 4

TOTAL DE RAICES

TI (Cal+Cul)
T2 (Ca2+Cu2)
T3 (Cal+BI)
T4 (Ca2+B2)

5 (Cul +B1)
T6 (Cu2+B2)
17 (Cat+Cul+B1)
8 (Ca2+ Cu2+B2)
T9 (Control)

TRATAMIENTOS =

Gréfico 4. Area Bajo la Curva (ABC) del
pardmetro numero de raices (n = 15) que
crecieron en condiciones controladas durante 45
dias. Los tratamientos fueron aplicados en el
medio base MS, representando este el control.
Barras con iguales letras no difieren
estadisticamente por la prueba de Duncan
(p>0.05).

RAIZ PRINCIPAL

T2 (Ca2+Cu2)
T3 (Cal +B1)
T4 (Ca2+B2)
5 (Cul+BI)
T6 (Cu2+B2)
T8 (Ca2+Cu2+B2)
T9 (Control)

z
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Gréfico 5. Area Bajo la Curva (ABC) del
pardmetro largo de raices (n = 15) que crecieron
en condiciones controladas durante 45 dias. Los
tratamientos fueron aplicados en el medio base
Murashig Shook, representando este el control.
Barras con iguales letras no difieren
estadisticamente por la prueba de Duncan
(p>0.05).

4.2. Efecto de la concentracion de calcio,
cobre y boro sobre el desarrollo de la
infeccibn por conidias y concentrado
crudo toxico de M. fijiensis en tejidos
foliares de vitro-plantulas de banano.

Las inoculaciones dirigidas con conidias de
M. fijiensis sobre los discos de hojas de las
plantulas de banano (Figura 4) tratadas con las
combinaciones de micronutrientes y el grupo de
plantas control, no presentaron diferencias
estadisticamente significativas. Sin embargo, en
el (Grafico 6), se puede observar que los
tratamientos 1 (Ca; Cu,), 2 (Ca, Cu,), asi como el
control (T9, MS) presentaron valores mas altos de
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infeccion que los restantes. Diversos autores han
sefialado que la presencia de calcio, cobre y boro
puede disminuir el ataque de plagas vy
enfermedades en las plantas. Por otra parte,
Jiménez (2008) ha puesto de manifiesto la
interaccion existente entre la nutricion de plantas
de banano adulta y el desarrollo de la Sigatoka
negra, e inclusive el efecto directo de algunos
microelementos sobre el agente causal. Nuestros
resultados corroboran las modificaciones que
pueden ocurrir en el indice de severidad de la
infeccion de plantas de banano in vitro cuando se
varian concentraciones y combinaciones de
nutrientes, lo que refuerza los resultados
obtenidos por otros autores en evaluaciones en
invernadero y campo. También se puso de
manifiesto la factibilidad de reproducir Ia
enfermedad a nivel in-vitro  mediante
inoculaciones con conidias de manera similar a la
que se produce a nivel in-vivo. Se ratifica asi una
vez mas la importancia de esta fuente de inoculo,
tal como ha sefialado Burt, et al. (1997).

o ~ © ©

Indice de Severidad
~

L )

T1(CalCul)
T2(Ca2cu2)
T3(CalB1)
Ta(Ca2B2)
T5(CulB1)
T6(Cu2B2)
T7(CalCulB1)
T8(Ca2Cu2B2)
T9(Testigo)

Tratamientos

Gréfico 6. Mediana de los tratamientos a partir
del Area Bajo la Curva (ABC) del indice de
severidad para las inoculaciones con conidias 25
pl (3000conidias/ml) de M. fijiensis. (n = 15), bajo
condiciones controladas durante 60 dias.
Mediante pruebas no paramétricas (k-w) se
evidencia que no existen diferencias estadistica
entre los tratamientos (p>0.05).

Figura 4. Sintomas causados en los tejidos
foliares por las inoculaciones con conidias de
M. fijiensis.

En el caso de las inoculaciones con
concentrado crudo toxico de M. fijiensis, los

resultados reflejaron diferencias estadisticas entre
los tratamientos y el control (Grafico7). La
combinacion de concentraciones altas de los tres
elementos bajo estudio (T8) presentd el menor
dafio del tejido después de la inoculacion con el
concentrado crudo toxico del patdgeno,
mostrando el efecto beneficioso o protector de
esta combinacion (Figura 5). Estos resultados
corroboran que la nutricién mineral no so6lo esta
relacionada con el crecimiento y desarrollo de las
plantas, sino que un manejo adecuado de las
concentraciones y combinaciones de nutrientes,
como los estudiados en este trabajo, puede
producir un efecto de fortalecimiento en las
membranas celulares impidiendo la destruccion
de las células por factores adversos, aun cuando
se trate de plantas in vitro.

Mediana ABC
R

T3(CalB1)
T4(Ca2B2)
T5(CulB1)
T6(Cu2B2)
T9(Testigo)

a N
=1 3
o O
— N
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T7(CalCulBl)
T8(Ca2Cu2B2)

Tratamientos

Gréafico 7. Mediana de los tratamientos, a partir
del Area Bajo la Curva (ABC) de las inoculaciones
con concentrado crudo toxico (2ul) de M. fijiensis.
(n = 15), bajo condiciones controladas durante 48
horas. Mediante pruebas no paramétricas (k-w) se
evidencia que existen diferencias estadistica entre
los tratamientos (p<0.05).

Y

Figura 5. Sintomas causados en el tratamiento 8
y en el control tratamiento 9 por las inoculaciones

dirigidas con concentrado crudo toxico de M.

fijiensis.
5. Conclusiones y Perspectivas

5.1 Conclusiones

1. Se evidencido el efecto de las diferentes

concentraciones y combinaciones de los
elementos calcio, cobre y boro sobre los
parametros de desarrollo de las vitro-plantulas
de banano variedad “Williams”.

2. Las concentraciones medias de los elementos

evaluados demostraron un efecto positivo
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sobre el desarrollo del parametro altura en el
material vegetal bajo las condiciones
ensayadas.

3. Los tres elementos estudiados en
concentraciones medias y altas incrementaron
la produccion de raices en las vitro-plantulas
de banano, variedad Williams.

4. La concentracion menor de la combinacion
calcio- boro resultdé mejor para el desarrollo
de la raiz principal, mientras que la
concentracion mayor, de manera general,
influyéd negativamente en algunos de los
parametros agronomicos evaluados.

5. La combinacién de los elementos cobre y
boro, en ambas concentraciones, favorecieron
de manera similar el desarrollo del largo de
hojas.

6. El desarrollo de la Sigatoka negra en las
muestras inoculadas con conidias se vio
afectada por la combinacién y concentracion
de los tres elementos estudiados.

7. La combinacién y concentraciéon mayor de
los tres elementos bajo estudio impidio el
desarrollo de grandes lesiones producto de la
inoculacion con el concentrado crudo téxico
de M. fijiensis.

5.2 Perspectivas

1. Profundizar las investigaciones en la tematica,
tanto in-vitro como en invernadero, a través
de estudios histolégicos que permitan
determinar la contribucion de los elementos
nutricionales al desarrollo de la pared celular
vegetal en banano.

2. Realizar estudios basicos de los mecanismos y
los compuestos sintetizados por elementos
nutricionales, tales como la lignina, celulosa,
acido ribonucleico, proteinas, relaciones
hormonales, entre otros.

3. Realizar estudios en campo con el objetivo de
evaluar programas de fertilizacion con
diferentes niveles de macro y microelementos,
en materiales de Musaceas con diferente
expresion a la Sigatoka negra.
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