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RESUMEN

En el estudio se evalud el medio de desinfeccion para ob-
tener micelios in vitro de M. fijiensis, en muestras de hojas
de banano (Musa sp. AAA) recolectadas en el centro (BI)
y el lindero (Al) de la bananera, de la Hacienda El Playén,
canton Pasaje, provincia de El Oro. Para la descarga de
las ascosporas en el laboratorio se realizaron en camara
humeda cortes de hojas de 7 x 7 cm con sintomas de SN
dentro de contenedores de plasticos con capacidad de
500 mL y se incubaron por 72 horas. Las muestras de los
fragmentos se colocaron en agua destilada estéril en papel
filtro estéril para eliminar residuos de agua y con ayuda de
un escalpelo se procedid a sembrar en medio de cultivo
papa-dextrosa-agar (PDA) en cajas de Petri, selladas con
papel parafilm, luego fueron colocadas a incubar por 7, 14
y 21 dds, a una temperatura promedio de 27 °C = 2°C. El
disefio experimental fue totalmente al azar, con seis trata-
mientos y tres repeticiones, conformada cada una por 30
cajas de Petri. Se presentaron diferencias estadisticas por
efecto de los tratamientos (P<0,01) para la germinacion y
el crecimiento de los micelios. Los tratamientos T5L y T6C
(desinfeccion con agua destilada estéril + 1 minuto de in-
mersion) presentaron entre 93 y 100% de germinacion y
creimiento de micelios a los 21 dds ente 23 y 24 mm para
gararantizar un cultivo axénico.
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Mycosphaerella fijiensis, alta y baja incidencia, medios de
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ABSTRACT

The study evaluated the disinfection medium to obtain in
vitro mycelia of M. fijiensis, in samples of banana leaves
(Musa sp. AAA) collected in the center (BIl) and the bor-
der (Al) of the banana, of the Hacienda El Playon, Pasaje
canton, El Oro province. In order to unload the ascospo-
res in the laboratory, cuttings of 7 x 7 cm leaves with SN
symptoms were made in plastic containers with a capacity
of 500 mL and incubated for 72 hours. The samples of the
fragments were placed in sterile distilled water on sterile
filter paper to remove water residues and with the help of
a scalpel, they were sown in potato-dextrose-agar (PDA)
culture medium in Petri dishes, sealed with paper. parafiim,
then they were placed to incubate for 7, 14 and 21 dds, at
an average temperature of 27 ° C + 2 ° C. The experimen-
tal design was completely randomized, with six treatments
and three repetitions, each consisting of 30 Petri dishes.
Statistical differences were presented due to the effect of
the treatments (P <0.01) for the germination and growth of
the mycelia. Treatments T5L and T6C (disinfection with ste-
rile distilled water + 1 minute immersion) showed between
93 and 100% germination and mycelia growth at 21 dds
between 23 and 24 mm to guarantee an axenic culture.

Keywords:

Mycosphaerella fijiensis, high and low incidence, culture
media, mycelium.
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INTRODUCCION

Sigatoka negra (SN, Mycosphaerella fijiensis Morelet) es
una enfermedad que afecta el tejido foliar en las plan-
tas de banano (Musa AAA), reduce la fotosintesis y dis-
minuye el rendimiento del cultivo. EI control fitosanitario
se ha basado en el uso de fungicidas comerciales, entre
los mas comunes, de origen quimico estan las aminas,
triazoles, estrobilurinas, anylinopirimilinas, carboxamidas
y guanidinas (Robinson & Galan, 2012). Aunque el uso
de fungicidas, ha permitido enfrentar a la SN, este tipo
de control presenta desventajas sobre el ambiente, su-
mado a la resistencia adquirida por el patdgeno debido
a la aplicacion continua de ciertos fungicidas sistémicos,
como benzimidazoles y mas recientemente con la apari-
cion del grupo quimico de los triazoles (Cuellar, Alvarez &
Castafio, 2011).

Sigatoka negra se reproduce en forma asexual (conidios)
y sexual (ascosporas), ambas desempefian papeles im-
portantes en la propagacion de la enfermedad; ademas,
existen varios estadios que se desarrollan en las hojas,
descritos de la siguiente manera: 1) se refiere a la pre-
sencia de puntos dispersos; 2) pizca; 3) estria y el estadio
4) mancha. El control quimico de SN depende de varios
factores, el monitoreo de las hojas 3y 4 en la plantacion,
llevar registro de los datos del preaviso bioldgico, la eva-
luacién de Stover, preaviso meteoroldgico y revisar el ca-
lendario de rotacion de los diferentes grupos quimicos,
tales como: inhibidores de demetilacion (DMIs), inhibidor
mitocondrial de la respiracion celular (Qols), aminas, ani-
linopirimidinas (APs), inhibidor del proceso de succinato
deshidrogenasa (SDHI), guanidinas, N-fenilcarbamatos y
fungicidas multisitios o protectantes (Maiguashca, 2018);
no obstante, existen otras metodologias de evaluacion de
los dafios que involucran de la hoja 3 ala 5.

Quevedo, Infantes & Garcia (2018), mencionaron que
el combate quimico es la principal herramienta para el
control de SN en banano y su uso debe seguir los linea-
mientos del Comité Técnico de Resistencia a Fungicidas
(FRAC); indicaron ademas, que el riesgo a la resistencia
de los fungicidas esta determinado para cada grupo qui-
mico; por ejemplo, para inhibidores de la desmetilacion
(IDM) el riesgo es medio, para los fungicidas inhibidores
de la quinona (Qo) o estrobilurina es alto, para el grupo
aminas esta reportado como medio, las anilinipyrimidinas
(APs) es medio-alto, los fungicidas inhibidores de la suc-
cinato deshidrogenasa (SDHI, por sus siglas en inglés) es
bajo-medio y para las guanidinas hasta la fecha aun es
bajo. Por lo que, el control de SN requiere cada vez, de
mas aplicaciones de fungicidas debido a la resistencia
de este patdgeno.

En este mismo sentido, la utilizacién de fungicidas sis-
témicos y protectantes en emulsiones, 0 en mezcla con
aceite mineral, para disminuir el dafio en las hojas; au-
nado al solapamiento de los productos aplicados con
presencia de aceite mineral y ademas, las continuas

aplicaciones, sugiere un impedimento para la penetracion
de la luz solar a las hojas, lo cual afecta el contenido de
clorofila en las mismas y como consecuencia de ello, los
rendimientos del cultivo (Cervantes, Sanchez-Urdaneta &
Colmenares, 2019).

Por otro lado, Sepulveda (2016), realiz6 aislamientos mo-
nosporicos de M. fijiensis para conocer su sensibilidad
poblacional e individual a los fungicidas piraclostrobin,
epoxiconazol y tridemorf, concluyendo que la mayor sen-
sibilidad se present6 para piraclostrobin y epoxiconazole,
mientras que tridemorf presentd sensibilidad de baja a
alta simultaneamente entre los individuos. Los estudios
in vitro de M. fijiensis, permiten conocer la probabilidad
de infeccion, la velocidad de la colonizacion del hongo,
mutacion y esporulacion en plantas hospederas. Una mu-
tacion tiene una adaptacion reducida mientras que las
poblaciones con la cepa sensible se pueden establecer
como una poblacion resistente bajo seleccion. Una resis-
tencia individual (resistencia de laboratorio) se refiere al
individuo, clon, aislado o raza, bajo condiciones controla-
das que son inhibidos por la mayor concentracion aplica-
da de los fungicidas en comparacion con el tipo sensible
original (Pérez-Vicente, 2013).

Por lo antes expuesto, se evalud el medio de desinfeccion
para obtener micelios in vitro de Mycosphaerella fijiensis,
en muestras de hojas de banano (Musa sp. AAA) recolec-
tadas en el centro (Bl) y el lindero (Al) de la bananera, de
la Hacienda El Playon, canton Pasaje, provincia de El Oro.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizd durante 60 dias, en el
Laboratorio de Fitopatologia de la Universidad Técnica de
Machala (UTMACH), ubicada a 79°54'05” Oy 3°17°16” S,
a una altura de 5 msnm, en la parroquia El Cambio, can-
tén Machala, provincia de EI Oro, Ecuador.

El material vegetal fue recolectado en la Hacienda El
Playon, del cultivar de banano ‘Williams’. Las muestras de
campo, se seleccionaron a los 180 dias después de haber
aplicado los tratamientos con fungicidas en mezclas de
cuatro ciclos: Epoxiconazole + Tridemorf; Espiroxamina
+ Pirimetanil; Difeconazol + Tridemorf y Fenpropimorf +
Pirimetanil. Las muestras de hojas, tuvieron un tamafno de
40 cm de largo, con sintomas de SN (estado de mancha
5y 6), que fueron recolectadas de plantas selecciona-
das en diferentes lineas de vuelo del avién, en total se
tomaron dos muestras: una en el centro de la bananera,
codificada como bajo impacto (Bl) y la otra del lindero o
alto impacto (Al), la biomasa total de cada muestra fue de
4 kg-ha-1.

Para evaluar el desarrollo de los micelios, se confirmd la
presencia de peritecios en las muestras de hojas de ba-
nano, en el laboratorio de Fitopatologia Utmach, luego de
24 horas de almacenar las muestras en camara humeda
a temperatura de 27 °C + 2°C. Para analizar la presencia
de los peritecios, se emplearon fragmentos de hojas de 4

Volumen 3 | Nimero 3 | septiembre-diciembre, 2020
272



x 4 cm, con estadios de SN, estado de mancha 6 (figura
1A), que fueron examinadas en la cara adaxial de la hoja,
con un microscopio 6ptico, marca Amscope con aumento
de 40X, tanto para las muestras del centro y el lindero.

Para evaluar los tres medios de desinfeccion, se toma-
ron 30 fragmentos de hojas con cortes de 7 x 7 cm, con
sintomas de SN (estado de manchas 5 y 6). Todas las
muestras primero, fueron sometidas a un proceso de la-
vado con agua corriente por 1 minuto luego se procedio
a desinfectarlas con ayuda de algodon y alcohol, poste-
rior a ello los fragmentos de hojas se colocaron en agua
destilada estéril por 20 minutos, se dejaron escurrir en
papel filtro estéril para eliminar el exceso de agua. luego
se desinfectaron segun los tratamientos establecidos (ta-
bla 1) y se colocaron en 30 contenedores de plastico de
500 mL (15 fragmentos del lindero y 15 del centro, figura
1B) y se incubaron por 72 horas respectivamente en una
incubadora Incucell a una temperatura promedio de 27
°C = 2°C.

Tabla 1. Distribucion de los tratamientos segun el tipo de
desinfeccion, sitio de muestreo de hojas de banano (Al-
Bl) y tiempo, en muestras recolecadas en la Hacienda El
Playdn, parroquia La Peafia, cantdn Pasaje, provincia de
El Oro, Ecuador.

Tiempo de
Zona de . i
Trata- . L t L. inmersion
miento Desinfeccion aplicacion (minutos)
Etanol 70% e hipoclori- | .
m to de sodio al 1% Lindero 5
Etanol 70% e hipoclori-
T2 to de sodio al 1% Centro 5
Etanol 70% e hipoclori- | .
3 to de sodio al 1% Lindero 8
Etanol 70% e hipoclori-
T4 to de sodio al 1% Centro 8
15 Desinfeccion con agua Lindero y
destilada
T6 Desinfeccién con agua Centro y

destilada

Transcurrido el tiempo de incubacion (72 horas) los con-
tenedores de 500 mL, fueron llevadas a una camara de
flujo laminar marca Clean Bench y se tomaron dos frag-
mentos de hojas de 1 cm? de tamafio, luego se sumer-
gieron en agua destilada estéril. Con ayuda de un escal-
pelo esterilizado se procedid a sembrar los fragmentos
de hojas, segun el sitio de muestreo (lindero, Al y centro,
Bl) en medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA) asép-
tico, en cajas de Petri, para la siembra se seleccionaron
areas de estructuras reproductivas estadio 6 (M. fijiensis),
luego fueron selladas con papel parafiim y se llevaron a

incubacion por 7, 14 y 21 dias, respectivamente, en una
incubadora Incucell a una temperatura promedio de 27
°C = 2°C, para el registro de los datos respectivos.

Se pesaron 39 g de PDA y se colocaron en 1000 mL de
agua destilada, se agité con la ayuda de una varilla de
vidrio y se llevo a fuego hasta llegar a punto de ebullicion,
se sell6 el recipiente con una torunda de algodon y pa-
pel de aluminio, se coloco en una funda para esterilizar
y se llevd a autoclavar a 121 °C por 20 minutos. Una vez
esterilizado el medio de cultivo se llevd a la camara de
flujo laminar, para dispensar el PDA en las cajas de Petri
previamente esterilizadas, se colocaron 20 mL en cada
una ellas, dentro de la camara de flujo laminar para su
solidificacion y su posterior uso.

La identificacion de los micelios de M. fijiensis, se realizd
tomando muestras de las cajas de Petri después de 30
dias de incubacion (figura 1D) en medio de cultivo PDA,
con ayuda de un escalpelo se extrajo una muestra de mi-
celio de M. fijiensis, se coloco la muestra en un cubreob-
jeto y para mejorar la visualizacion de los tejidos se tifid
el micelio con azul de metileno (figura 1E), luego se llevo
la muestra para proceder a la observacion en un micros-
copio 6ptico (Amscope) con un aumento de 40X (figura
1F), en las muestras de hojas de banano provinientes del
centro y lindero de la Hacienda El Playén.

Figura 1. A. Peritecios de Sigatoka Negra vistos al microscopio.
B. Fragmentos de hojas de 7 x 7 cm en fase de desinfeccion
con agua destilada en contenedores de plastico de 500 mL.
C. Cajas de Petri con medio papa-destroxa-agar (PDA) en ca-
mara de flujo laminar. D. Micelio desarrollado durante 30 dias
en el Laboratorio de Fitopatologia UTmach. E. Identificacion de
micelios de Mycosphaerella fijiensis, 30 dias después de la in-
cubacion. F. Peritecio en formacion visto al microscopio éptico
Amscope 40X.

Cada tratamiento se identificd segun el sitio de muestreo
(tabla 1). El experimento conté con 90 cajas de Petri (30
por repeticién), posteriormente se incubaron por 30 dias
a temperatura promedio de 27 °C = 2°C. El crecimiento
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del micelio germinado de M. fijiensis se registré individual-
mente midiendo con una regla en la base de las cajas de
Petri, segun cada tratamiento de forma individual, cada
siete dias por tres semanas continuas (figura 2A y 2B).

Figura 2. A. Micelios de Mycosphaerella fijiensis Morelet, des-
pués de 21 dias de incubacion. B. Mediciéon de desarrollo de mi-
celios, en el Laboratorio de Fitopatologia, Universidad Técnica
de Machala (Utmach).

El disefio experimental fue totalmente al azar, con seis
tratamientos y tres repeticiones, cada repeticion estuvo
conformada por 30 cajas de Petri, con micelios obtenidos
del centro y lindero de la Hacienda El Playon. El analisis
de los datos fue realizado utilizando el paquete estadisti-
co STATGRAPHICS CENTURION.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los cultivos de micelios de M. fijiensis mostraron dife-
rencias estadisticas (P<0,0001) tanto en la germinacion
como en el crecimiento de los mismos. Para la germina-
cién de los micelios se formaron dos grupos a los 7 dias
después de la siembra (dds), uno con los tratamientos
de desinfeccion con etanol 70% + hipoclorito de sodio al
1%, en la zona de aplicaciéon de lindero y centro, duran-
te 5y 8 minutos (tratamientos: T1L, T2C, T3L y T4C), sin
diferencias estadisticas entre ellos, estos presentaron di-
ferencias estadisticas con el otro grupo, integrado por los
tratamientos de desinfeccién con agua destilada esteril
durante 1 minuto (tratamientos T5L y T6C), sin diferencias
estadfsticas entre estos dos Ultimos (figura 3).

Aun cuando los tratamientos T1 al T4 no fueron diferen-
tes estaditicamente el tiempo de inmersién de 8 minutos
generdé menor porcentaje de germinacon de los micelios
(48,33% tanto para T3L como para T4C), mientras que
para T1L y T2C los valores de germinacion fueron de
56,67 y 61,67; respectivamente. Por el contrario, T5Ly
T6C presentaron los mayores valores de germinacion
(83,33% para ambos tratamientos). Esto evidencié que
el agua destilada esteril no inhibi6 la germinacion de las
ascosporas del hongo.

A los 14 dds el andlisis indic6 diferencias similares a las
observadas a los 7 dias, donde igualmente se conforma-
ron dos grupos; sin embargo, el comportamiento entre los
tratamientos fue diferente, destacando que en este caso
cuando el tiempo de inmersion fue de 8 minutos, la ger-
minacién de los micelios fue mayor. Esto es, para T3L y
T4C la germinaion fue de 73,33%, mientras que para T1L

y T2C fue de 61,67 y 66,67, respectivamente, con lo cual
a los 8 minutos de inmersion no se inhibid la germinacion
de los micelios (figura 3). En este caso, tambien, T5L y
T6C fue superior la germinacion de los micelios con valo-
res de 93,33 y 100%, respectivamente.

120

7dias mlidias w2ldias b c

g

Germinacian de micelias (%)
5 & 8 8

TIL T2C TAC T5L T6C

T‘?Ir'atamientos
Figura 3. Germinaciéon de micelios de Mycosphaerella
fijiensis Morelet (%), creciendo en cajas de Petri, en me-
dio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA) alos 7, 14y 21
dias después de la siembra, bajo seis tratamientos (des-
infeccion in vitro, tiempos de inmersion y sitios de apli-
cacion de fungicidas), obtenidos en el Laboratorio de
Fitopatologia, Universidad Técnica de Machala (Utmach),
en la Hacienda El Playén, Provincia de El Oro, Machala,
Ecuador. Letras diferentes entre las barras del mismo co-
lor presentaron diferencias estadisticas.

Se destaco que a los 21 dds se presentaron diferencias
estadisticasentre T1Ly T2C (P<0,01) con valores de 61,67
y 76,67; respectivamente. Coincidiendo con lo reportado
por Adirano-Anaya, et al. (2018) quienes indicaron que
al aislar colonias de micelios de M. fijiensis en medio de
cultivo PDA, a partir de hojas de banano con sintomas de
SN, lavadas con agua mas detergente y sometidas a un
proceso de asepsia (inmersion en hipoclorito de sodio al
5%, por 5 minutos e inmersion en etanol al 70%, por 5 min
y enjuagadas con agua esterilizada), estas alcanzaron un
crecimientos hasta de un 60,4%. Por otro lado, T3L y T4C
fueron estadisticamente similares entre ellos, pero a su
vez fueron similares a T1L y T2C (P>0,05), por ultimo T5L
y T6C no presentaron diferencias estadisticas entre ellos,
pero fueron diferentes a T1L, T2C, T3L y T4C (Figura 3).

Con relacion a el cremimiento de los micelios a los 7 dds
no hubo diferencias estadisticas entre los tratamientos,
con valores entre 4,60 y 4,97 mm. Sin embargo, T2C, T5L
y T6C fueron los que alcanzaron el mayor crecimiento del
micelio (figura 4).

Tanto a los 14 y 21 dds se observé similar comportamien-
to de los tratamientos, conformandose en ambas fechas
dos grupos. Un grupo constituido por T1L, T2C, T3Ly T4C
sin didifrencias estadisticas entre ellos, pero diferentes al
otro grupo que lo formaron T5L y T6C, sin diferencias es-
tadisticas entre estos dos ultimos. Se destaca que a los
21 dias en T6C el crecimiento del micelio fue 2,83 veces
mayor que en T6C a los 14 dias, igualmente T6C a los 21
dds fue 3,53 veces mayor que T3L a los 14 dds. A los 14
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dds la diferencia entre el mayor y el menor crecimiento de
los micelios encontrados fue de 1,26 veces mayor en T5C
y T3L, mientras que a los 21 dds fue de 1,30 veces mayor
entre T6C y T1L (figura 4).

La investigacion mostré que tanto la muestra de lindero
(T5L, 23,6 mm ) y centro (T6L, 24 mm) con el medio de
desinfeccion solo agua destilada y el enves hacia aba-
jo sobre gasa esteril, tuvieron los mayores promedios de
crecimiento de los micelios (figura 4), manteniendose esta
tendencia desde los 7, 14 y 21 dias, respectivamente.

30

7 dias 14 dizs w21 dias

2 b b
a s a
a
20
15
0 a a s a b b
= =
a pE a = 3 T a = a a
H = = = = = =
1]
TiL T2 T5L TeC

C THlatamientds®

Crecimiento del micelio
{mm)

Figura 4. Crecimiento de micelios de Mycosphaerella fijiensis
Morelet, a los 7, 14 y 21 dias por sitio de aplicacién, obteni-
dos en el Laboratorio de la Universidad Técnica de Machala
(Utmach).

Se destaca que en general el color de los micelios fue
blanquecinoy de aspecto esponjoso para todas las mues-
tras, coicidiendo con lo que indicado por Adirano-Anaya,
et al. (2018), al referir que los cultivos monospoéricos de
M. fijiensis en medio PDA colocados sobre papel filtro en
cajas de Petri favorecieron la esporulacion de los aisla-
mientos y conservaron las caracteristicas de crecimiento
y virulencia del hongo, el tratamiento testigo presento en-
tre la primera y cuarta semana valores de 26,89 y 264,73
mm; mientras que Manzo, et al. (2018), indicaron que al
evaluar la actividad fungica de extractos etanolicos, se-
leccionaron fragmentos de discos de 6 mm de diametro
de micelios de M. fijiensis de 21 dias de edad cultivados
en medio PDA + extractos etandlicos de propolio (eep) a
25+2 °C, 75+5% de humedad relativa, con 12 h luz/oscu-
ridad, donde los periodos de evaluacion mencionados,
fueron establecidos debido a la particularidad de las co-
lonias de M. fijiensis, los cuales presentaron crecimiento
lento aproximadamente de 6,3 mm en 14 dias.

nsis, los cuales poseen lento crecimiento (6.3 mm en 14
dia

Los resultados obtenidos en el bioensayo de las muestras
obtenidas en la Hacienda El Playén (figura 4) indicaron
ge los micelios mostraron un crecimiento lento, tanto para
las muestras de los linderos como para las del centro,
alcanzando en promedio 7,55 mm a los 14 dias de incu-
bacion in vitro, concordando con lo reportado por Cuellar,
et al. (2011), quienes mencionaron que los micelios en
varias evaluaciones diarias, mostraron crecimiento len-
to, alcanzando 6,3 mm aproximadamente en 14 dias, en
cuanto a la caracterizacion morfolégica de las colonias

de M. fijiensis, estos micelios aislados a los 35 dias de
crecimiento en medio de cultivo PDA, conformaron tres
grupos de colonias: grupo A: aislamiento con diametro
entre 13,83 a 16,33 mm (media del grupo 14,68 mm) con
el 24%, grupo B: aislamientos con diametro entre 12,00 a
13,82 mm (media del grupo 12,81 mm) 50% y grupo C:
aislamientos de colonias con diametro entre 9,50 a 11,99
mm (media del grupo 10,74 mm) con el 26%. Espinoza
(2015), indic6 que en la camara de flujo laminar se sec-
cionaronn fragmentos de hojas de 3 x 3 mm, esterilizados
por 5 minutos en etanol al 70%, luego por 8 minutos en
hipoclorito de sodio al 1% y enjuagados con agua desti-
lada, colocadas en papel filtro y ubicados en las cajas de
Petri con el envés frente al medio de cultivo PDA para la
descarga de ascosporas incubadas a 25 °C por un perio-
do de 15 dias, para conseguir micelios de M. fijiensis para
evaluar inhibicion al usar fungicidas comerciales.

En este bioensayo quedo establecido, que a hasta los 21
dds, los micelios de M. fijiensis, obtenidos de muestras
provinientes de la Hacienda banaera El Playén tanto del
centro como de los linderos, en general presentaron un
color blanguecinos y de aspecto esponjosos, conservan-
do las mismas caracteristicas en todas las muestras (ca-
jas de Petri), coincidiendo con lo reportado por Adirano-
Anaya, et al. (2018); ademas Sanchez, et al. (2018),
demostrarén que cultivos aislados de M. fijiensis en me-
dio PDA a 25+2 °C con luz constante, al emplear micelios
monosporicos de 21 dds las colonias, conservando las
caracteristicas homogéneas en cuanto a velocidad de
crecimiento, esto con el fin de disminuir el riesgo de datos
erroneos. Mientras tanto, Manzo, et al. (2005) sefialaron
que al analizar las colonias proviniemtes de acosporas
cultivadas en medio PDA despues de 14 dias de creci-
miento a una temperatura de 26 °C y con un fotoperiodo
de 12 h, estas presentaron un color gris-oscuro a blanco
rosado, de forma esférica o con zonas irregulares y una
consistencia algodonosa o compacta, dependiendo si las
ascosporas procedieron de huertos con manejo rustico,
semintensivo o intensivo. En otra investigacion Bolafios,
et al. (2012), obtuvieron aislamientos mono ascosporicos
obtenidos a partir de de tejidos de hojas de banano con
SN, el micelio de M. fijiensis fue de color blanco y aparien-
cia algodonosa, redonda y de crecimiento lento.

Segun Manzo, Carrillo & Guzman (2012), en su investi-
gacion sobre la sensibilidad in vitro del crecimiento de
colonias de aislados de M. fijienis creciendo en medio
PDA y embebidos con fungicidas benomil, propicona-
zole, azoxistrobin, a la dosis letal recomendada, no de-
bieron de generar crecimiento del hongo; sin embargo,
los aislados de siete haciendas, mostraron sensibilidad a
propiconazole a dosis de 1 ppm, para azoxystrobin nueve
aislados crecieron a la dosis de 3 ppm y para 10 aislados
con benomil a dosis de 10 ppm, estos fungicidas fueron
aplicados solos y mostraron alta agresividad en campo.
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CONCLUSIONES

La presente investigacion demuestra que para garantizar
una germinacion de 93,33 a 100% de micelios de M. fi-
jiensis in vitro los fragmentos de las hojas con SN, deben
hacerse cortes de 1 cm?, con estadio de mancha (6) y
utilizar como medio de desinfeccion, solo agua destilada
y gasa esteril por 1 minuto, en medio de cultivo PDA. Para
obtener la germinacion y crecimiento de los micelios M. fi-
jiensis, se deben colocar a incubar por 21 dds a tempera-
tura promedio de 27 °C + 2°C, colocando los fragmentos
de hojas en contenedores plasticos con capacidad de
500 mL y para garantizar la homogenidad de los mice-
lios, se debe repicar cortes de 1 cm? provenientes de un
mismo sitio y minimo tres repeticiones (cajas de Petri) por
tratamiento.

La camara de flujo laminar previamente debe ser esterili-
zada por 20 minutos para gararantizar un cultivo axénico
y tanto para fragmentos de hojas como de micelios ger-
minados, se deben tomar con un escalpelo desinfectado
con alchol al 75% vy la caja Petri con el medio de cultivo
(PDA) se debe sellar inmediatamente con papel parafilm.
Las muestras de hojas, para analizar el desarrollo y creci-
miento de micelios en M. fijiensis in vitro, se deben reco-
ger en sentido contrario al pase de avion.
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