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Resumen

RESUMEN

El “Falso Mal de Panam&’ (FMP), fue descrito por primeravez en Sudafrica por Deacon et
al. (1985), como “Fals Panama Disease” por su similitud con e “Mal de Panama’, cuyo
agente causal es Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FOC). Estos autores encontraron
especies de Fusarium asociadas a las plantas con FMP, pero las pruebas de patogenicidad
fueron negativas y no pudieron establecer la etiologia del FMP. Concluyeron que
posiblemente la causa fuera de origen abidtico —suelos pesados con tendencia a la
compactacion y a mal drengje-, aunque no se descartd la implicacion de algun agente
bi6tico.

En la bibliografia aparecen bgjo distintos nombres, descripciones de sintomatologias
similares a FMP. Asi, Stover, (1972) y posteriormente Lahav et al. (1999) realizaron una
revision sobre las primeras descripciones del “Yellow mat” y “Colorado diseases’ de los
que tampoco se conoce la causa.

Laincidenciadel FMP se ha visto incrementada en los Ultimos 5 afios, coincidiendo con el
registro de temperaturas por debajo de la media normal para estas latitudes en los meses de
invierno.

La méxima incidencia de sintomas, coincidio con la proliferacion de nuevas plantaciones,
utilizando en muchos casos emplazamientos no idéneos para € cultivo de la platanera y
sorribas con suelos ricos en arcillas que provocaban un mal drenge y tendian a la
compactacion.

Las referencias de la literatura y estas evidencias de campo sugerian que posi blemente nos
encontrdbamos ante una situacion de estrés de la planta provocada por factores abiéticos,
los cuales potenciarian la accién de determinados microorganismos que pudieran tener un
papel en la expresion de los sintomas. Por todo ello, la hipotesis de trabajo para la
explicacion de los sintomas del “Falso ma de Panama’ es que posiblemente existiera una
interaccion entre factores abiGticos y biéticos.

Para desarrollar esta hipétesis se han realizado los siguientes trabajos. Procesamiento de
muestras en el laboratorio para la obtencidén de una coleccion de aislados bacterianos y
fungicos asociados a plantas de platanera con FMP obtenidas a partir de muestreos
realizados en cultivos tanto del norte como en el sur de laisla de Tenerife. Otra fuente de
obtencién de muestras fue las que los propios agricultores nos han hecho llegar

directamente o através de |os agentes de extension agraria de todo el archipiélago.
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Una vez los aislados fueron identificados y caracterizados, se han desarrollado pruebas de
inoculacion in vitro y en invernadero sobre plantas sanas, sin haber sido posible reproducir
los sintomas de FMP en condiciones controladas.

Por otro lado también se han realizado ensayos en invernadero para determinar € efecto
que las caracteristicas fisicas-quimicas del suelo pudieran tener sobre la expresion de
sintomas, en los que se obtuvieron resultados preliminares que indican que €l tipo de suelo
por si mismo no es el responsable del conjunto de sintomas de FMP.

Estos resultados, originaron el planteamiento de la combinacion de los factores abidticos
de estrés més comunes en las plantaciones afectadas, con una seleccion de los
microorganismos encontrados en asociacion a los sintomas, bao condiciones de
invernadero. De este modo, se han podido observar puntos necréticos en los rizomas y
amarilleos foliares en las plantas de platanera sometidas a estrés por encharcamiento,
compactacion y frio ambiental cultivadas en suelos procedentes de plantaciones afectadas
0 bajo inoculacion de especies fungicas pertenecientes a género Fusarium, aunque en
ninguin caso se consiguio reproducir 1os sintomas tipicos del FMP.

En este punto del trabajo se planted un ensayo en condiciones de campo con dosis de riego
superiores a la recomendaday con compactacién artificial del suelo, en el que se consiguio
reproducir los sintomas internos de rizoma y oscurecimiento vascular tipicos del FMP,
aunque los sintomas aéreos caracteristicos no fueron tan claros.

Complementariamente, se han realizado estudios histoquimicos con el fin de establecer un
criterio de diagnostico diferencial con el MP, a partir de lo descrito por Reinking, (1926)
para € “Yellow Mat”, quien asociaba los sintomas vasculares a una desorganizacion del
floema, que también se ha podido observar en € caso de las muestras estudiadas de FMP,
con la aportacion de que ademas el xilema podia encontrarse colapsado por sustancias de
diversa naturaleza.

Todos estos resultados sugieren que el FMP es un desorden en cuya causa podrian jugar un
papel muy importante algunos factores del suelo como la compactacién, el encharcamiento
y lahipoxiay los desequilibrios nutricional es concomitantes, aungue no se puede descartar
la interaccion de alguna especie fungica o bacteriana en combinacion con otros factores
abi 6ticos no estudiados en este trabgjo.
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SUMMARY

False Panama Disease (FPD) was first described by Deacon et al. in 1985, in South
Africa, who gave it its name due to the similarity between its symptoms and those of
true Panama disease (PD) caused by Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FOC). These
authors found Fusarium species associated with FPD affected plants, but pathogenicity
tests were negative and aetiology could not be established. They concluded that the
probable cause was of abiotic origin—heavy soils, tending towards compaction and bad
drainage—although the role of some biotic agent was not excluded.

In the literature there are descriptions of similar symptoms under a variety of different
names. Stover (1972) and later Lahav et al. (1999) reviewed the first descriptions of
“Yellow Mat” and “Colorado disease’, despite which the aetiology of both are fill
unknown.

In the Canary Islands, FPD incidence has increased over the last five years, coinciding
with lower than normal mean winter temperatures in some plantation areas.

Maximum symptom incidence also coincided with significant increase in new
plantations. In many instances, these plantations were set up in plots totally unsuitable
for banana cultivation, on heavy clay soils with poor drainage and clearly predisposed
towards compaction.

Literature reports and local field evidences suggested that we were probably facing a
plant stress situation induced by abiotic factors, possibly enhancing or potentiating the
action of microorganisms which would play a role in symptoms expression. The
hypothesis for the present study is that the symptoms observed can be explained by an
interaction of biotic and abiotic factors.

To test this hypothesis, the following work has been done:

Sample processing in the laboratory to obtain bacterial and fungal collections of isolates
associated to FPD-affected banana plants from plantations both in the northern and
southern coastal areas of Tenerife. Also studied were samples sent to the laboratory by
farmers and Extension Service Agents from all the banana producing islands of the
Canary archipelago.

Once the isolates were identified and characterized, inoculation trials were carried out
both in in vitro cultivation in growth chamber and in glasshouse under controlled

conditions. None of the typical FPD symptoms were observed in any of thesetrials.
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Glasshouse trials were also conducted to determine the effects of some soil physical-
chemical properties on symptom expression. The results suggested that soil alone
cannot explain the appearance of FPD symptoms.

As a consequence of these results, trials combining the commonest stress factors present
in the plantations and some selected associated microorganisms were done under
controlled glasshouse conditions. Necrotic areas in the rhizome and yellowing of the
foliage were observed in plants cultivated on soils from affected plantations and
inoculated with Fusarium spp. and subjected to waterlogging and low temperatures.
Nevertheless, no typical FPD symptoms were observed at any time.

At this point in the work, afield trial was set up to cultivate plants in soil that had been
mechanically compacted and applying various irrigation doses (standard for banana and
two larger doses). Typica internal rhizome symptoms were observed in some plants
although external symptoms were never observed.

Complementary to the above, in view of and based on the Reinking work done in 1926
on “Yellow Mat”—wherein symptoms were associated with phloem disorganization,
biochemical studies were also conducted with the aim of establishing a differentia
diagnostic with PD. The results showed that in FPD not only is the phloem indeed
disorganized but that the xylem might also be collapsed by different type of substances.

All these results suggest that some soil factors, particularly compaction, waterlogging,
hypoxia, and the nutritional imbalances consequent upon these factors, may play a
causal rolein the FPD disorder. Nevertheless, the interaction of some bacterial or fungal
species in combination with certain abiotic factors not studied in this work can not be
excluded.
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JUSTIFICACION

Desde finales de la década de los 80, cuando se estaban iniciando |os trabajos sobre el Mal
de Panaméa (MP) en Canarias (Hernandez, 1997), se empezaron a observar casos con una
sintomatologia similar pero de los que no se podia aislar su agente patégeno, Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (FOC), sino otras especies fungicas entre las cuales se
encontraban miembros de la especie colectiva F. oxysporum, habitantes comunes de los
suelos, acompafiadas en muchos casos de bacterias. Los agricultores utilizaban el término
“veta negra’ para diferenciar estos casos de los de la “veta amarilla’, nombre popular del
MP. Los primeros casos, se presentaron en Buenavista, municipio situado en el Norte dela
Islade Tenerife.

Sin embargo, la incidencia de casos fue aumentado en los Ultimos afios, sobre todo en los
anos 96, 97 y 98, en el que se llegaron a alcanzar valores del 20% o superiores. A lo largo
de los afios 1999-01, el nuimero de casos ha sido menor, quizas porque también ha
descendido € numero de nuevas plantaciones, motivado por la suspension de las
subvenciones al material de plantacion, por haber tenido una climatologia favorable
durante este periodo o porque € agricultor ya reconocia los sintomas asociados y no
necesitaba de un diagnostico, y en muchos casos sabian también que meorando la
estructura de sus suelos y espaciando € riego durante el dia conseguian mejorar €l drengje
y en muchos casos solucionaban el problema.

Segun las cifras de incidencia del afio 1998, solo en el material de plantacion se podrian
estimar unas perdidas en torno a los 108.000 €, alo que habria que afiadir todos los gastos
de mano de obra, riegos, abonados etc. Dado que las cifras de incidencia podrian suponer
el equivalente de unas 60 Ha, € total de perdidas podria estimarse en unos 480.000-
600.000 € paradicho afio. En |os casos de plantaciones muy afectadas, las perdidas podrian
considerarse totales, pues los hijos también suelen estar afectados o acaban afectdndose y
no parecia conveniente utilizarlos para continuar e ciclo productivo. Estas cifras, aunque
pueden resultar poco importantes, si |0 son para un sector que es muy sensible a cualquier
incidencia que amenace la rentabilidad de la produccion, y que habia asistido en la Ultima
década a la sustitucién del cultivares ‘Pequefia Enana por e ‘Gran Enana, a Ultimo
episodio de Mal de Panama, a la aparicion del BSV (Banana streak virus) y la expansion

del “picudo” (Cosmopolites sordidus).
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Este sector era e afio 1999 el segundo de mayor importancia en cuanto a la superficie
cultivada, con 8.922,7 Ha, de las cuales 7.296,7 correspondian a la provincia de Tenerife,
con una produccion total de 362.313 Tm que suponian 141.323.604 € y una contribucion a
la produccion agraria del 20,86% (Andnimo, 1999). Su importancia econdmicay social es
enorme pues da lugar a 25.000 empleos directos y 100.000 relacionados cultivo y que
agrupa tanto a pequefios como a grandes productores (Anonimo, 1995-1996).

En Sudafrica, Deacon et al. (1985) describieron una sintomatologia similar al “Mal de
Panama’ causado por FOC a lo que denominaron “Fals Panama disease”, estableciendo
los primeros criterios para diferenciarlos. En nuestro trabajo hemos utilizado la traduccién
al castellano “Falso Ma de Panam&@ para una sintomatologia coincidente con sus
descripciones.

A principios y mediados de siglo pasado se describieron en la region centro americana 'y
Caribe desordenes aparentemente similares bajo las denominaciones de “Yellow Mat”
(“Mata Amarilla’) por Prescott (1917) y Dunlap (1923), y “Colorado disease” por Permar
(1925) y Reinking (1926) aludiendo a la regién donde se observé.

La etiologia del desorden se desconoce. En las pruebas de inoculacion realizadas por los
autores citados y por Hernandez (1997), con algunas especies flngicas pertenecientes al
genero Fusarium, no se logré reproducir los sintomas. Por €ello, se ha sugerido que algun
factor abiotico pueda ser la causa del desorden, en particular los relacionados con suelos
pesados, compactacion y mal drengje que pueden conducir a problemas de nutricion
aunque no se ha excluido la implicaciéon de agun agente bidtico. En nuestras
observaciones preliminares (Sabadell Gonzalez and Hernandez, 1999), la mayoria de las
plantaciones que presentaban “Falso Ma de Panam@ también presentaban suelos
arcillosos y los maximos picos de incidencia se dieron en enero y febrero, los meses mas
frios del afio.

La accion de las bajas temperaturas, la compactacion y e encharcamiento del suelo
producen sintomas de amarilleo en platanera, pero no se ha documentado que produzcan
decoloraciones vasculares. En platanera y otras plantas hospedadoras, se han descrito
anomalias del xilema y del floema asociadas tanto a factores bidtico como a factores
abioticos, incluidas las deficiencias nutricionales. Los oscurecimientos vasculares se han
asociado tradicionamente a respuestas defensivas ante patdgenos vasculares aunque

también pueden producirse como respuestas inespecificas a organismos no patdgenos o
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factores abidticos que producen activacion enzimética oxidativa, acumulacion de
fitoalexinas, necrosis celulares sistémicas y bloqueos xilematicos en algunas ocasiones.

En platanera ha sido documentada la perdida de resistencia del cv. ‘Willian’ a FOC,
provocada por el encharcamiento y la hipoxia concomitante. En otros patosistemas se han
citado casos de complejos de enfermedades como en la seca del olivo, o de especies
fungicas de debilidad de debilidad, en las que era necesaria la concurrencia de algun agente
abidtico paralaexpresion de laenfermedad, o |a presencia de enddéfitos que eran patdégenos
latentes o especies saprdfitas.

Por todo lo expuesto y siguiendo las hip6tesis de Deacon et al., se ha considerado de
interés la realizacion de este trabgjo, cuyo objetivo Ultimo ha sido contribuir al

conocimiento de la etiologiay epidemiologia de este desorden.
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Objetivos

l. Determinar la incidencia, distribucion y los factores que favorecen la
aparicion del FMP.

. Aidamiento, identificacién y caracterizacion de las especies fungicas y
bacterianas asociadas al FMP.

[I1.  Determinar la patogenicidad de los aislados fungicos y bacterianos asociados
al FMP tanto en pruebas de inoculacion simples como bajo la accion de factores
abi6ticos.

V. Estudiar el papel de los factores abidticos tipo de suelo, compactacion y
encharcamiento en la expresion de sintomas del FMP.

V. Redlizar estudios histologicos para determinar la naturadeza de los
oscurecimientos vasculares asociados a FMP y establecer un diagndstico
diferencial con el MP.
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1 CLASIFICACION BOTANICA, ORIGEN, EVOLUCION Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE

LA PLATANERA (MUSA SPP.)

La platanera es una planta monocotiledénea, orden Scitaminales, familia Musaceae, donde
se encuentran las subfamilias Heliconioideae, Strelitzioideae y Musoideae (Simmonds,
1966). Esta ultima incluye los géneros Ensete y Musa. El género Musa esta constituido por
cuatro series 0 secciones. Australimusa, Callimusa, Rhodochlamys y (Eu-) Musa
(Simmonds 1962; 1966). Basandose en €l nimero basico de cromosomas, Cheesman y
Simmonds (1948) dividieron e género Musa en dos grupos. especies con n=10
cromosomas, que pertenecen a las secciones Australimusa y Callimusa; y especies con
n=11 cromosomas, que integran las secciones Rhodochlamys y (Eu-) Musa. Esta Ultima
incluye lamayoria de las variedades cultivadas de platanera que provienen del cruzamiento
de los diploides silvestres M. acuminata Colla (AA) y M. balbisiana Colla (BB), los cuales
se originaron en el continente asiatico, probablemente en la peninsula Malaya (Simmonds,
1966) y de cuyas combinaciones resultan tres niveles cromosomicos distintos: diploides,
triploides y tetraploides, con 2, 3y 4 multiplos del nimero basico de cromosomas (n=11)
respectivamente (Simmonds y Shepherd, 1955).

La distribucion geogréfica de |a platanera viene condicionada por sus exigencias climaticas
ya gue su zona de origen corresponde a los grandes bosques tropicales himedos del
sudeste asiatico, en los que la atmésfera esta siempre a borde de la saturaciéon y el suelo
permanece siempre himedo. Requiere calor constante y humedad elevada para su correcto
desarrollo. Estas condiciones se dan en la franja comprendida entre los paralelos 30° de
latitud Norte y Sur (Galan Sauco, 1992), en las regiones cuya temperatura extrema clasica
media oscila entre 10°C y 40°C. La humedad, temperatura y radiacion solar asi como las
caracteristicas de los diferentes tipos de suelos son |os factores abidticos mas importantes
para el desarrollo de la planta. En el apartado de estrés abidtico se tratarén detalladamente
sus efectos.

1.1  Anatomiadelaplatanera

Diferentes autores han descrito extensamente la planta (Champion, 1968), (Simmonds,
1966) y (Soto, 1985). Basado en estos estudios, a continuacion se presenta un resumen de
las principales caracteristicas de las partes subterréneay aérea. El aparato subterraneo esta

formado por la sucesiéon en el tiempo y €l espacio, de tallos vegetativos de forma masivay
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globulosa, denominado rizoma, cuya funcién es de reserva ademas de ser €l Grgano a partir
del cual se desarrollan las raices (Simmonds, 1966). Las raices son largas, cilindricas, poco
ramificadas y numerosas. Exploran el suelo en una profundidad de 20-30 cmy en un radio
de 2-3 metros.

D rizoma emergen lateralmente nuevas yemas que seran los “hijos’ y que constituiran la
siguiente generacion. Bajo condiciones de cultivo y mediante la practica del deshijado se
eliminan los no deseados y suele dejarse uno solo. (Fig.1).

El aparato aéreo se compone de pseudotallo, peciolos y limbos foliares. La vaina es el
primer segmento del peciolo directamente insertado en el rizoma. Esta formada por tejidos
conductores y fibro-suculentos. El conjunto concéntrico de todas las vainas constituye €l
pseudotallo.

El limbo esta formado por dos semilimbos que son surcados muy regularmente por los
nervios transversales (Champion, 1968). Los dos semilimbos no son exactamente
simétricos. La emision y diferenciacion floral a partir de la fase vegetativa, tiene pocos
signos externos que permitan saber en que momento se va a producir, aunque un parametro
eficaz es el nUmero de hojas emitido, que suele ser un nimero constante en cada cultivar
hasta que se produce la emision floral o “pifid’. Simmonds (1966) describe para e cv.
“Dwarf Cavendish” que la pifia se producia después de las hojas 16 a 21en primer ciclo.
(Galan Sauco y Garcia Samarin, 1984); Galan Sauco (1992) describe para los cv.
‘Cavendish’ en condiciones de Canarias y de los subtrépicos, que a partir del 3% ciclo,
pueden llegar a emitir 40 hojas en total. Otro indicador eficiente es la reduccion del area
foliar de las Ultimas tres hojas antes de la inflorescencia (Alves, 1997).

Desde @ punto de vista histologico, Sandoval y Mller (1990) estudiaron la morfologia 'y
anatomia de los diferentes 6rganos relacionandolos con su funcion en la planta. Lecuona
(1975) realizd un estudio exhaustivo del cultivar ‘Pequefia Enana’ siendo su trabajo el
primer estudio histoldgico de la platanera realizado en Canarias.

En M. rosacea (M. ornata), Alquini y Morretes (1996) hacen particular referencia al

desarrollo del sistema vascular.



Fig. 1. Diagramadel ciclo vegetativo de la platanera cv ‘ Gran Enand', bajo condiciones de clima subtropical en Canarias. (Disefio de Salvador Diaz),

siembra 5- 15dias 2 meses 6 meses 12 meses 14 meses 17 meses
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1.2  Elcultivodelaplataneraen Canarias

Las Islas Canarias, situadas en el Oceano Atlantico cerca del Trépico de Cancer entre las
latitudes 27° 24 N y entre las longitudes 13° 20" t 18° 19' Oeste, poseen zonas de baja
altitud con climas de tipo subtropical e incluso tropical que hacen posible la adaptacion de
gran numero de especies “tropicales’ que suelen ser siempre verdes, lefiosos o herbaceosy
con escasa 0 nulatolerancia a heladas (Galan Sauco, 1992).

Segun la cronologia dada por Simmonds (1966) y la revision realizada por Galan Sauco
(1992), la platanera (cultivares Acuminata) se establece en las costas del Mediterraneo
sobre € siglo VII. Parece que a Canarias llega a findes del siglo XV traido por
portugueses procedente de Guinea. Desde Canarias se estima que llegdb a América a
principios del siglo XV1 (afio 1516 a Santo Domingo).

L os actuales cultivares utilizados en Canarias son triploides de M. acuminata Colla (AAA),
pertenecientes a subgrupo ‘Cavendish’ que incluye los cultivares mas utilizados en los
subtropicos, (Simmonds, 1966) y (Galan Sauco, 1992).

En Canarias predomina el cultivar (cv.) ‘ Pequefia Enand’, aunque a partir de la década de
los 90 comenzo una sustitucion progresiva por € cultivar * Gran Enana’ del mismo grupo y
por selecciones locales de ‘ Pequefia Enana como ‘ Gruesa', ‘Brier’, ‘Negrita', entre otras.
La evolucion de la superficie cultivada en las islas ha sido diversa (Anénimo, 1999). En
Tenerife, Rodriguez Brito (1985) cita que € incremento del cultivo llega hasta mediados
de la década de los 70, cuando se produce un estancamiento de la superficie total, aunque
ocurre un traspaso de superficies cultivadas de vertientes norte a sur. Actualmente se esta
produciendo una disminucion en dichas zonas debida a la competencia con el sector
turistico.

La platanera es el principa cultivo del Archipiélago Canario con una superficie del orden
de 9194 ha en 2001y 418.000 Tm de produccion anual comercializada en la Unién
Europea. Tenerife es laisla de mayor extensiéon y dedicacion a platano, con casi 4180 ha
en 2001 y 6.000 ha (datos ISTAC). Los plétanos se producen en Canarias con un ato nivel
de tecnologia que incluye la preparacion artificial del suelo, la utilizacion de plantas de
cultivo in vitro de cultivares selectos y modernas técnicas de fertirrigacion. Canarias es
también € lugar donde la utilizacién de invernaderos para € cultivo del pldtano esta méas
avanzada en e ambito mundial. Ello permite obtener rendimientos superiores a 90

(t/halano) en las mejores explotaciones plataneras (Rodrigo Lopez, 2002).
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1.3 Condiciones y caracteristicas fisico-quimicas de los suelos en las

plantaciones comerciales de Canarias.

En general, en los suelos de Tenerife predominan las arcillas (Perez Mateos y Fernandez
Caldas, 1972) y (Rodriguez Pascual, 1971). Las tierras utilizadas para € cultivo de la
platanera son muy diversas, en Canarias predominan los suelos volcanicos, que a menudo
no son mucho mas que roca fragmentada, lapilli o “picén”, obligando a los agricultores a
preparar el terreno o “sorriba’ construyendo terrazas en las que se incorporan tierras
procedentes de las zonas altas de la isla (Galan Sauco, 1992), muy ricas en arcillas, sobre
todo aléfanas (Dominguez, 2001).

Estos suelos tienen tendencia a la compactacion y a presentar drengjes pobres.
Caracteristicas similares han sido descritas para algunos suel os de Guadalupe (Dorel, 1990,
1993; Dorel y Ozier Lafontaine, 1998).

Alvarez et al. (1999) describen quimicamente los suelos dedicados a la platanera de
Canarias desde € punto de vista de la fertilidad. La mayoria, muestran pH neutros o
ligeramente alcalinos, valores que pueden comprometer la disponibilidad de los iones
hierro y manganeso para las plataneras en algunas plantaciones. Se observaron valores
muy elevados de sodio perjudiciales para las plataneras que provocan toxicidades
especificas y estrés por salinidad. El fosforo se encuentra en los niveles maximos
requeridos por la platanera generalmente, lo que puede provocar bloqueos de
disponibilidad de zinc. Los vaores de calcio, magnesio, y potasio muestran medias
elevadas, aungue la relaciéon Ca:Mg y K:Mg en algunos suel os se decanta en beneficio del
magnesio y potasio, respectivamente, 1o cua puede llegar a afectar a la nutricion de las
plataneras. Sobre el desequilibrio potasico-magnésico en los cultivos de plétanos en
Tenerife, Garcia et al. (1978) concluyeron que el desequilibrio favorece a potasio en
contra del magnesio y conduce a que la planta manifieste sintomas de carencia de
magnesio y exceso de potasio. También habian observado que los niveles de sodio fueron
siempre valores en exceso de la misma forma que los de potasio en muchos suelos, con la
consecuencia de toxicidad y salinidad.

En Canarias, Suarez (2000) caracterizd €l agua de riego utilizada en los suelos agricolas
del norte de Tenerife, en su mayoria procedente de pozos y aguas subterréneas, que poseen
un elevado contenido de iones téxicos como el Sodio y el Cloro y escasa presencia de

Calcio, que provoca un aumento de SAR (Relacion de adsorcion de sodio). Vargas y

12
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Rodriguez (2000) estudiaron la calidad del agua de riego en la zona productora del sur de
Tenerife, de megor calidad que la del norte. El aporte de agua con elevado sodio y bajo
Calcio, a suelos con elevado contenido en arcillas expansibles hace que se produzcan
hinchamientos de estas, ocasionando problemas de infiltracién y acumulacion de sales
procedentes de |os abonos, que puede conducir a encharcamiento ademés de salinidad en el

suelo (Suarez y Santana, 2002).
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2 ASPECTOS FITOPATOLOGICOS. ENFERMEDADESDE LA PLATANERA.

A continuaciéon se presenta una breve descripcion de las principales enfermedades y
desordenes conocidos hasta el momento de la platanera (Jones, 2000).

2.1 Nematodos

Son varias las especies de nemétodos asociadas a la platanera: El de mayor importancia
econdémica es R. similes. Las heridas causadas por su actividad son una via de entrada de
microorganismos secundarios, que producen coloraciones rosadas, pardeamientos
vasculares y pudricion. Este nematodo no se encuentra presente en Canarias. El género
Helicotylenchus spp. y la especie Rotylnchulus reniformis tienen una gran importancia
como parasitos de musaceas en muchos lugares productores de platano o banano aunque en
Canarias, solo esta descrito Helycotylenchus sp.

Otros nemétodos importantes descritos para la platanera en Canarias cuya sintomatologia
en raices se manifiesta de forma diferente segin la naturaleza del nemétodo son:
agalladores como Meloidogyne incognita y M. Javanica o lesionadores como
Helicotylenchus multicinctus, Pratylenchus coffeae. La sintomatologia externa recuerda a
situaciones de estrés abidtico y blogueos de nutrientes tales como amarilleos foliares y
decaimiento principa mente (Rodriguez Santana et al., 1984).

2.2 Virus

Virusdel Bunchy top (BBTV): Los sintomas iniciales consisten en estrias verde oscuras a
lo largo de las nervaduras de las hojas y del peciolo. Posteriormente se observa una
reduccion de la lamina foliar y clorosis. Internamente se produce una hiperplasia con
aumento de la divisiéon celular e hipertrofia del floemay parénguima adyacente que puede
conducir a necrosis e invasion de sustancia mucilaginosas. El agente causal pertenece al
grupo de los luteovirus, presentando particulas isométricas de diametro variable entre 20 y
28 nm. Se transmite a través del pulgdbn Pentalonia nigronervosa Coquerel. Esta
considerada |a principal virosis de |a platanera, distribuida por Asia, Africay algunasisas
del Pacifico (Dale, 1993), hasta el momento no se ha descrito en Canarias (Thomasy Iskra
Caruana, 2000).

Virus del mosaico del pepino (CMV): Los sintomas caracteristicos varian desde suaves

estrias amarillas hasta necrosis en las hojas. El agente causal presenta particulas esféricasy
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un gran numero de estirpes. Se transmite a través de afidos como el Aphis gossypii Glover.
Presente en Canarias.

Virus ded rayado (BSV): Aunque la sintomatologia es muy similar a CMV (Lockhart y
Jones, 2000) varia segun €l aislado, €l cultivar y el ambiente y puede expresarse desde una
discretas motas clordticas hasta estrias necroticas. Generalmente los sintomas suelen ser
rayas discontinuas 0 a veces continuas amarillas o cloréticas desde €l nervio central alos
margenes. Pertenece al grupo de los badnavirus. Esta transmitido por Planococus citri, y se
encuentra en Canarias.

Virus de las bréacteas (BBrMV): Es € que mas recientemente se ha descrito. Se
diferencia del resto de virosis por producir un mosaico caracteristico en las bracteas,
aunque también produce en ocasiones un aumento de la pigmentacién del pseudotallo.
Pertenece a los potyvirus. Esta transmitido por Aphis gossypii Glover, Rhopal osiphum
maidis (Fich) y Pentalonia nigronervosa Coquerel.

Otras virosis descritas en la platanera son: “Virus del mosaico suave’” (BanMMV) que
produce una sintomatologia incierta, a veces observandose mosaico y rayas cloréticas en
hojas y € “Virus de la muerte de la hoja terminal” (BDBV) que produce clorosis en
hojas y arrugas, necrosis margina y muerte de la ultima hoja no desenrrollada o hoja

“cigarro puro”.

2.3 Bacterias

En la platanera la enfermedad més importante producida por una bacteria es e “Moko”,
cuyo agente causal es Ralstonia solanacearum (Yabuuchi, 1995); Pseudomonas
solanacearum E.F. Smraza 2, biovar 1; Burkholderia solanacearum) (Hayward, 1994). Se
trata de un organismo aerobio, gram negativo, no fluorescente. El patdégeno utiliza los
vasos conductores como medio de multiplicacion y dispersion. Los haces vasculares
acaban bloquedndose dando lugar a los sintomas caracteristicos de amarilleo y marchitez,
semgiantes a los que la planta manifiesta cuando sufre sequia, como ocurre en otras
enfermedades vasculares como el MP. Existen dos vias infeccién, por € suelo (en la
mayoria de plantaciones comerciales) y por insectos (en platanos de cocinar). En los
cultivares AAA, las plantas infectadas por ‘moko’ muestran amarilleamiento normal en las
hojas mas vigjas, gue se va acentuando a mismo tiempo que se propaga a las méas nuevas.
El follgje afectado se marchita 'y se dobla, quedando las hojas colgadas y adheridas a la

planta (en falda). Los hijos de plataneras enfermas presentan también amarilleos y
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marchitez con seca. La planta también presenta sintomas internos que se asemejan mucho a
los sintomas asociados al MP (Thwaites, 1999) pues en € rizoma aparece una serie de
puntos que pueden ser de color amarillo, marrén oscuro o casi hegros, aungue la diferencia
con la enfermedad vascular de origen fungico es la presencia ademas de areas blandas de
color oscuro. Tales puntos no son otra cosa que €l corte de las venas internas conductoras
delasavia, las cuales han sido coloreadas por |a accion toxica de |os agentes patdgenos. Es
caracteristica de suelos arcillosos. Se encuentra ampliamente distribuida por todo €l
mundo, aungue no se encuentra descrita en Canarias.

La enfermedad conocida como “ Banana Blood disease’ , que produce marchitez foliar y
coloracion roja de los frutos, esta presente en Javay Sumatra y su etiologia ahora parece
estar clara (Thwaites, 1999) ya que podria estar producida por unas cepas bacterianas muy
préximas a Ralstonia solanacerum, antes denominadas Pseudomonas celebensis nombre
no valido actuamente (Eden Green y Sastraatmadja, 1990) o Xanthomonas campestris
(Davis et a., 2000). Molina (1999), Stover y Espinoza (1992), la citan como Pseudomonas
celebensis (Xanthomonas campestris pv. celebensis).

La “Javanese Vascular Disease’, enfermedad de particular interés, aunque no bien
estudiada, en cuya etiologia parecen intervenir especies de Fusarium y de Pseudomonas
(Thwaites, 1999).

También han sido citadas como de menor gravedad otra serie de géneros y especies
productoras de podredumbres blandas del pseudotallo y del rizoma como Erwinia sp.
en especia la especie E. carotovora subsp. atroseptica, que produce una pudricion en el
rizoma (Pereira y Nunes, 1988), E. carotovora (Cedeno-M et al., 1990), E. carotovora
subsp. atroseptica (Lakshmanan y Mohan, 1992), E. carotovora (Robinson y Manicom,
1991) y E. chrysanthemi. En bananos FHIA, Guzman y Sandova (1996) describen una
decoloracién vascular en producida por E. carotovora. También se describen en
podredumbres blandas del rizoma los géneros Xanthomonas, en especial Xanthomonas
campestris pv. manihotis (Hahn et al., 1989) y Pseudomonas (P. solanacearum biovar 3)
(Eden Green et al., 1994). Pseudomonas solanacearum race 1, fue aislada de plantas
enfermas de Musa shizocarpa, y posteriormente inoculada en el diploide Sucrier (AA), un
cultivar derivado de M. acuminata causando amarilleo foliar pero no fue patogénica en

bananos triploides (Akiew, 1992).
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Dickey y Victoria (1980), citaron a Erwinia carotovora spp. paradisiaca, E. paradisiaca,
E. carotovora spp. chrysanthemi y E. chrysanthemi como causantes de podredumbre del
pseudotallo de Musa paradisiaca Linnaeus. En Cuba, Rivera Docando (1978) describio
como causante de enfermedad de pseudotallo a Erwinia chrysanthemi [ pv. chrysanthemi] y
de la podredumbre del cormo a E. carotovora spp. carotovora en e cultivar ‘Macho’ de
platano de cocinar.

Como causantes de la*“ pudricion acuosa del pseudotallo” se ha citado a E. chrysanthemi
pv. paradisiaca (Salazar y Duque, 1994) en Musa spp. Otras bacteriosis de Musa spp. han
sido atribuidas a P. solanacearum biovar 3 (Hayward, 1994).

El “Bugtok”, aunque es predominantemente una enfermedad de los frutos, también puede
afectar a pseudotallo y ha sido atribuida a estirpes de R. solanacearum, en los cultivares
‘Saba’ y ‘Cardaba (Soguilon et al., 1994) pertenecientes a subgrupo Musa balbisianay su
transmision puede ser por insectos (Soguilon et al., 1995). También |lamada “ Taprouk
disease” hasido asociada a P. solanacearum biovar 1 (Hayward, 1994).

La“enfermedad bacteriana de Abaca” en la que parecen intervenir especies proximas a
Ralstonia solanacearum raza 2 y cuya sintomatologia es similar a la del “moko”, aunque
se diferencia por causar rayas marrones a lo largo de las venas de las hojas (Thwaites,
1999).

“Enfermedad bacteriana” de Ensete ventricosum causada por Xanthomonas
musacearum (Demeke, 1986). Recientemente, se ha asociado a |la especies X. campestris
pv. musacearum (Korobko, 1997). Chase 'y Jones (1987) también describen a X. campestris
como causante de podredumbre blanda en Srelitzia reginae.

Otras bacterias no patogénicas han sido aisladas de plantas de platanera como
contaminantes in vitro, tales como Mycobacterium sp., Bacillus subtilis y B. Cereus
(Benjama, 1994; Houwe et al., 1998). También se han encontrado como contaminantes de
los medios utilizados en cultivo in vitro Saphylococcus xylosus, S. aureus, S. cohnii,
Bacillus sp., Corynebacterium sp. y Pseudomonas vesicularis (Kneifel y Leonhardt, 1992)
y contaminaciones enddgenas causadas por bacterias pertenecientes a los géneros

Pseudomonas, Erwinia 'y Bacillus (Surgay Guevara, 1994).
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24  Hongos

Enfermedadesfoliares

La Sigatoka-amarilla se caracteriza por la presencia de manchas amarillas foliares,
causadas por Mycosphaerella musicola Leach. Puede provocar pérdidas superiores a 50%
en la produccion. La infeccidn ocurre en las hojas més nuevas. Se da en zonas con régimen
de lluvias intenso y con temperaturas medias alrededor de 25°C. No se ha descrito en
Canarias hasta el momento (Meredith, 1970).

La Sigatoka-negra, es muy parecida a la Sigatoka-amarilla, también es una enfermedad
foliar y los sintomas en el subgrupo Cavendish se caracterizan inicialmente por motas
marrones rojizas que progresan a rayas negras en las hojas maduras. Esta causada por
Mycosphaerella fijiensis Morelet (Carlier, 2000), mucho mas agresivo que M.musicola
Leach (Jones, 2000). No se encuentra descrita en Canarias.

Son las enfermedades de etiologia fungica con mayor importancia econémica y por su
amplia distribucién mundial. Otra especie patdégena es Mycosphaerella eumusae, nueva
enfermedad cuyo anamorfo es Septoria, de ahi 1a denominacion inglesa “ Septoria leaf spot
of banana’ (Carlier et a., 2000).

Enfermedadesdelaraiz

Dos especies de Cylindrocladium fueron descritas para banana causantes de lesiones
radicales: C. graciley C. spathiphylli (Declerck et a., 2002); (Risede y Simoneau, 2001).
Este género ha sido asociado a infecciones del nemaodo Radopholus similis. Esta
interaccion nematodo-hongo varia segun el climay las caracteristicas del suelo y causa
disminucion del vigor del sistemaradical (Jones, 2000).

Enfermedades del rizoma

Armillaria mellea y A. tabescens causantes de podredumbres en e cormo no es muy
comun. Jones (2000) cita solo tres lugares Australia, Kenia y Florida donde se ha
encontrado asociada a nuevas plantaciones establecidas en tierras deforestadas.

En Colombia se ha descrito en pldtano (‘Dominico Harton’, AAB) una enfermedad
conocida como “llaga estrellada’, producida por Rosellinia pepo. Se diagnostica facilmente
debido a la presencia de cordones miceliares que se ven a simple vista en la superficie
exterior del rizoma. Se suele asociar a suelos que habian sido deforestados hacia poco
tiempo, donde quedan muchos restos de madera. Es un patégeno comin de otras especies
como el caféy el cacao (Belalcazar, 1991).
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También han sido citadas otras enfermedades menores de |la platanera como las producidas
por Rhizoctonia solani en plantulas (Zhang et al. 1999; 2000), y Ceratobasidium stevensii
descrito por Benchimol et al. (2001) en Musa cv. Yangambi. Este hongo penetra en la
planta de forma natural por el peciolo, exhibiendo micelio blanco en cuerdas (rizomorfos)
gue causa eventual mente seca de las hojas

Frisullo (1994) determind mediante pruebas de patogenicidad que el amarilleo que
presentaban algunas plataneras con sintomas de podredumbre de rizoma y raiz, era
producida por Fusarium compactum.

Se han descrito agunos hongos enddéfitos como patdgenos de debilidad u oportunistas en
banana (Photita et al., 2001) tales como, Xylariaceous taxa, Guignardia cocoicola,
Colletotrichum gloeosporioides (Glomerella cingulata), C. musae, Guignardia cocoicola,
varios micelios estériles, Xylariaceous spp., Deightoniella torulosa, Pyriculariopsis
parasiticay Dactylaria sp. Muchos de |os aislados endofitos son patdgenos establecidos de
la platanera. Estos resultados soportan la hipotesis de que algunos endofitos son patdégenos

latentes o oportunistas.

241 El Mal de Panama

También denominada “Marchitamiento por Fusarium’, se trata de la enfermedad més
grave en la platanera presente en las Islas Canarias (Ploetz y Galan Sauco, 1998). Esta
producida por Fusarium oxysporum f.sp. cubense (E.F. Smith) Sn & Hansen (FOC). La
infeccion ocurre en las raices, ascendiendo después al rizoma y pseudotallo. Causa
amarilleo de las hojas més vigias a las mas nuevas (Simmonds, 1966) y (Stover, 1990).
Dada la similitud de sintomas entre el Mal de Panamay el Falso Mal de Panama (Deacon
et a., 1985) y (Sabadell Gonzdlez y Herndndez, 1999) en este apartado, se describen los
sintomas, incidiendo en qué mecanismos acttan en €l desarrollo y su expresion asi como
en labiologia del agente causal FOC.

La primera constatacion de que €l Ma de Panama (MP) estaba causado por Fusarium
oxysporum f.sp. cubense (FOC), la readiz6 Smith en 1904. Es la enfermedad mas
devastadora que se conoce de |la platanera (Rutherford, 1999; Stover, 1990).

Se halla distribuida por todas las zonas productoras de pldtano mundiales (Stover, 1990).
Simmonds (1966) describio los factores més importantes que afectan ala presenciay curso
de la enfermedad. En primer lugar la edad de la planta, las plantas jovenes son mas

susceptibles que las adultas. La condicion general del sistema radical; dafios o heridas
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provocan la respuesta de la emision de nuevas raices las cuales son mas susceptibles que
lasvigjas. Aguilar et a. (2000b) observé en cv. ‘Willians susceptible araza 4 subtropical y
resistente alaraza 1, que en suelos pesados y de mal drengje, el sistemaradical de la planta
puede ser mas susceptible a la infeccidon de un aislado FOC proximo a laraza 1. En este
sentido, en Canarias Dominguez (2000) comprob6 que € tamafio de las particulas, 1os
elementos coloidales y las condiciones de pH y conductividad son factores que favorecen
la supervivencia de FOC en suelo. Simmonds (1966) también citd que suelos ligerosy bien
aireados favorecen a Fusarium oxysporum f sp cubense y ala enfermedad, en tanto que los
suelos compactos y constantemente humedecidos favorecen a la planta a reducir la
actividad de los hongos.

El nivel nutritivo de la planta y fertilidad del suelo pueden afectar a desarrollo del MP.
Alvarez et a. (1981) observaron que en suelos de plantaciones afectadas con niveles
elevados de materia organica, calcio y zinc, laincidencia de MP era menor. Unatierra muy
fertil favorece la supervivencia de la planta megjorando €l crecimiento de la planta mas que
actuando sobre el patdgeno. El pH del terreno més adecuado para la planta suele ser neutro
o ligeramente acalino. El pH elevado limita la enfermedad.

Rishbeth (1955) citado por Simmonds (1966), observé que € cv. ‘Lacatan’ resistente a
FOC sucumbia a la enfermedad en condiciones del terreno excepcionamente
desfavorables, como en arcillas &cidas mal drenadas o cuando se aplicaban cantidades
excesivas de fertilizantes nitrogenados a | as plantas.

La patogenicidad puede ser determinada por medio de pruebas adecuadas en plantas
susceptibles. Tras |os trabajos de Stover (1959a; 1959b) sobre diferentes metodologias para
la determinacion de la patogenicidad de diferentes aislados sobre diferentes cultivares, Sun
y Su (1984.) establecieron una metodologia para la realizacion de pruebas de
patogeneicidad rapidas y bajo condiciones controladas, mediante la inoculacion de
plantulas de cultivares ‘ Gross Michel’ y ‘Cavendish’ de entre 1-2 meses de edad y 10-15
cm de altura, procedentes de cultivo in vitro, con suspensiones de 3x 10 * esporas/ ml. La

expresion de los sintomas ocurrié alos 15 diasy € colapso alos 30 dias de inoculacion.
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24.1.1  Descripcion. Agente causal: Fusarium Oxysporum f sp cubense (FOC)

El Ma de Panama (MP) esta causado por € hongo Fusarium oxysporum f.sp. cubense
(E.F. Smith) Sn & Hansen (FOC), perteneciente ala clase de |os Deuteromicetos o hongos
imperfectos.

En relacién con las estructuras del hongo, las macroconidias son producidas en
esporodoquios sobre conidioforos ramificados en la superficie de las plantas infectadas o
en un medio de cultivo artificial. También pueden ser producidas en formas simples en el
micelio aéreo (especialmente en un medio de cultivo). Las microconidias presentan formas
ovaladas y se originan sobre microconidiéforos o monofilialides cortos en el micelio aéreo,
(Booth, 1971; Nelson, 1983; Nelson y Ploetz, 1990). Ambas pueden ser formadas en los
vasos xileméticos de las plantas infectadas, pero las microconidias son las que usua mente
predominan en estos tejidos. Estas estructuras sirven como fuente de diseminacion del
hongo dentro y fuera de las plantas (Beckman, 1990).

L as clamidosporas poseen paredes gruesas, y su produccion es abundante sobre |os tejidos
infectados en estados avanzados de la enfermedad. Usualmente se forman solas o en
grupos y pueden estar intercaladas o en la parte terminal de las hifas (Booth, 1971; Nelson,
1983; Nelson y Ploetz, 1990). Son consideradas estructuras de resistencia, y pueden
permanecer en el suelo en estado de latencia por un largo periodo de tiempo, en presencia
0 ausencia de plantas hospedadoras y su diseminacién ocurre con el movimiento de suelos,
semillas o materiales de propagacion infestados (Nelson, 1981; Beckman, 1990).

Se ha demostrado que la temperatura éptima para el crecimiento y esporulacion de
Fusarium oxysporum es 30°C, pudiendo tener un comportamiento saprofitico muy
vigoroso a temperaturas entre 10 y 30°C. Es capaz de crecer y esporular sobre un amplio
rango de valores de pH (Optimo a pH 7,5 - 8,5); creciendo mejor en condiciones de
oscuridad continua. Las clamidosporas a germinar, llegan a crecer sobre las raices en los
diferentes puntos de contacto, hasta lograr entrar directamente a las mismas o por heridas
(Nelson, 1981) y (Beckman, 1987).

Trujillo (1962) y posteriormente Beckman (1990), hicieron unos estudios exhaustivos
sobre las alteraciones histoquimicas que se producen en la platanera por la infeccion de
FOC. Aguilar et a. (1999, 2000a) también realizaron una serie de trabajos en los que se
estudiaron los elementos y cambios estructurales que se dan en la infeccion del patdgeno
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vascular desde € punto de vista histoquimico, como €l oscurecimiento de los haces
vascularesy las respuestas defensivas celulares frente alainfeccion por FOC.

En las poblaciones naturales de F. oxysporum se han descrito subpoblaciones (formae
specialis = f.gp.) caracterizadas por su especializacion patogénica a determinadas especies
vegetales. Las f. sp. (en su patosistema) pueden estar a su vez divididas en razas (Kistler,
1997; Ploetz, 1999). En FOC existen 3 razas que atacan a la platanera (Stover, 1990). Para
la forma specialis “cubense” se han definido las siguientes razas: raza 1- “ Gross Michel”
(AAA), raza 2- Bluggoe (ABB), raza 3 —Heliconia sp. y raza 4-Cavendish (AAA) (Waite,
1977). Lareciente aparicion de una nuevaraza, la llamada raza 4 tropical, ha supuesto una
nueva amenaza para el sector platanero, pues presenta un espectro patogenico mas amplio
que el delaraza 4 subtropical (Ploetz, 1997).

La caracterizacion de las poblaciones de FOC que se utiliza actual mente fue propuesta por
(Puhalla, 1985) para F. oxysporumy se basa en los Grupos de Compatibilidad Vegetativa
(VCG's). Los aisados que pertenecen a mismo VCG tienen la capacidad de formar
heterocarion estables. Puhala (1985), demostré que el VCG puede ser una herramienta
préctica para distinguir diferentes poblaciones dentro de las formas especiales (f.sp.) de F.
oxysporum. Indicé que agrupar los aislados en formas vegetativas de compatibilidad se
puede utilizar como el protocolo sustituible de las pruebas de patogeneicidad. La
determinacién de los VCG se redliza a partir de enfrentamientos de complementariedad
utilizando mutantes auxotrofos para la cadena del nitrato, donde interviene e enzima
nitrato reductasa (Correll, 1987b). FOC tiene origenes evolucionarios diferentes (O'
Donnell et a., 1998). Todos los cultivares son del sudeste asidtico y casi todoslos VCG's,
también excepto uno de Africay otro de Florida, existiendo una coevolucion del huésped
con el patégeno (Bentley et al., 1998).

En & patosistema grupo “Cavendish’-FOC, presente en Canarias solo se encuentra
presente la raza 4 subtropical perteneciente al VCG 0120 (Hernandez, 1997), la cual puede
diferenciarse de F. oxysporum saproéfitos por caracteristicas morfolégicas, debido a la
formacion de lacinias en medio Komada (Ploetz y Correll, 1988; Regalado-Guijarro,
1998). Desde un punto de vista practico esto sdlo puede aplicarse en el patosistema
presente en Canarias y en Sudéfrica, donde solo existe un VCG 0120 y una raza (raza 4
subtropical), porque se ha demostrado que los aislados de laraza 1 pertenecientes a VCG
0120 también dan colonias laciniadas (Ploetz, 1990).

22



Revision Bibliogréfica

3 EL FALSO M AL DE PANAMA

3.1 Revision historicay descripcion

“Falso Mal de Panamd (FMP) (Sabadell Gonzalez y Hernandez, 1999) proviene de la
traduccién literal del inglés de la primera descripcidon bgjo € término “Fas Panama
Disease” (FPD) realizada por Deacon et al. (1985) quienes describieron los sintomas
asociados, tanto internos como externos y establecieron algunos criterios de diagnostico
Gtiles. Los primeros sintomas aéreos podrian confundirse con los tipicos de plantas que
sufren problemas de encharcamiento y pobre drengje debido a la presencia de suelos
pesados. abrochamiento o acortamiento de entrenudos, amarilleo, desarrollo lento y
andmalo de la planta, necrosis en € interior de los limbos. Sin embargo, cuando se
realizaba un corte transversal en el rizoma, se observaban oscurecimientos vasculares
similares a los observados en e verdadero “Mal de Panama” (MP), que podian continuar
ascendiendo por € pseudotallo, aunque en el FMP eran de forma discontinua, mientras que
el MP son continuos pudiéndose seguir su trayectoria desde €l rizoma hasta el pseudotallo.
L os hijos pueden estar afectados 0 no. Las raices también podian estar muertas, o presentar
necrosis en los pices.

Deacon et al. (1985) también estudiaron la microflora asociada a | os sintomas observados y
realizaron estudios de patogenicidad en condiciones normales con algunas de las especies
aisladas, sobre todo con Fusarium oxysporum (FO), obteniendo resultado negativos.
Observaron que en ocasiones no se obtenia ninglin organismo en |os aislamientos. Ademés,
establecieron que el patrén de distribucion podia ser errético dentro de una plantacion y
gue habia grandes diferencias de incidencia entre plantaciones, encontrando maximos de
incidencia de hasta € 60 %. Después de estos resultados trataron de correlacionar el
desorden con otros agentes biéticos y con algunos factores abidticos, encontrando que en
ocasiones estaba asociado a atas poblaciones de nematodos (Meloidogyne spp) y en otras
parecia estar relacionado con bajas temperaturas, o con suelos pesados de pobre drenge y
con tendencia a la compactacion. No pudieron establecer claramente la etiologia ni la
epidemiologia y sugirieron que podria tratarse de un desorden relacionado con algun tipo
de estrés. Estudios posteriores de Deacon (1997) y los de Snyman, (Zaag de Beer,
comunicacion personal), confirmaron gque los nematodos no eran la causa directa, sino en

todo caso un factor de estrés.
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En Jones (2000), Lahav (1999) redliza una revison de la bibliografia referente a
enfermedades de origen desconocido citando autores que bajo distintos nombres describen
unos desordenes cuyos sintomas parecen similares a los que hoy asociamos a FMP. Entre
otros se refiere a Prescott (1917) que lo denomina “ Colorado disease”, porgue aparecié en
laregion de Colorado, Honduras 'y a Dunlap (1923) y Permar (1925), quienes observan lo
descrito por Prescott (1917) en laregion de Changuinola, Panama.

Tras un periodo en que no aparecen referencias al desorden, posiblemente -apunta Lahav
(1999) porque se habia abandonado € uso del cv. ‘Gross Michel’ por su ata
susceptibilidad a Mal de Panama-, volvieron a detectarse casos en |os afios 50-60, cuando
la zona se replantd con cultivares del subgrupo Cavendish (AAA), denominandose
entonces “Yellow Mat”, unatraduccién a inglés del termino espafiol “Mata Amarilla’. En
estas fechas aparece la “ enfermedad de Roxana’ citada por Allen (1957) en la provinciade
Limon, Costa Rica, que también hace referencia a sintomas similares a los descritos para
“Yellow Mat”, con dafos asociados a floemayy atribuida posiblemete a un virus.

Lahav (1999) hace referencia a que sometiendo las plantas a situaciones de encharcamiento
no se reproducen los sibtomas del “Y ellow mat”. También hace mencion a las pruebas de
patogenicidad y estudios histolégicos realizados por Reinking (1926). Sus trabajos no
explicaban la etiologia del “Yellow Mat” ya que no pudo reproducir los sintomas con las
inocul aciones de especies pertenecientes a género Fusarium, pero si establecio un criterio
de diagnéstico diferencial entre el “Yellow Mat” y e MP mediante estudios histol 6gicos
con los que concluyd que los oscurecimientos vasculares estaban asociados a floemay no
al xilemacomo en el caso del MP.

Barnes (1962) describié algo similar para los cultivares del grupo Cavendish ‘Giant
Cavendish’ y ‘Lacatan’ en areas de Granada, en la region caribefia. En general se observo
que la incidencia era errética y baja en toda la zona de la costa atlantica hasta Surinam
donde el desorden también ha sido descrito por Da Costa (1982).

Kangire (2000) describié un desorden similar al producido por FOC en Uganda, aunque lo
atribuy6 a condiciones de estrés provocado por una elevada cantidad de calcio y fésforo en
suelo. Recientemente, Maciel Cordeiro y Lucia Borges (2000) en Brasil, en los estados de
Bahia y Amazonas ha observado plantas con sintomas que se corresponden con los
descritos hasta el momento como “Mata amarilla’ o “Colorado diseases’, de causaincierta,

aunque en este caso también esta asociado a podredumbres blandas en e pie de
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pseudotallo causadas por Erwinia en cultivares ‘Aterra (AAB). En cuanto a las posibles
causas, citan de nuevo a los suelos pesados y mal drengje y posible implicacion de la
nutricion potasica, aungue la eliminacion de esta hipotesis pasa por |la mayor probabilidad
de que sea un problema patol 6gico ya que tiene una distribucion vascular.

Aunque no sabemos si estamos ante un patosistema real huésped/patdgeno, y por tanto no
podemos hablar de susceptibilidad o resistencia, los sintomas se corresponden a la
respuestas ante algun factor de estrés, ya sea bidtico o abidtico. No existen muchos
documentos en la bibliografia que se ocupen especificamente de |os cambios histoquimicos
producidos por estrés abidtico en la platanera. No obstante, existen abundantes referencias
para otros patosi stemas, en |os que se explican procesos similares alos descritos en el FMP
como es el caso de los oscurecimientos vasculares, amarilleos foliares, cambios en la
organizacion y estructuras celulares, explicados todos mediante |os mecanismos de defensa
de las plantas ante agresiones bidticas, abidticas o por su interaccion. Los oscurecimientos
vasculares producidos por FOC han sido muy estudiados por Aguilar et al. (2000b);
Beckman (1990); Beckman et al. (1974) y Trujillo (1962). Respecto a las posibles causas
del “Yellow Mat”, Lahav (1999) concluye que podrian estar relacionadas con factores
abidticos del suelo, dado que algunos sintomas foliares recordaban a la deficiencia en
potasio y en calcio (Stover, 1972), y en condiciones de bajas concentraciones de O, y alto
CO; que se dan en situaciones de encharcamiento, el potasio se absorbe con dificultad y se
producen blogqueos entre los diferentes iones del suelo, en especia del calcio (Hammond
1955) y que en todo caso podia estar implicado algin microorganismo con caracter
oportunista, aunque no se descartaba la implicacion de fitoplasmas o virus (Stover,
1972#460) y (Lahav, 1999).

Como los trabajos de Deacon et al. (1985), los de Prescott (1917) y los de Dunlap (1923)
referidos por Lahav et al. (1999), asi como nuestras observaciones preliminares (Sabadell y
Hernandez, 1999) y (Hernandez y Sabadell, 2002) sugerian diferentes causas abioticas
como posible origen del desorden, a continuacion se revisa como afectan los factores
ambientales a la platanera, y a otras plantas hospedadora con especial referencia a su
implicacion en sintomas similares a los descritos para el FMP. Nos centraremos
principalmente en los factores abioticos mas comunes que hemos encontrado asociados a
plantas sintométicas en nuestras observaciones preliminares o, en las plantaciones

afectadas que describiremos como efecto de la compactacion, efecto del encharcamiento,
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efecto de latemperatura, efecto de los dafios mecanicos, efecto del abonado (deficienciaen
Calcio y micronutrientes) asi como efecto de las especies flngicas y bacterianasy el efecto

de lainteraccion de factores.

3.2  Especiesde Fusarium similares a las asociadas al FMP en plataneray en

otras plantas hospedador as.

Deacon et a. (1985), Reinking (1926) y Sabadell Gonzdlez y Hernandez (1999)
encontraron especies de Fusarium asociadas a FMP y a “Yellow mat” pero ninguno de
los estudios han podido demostrar €l papel de dichas especies en el FMP ni en € “Yellow
mat”. Quizas fuera necesaria la interaccion de ciertos factores de estrés como ocurre en €l
sintoma de seca del olivo (Hernandez et al., 1998) o la combinacion de determinados
microorganismos, ya que con frecuencia, varios patdgenos radical es se presentan formando
complgjos de etiologia complgja, 0 bien participan como patdgenos secundarios o de
debilidad en plantas af ectadas por diversos tipos de estrés (Schippersy Gams, 1979).

En Sudéfrica el Falso Mal de Panama ha sido asociado con dafios causados por nematodos
por Deacon (1997), aunque se demostré que no eran la causa del problemay que como
mucho podian ser un factor de estrés afiadido, con una importancia relativa en € desorden
gue nos ocupa. En Canarias, también se han encontrado nematodos asociados a algunos
casos de FMP. Quizas e papel del nemétodo, si es que tiene alguno seria causar una
modificacién de la susceptibilidad del huésped a determinados hongos (Hasan, 1993) o
incrementar la severidad de la enfermedad (sinergismo), como ocurre en el caso del estudio
de Vovlas et a. (1994) en Creta, sobre platanera con sintomas aéreos de decaimiento y con
necrosis en raices producidas por diferentes nematodos. Los sintomas de decaimiento eran
més intensos especialmente cuando las raices se encontraban infectadas ademés por
hongos y/o bacterias del suelo cuya frecuencia de aparicion fue: Acremonium sp. (24%),
Rhizoctonia solani (12%), Fusarium oxysporum (12%), F. solani (6%), Phytium sp. (4%),
Fusarium compactum (3%) y Cylindrocarpon sp. (3%). Ademas de la presencia
consistente de estos hongos encontré asociadas especies bacterianas pectinoliticas de los
géneros Erwinia y Pseudomonas. Pinochet y Stover (1980) encontraron especies fungicas
asociadas con Radopholus similis, € cual causa lesiones a cv. ‘Cavendish’. Cuando se
inoculan conjuntamente con hongos como Cylindrocarpon musae las necrosis son mas
extensas, seguido de Fusarium solani y Fusarium moniliforme (Gibberella fujikuroi).

Acremonium stromaticum causa menos dafio que los otros hongos pero en presencia del
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nematodo destruye maés raices. En otro estudio, Pinochet (1979) encontré una asociacion
de determinadas especies fungicas con lesiones de nematodos tanto en platano como en
banano. Los hongos se encontraron en €l 71% de bananas muestreadas. Acremonium
stromaticum (22%), Fusarium solani (18%), Cylindrocarpon musae (17%) y F.
moniliforme (14%). Los mismos hongos y con frecuencias similares fueron encontrados
asociados a lesiones de nematodos en plétanos. Peregrine (1992) describe que las lesiones
caracteristicas que se producen en las raices de Ensete a causa de Pratylenchus goodeyi, se
encuentran asociadas a hongos secundarios del suelo que aumentan la intensidad del dafio.
Ademés, detectd la presencia de Xanthomonas campestris pv musacearum en las lesiones y
posteriormente invadiendo el sistema vascular y pseudotallo.

En otro patosistema encontramos la primera descripcion de la asociacion de las especies
Pythium ultimum, P. irregulare, Rhizoctonia solani AG4, y Fusarium proliferatum en
Trifolium vesiculosum, formando un complejo de enfermedades (Pemberton et al., 1998).
Especies de Fusarium tales como F. oxysporum, F. subglutinas, F. proliferatum, F solani
asociadas al FMP (Hernandez y Sabadell, 2000, 2002; Sabadell Gonzdlez y Hernandez,
1999; Sabadell y Hernandez, 1999; Sabadell y Hernandez, 2003), o a “Yellow Mat” han
sido asociadas a otras plantas hospedadoras demostrandose en algunos casos que eran €l
agente causal de la enfermedad. Wu y Huang (1997) en lirio, Chao et al. (1998) en damos,
describen F. proliferatum como patdgeno vascular. F. subglutinans (Gibberella fujikuroi
var. subglutinans) fue aislado de tgjidos necrosados en hojas, ramas 'y pseudobulbo (Mee et
al., 1998) asi como ocasionalmente también fue aislado F. moniliforme (G. fujikuroi) en
plantas de Cymbidium sp.(Broadhurst y Hartill, 1996). Aislados procedentes de la coronay
de las raices de esparrago con sintomas de podredumbre, pertenecientes a las especies F.
proliferatum, F. oxysporum y de F. solani fueron evaluados en test de patogenicidad in
vitro. Los aislados de F. proliferatum y F. oxysporum fueron los mas patogénicos. La
patogenicidad de los aislados de F. oxysporum fue caracterizada como F. o. f.sp. asparagi
(Elena y Kranias, 1996). Las cuatro especies Fusarium solani, F. proliferatum, F.
oxysporum y F. subglutinans (Gibberella fujikuroi var. subglutinans) fueron aislados de
raices de orquideas enfermas y se demostré su asociacion con el incremento de las necrosis
radical es cuando fueron reinoculados en raices sanas (Benyon et al., 1996).

Engelsy Kramer (1996), estudiaron la produccién de micotoxinas producidas por especies
del género Fusarium presentes en Lolium spp., encontrando una amplia variedad de
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especies capaces de producirlas. Fusarium proliferatum y F. subglutinans [Gibberella
fujikuroi var. subglutinans], especiamente, producen micotoxinas tales como la
beauvericina, fusaproliferina que pueden ser toxicas paralos seres humanos (Moretti et al.,
1998). En € caso de F proliferatum, Abdalla et al. (2000) demostraron su patogenicidad
sobre palmeras datileras mediante inocul aciones, ademéas de comprobar la produccion de
micotoxinas tales como beauvericina, fumonisina B1, fusaproliferina, acido fusarico y
moniliformina. En € caso de F. subglutinans [Gibberella fujikuroi var. subglutinans].
Tapia et al. (1998) y Borrés Hidalgo et al. (1998; 1999) y han determinado la produccién
de determinadas toxinas implicadas en la patogenicidad de esta especie en pifia. Toxinas
producidas por F.solani, podrian estar implicadas en las ostrucciones xilematicas en citrus
(Nemec, 1995). Existen algunas referencias bibliogréficas que atribuyen un carécter
patogénico a especies de Fusarium unicamente bajo condiciones de estrés para la planta
como es caso de F. subglutinans en maiz (Kostecki, 1994).

Kistler (1997), trabajando con arroz, demostro que algunos microorganismos oportunistas
formaban parte de la flora saprofita endéfita 'y que esta flora era dependiente del érea de
cultivo. Estos microorganismos oportunistas o de debilidad coincidiendo con situaciones
de estrés del hospedador pueden provocar procesos infecciosos que desemboquen en una
enfermedad (Agrios, 1988). El impacto de dos hongos, Colletotrichum musae y Fusarium
moniliforme (Gibberella fujikuroi), sobre la capacidad fotosintética de dos cultivos, banana
y maiz, fue estudiado por Pinto et a. (2000). Las curvas de respuesta a la luz de ambas
especies mostraron que la capacidad fotosintética fue severamente reducida en las plantas
infectadas con endofitos, concluyendo que es posible que la reduccion fotosintética en

ambos cultivos fuera causada por toxinas producidas por |os hongos.

3.3 Naturaleza del amarilleo foliar

El amarilleo de las hojas, es una sintomatologia asociada al FMP. Los amarilleos foliares
pueden producirse por factores biéticos y abidticos como ya hemos visto alo largo de la
revision.

Dentro de los bidticos, |os mas caracteristicos son los producidos por patégenos vasculares
como Fusarium oxysporum, Verticillium sp., Ceratocystis sp., Ralstonia sp., Calvibacter
sp. causantes de enfermedades sistémicas. En platanera, este es uno de los sintomas més
caracteristicos tanto del Mal de Panama como del Moko (Thwaites, 1999). En los

patosi stemas FOC-platanera; Ralstonia-platanera, como en otros patosi stemas, el amarilleo
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se produce como consecuencia de la obstruccion de los haces vasculares por el patdgeno,
aunque no se descarta el papel que puedan tener ciertas toxinas fungicas como hemos visto
en el apartado anterior. Esta situacién dificulta el flujo de agua y nutrientes desde laraiz y
provoca una carencia de elementos tales como € calcio, zinc y hierro en las hojas de
crecimiento activo, lo cual induce la movilizacion de estos elementos desde las hojas mas
vigjas (Beckman, 1990).

Dentro de los factores abidticos, el amarilleo también ha sido relacionado en plataneray en
otras plantas hospedadoras con situaciones de encharcamiento y la asfixia radical
concomitante (Aguilar, 1998a); el estrés hidrico tanto por exceso como por defecto de
agua, asi como por diversas carencias y toxicidades tales como deficiencias en boro
(Venter y Currier, 1977) y (Ali y Jarvis, 1988), y otras bastante comunes como las de
calcio, hierro, zinc, etc. Todos estos aspectos seran comentados con mayor detalle en los

siguientes apartados de estarevision

34 Natur aleza de los oscur ecimientos vascular es

A nivel celular podemos establecer diferencias entre los producidos por invasion de
patogenos vasculares fungicos y bacterianos, que generalmente se dan en el xilema o los
producidos por diferentes formas de estrés abidtico donde nos encontramos con
alteraciones en la organizacion y funcionalidad muy importantes tanto en el xilema como
en el floema. En platanera los oscurecimientos vasculares asociados a xilema han sido
muy estudiados en el Mal de Panamay en el Moko por Trujillo (1962) y Beckman (1987,
1990). En €l caso del “Yellow Mat”, Lahav (1999) describe que en plantas afectadas en el
episodio de 1964, se observaron oclusiones en €l floema con material amorfo y menciona
los estudios de Reinking (1926), citados por Dunlap (1923) donde las obstrucciones
vasculares fueron asociadas la floema, lo cua sirvio para establecer un diagnostico
diferencial entreel MPy e “Yelow Mat”

341 Xilema

La mayoria de oscurecimientos en el xilema estédn asociados a la infeccion por hongos y
bacterias vasculares (Van Alfen, 1982) y (Beckman, 1987). Los vasos del xilema de
plantas infectadas por hongos vasculares presentan una tipica acumulacion de geles de
color pardo/marron producidos por la planta, y compuestos principa mente polisacaridos y

fenoles. Este pardeamiento segun disferentes autores se deben en parte a la oxidacion de
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los fenoles por enzimas de la propia planta o del microorganismo patogeno (Novo et al.,
2002).

Trujillo (1962) y Beckman et a. (1974) en € estudio de la patogénesis del MP en
platanera, explicaron el papel de los fenoles en la defensa de la platanera frente a FOC,
describiendo los procesos de invasion y colonizacién de los vasos xileméticos y las
respuestas celulares defensivas, concluyendo que a mayor concentracion de sustancias
fendlicas menor era el nUmero de las perforaciones naturales en las placas cribosas, con o
gue la planta manifestaba una mayor resistencia a la infeccién y diseminacion del
patégeno. Beckman (1990), también observé que son las células acompafiantes del xilema
las que tienen capacidad de respuesta frente a las infecciones y que en las etapas iniciales
de FOC en platanera el xilema se encuentra colapsado por diferentes sustancias como
callosas, lipidos y gomas, 0 evaginaciones de células acompafiantes bloqueando la luz del
haz que reciben el nombre de tilides.

Para otras plantas hospedadoras también se han descrito oscurecimientos vasculares
asociados a xilema que se producen como respuesta a la invasiéon de patdégenos, o como
respuesta a un agente etiol égico desconocido, pero no hemos encontrado referencias para
especies de Fusarium asociadas al FMP en platanera.

Asi, Trujillo y Obrero (1978) observaron que Cephalosporium sp. en Cassia serattensis
inducia la formacion de tilosas en xilema. El blogueo de los haces vasculares lleva
asociada la sintomatologia de marchitamiento (Duniway, 1971) y manifestacion de
carencias nutricionales como describen Hampson y Sinclair (1973) en melocotoneros
inoculados con Cytospora leucostoma, que causa cancros en ramas y una importante
disfuncion del xilema colapsandolo e impidiendo el transporte de nutrientes. Los arboles
inoculados manifestaban sintomas semejantes a los gue se producen bajo estrés hidrico en
las ramas distales de los sitios inoculados. Las hojas de estas partes distales mostraban
sintomas de deficiencia en calcio y un bajo contenido en aluminio, boro, calcio, magnesio,
manganeso, fosforo y zinc cuando se compararon con otras zonas de |os mismos arboles no
infectadas. Las gomas presentes en |los tegjidos de cambium y xilema eran las principales
causantes de la disfuncién xilemética. Esto sugiere que las gomas juegan un papel
relacionado directamente con la viscosidad de los fluidos que transportan a través del
xilema los elementos nutritivos y el blogueo xilemético, como respuesta a la infeccion de

C. leucostoma.
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Mollenhauer y Hopkins (1976) estudiando la vid susceptible a la Pierce's disease,
observaron agregados bacterianos que colapsan el xilemaimpidiendo € transporte del agua
y nutrientes manifestando deficiencias nutricionales. En las variedades resistentes ademas
se observo la inducciéon de formacion de tilosas y gomas por la planta con € fin de
encapsular las bacterias y evitar lainfeccion de otros elementos del xilema.

Beretta et al. (1988) realizaron estudios en Citrus, donde se compararon dos enfermedades
de sintomatologia vascular similar y cuyo agente causal no se conocia. Los sintomas se
caracterizaron por un blogueo del xilema debido a sustancias, en un caso amorfasy en el
otro formando fibras. Tras un estudio histoquimico concluye que las sustancias amorfas
reaccionaron positivamente para callosa, lignina, sustancias pépticas, gomas, proteinas y
lipidos. Las sustancias filamentosas se tefiian positivamente para ligninas, gomas, proteinas
y lipidos.

Respecto a los oscurecimientos xileméaticos producidos por factores abidticos, Marriott et
al. (1979) hacen referencia a raices de yuca que se decoloran por perdidas de agua
producidas por cortes y abrasiones y describen que las decoloraciones se encuentran
asociadas a colapso del xilema. Rickard et a. (1979) estudiaron la naturaleza de la
pigmentacion en el xilema de Cassava mediante técnicas histoquimicas y concluyd que
contenian compuestos lipidicos, lignina y carbohidratos derivados de céulas
parenquimatosas adyacentes, las decoloraciones en xilema son resultado de un proceso
fisioldgico de la planta en respuesta a heridas.

Algunas de las ateraciones bioquimicas tipicas de respuesta hipersensible que se dan en
las reacciones incompatibles con hongos, bacterias y virus en las plantas, pueden ser
inducidas por estrés o por productos quimicos sin necesidad de agentes bidticos (Van
Loon, 1983). Se han observado oscurecimientos vasculares asociados al xilema debidos a
cortes en los tallos de crisantemo (Van Doorn 'y Cruz, 2000).

Noon y Booth (1977) describen en raices de Cassava, decoloraciones vasculares de las que
aisla microorganismos asociados a las decoloraciones que no se encuentran en los tejidos
sanos. Pero cuando los inoculan no se reproducen 1os sintomas. Los resultados sugieren
gue estos microorganismos no son la causa primaria de las decoloraciones y que pueden
ser debidas a causas endégenas fisiol ogicas.

Van Doorn y Cruz (2000), estudiaron los bloqueos xilematicos que se producian en las

flores de crisantemo bgjo temperaturas entre 5°-20°C, y otras condiciones ambientales con
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el fin de evitar la infeccion con bacterias. Los resultados sugieren que los bloqueos

xilemati cos estan rel acionados con reacciones oxidativas.

34.2 Floema

En procesos no infecciosos como son € estrés abidtico, deficiencias nutricionales, o
procesos infecciosos que conducen a bloqueo de nutrientes en etapas posteriores, también
se ve afectado € floema, pues se ve aterada su funcion (Clark y Smith, 1988; Stewart et
al., 1973).

Algunas especies de Fusarium como las asociadas al FMP, han sido citadas para otras
plantas hospedadoras como causantes de decoloracion en floema. Blodgett et al. (1998)
estudiaron la sistémica decoloracion vascular en tallo y raices y el decaimiento de la parte
aérea de Amaranthus hybridus en Sudéfrica. Los sintomas incluian decoloracion en el
floema, xilema del cormo, cancros negros y debilitamiento del tallo propenso a quebrarse.
Fusarium sambucinum, F. oxysporum, y F. subglutinans se encontraron asociados a esta
sintomatol ogia.

Las virosis y micoplasmosis (fitoplasmas) utilizan el floema como medio de dispersion en
la planta (McCoy, 1982), pues son patdégenos que necesitan de la maquinaria celular para
completar su ciclo vital. Las Rickettsias también invaden la planta a través del floemay
células adyacentes (Kohn et al., 1974).

Existen casos reflgjados en la literatura de oscurecimientos vascul ares asociados a floema
causados por estrés abiotico, como es el caso en la cafia de bambu (Liese, 1998), donde
esta sintomatol ogia se asocia a dafios mecanicos en las raices a readlizar la practica cultural
de deshijado. En este caso, parece gque los oscurecimientos son debidos a la oxidacién de
determinados componentes fendlicos, como respuesta hipersensible a una herida, que
desemboca en €l colapso y cicatrizacion de la zona dafiada con € fin de evitar infecciones
(Van Loon, 1983) en (Ponz, 1995).
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3.5 Interaccién factores abidticogbioticos. Triangulo epidemiol6gico

La enfermedad depende de cuatro factores: la susceptibilidad de la planta cultivada (planta
huésped), la presencia de un patégeno, las condiciones ambientales favorables para la
infeccion (temperatura, humedad relativa, tipo de suelo y fertilidad, etc.). La severidad de
la enfermedad depende del tiempo y de lainteraccion entre los tres factores (Roget, 2001).

Muchas veces encontramos que la actuacion de un factor provoca una mayor
susceptibilidad a otros 0 que es necesaria la interaccion de varios factores abidticos y

bi6ticos para que € resultado se manifieste como enfermedad.

Fig.2. El triangulo epidemiolégico de Ila
tiempo enfermedad (tetraedro s incluimos e factor
tiempo) representa las interacciones de los 4
factores principales gr aficamente.

patageno hospedante

arnbiente
351 El hospedador. Respuestas defensivas

Larespuesta de la planta ante |os factores de estrés puede ser especifica o inespecifica ante
la agresion de un determinado factor. Las plantas poseen una serie de mecanismos de
defensa que pueden clasificarse en pasivos o0 preexistentes, en los que se incluyen barreras
estructurales  (cuticula, reservorios de compuestos antimicrobianos localizados
estratégicamente) y activos, los cuales se dan en respuesta a un patégeno invasor y que
requieren del metabolismo del hospedador (Osbourn, 2001). Estos mecanismos de defensa
activos son inducidos por e patdgeno y pueden ser respuestas primarias (reacciones de
hipersensibilidad) las cuales generamente terminan en muerte celular programada o
apoptosis, respuestas secundarias las cuales son inducidas por moléculas sefial o elicitores
y finamente resistencia sistémica adquirida (SAR en terminologia inglesa) inducida
hormona mente, como es el caso de las fitoalexinas (Nicole et al., 1996).

En general |os procesos defensivos que se dan bajo estrés abidtico suelen ser inespecificos
y también pueden darse ante lainfeccion por un patdgeno (Anénimo, 2002). Este hecho, da
lugar a una sintomatologia convergente, en diferentes desordenes y enfermedades de
etiologias muy diversas, como los marchitamientos, amarilleos foliares, etc. Por g emplo,

la lignificacion de las paredes celulares puede activarse bajo condiciones de estrés
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inespecifico (L6épez Encinas, 2003). Otro ejemplo de ello es |a respuesta inespecifica que
consiste en la sintesis de monofenoles, esta puede conducir a la acumulacién en tejidos no
danados de grandes cantidades de productos ya preformados, o dar lugar a la aparicion de
nuevos productos, las fitoalexinas, que aparecen bajo situaciones de estrés abidtico (g.
deficiencia en Boro (Cakmak y Rémheld, 1997) y bidtico, existiendo una diferencia en su
acumulacion que permite diferenciar las respuestas. Como consecuencia aparecen necrosis
celulares en algunas ocasiones ya que como describen Garcia et a. (1978) existe
independencia entre los fendmenos de acumulacion de fitoalexinas y necrosis celular.
Algunas de las ateraciones bioquimicas tipicas de respuesta hipersensible que se dan en
las reacciones incompatibles con hongos, bacterias y virus en las plantas, pueden ser
inducidas por estrés o por productos quimicos sin necesidad de agentes bidticos (Van
Loon, 1983).

Deborath et a. (2001) compararon en arroz, la induccion de diferentes enzimas, y
acumulacion de compuestos fendlicos y lignina bajo 1a inoculacion de Rhizoctonia solani
(patdégeno) y Pestalotia (Pestalotiopsis) palmarum (no patdgeno), observando que la
actividad enzimatica de peroxidasa (PO) y fenildanina amonio-liasa (PAL) fueron
significativamente incrementadas después de la inoculacion con R. solani y P. palmarum,
siendo mayor la respuesta en las plantas inoculadas con el organismo no patdgeno
compardndolo con la inoculacion del patégeno. La inoculacion de P. palmarun, fue
seguida de una rdpida acumulacion de compuestos fendlicos y aumentd el contenido en
lignina en un 91% frente a 37% con la inoculacion del patégeno Rizoctonia solani.
Beckman (1987) describe que la produccion de geles 0 gomas que es la primera fase del
bloqueo xilemédtico, puede darse como respuesta inespecifica a invasion de organismos

pat6bgenos 0 No patogéni cos.
352 El patégeno

35.21  Efectodela Temperatura sobre la patogenicidad

En general, la temperatura es un factor que afecta al desarrollo y crecimiento de todos los
organismos. En €l caso de los hongos fitopatdgenos, € rango de temperatura éptimo del
desarrollo de lafase vegetativa miceliar se encuentra en el rango optimo de crecimiento del
huésped a que ataca, siendo entre los 20-30°C en general, variando entre las diferentes

especies.
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No obstante puede suceder que €l rango de temperatura en el que se produce la infeccion
sea para la planta huésped una temperatura inferior ala optima de su crecimiento, en laque
todas las constantes vitales y mecanismos de respuesta frente a los patégenos se vean
ralentizados y €l hongo fitopatégeno no encuentre resistencia a su penetracion en la planta.
El desarrollo de la sintomatologia de la enfermedad puede producirse una vez la plantaya
infectada de forma latente, se encuentre en condiciones favorables para su desarrollo y para
el desarrollo del hongo en su interior. Zeller & A. Schmidle en Kohn et a. (1974)
concluyeron que bajo condiciones naturales la infeccion por P. syringae y P. mors-
prunorum sobre “cereza acida” ocurre a 5-10° C, pero los sintomas tipicos y €l desarrollo
del dafio solo se manifiestaa 15-20° C.

Puede darse € caso de una interaccion entre factores de estrés abidtico que condicionen
una mayor susceptibilidad del huésped a una enfermedad determinada. Muchos hongos
fitopatégenos del suelo infectan a su huésped en invierno, cuando se produce la parada
vegetativa de las plantas debida al frio ambiental. Generalmente en esta época del afio
también se producen lluvias de gran intensidad que pueden provocar una mayor
permanencia del agua en el suelo y provocar situaciones localizadas o generales de hipoxia
en € sistema radical, que estaria aumentando la posibilidad de infeccién en el caso de que
hubiera un patdgeno presente (Aguilar et al., 2000b). Pires de Matos et a. (2000)
mostraron que la intensisdad de la fusariosis en la pifia producida por F. subglutinans,
dependia de los factores ambiental es, |as bajas temperaturas aumentaban la intensidad de la
enfermedad.

3.5.22  Efectodel encharcamiento sobrela patogenicidad

El encharcamiento conduce a situaciones de estrés para la plantay puede que esta no tenga
una capacidad de respuesta adecuada frente al ataque de un patdgeno, pero hay que
destacar, que en el caso de los hongos fitopatdgenos del suelo, los efectos negativos del
encharcamiento pueden afectar también a correcto desarrollo, viabilidad y supervivencia
del hongo en € suelo. Stover (1953), observd que algunos Fusarium spp sobrevivian mejor
en suelos con un 15 % de saturacion de agua. A mayor contenido de humedad, por jemplo
65 %, la supervivencia de las bacterias se ve favorecida a expensas de los Fusarium spp. y
otros hongos. Simmonds (1966) describe un método para destruir FOC mediante la
inundacién del terreno durante periodos de seis meses. Estos lagos artificiales, se

renovaban una vez y media cada semestre para compensar las perdidas debidas afiltrado y
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evaporacion. El resultado de esta profunda inundacion fue la creacion de unas condiciones
casi anaerobias, desfavorables para la supervivencia de FOC. Con este método se
consiguio la destruccion de un 95 % de los hongos del suelo.

Marin et al. (1995) observé que el crecimiento de 2 aislados de F. moniliforme (Gibberella
fujikuroi) y 4 aidlados de F. proliferatum fue significativamente influenciado por el
potencial de agua. El rango de temperatura optimo fue entre 20-35° C. El crecimiento se
pard a 4°C y 0.994-0.96 aw existiendo una interaccion entre estas dos variables sobre el
crecimiento de los hongos. Optimo pH y temperatura para el crecimiento fue 5.5y 25°C
para los dos aislados de F. proliferatumy pH 7.0 y 30°C para los asilados de G. fujikuroi.
Los efectos del pH, temperatura y aw individuamente, interaccion dos a dos e
interacciones triples fueron todas encontradas estadisticamente significativas para los tres
aislados.

Bolkan et a. (1979) observd que conidias libres de Fusarium moniliforme var.
subglutinans sobreviven mejor con temperaturas en suelo de4°y 18° C quea25°y 30° C,
en suelo aireado y humedo con 10- 35% de contenido de material vegetal.

Dada la escasa literatura que hay sobre el FMP, trataremos de encontrar algun indicio en la
literatura que se refiera a sintomas similares a los descritos para € FMP producidos por

los factores ambiental es tanto en platanera como en otros cultivos.
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4 FACTORESABIOTICOS.

El concepto de estrés en los vegetales se refiere a la influencia de determinados factores
externos que afectan al normal funcionamiento fenolégico de la planta tales como efectos
sobre el crecimiento del cultivo y sobre la productividad (Bingham, 2000; Chellemi, 2001;
Irizarry et al., 1980) y que determinan una mayor sensibilidad a sufrir atagues por parte de
patdgenos (verdaderos y/o de debilidad-oportunistas) (Burgess, 1998) y (Aguilar et al.,
2000b) 0 a manifestar desordenes fisioldgicos (Eckstein y Robinson, 1996). Un gjemplo es
en e pino rojo, Stanosz et al. (2001) demostraron la presencia de Sphaeropsis sapinea
como endofito patdgeno latente. La enfermedad se producia bajo situaciones de estrés
hidrico

En situaciones de estrés abidtico (seca, dafios mecéanicos, dafios por desinfeccion,
disponibilidad de oxigeno, cambios en el potencial hidrico, salino y osmético, cambios de
pH) se estimula e metabolismo de los compuestos fendlicos (Weaver, 1994). La
acumulacién de estas sustancias puede provocar en ocasiones la necrosis de las células que
las acumulan como respuesta a una situacion de estrés bidtica o abiética (Garcia- Arenal,

1978), como hemos revisado anteriormente en el apartado de respuestas de las plantas.

4.1 Factor es climéaticos

L os factores climaticos son inmodificables cuando se trata de cultivos a aire libre, aunque
en invernadero pueden atenuarse valores extremos que serian perjudiciales para €l
desarrollo y e rendimiento adecuado del cultivo o incidir en la severidad de una
enfermedad o plaga determinada.

La altitud es un factor limitante para el desarrollo de la planta, en general 1os rendimientos
se reducen con el incremento en laaltitud y € ciclo vegetativo se prolonga. Las variaciones
en altitud prolongan €l ciclo bioldgico. En Canarias por cada 100 m de altitud se prolonga
el ciclo 45 dias (Aubert, 1973). En la 32 zona (limite para €l desarrollo comercia del
cultivo), a 300 m.s.n.m. en la vertiente norte, pueden producirse severos dafios por frio.

El viento es un factor atmosférico de mucha importancia por sus efectos sobre el
crecimiento y desarrollo de la planta. Uno de los dafios mas comunes es el desflecamiento
de los semilimbos. El &reafoliar se reduce y afecta directamente al peso de losracimosy a
la calidad de estos (Champion, 1968).
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El rango de energia comprendida entre 0,4-0,7 nm del espectro de la radiacion solar es el
mas importante por su intensidad y por su calidad, pues influye directamente en la
capacidad fotosintética de la planta. Ademas, la calidad espectral de la luz regula €
fototropismo y controla procesos como la germinacion y la floracion. La duracion del
fotoperiodo es importante para €l desarrollo de los patrones de la planta. Las musaceas
crecen y se desarrollan bien en condiciones de semipenumbra. Se ha observado que en
plantas que crecen en condiciones de menor intensidad de luz, se prolonga su periodo

vegetativo, son més altasy desarrollan mayor areafoliar (Champion, 1968; Soto, 1985).

4.1.1 Temperatura ambiental

La Temperatura esta relacionada con la altitud, la radiacion solar y los movimientos de la
atmosfera. Influye sobre la respiracion y fotosintesis de la planta 'y en consecuencia sobre
su ciclo vegetativo. La temperatura idonea para €l cultivo de la platanera oscila entre los
15,6 y 37,8°C, lamedia idonea es de 27°C dependiendo de la variedad. Para los cultivares
del subgrupo Cavendish, megor adaptados a los subtrépicos, se produce una parada
vegetativa entre los 9°-11°C en el limite inferior y entre 38°-40°C en el limite superior
(Ganry, 1973; Green, 1969). Temperaturas mayores 0 menores pueden causar deterioro y
lentitud en el desarrollo, ademas de dafios en la fruta (Ganry, 1973).

Las bajas temperaturas, inferiores a 16°C producen un efecto semejante a un exceso de
agua, la planta muestra sintomas de marchitamiento y aparece una coloracién amarilla
generalizada acompariada de una muerte prematura de la planta. Se producen obstrucciones
o cierres en los conductos respiratorios y nutricionales. Este efecto fisiol 6gico se produce a
causa de bajas temperaturas y también por exceso o por deficiencia hidrica'y se conoce
como “obstruccion foliar”. El crecimiento de las vainas foliares se reduce y se produce un
acortamiento de entrenudos o peciolos, asi como un bloqueo de la emision de hojas que
obstruye la salida de la inflorescencia (Soto, 1985). Los periodos de frios matinales y
bajadas de temperaturas nocturnas por debajo de 10°C durante més de 4 horas, que afectan
con regularidad a zonas del norte de las islas canarias pueden ocasionar paralizacion
parcia del desarrollo de la planta, con un efecto de obstruccion foliar ya mencionado antes
(Champion, 1968).

Un sintoma comun en la platanera, producto del efecto de bajas temperaturas y también
asociado a FMP es el abrochamiento y el amarilleo de las hojas, debido también a que la
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disponibilidad y absorcion de los nutrientes presentes en el suelo que se puede ver reducida
(Green, 1969).

A nivel histolégico se producen cambios como €l cierre estomético que provoca la
disminucion de la evapotranspiracion (Suarez Sanchez y Santana Ojeda, 1996; Marriott et
al., 1978; Robinson y Bower, 1988). En los estudios realizados por Santana et al. (1992) en
laisla de Tenerife en los afios 1988 y 1990 se observd que la evapotranspiracion de las
plataneras Dwarf Cavendish se veia reducida durante los meses de enero y febrero cuando
se dan las temperaturas mas bagjas del afio. No obstante, aunque los sintomas externos por
frio pueden coincidir con los descritos para el FMP, los sintomas internos no se han

descrito asociados a estos factores.

4.2 Factor es edé&ficos

El mantenimiento de la humedad del suelo préxima de la capacidad de campo parece
indispensable para el crecimiento 6ptimo del banano (Dorel y Ozier Lafontaine, 1998).
Factores fisicos como €l nivel freatico, arcillas impermeables o capas de arena presentes en
el suelo pueden aterar la profundidad efectiva y la permeabilidad del suelo (Forsythe,
1975).

L as caracteristicas quimicas (Jackson, 1982) del suelo hacen referencia a pH, capacidad de
intercambio cationico (CIC), contenido y disponibilidad de elementos nutritivos, que de
una forma combinada determinan el estado de fertilidad de un suelo.

L a platanera muestra un rango de adaptacion muy amplio, por 1o que puede cultivarse tanto
en suelo acidos con pH 4.0, como acainos con pH 8.0. Su meor comportamiento
productivo se registra entre pH 6.0 y 7.0. Las siembras en suelos &cidos pueden presentar
problemas de blogueo de nutrientes respecto a la disponibilidad en formas asimilables por
la planta de |os elementos siguientes: fosforo, magnesio, boro, calcio y molibdeno, ademas
de toxicidad por manganeso, hierro y aluminio. Cuando se trata de suel os alcalinos, pueden
haber problemas de deficiencias en zinc, hierro, manganeso, boro, formacién de fosfatos
insolublesy posible exceso de sodio.

Las caracteristicas del suelo, tanto fisicas como la capacidad nutritiva, salinidad,
encharcamiento, impedancia mecanica y patdgenos presentes en € suelo capaces de
infectar las raices, tienen un efecto directo sobre €l crecimiento, actividad fotosintéticay la
duracion del cultivo (Chellemi, 2001). Las raices presentan respuestas determinadas ante

las condiciones especificas del suelo que consisten en variaciones de las elongaciones,
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numero de raices y exudados radicales. También se producen cambios en la arquitectura
radical (Bingham, 2000).

421 Encharcamiento del suelo

Como consecuencia de situaciones de encharcamiento en e suelo pueden producirse
principalmente tres tipos de estrés abidtico sobre la planta: hipoxia radical (Daugherty y
Musgrave, 1994; Huang y Johnson, 1995; Shtefyrtse y Chernat, 1994), aumento de la
sdinidad (Barrett-Lennard, 1986) y mayor compactacion (Engelaar et a., 1993) que
desglosaremos mas adelante. También, existen cambios quimicos asociados directamente
al encharcamiento de los suelos como son el bloqueo de determinados nutrientes e iones, €l
aumento de la conductividad eléctrica (Naidoo et a., 1992) y la disminucién del pH. Se
sabe que en condiciones de encharcamiento se incrementan las tasas de enzimas como la
alcohol deshidrogenasa, la lacasa, la superoxido dismutasa, entre otras (Burdick vy
Mendelssohn, 1990) y se incrementa la compactacién de los suelos (Grimaldi, 1986). Otra
consecuencia del encharcamiento es que debido ala saturacion de humedad, se favorece la
aparicion de plagas y enfermedades.

Generamente periodos prolongados de encharcamiento conducen a la compactacion del
suelo y producen ateraciones de conductividad eléctrica, disminucion del potencial redox,
aumento de lasalinidad y del pH que alteran ladistribucién y €l equilibrio entre losionesy
elementos del suelo, disminuyendo la disponibilidad de estos para la planta (Cachorro et
al., 1993; Ding y Musgrave, 1995; Eckstein y Robinson, 1996), en especia del calcio, asi
como cambios celulares en respuesta a todos estos factores abidticos (Barrett-Lennard,
1986; Malcolmy Lewis)

El encharcamiento de los suelos produce sintomatologia de amarilleo foliar y provoca
necrosis en las puntas de las raices similares a las que provoca el FMP, pero nunca ha sido
citado como causante de los sintomas internos en rizomay oscureci mientos vasculares que
se dan en este desorden FMP. Lahav et a (2000), cuando revisan € “Yellow Mat”
menciona que e encharcamiento por si mismo no producia € FMP, y tampoco se han
encontrado sintomas similares en otros patosistemas. Holder y Gumbs (1983) estudiaron €l
efecto del encharcamiento sobre la produccion de un cultivo de platanera, concluyendo que
se ven reducidas todas las variables fonoldgicas, altura y didmetro del pseudotallo, asi
como la productividad medida en nimero de dedos por mano y nimero de manos por pifia

en un 43 % menos que los controles. También describieron otros problemas asociados
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como la anaerobiosis en la zona radical cuyo efecto se traduce en una disminucion del
volumen de las raicillas, reduccion de la evapotranspiracion, de la respiracion y otras
actividades metab0olicas como cambios hormonales.

Aungue e encharcamiento de los suelos es un factor limitante para e cultivo de la
platanera, no ha sido muy estudiado. Solo existen unos pocos trabajos, como € realizado
por Ghavami (1976), en bananas, ensayo diferentes profundidades del agua de drenaje (60,
90 y 120 cm), observando que la mayor profundidad producia marchitamiento en €l
cultivo, y que a menor profundidad del agua de drengje, menor era la duracion del ciclo
(crecimiento vegetativo y maduracién de los frutos). Irizarry et al. (1980) en Platanos, cv.
‘Maricongo’ estudiaron como afectaba e mantenimiento del agua de drenaje a diferentes
profundidades, sobre € desarrollo radical y la produccion de platanos.

Aguilar et al. (2000b) hacen referencia a que e exceso de agua puede daiar €l sistema
radical y contribuir a la susceptibilidad de los bananos a MP debido a la apariciéon de
situaciones de hipoxia radical, especialmente tras lluvias muy intensas o suelos pesados.

En otras plantas hospedadoras, como en bambu, Sheikh et al. (1978) citan la posible
predisposicién de las plantas al ataque de Poria, Rhizoctonia y Polyporus, que causaron la
muerte, debido al crecimiento bajo condiciones de encharcamiento. En tomate, Bradford y
Hsiao (1982) describieron unareduccion del potencial de hidrico de raices, disminucion de
la transpiracion, apertura permanente de los estomas y epinastia de |os peciolos debido ala
induccion de la produccién de etileno bajo encharcaniento del suelo. Otros autores han
estudiado lainfluencia de la salinidad como resultante del encharcamiento, en combinacion
con la hipoxia tales como Owen Bartlett (1977) en el desarrollo radical del algodén y
Stevens (1995) en Sultana grapevines.

4272 Salinidad

Como hemos visto anteriormente, el agua de riego utilizada en Canarias suele tener un
elevado contenido en sodio y cloro. Esta condicion, unida a bajo contenido de calcio y
elevado contenido de arcillas de los suelos en Canarias, ademas del aporte de potasio
mediante el abonado, provocan que estos suelos tiendan a la salinidad y se comprometa la
estructura del suelo apropiada para un buen drenge y se produzcan bloqueos de
determinados elementos (Suérez y Santana, 2002).

La consecuencia del estrés salino sobre las plantas es principalmente, el aumento de la

presion osmotica de la solucion del suelo y como consecuencia una mayor dificultad en la
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absorcién de agua (Lahav, 1995) por lo que se producen bloqueos de nutrientes en el suelo
destacando su efecto sobre el calcio como ha sido citado por Adams et a. (1990) en
tomate, Halperin et al. (1997) en cebada, Azaizeh y Steudle (1991) en maiz, y Lahav,
(1995) en platanera. Este elemento interviene entre otros procesos, en la formacién del
sistema radical y en la formacion del xilema, €l cua disminuye de tamafio, por lo que
también disminuye la capacidad de transporte de agua a todos los 6rganos y tejidos de la
planta. Asch et a. (1995) en arroz y Udovenko et al. (1976) en cebada, trigo y judias,
describieron estas modificaciones. En maiz, Azaizeh y Steudle (1991) hacen referencia a
los cambios experimentados en e transporte del agua desde el suelo a la planta bajo
salinidad y como la adicion de calcio puede compensar |a pérdida del transporte. En fresa
se han descrito cambios similares por Dobren' kova (1980). El Zinc interviene, junto con €l
boro y € calcio en la diferenciaciéon celular y desarrollo del xilema, hecho que se ve
dterado bajo condiciones de salinidad observandose una disminucion en € numero y
tamano de los haces del xilema también observado por Gadallah y Ramadan (1997). La
salinidad ademas puede producir retraso en €l desarrollo y manifestacion de deficiencias en
calcio observado por Belda et al. (1996) en el tomate. Los mismos autores, en e mismo
cultivo también determinaron que la salinidad aumenta la conductividad eléctrica en el
suelo y mediante estudios histoquimicos realizando tinciones con safranina revel 6 la mayor
lignificacion de los haces del xilema (Belday Ho, 1993).

El estrés abidtico producido por la salinidad conduce a cambios estructurales como la
reduccion del cilindro central vascular de los haces lignificados (el xilema y fibras) y el
aumento del tejido parenquimatico en el cortex de Atriplex spp (Abo Hassan et a., 1980).
También se ha descrito una disminucion en e numero y en e tamafio de los vasos
xilematicos en tomate (Moskalevay Sinel' nikova, 1976), en rabano (Méelati et al., 1993)
También podemos encontrar deposiciones de lignina en los haces vasculares de las raices
de Phaseolus vulgaris determinandolas con tinciones de azul de toluidina, como describe
Cachorro et al. (1993) en respuesta a estrés salino y bajas concentraciones de iones de
Calcio en suelo.

Beretta et al. (1988) observaron oclusiones en los vasos del xilema por la acumulacion de
Zinc en suelo debido a estrés salino en Citrus. Reinhardt y Rost (1995) estudiaron los
efectos de la salinidad en e desarrollo de los tgidos en algodon cv. ‘Acala SJ2',

concluyendo que la sdlinidad afecta a crecimiento y didmetro de las raices. También
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observaron gue las raices expuestas a salinidad muestran una mayor vacuolizacién en las
células de todos los tejidos, mas notorio en las células del metaxilema situadas en el cortex.
Otros cambios que induce la salinidad son la prematura diferenciacion del protofloema, la
intensa tincion de la endodermis y € interior de algunas células de parénquima y del
xilema, y la induccion de emision de nuevas raices laterales mas frecuentes que en las
raices de plantas no estresadas. Como indicador de salinidad en las raices puede tomarse
como referencia e aumento de la acumulacion de la hormona ABA. Un caso de
interaccion de estrés por salinidad e infeccion de un patdgeno es e descrito por Howell et
al. (1994), quienes demostraron el efecto interactivo de la salinidad y Verticillium Albo-

atrum en la severidad de laverticilosis en alfafa

4.2.3 Compactacion

Desde & punto de vista fisico la compactacion es una consecuencia inmediata del
encharcamiento, provocando cambios estructurales en los suelos, gue condicionan cambios
de las relaciones hidricas entre la plantay e suelo, tales como disminucién de la porosidad
(Heiskanen y Roeber, 1996) y por lo tanto un cambio en la capacidad de campo, punto de
marchitez, etc. que afectaran directamente alaplantay a su nutricion.

Situaciones de encharcamiento y sequia en € suelo durante periodos de tiempo
prolongados provocan el agotamiento del oxigeno disponible para la planta, compactacion
del suelo, sobre todo cuando este contiene un elevado porcentge de arcilla, pudiendose
producir heridasy necrosis en las raices de las plantas (Macolm y Lewis).

En Canarias, |0s estudios de Dominguez (2000) en las areas con indice de MP mas severas,
mostraron que los suelos tenian tendencia a la formacion de agregados estables de arcillas
con €l agua de riego, que podian conducir a situaciones de anaerobiosis en € suelo y
elevado contenido en Hierro. El reducido tamafo de las particulas, cuando se secaba €l
suelo, tendian ala compactacion.

En su tesis doctoral, Aguilar (1998b), puso de manifiesto que € efecto de la compactacion
no ha sido muy estudiado en platanera. La compactacién del suelo afecta al desarrollo de la
plantay provoca una disminucion de la altura de la planta, un retraso en lafloracion y una
reduccion del nimero de hijos emitidos. La reduccion de la aireacion del suelo puede
producir asfixia radical. También tiene efectos sobre el enraizamiento, reduce el nimero de
raices, siendo estas mas anchas en didmetro. También afecta a la nutricién de la planta
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pues provoca una reduccion de la absorcion del nitrogeno, fosforo, potasio y €l calcio y
una absorcion masiva del manganeso (Dorel, 1993).

La escasa bibliografia referente a las consecuencias de la compactacion del suelo en
platanera, se refiere alos efectos sobre el desarrollo del cultivo aungue no existen sintomas
en €l interior del rizoma ni de oscurecimiento vascular asociados a este factor abi6tico de
estrés.

424 Hipoxiay anoxiaradical

La saturacion hidrica del suelo reduce el oxigeno, aumenta el CO, y la concentracion de
etileno en & suelo (Huang et a., 1997a; Huang et a., 1997b; Ponnamperuma, 1984),
(Trought y Drew, 1980). La disponibilidad de oxigeno se ve reducida pues todos |os poros
del suelo estén llenos de agua y esta no se renueva, agotandose en poco tiempo el oxigeno
disuelto en ella debido a la actividad metabdlica de microorganismos del suelo y a la
propia actividad de las raices de la planta desplazando €l aire que ocupaba los poros.
Ademas, este hecho se ve agravado porque €l oxigeno presenta una capacidad de difusion
en el agua 1/10.000 de su valor en €l arey la escasa aireacion conduce a situaciones de
hipoxia (4 kPa de O,) o anoxia (ausencia de O,), debido a consumo de este por lasraicesy
microorganismos del suelo. El agua presente en el suelo en cantidades excedentes a la de
capacidad de campo es perjudicial para todas las plantas y la platanera es muy sensible a
ella. Sus raices requieren del oxigeno para realizar su funcion. El efecto de la asfixiaen la
platanera es el amarilleamiento que comienza por las nervaduras. Si la asfixia se prolonga
en € tiempo, las raices serén irremediablemente dafiadas y se producirdn necrosis en los
dpicesy cambios estructurales en ellas.

Aguilar et a. (1999) observaron que las raices de platanera experimentan cambios
estructurales cuando se producen situaciones de hipoxia, como la induccion de la
formacion de aerenquima, mecanismo de defensa para facilitar la aireacion aunque podria
ser utilizado por los patdgenos del suelo para colonizar la planta (Malcolm y Lewis). La
anoxia radical puede conducir a la planta a una mayor susceptibilidad al ataque de
determinados patdgenos como demostraron Aguilar et al. (2000a) quienes probaron que en
situaciones de saturacion hidrica la resistencia del cv. ‘Willians' a la infeccién por FOC,
podia perderse.

En otras plantas hospedadoras, Everard y Drew (1989) describieron tres etapas del efecto

del encharcamiento y la deficiencia de oxigeno sobre el sistema radical del girasol: cierre
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estomatico, marchitamiento y oclusiones en xilema. A nivel celular aparecen
modificaciones quimicas en las paredes celulares, como la lignificacion y la suberificacion,
ademés de una mayor presencia de cristales de oxalacelato que reciben € nombre de
rafidios (Lecuona, 1975).

Ding y Musgrave (1995) también observaron el aumento de aerenquima en un 40 % en
raices de trigo bajo condiciones de encharcamiento. Bingham (2000) y Liao y Lin (2001)
hacen una revision de los cambios que se dan en las raices bajo situaciones de hipoxia
anoxia, desde el punto de vista metabdlico: cambio de rutas metabdlicas aerdbicas hacia
anaroébicas, expresion diferencia de determinadas hormonas como ABA y morfol 6gicos-
anatomicos. como el aumento de tejido aerenquimatico, etc.

Misaghi et al. (1978) también relacionaron las oclusiones presentes en xilema en algodon
con estrés hidrico y lainfeccion por Verticillium dahliae.

En cuanto a la posible traduccion en practicas agricolas que mejoren los cultivos, Burgess,
(1998) en Eucaliptus indica que los tratamientos previos en condiciones de hipoxia ayudan
a soportar las condiciones de anoxia, conclusiones alas que también llega Aguilar, (1998a)

en platanera.

425 Deficiencias nutricionales

La manifestacion de deficiencias nutricionales en las plantas es un indicador sin lugar a
dudas de una situacién de estrés en la planta, ya sea de origen hiético o abidtico. En la
siguiente tabla se muestran los valores de referencia extraidos de diferentes fuentes
incluidas en Alves (1997) y en Galan Sauco (1992) para una correcta nutricion de la
platanera tomando la muestra foliar de acuerdo con € método internacional de referencia
(MEIR) basado en numerosos ensayos de Martin-Prevel (Galan Sauco, 1992).

Tabla 1. Valores de referencia extraidos de diferentes fuentes incluidas en (Alves, 1997) y (Galan

Sauco, 1992)
Nutriente Bajo Medio Alto
N(%) <240 240280 >2.80
P(%) <013 018025 >025
K (%) <290 290400 >4.00
Ca(%) <040 074-1.70 >1.70
Mg(%) <0.20 030050 >0.50
Na ppm <0.60 >3500
Fe ppm <70 70-200
Zn ppm <15 20-35 >35
Mn ppm <80 >80 >6000
B ppm <10 60-300 >300
K/(Ca+tMg) 053
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Las deficiencias nutricionales, influyen en el normal desarrollo y funcionamiento de los
tgjidos y Organos de las plantas. Las deficiencias nutricionales pueden venir ocasionadas
por la ausencia en el suelo o por laincapacidad de la planta de transportarlos o asimilarlos.
Asi muchas enfermedades vasculares conducen a la manifestacion de deficiencias en la
planta debido a lainterrupcién del transporte del agua'y micronutrientes movibles (calcio,
manganeso, zinc) através del xilema como ha sido citado por (Zimmermann et a., 1994) y
por Clark y Smith (1988) para Kiwi, y del resto de nutrientes y micronutrientes inmovibles
(Boro) a través ddl floema segun han referido Marschner et al. (1996), Welch y Rengel,
(1999) y Epstein (1973) para banana, aunque existen descripciones en la literatura del
movimiento del Boro a través del floema en determinadas condiciones de estrés (Raven,
1980), (Shelp et al., 1995), (Browny Hu, 1998), (Hu et al., 1997) anivel general y Lehto et
al. (2000) en coniferas.

Diferentes autores hacen especial mencién a la deficiencia en calcio, boro y zinc, y sus
implicaciones en los cambios celulares, y mediante técnicas histologicas describen las
consecuencias en los tgjidos, y su implicacion en el desarrollo del xilemay especialmente
en el desarrollo y diferenciacion del floema (Abo Hassan et al., 1980; Adamsy Ho, 1989;
Adams et a., 1990; Herichova, 1986; Pissarek, 1980) en diferentes plantas. En Canarias,
Borges Perez (1991) demostré que una aplicacion de zinc en el suelo reduce notablemente
laincidenciay severidad del Mal de Panama.

En las plantaciones de platanera de Canarias encontrar deficiencias nitrogeno, fosforo y
potasio resulta extrano, ya que son componentes principales de los abonos que se aplican
habitualmente. Todo o contrario, el exceso de potasio en suelo puede ser muy frecuente en
los suelos Canarios (Garcia et al., 1978). La toxicidad por exceso, se presenta como un
halo marginal decolorado evolucionando luego a necrosis. Para el sodio raramente se da la
deficiencia. Es mas frecuente la toxicidad por exceso. Se presenta en forma de quemaduras
que empiezan por un halo marginal y terminan por necrosis por todo el borde de la hoja.
Las carencias mas importantes en Canarias son €l calcio y zinc, (Garcia et a., 1978),
cationes facilmente retenidos por el suelo bajo situaciones de encharcamiento como se ha
visto anteriormente. La aparicion de los primeros sintomas de deficiencia tanto como en
zincy como en calcio se produce en las hojas mas jovenes.

En e caso de zinc aparecen manchas cloréticas en bandas, a menudo casi blancas en el

sentido de las nervaduras secundarias y de anchura variable, alternadas con bandas
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perfectamente verdes. Aspecto similar alavirosis por CMV (Lockhart y Jones, 2000). Son
frecuentes hojas de tamarfo reducido, puntiagudas, muy alargadas, agrupandose en roseta,
similares a las de la carencia en hierro. También puede darse la produccion de frutos
deformados.

La deficiencia en calcio se caracteriza por clorosis generalizada en forma de dientes de
sierra en las extremidades de las hojas. Escaso desarrollo vegetativo, acortamiento de
entrenudos con modificacion del plano de emision foliar en hélice, ondulaciones de los
méargenes. Influencia sobre € rendimiento cuantitativo casi nulo, pero frutos de calidad
mediocre con tendencia a la separacion mucho antes de la madurez. También pueden
presentarse hojas con los limbos reducidos que adoptan una forma semejante a “cola de
pescado”. Factores abidticos como el encharcamiento y la salinidad pueden conducir a
blogueos de disponibilidad de calcio y otros elementos para las plantas como ha sido citado
por Drew et a. (1979) paratrigo, y para tomate por Adams et a. (1990) como se ha visto
anteriormente. El calcio esta implicado en la formacion de la lamina media de las
membranas celulares. Muchos patdégenos sintetizan enzimas extracelulares pectinoliticas
gue pueden degradar esta lamina y utilizarla como via de entrada. Marschner (1986),
demostré que la presencia de calcio en e suelo podia inhibir la actividad enzimética de
estos.

La sintomatologia aérea de la deficiencia en Boro recuerda a la descrita para el FMP o
‘Yellow Mat’ (Jones, 2000), amarilleo que comienzan por las hojas mas jovenes.
Deformaciones morfol égicas en las hojas jovenes, limbos muy reducidos y ondulacién de
los margenes. Necrosis de color tabaco sin clorosis previa por e borde de las hojas,
principalmente en el extremo. Clorosis entre nervaduras y estrias perpendiculares a las
nervaduras secundarias. El crecimiento es interrumpido. Su carencia eslaresponsable de la
degeneracion de las raices y € desarrollo de la cavidad “blackish” en el meristemo apical
del rizoma Charpentier (1968) en Jones (2000). El boro interviene en los procesos de
division celular y en e metabolismo de los &cidos nucleicos. Una deficiencia de este puede
llegar a bloquear la division celular de las raices principamente (Ali y Jarvis, 1988). El
Boro también interviene en la formacién de las paredes celulares e interfiere en las
reacciones enzimaticas dependientes del manganeso (Blevins y Lukaszewski, 1998). Una
correlacion entre la deficiencia en boro y € aumento de la severidad en raiz de la

enfermedad |lamada corazdn negro en nabos y rabanos fue encontrada por Shelp et al.
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(1987). Venter y Currier (1977) determinaron que la deficiencia en boro inducia la
formacion de callosa, elemento presente en las oclusiones xileméticas. Cakmak y Romheld
(1997) estudiaron la induccion de la formacion de compuestos fendlicos, ademas de
cambios en la permeabilidad a protones de las membranas celulares e incrementos en la
actividad enzimatica de la polyfenol oxidasa bajo deficiencia en boro. Camacho-Cristébal y
Gonzdlez-Fontes (2002) observaron que la deficiencia en boro provoca cambios
cualitativos y cuantitativos en el metabolismo fendlico de plantas de tabaco, ademas de de
un aumento en la actividad de las enzimas fenilalanina amonioliasa (PAL) y polifenol
oxidasa (PPO).

Resulta dificil la distincion de la deficiencia en boro con las deficiencias en azufre, aunque
esta Ultima es tipica de las plantas procedentes de cultivo in vitro, a los dos meses de ser
plantadas presentan una clorosis en las dos o tres hojas mas nuevas, reversible y
acompafiada por una disminucion de la velocidad de crecimiento (Lahav y Israeli, 2000).
En plantas adultas no es muy frecuente. EI magnesio es importante por su relacion con
potasio, que puede mejorarse si se afiade calcio (Charpentier, 1968) en (Lahav y Isradli,
2000).

Alvarez et a. (1999) observaron que los suelos canarios se caracterizan por contener
manganeso y hierro en niveles bgjos, aunque en los sistemas agricolas, estas carencias
generalmente se suplen con el abonado. Los sintomas de la deficiencia en manganeso se
inician en hojas jovenes. Inicialmente clorosis margina que se desarrolla en clorosis con
aspecto estriado siguiendo las nervaduras transversales. Lahav y Israeli (2000) describen
que esta deficiencia aumenta la probabilidad de que las hojas sean atacadas por e hongo
Deightontella torulosa, que provoca necrosis marginales. Influencia sobre el rendimiento.
Cuando hay un exceso de manganeso aparecen manchas blancas que luego se necrosan de
manera similar a las quemaduras de sol. Por dltimo la deficiencia en hierro se caracteriza

por una clorosis generalizada de la planta.
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1. INCIDENCIA, DISTRIBUCION GEOGRAFICA Y DESCRIPCION DEL “FALSO MAL DE

PANAMA” EN CANARIAS.

1.1. Datos climaticos

Para hacer un estudio de la incidencia temporal y local del desorden, se han analizado los
datos climaticos que han sido facilitados por el servicio de meteorologia del Cabildo de
Tenerife (afios 1996-99) y por el departamento de suelos y riegos del ICIA (afios 1999-
2002). Hemos utilizado la temperatura y humedad relativa para intentar correlacionar los
momentos de maxima expresion de la sintomatologia con los datos de temperaturas bajas

extremas.

1.2. Muestreosde material vegetal y encuesta epidemiolégica

Se reviso el material suministrado a los agricultores en el afio 1999, seleccionando aquellos
casos que eran superiores a mil plantas, dentro de las zonas productoras de platanos Las
Galletas en la vertiente sur y Buenavista en la vertiente norte de la isla de Tenerife. La
seleccion incluy6 al menos un 5% de los casos de FMP. Esta metodologia estaba basada en
la que se utilizo para el estudio del ltimo episodio del Mal de Panama (Alonso €t al.,
1994; Hernandez, 1997). En las visitas a las plantaciones, se realizaba una encuesta a los
agricultores sobre las condiciones del cultivo basada en la utilizada por Alonso et al.
(1994) en sus estudios sobre el MP, con el fin de poder definir el contexto del FMP,
buscando los factores comunes en las plantaciones que pudieran estar influyendo en la
expresion de los sintomas.

En 18 plantaciones los muestreos se realizaron directamente en campo, 11 de la vertiente
norte y 7 de la vertiente sur. En total se muestred material vegetal procedente de 90 plantas
con sintomas. Ademas, a lo largo de la realizacion del trabajo, esporadicamente se han
visitado otras fincas con FMP cuyos propietarios se han puesto en contacto con nosotros o
bien nos remitian muestras de material vegetal al laboratorio para que fueran
diagnosticadas. En conjunto, el nimero total de plantaciones objeto de estudio ha sido de
59 de las que se han estudiado 172 plantas.

Todas las muestras se han procesado con el fin de realizar los aislamientos de los
organismos asociados. Se estudiaron 567 fragmentos o submuestras procedentes en su

mayoria de rizoma, y cuando fue posible de pseudotallo y raiz. Los fragmentos se
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desinfectaron superficialmente con una serie de lejia comercial (35 g de cloro activo) 5%,
alcohol 70% y agua destilada estéril. Se realizaron siembras de material afectado en
medios PDA, Komada (Komada, 1976) y LPGA, para la obtencion de la coleccion de
aislados asociados a plantas sintomaticas de FMP, que han sido objeto de estudio en este

trabajo.

1.3. AnédlisisFoliares

Para determinar si el estado nutricional de las plantas estaba relacionado con la expresion
de sintomas asociados al FMP, se tomaron entre 3-5 muestras foliares por parcela de unos
1000 m?, en algunas de las plantaciones mas severamente afectadas. Los analisis foliares se
realizaron segun la Norma Internacional (Martin-Prével, 1984) siempre que el estado
fenoldgico de las plantas lo permitia y se determinaron los micro y los macrolementos de
acuerdo a los métodos oficiales de analisis (An6énimo, 1994). Todos estos analisis se
realizaron en el Laboratorio de Suelos y Riegos del ICIA, y la metodologia empleada fue la
protocolizada para cada elemento: N, P, K, B, Zn, Ca, Na, Mg, Mn, y Fe.

Los métodos utilizados para los andlisis foliares fueron:

N: Mineralizacion via himeda y determinacion colorimétrica en Autoanalizador Technicon
AAII como el complejo salicilato de amonio y leido a 660 nm.

P,K,Ca,Mg,Na, Fe,Mn, Zny Cu: Mineralizacion (incineracion a 450 °C y extraccion
con acido clorhidrico diluido caliente) y determinacion:

P: Colorimétricamente como el complejo acido vanadomolibdofosforico y leido a 420 nm
en Autoanalizador Technicon AAIL.

Na, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn y Cu: Espectrofotometria de absorcion atomica con lamparas
especificas para cada elemento, afiadiendo 1% P/V de La en el caso de Cay Mgy 0.1% de
Csenel caso de Nay K.

14. Andlisisfisico-quimicos delos suelos agricolas.

Se eligieron 5 plantaciones con alto indice de incidencia. Se realizaron analisis fisico-
quimicos y microbiolégicos de 5 muestras alteradas por parcela de unos 1000 m” de
superficie.

También se realizaron muestreos de los suelos de 2 plantaciones comerciales de la
localidad de Buenavista del norte de Tenerife, de las que se tomaron muestras inalteradas y

muestras alteradas. Las muestras inalteradas se tomaron con anillos metalicos disefiados
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para esta metodologia. Los andlisis fisicos se realizaron sobre muestras inalteradas
determinéndose, la densidad aparente, y las curvas de absorcion de Richards (1965) segun
Forsythe (1975), donde se calcularon las pf 3 (1/3 de 1000 cm) (agua correspondiente a la
capacidad de campo) y 4.2 (16000 cm) de presion atmosférica (correspondiente al punto de
marchitez). También se calcul6 la porosidad obtenida en funcion del volumen del anillo y
del peso de la muestra de suelo. Estos analisis fueron realizados en el laboratorio de
hidrologia bajo la supervision del Dr. Carlos Regalado.

Todas las muestras alteradas se procesaron para analisis quimicos en los que se
determinaron los cationes y los aniones solubles, los cationes de cambio, la capacidad de
intercambio cationica (CIC), el N, el K, el P y los microelementos, pH, CE, porcentaje de
saturacion, Nitritos, Nitratos y materia organica (Klute, 1986.; Page, 1986.). Estos analisis
se realizaron en el laboratorio de Suelos y Riegos bajo la supervision de Dfia. Ana Rosa
Socorro.

Los métodos de andlisis de suelos utilizados fueron (Forsythe, 1975):

Conductividad eléctrica (C.E. y pH) medidos en pasta saturada

Ca, Mg, Na y K: Se determinan por absorcion atomica, en llama aire-acetileno, en el caso
de Ca y Mg se anade solucion al 1% p/v de lantano y para Nay K 0.1% de Cs.

Carbonatos y Bicarbonatos: Volumetria acido-base empleando fenolftaleina y naranja de
metilo como indicadores.

Cloruros: Volumetria de precipitacion usando cromato potasico como indicador.

S-SO4: Se determinan turbidimétricamente con sulfato de bario, usando suspension semilla
de sulfato de bario y solucién de goma de acacia-acido acético.

N-NO;: Los nitratos son reducidos a nitritos por hidracina en solucion alcalina,
reaccionando con sulfamilamida para dar un compuesto que es leido a 550nm.

Bases cambiables: Extraccion con AcONH4 1N pH:7 y determinacion del Ca, Mg, Nay K
por absorcion atdémica.

C.I.C.: saturacion del suelo con iones NHy, desplazamiento con Na.

P : Método colorimétrico de OLSEN.

Materia organica oxidable: Se determina el carbono orgéanico del suelo que se oxida con
dicromato en presencia de acido sulftrico.

X*Ca=CIC - ( XMg + XNa + XK).
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Textura: Densimetro Bouyoucos, ( arena: 2.0 mm - 0.05 mm, limo: 0.05mm - 0.002mm,

arcilla: <0.002mm ).

15. Andlisismicrobiologicos delos suelos.

Se estudiaron 3 muestras procedentes de 3 puntos distintos de cada plantacion. De cada
una de ellas se realizaron tres repeticiones y el numero final de Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) se calcul6 a partir de la media del conteo de tres placas por duplicado en
cada medio de cultivo.

Las muestras de suelos para los andlisis microbioldgicos, fueron previamente secadas al
aire libre y luego tamizadas con un tamafio de poro de 0.5 mm. Se procesaron mediante el
método de las diluciones y siembra en placas empleando los medios PDA patata dextrosa
agar), Komada y KB, para la obtencion de la flora total, flora Fusarium sp. y flora
bacteriana (Warcup, 1950; Weaver, 1994). Se sembraron 100 pl por placa de las diluciones

10"-10™. Las UFC se contaron en las diluciones 10y 10 en la mayoria de los casos.
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2. AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE LOS AISLADOS

BACTERIANOSY FUNGICOS

2.1. Aisamiento eidentificacién de bacterias asociadasal FM P.

Los métodos de aislamiento empleados han sido los clasicos en fitopatologia, a partir de
muestras vegetales dilaceradas en agua destilada estéril, previamente desinfectadas
superficialmente con una dilucion de lejia comercial (50 g de hipoclorito sddico) al 1 %, se
realizaron inicialmente siembras en medios de cultivo generales LPGA y NGA. Segun las
caracteristicas culturales, se realizaron descripciones de las diferentes morfologias de las
colonias y éstas se purificaron en medios diferenciadores y selectivos para obtener
finalmente cepas purificadas con las que poder realizar los pasos de identificacion y
caracterizacion siguiendo los criterios de Bradbury (1986; 1988), Hernandez y Dubdn
(1992), Lelliott y Stead (1987), Schaad (1988) y de Sneath (1986).

La identificacion de las cepas se realizd6 por medio de caracterizaciones metabolicas,

acidos grasos y claves sistematicas Sneath, (1986) y Hernandez y Dub6n (1992).

2.1.1. Caracterizacion fenotipica y metabdlica de las cepas bacterianas

seleccionadas.

El conjunto de todas estas pruebas se realizdo en el IVIA, bajo la supervision de M*
Milagros Lopez y Ramén Penyalver. Las cepas purificadas y conservadas en viales con
una solucion crioprotectora (glicerol al 30%) a temperatura de —80°C, se dejaron
descongelar a temperatura ambiente. Se pipetearon 5 pl de cada cepa transfiriéndolos a
tubos de ensayo con 4.5 ml de agua destilada estéril. Se sembraron en los medios de
cultivo LPGA y KB, en triple estria por agotamiento. Después de 24 h de incubacion a
25°C, se agruparon por similitud de color, tamafio y forma de las colonias. A cada grupo se
le asign6é un niimero y se conservaron repicadas en tubo inclinado con medio de cultivo
Agar Nutritivo, a temperatura ambiente para las posteriores pruebas.

Para su caracterizacion se usaron pruebas bioquimicas, tales como la composicion de la
pared celular (tincion de Gram, KOH 3% y aminopeptidasa), oxidasa, ureasa, indol,
esculina, arginina, gelatina, APN, almidon, patata, crecimiento aerobico y anaerdbico en el
medio Hugh y Leifson y observaciéon bajo lamparas de rayos ultravioleta para ver si eran

fluorescentes o no en medio KB (Sands, 1990).
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De la combinacion de los grupos morfologicos y bioquimicos obtuvimos otros subgrupos,
de los cuales se eligid un representante (Rudolph et al., 1990). Las clasificaciones se

realizaron siguiendo los siguientes pasos ( fig.3):

Gram Negativas

4 N

Aerobias Anaerobias
l facultativas
v
Oxidasa Oxidasa
) ) ) )
v v
l Azotobacter Enterobacterias
Acetobacter (Erwinia)
Flavobacterim Vibrionaceae
Cytophaga Aeromonadaceae
Psedomonas Pasteurolaceae
Azospirillum Cardiobacteriaceae
Herbaspirillum
Xhantomonas

Fig. 3. Protocolo de identificacion seguido segiin los resultados de las pruebas metabolicas obtenidos.

Todos los resultados se registraban en una base de datos con el fin de facilitar el

agrupamiento de cepas con caracteristicas similares y se clasificaban en tipos bacterianos.

2.1.2. Pruebasde hipersensibilidad en hojas de tabaco (Léelliot y Stead, 1987)

Con el objetivo de reducir el naumero de cepas, los resultados de taxonomia se unieron en
una hoja de calculo de Microsoft Exel a los resultados de la prueba de hipersensibilidad en
hoja de tabaco (HR) descartando las que no pertenecian a un género descrito para la
platanera y que eran HR negativo. Una cepa HR negativo seguro que no tiene capacidad
patogénica, en cambio una HR positivo puede tenerla o no.

Se prepard una suspension de las cepas bacterianas en agua destilada estéril con una
concentracion en el rango de 10 ® y 10 ® UFC/ml, que fue cultivada durante 24h a 25° C en
medio King B y se inyect6 en el espacio intercelular de la hoja de tabaco desde el envés,

por presion, empleando una jeringuilla hipodérmica. Se efectuaron dos inyecciones por
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cada cepa en distintas hojas de la planta de tabaco. La reaccion se considero positiva si se
formaba la necrosis plateada caracteristica en la hoja a las 24 h. Los controles se realizaron

con la misma metodologia pero inyectando unicamente agua destilada estéril.

2.1.3. Méodo de Taxonomia bacteriana por perfil de acidos grasos de membrana.

Para la clasificacion e identificacion de los aislados bacterianos se recomienda que las
descripciones se basen en 25 0 mas cepas, siendo 10 el minimo aceptable. La diversidad de
la estructura de los acidos grasos, la conservacion de los patrones en los diferentes taxones
y su estabilidad hace de ellos unos elementos excelentes para la identificacién de bacterias.
La caracterizacion de los aislados por la composicion cualitativa y cuantitativa de los
acidos grasos de membrana fue utilizada por primera vez por Holdeman et al. en 1977 en
bacterias anaerobias. Los acidos grasos estan formados por una cadena alifatica con un
numero, en general par, de atomos de carbono (de 4 a 22) y un radical COOH, que les
permite unirse a otros grupos. Segln la longitud de su cadena pueden ser de cadena corta
(4 a 6 atomos de carbono), de cadena media (de 8 a 10) o de cadena larga (de 12 o mas).
Los acidos grasos presentes en la membrana de las bacterias fitopatogenas poseen entre 9y
20 carbonos.

Para caracterizar un taxon, es necesario analizar diferentes repeticiones con cepas de
diferentes origenes, y mediante el célculo de las medias y desviacion estandar para cada
muestra se puede construir un determinado perfil caracteristico. La clasificacion a nivel de
género se realiza comparando las diferencias de los perfiles cualitativamente
(presencia/ausencia de los acidos grasos). A nivel de especies o subespecies es necesario
calcular las fracciones entre los 4cidos grasos estables de 14:0 y 16:0, o entre 15:0 ISO y
15:0 ANTEISO.

Todos estos calculos se simplifican con un sistema automatizado creado por la casa
comercial Hewlett-Packard® 5898 Microbial Identification System con la cooperacion del
Dr. Donald Fieldhouse (Sasser, 1990).

Se han realizado dos protocolos distintos. El método MIS (Sample Processing Procedure)
y el método de metilacion (Luquin et al., 1991). Con éste altimo método se obtiene el
perfil de 4cidos grasos totales en la membrana bacteriana.

Los resultados de las pruebas fenotipicas, los perfiles de los 4cidos grasos, los API® 20E,
API” 20NE vy las inoculaciones se procesaron utilizando el programa estadistico SYSTAT®

10 y mediante una base de datos creada en Microsoft® EXCEL 2000.
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2.1.4. Protocolo de extraccion de acidos grasos MIS para la identificacion de
bacterias a través de Cromatogr afia de gases (Miller, 1985).

Se pretende obtener un cromatograma con un perfil especifico que viene dado por la
composicion (tanto cualitativa como cuantitativa) en acidos grasos de la membrana celular
bacteriana con el objetivo de utilizarla como técnica de diagnosis y de identificacion a
nivel de especie (Siverio et al., 1996). El protocolo utilizado para la extraccion de los
acidos grasos de la membrana celular bacteriana consta de 5 fases que consisten en:
siembra de las cepas, saponificacion, metilacion, extraccion y aclarado.

La siembra de las cepas se realizd en el medio TSBA (fig. 3), a partir de cultivos puros
obtenidos a través de sucesivas siembras en estria en medios generales como son PDA,
LPGA, NGA, o LB.

De acuerdo con el esquema de siembra de la fig. 4, se escogio el tercer cuadrante, donde
las bacterias se encuentran en crecimiento exponencial y donde aun no hay problemas de
competencia por el espacio y por los nutrientes.

Las placas de TSBA se incubaron a 28 °C y transcurridas 24 h, se recogieron unos 40 mg

de biomasa con un asa de siembra y se pasé a un tubo de ensayo.

Fig. 4. Siembra por agotamiento, en 4 cuadrantes aconsejada por la casa
comercial Hewlett-Packard® 5898 Microbial Identification System,
para realizar el perfil de acidos grasos sobre las colonias crecidas en el

tercer cuadrante a las 24 h de crecimiento.

Los reactivos con el simbolo #, utilizados en el protocolo se describen en el anexo 1.17. El
proceso comenzod con una saponificacion de las células producida por la incorporacion de 2
ml del reactivo #1 en el tubo de ensayo. Tras la agitacion con vortex durante 5-10
segundos, los tubos fueron introducidos en un bafio a 100°C y transcurridos 5 minutos se
agitd con vortex de nuevo durante 5-10 segundos y se volvieron a introducir los tubos en
un bafio a 100°C, a los 25 minutos se enfriaban rapidamente introduciéndolos en hielo.

Para la metilacion, se dispensaron 4 ml del reactivo # 2 en cada tubo, se agitaron los tubos
con vortex durante 5-10 segundos y se introdujeron en un bafio a 80°C. Pasados 10 minutos

se enfriaron los tubos rapidamente en hielo.
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La extraccion de los acidos grasos se realizd dispensando 1,5 ml del reactivo # 3 en la
muestra y agitando verticalmente durante 10 minutos. Se extrajo la fase inferior (fase
acuosa), se afiadieron 3 ml del reactivo # 4 en la muestra y se agitaron verticalmente
durante 5 minutos para aclarar la muestra del reactivo #3. Opcionalmente, si no se
separaban bien las dos fases, se podia centrifugar durante 5 minutos a 2.500 rpm. Otra
alternativa era afadir a la muestra con una pipeta Pasteur, 3 gotas, de una solucion salina
saturada (20 g NaCl /100 ml de agua destilada). Finalmente se procedio a la extraccion de
la fase superior (fase organica), la cual se transfiriéo a un vial que se selld6 con un tapén
hermético para su posterior inyeccion en el cromatografo. Si no se obtenian perfiles claros
o los picos resultantes eran muy pequefios, podia ser debido a que no se recogia suficiente
biomasa bacteriana para la extraccion. Este problema podia solucionarse evaporando la
muestra con un flujo de nitrogeno (gas), y resuspendiéndola en 100 pl del reactivo # 3 o de
hexano puro. De esta manera se consiguié concentrar la muestra unas 100 veces. Las

condiciones del cromatografo se describen en el anexo 1.19.

2.1.5. Protocolo 11, Metandlisis (Luquin et al., 1991)

Las cepas bacterianas se sembraron en medio LPGA, de forma confluente, y se incubaron a
28°C durante 24 h o 48 h (segun fuera la tasa de crecimiento de éstas). Siempre se tuvo en
cuenta que el cultivo no tuviera problemas de envejecimiento ni de muerte celular. La
muestra se recogio en un tubo de tapdn de rosca y se afiadieron 2 ml del reactivo # 0. Se
agitd durante 10-15 segundos en vortex y se incubo6 durante 1 hora a 80°C en un bano (bien
eléctrico o de agua). Se dejo enfriar a temperatura ambiente y se afadieron 2 ml de hexano,
agitando durante 10 minutos verticalmente, hasta conseguir una buena separacion de las
dos fases. Se elimind la fase inferior. La superior se pasé a otro tubo igual que el utilizado
para el protocolo MIS. Se dejé evaporar el contenido acelerando el proceso mediante
incubacién a 40 ° C en un bafio (eléctrico o de agua) y con un flujo constante de nitrégeno
(g), directamente sobre la muestra. Esta operacion se repitié 2 veces volviendo a anadir
otros 2 ml de hexano en la muestra. Finalmente se afadieron 0,5 ml de hexano y se

conservo en la nevera hasta ser inyectado en el cromatografo.
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2.1.6. Ensayo comparativo del crecimiento de una cepa bacteriana durante 24 h 'y
48 h mediante HPGC.

Segun el manual de la casa comercial Hewlett Packard, es aconsejable dejar crecer durante

24 h a 28° C el cultivo bacteriano que se quiere identificar. Para el analisis, se recomienda

recoger unos 40 mg de biomasa bacteriana del cuadrante tercero de una placa sembrada en

estria dividida en cuatro cuadrantes tal y como se muestra en la fig.4.

Pero pueden existir diferentes problemas si se sigue con rigor esta norma del protocolo:

existen cepas bacterianas que a las 24 h de incubacion a 28°C, no han crecido lo suficiente

como para recoger del tercer cuadrante 40 mg de biomasa bacteriana, o al revés, puede que

tengan un crecimiento tan rapido que ya existan problemas de competencia y mortalidad en

dicho cuadrante, lo que nos estaria interfiriendo luego en la composicion de los acidos

grasos de membrana.

Asi pues, con este ensayo, se quiso comprobar:

e Si existian diferencias en la composicion de 4cidos grasos de membrana de una cepa
bacteriana entre los diferentes cuadrantes de una placa sembrada en estria confluente.

e Si existian diferencias, entre el crecimiento a las 24 h y las 48 h (ambas a 28°C) respecto
a la composicion en acidos grasos de membrana.

Se parti6 de un cultivo puro, sembrando de la forma que se aconseja en el método original

en medio de cultivo TSBA (fig.4). Se realiz6 por triplicado por si habia problemas de

cantidad para algin cuadrante, para asi poder reunir suficiente cantidad de biomasa

bacteriana. También se sembré en forma de estria confluente en medio TSBA en sélo una

placa, pues sembrando de esta manera no existen problemas de biomasa disponible. Se

realizd el protocolo como se ha descrito anteriormente, dejando crecer la cepas durante 24

h a 28° C y ademas durante 48 h a 28° C.
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2.2. ldentificacion y caracterizacion cultural de los aislados fungicos

La identificacion se realiz6 siguiendo caracteristicas culturales y morfologicas utilizando
manuales generales (Barnett, 1972) y claves especificas. Para Fusarium se siguieron los
criterios de Nelson (1983), Booth (1971) y los de Snyder y Hansen (1940).

La caracterizacion cultural se realizé de acuerdo con la morfologia y coloracion de las
colonias aisladas. También se tuvieron en cuenta caracteristicas como la produccion de
pigmentos difusibles en el medio, de manera similar a como se empled con las bacterias,
velocidad de crecimiento en medio PDA (Patata Dextrosa Agar) y Komada (Komada,
1976) a 25°C y 17°C, y observaciones microscopicas. Para la obtencion y confirmacion de
cultivos puros, se obtenian cultivos monosporicos de todos los aislados a partir de siembras
en estria de diluciones que daban lugar al crecimiento de un nimero de colonias entre 10 y
30 por placa a las 24 horas de crecimiento. Cuando habia contaminaciones bacterianas, se
realizaba un lavado del explante de una colonia introduciéndolo en un tubo con agua
destilada estéril y se resembraba en un medio con antibidticos, generalmente Komada
(Komada, 1975). Se repetia la operacion si era necesario hasta que no aparecian
contaminantes en el medio de cultivo, y se procedia a la congelacion en un medio
crioconservador (glicerol 30%) a temperatura de - 80°C, después de haber repicado la

colonia en un medio rico en carbohidratos como PDA.

2.2.1. Crecimiento de Fusarium para su identificacion

En medios habituales como PDA, las colonias presentan un crecimiento rapido, que suele
ocupar toda la placa (8-9 cm de @ en 1 semana). El color que desarrollan depende de la
especie y puede ser blanquecino, crema, anaranjado, rosa, rojizo, purpura, etc. Estas
coloraciones también pueden variar segin los diferentes medios de cultivo. El micelio
aéreo suele ser abundante y de aspecto algodonoso. La velocidad de crecimiento, la
morfologia y la pigmentacion de la colonia son datos importantes para la identificacion.
Las condiciones de cultivo para el crecimiento y la esporulacion estandar son 25°C durante
el dia y 20°C durante la noche.

Los colores de las colonias usados en las claves de identificacion y la descripcion de las
especies se encuentran ilustradas en las fichas ntimero 1-8 del libro de Nelson, Tousson y
Marassas (Nelson, 1983), tanto de la superficie como del reverso en medio PDA. Estos

colores son los que hemos tomado como referencia para establecer una clasificacion
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cultural de los nuestros aislados. La caracterizacion de las variantes en los cultivos

monosporicos se realizod a partir de la descripcion de 10 por cepa aislada. Los elementos

que se han considerado para la clasificacion cultural y diferenciacion de especies se

muestran en la siguiente Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas culturales de diferentes especies del género Fusarium, empleadas para su
identificacion. Procede de diver sas fuentes (Nelson, 1983) y (Nelson y Ploetz, 1990).

F. oxysporum F. solani

F. moniliforme

F. subglutinans

F. proliferatum

Color  micelio Blanco, Blanco, crema  Blanco, Blanco, purpura  Blanco, purpura
aéreo purpura, azul purpura
Color reverso Salmoén palido Crema, parpura Phrpura palido Parpura, azul Parpura, palido
colonia a puirpura oscuro a oscuro palido a oscuro  a oscuro
oscuro

Color difusible A veces,rojo A veces violeta No No No
en agar
Color Naranjas, Crema, Naranjas Naranjas Naranjas
esporodoquios  azules verde,

naranja

M acr oconidias

++, producidas +++ producidas

+, producidas

++, producidas

++,producidas

en en en esporodoquios y esporodoquios y
esporodoquios  esporodoquios  esporodoquios  en micelio en micelio
Microconidias  +++ , células +++, asociadas +++, forman +++, ovales, +++, ovales,
individuales, en cabezuelas, largas cadenas, aglutinadas forman cadenas
ovales ovales ovales semejante a
globulos rojos
Conididforos Monofialides Monofialides Monofialides Monofialides Monofialides
cortas, +++ muy cortas, ++ cortas, ++ cortas, +
Polifialides - et Polifialidas - Polifialides ++ Polifialides +++
Polifialides -
Clamidosporas  +++ + - - -
Estado perfecto No se conoce  Nectria Gibberella Gibberella No se conoce
haematococca  fujikuroi subglutinans
Caracteristicas Monofialides = Monofialides = Monofialides, Presencia de Polifialides que
importantes cortas, muy microconidias  polifialides y producen
predominio de microconidias en largas ausencia de cadenas de
microconidias, en cabezuelas  cadenas. cadenas de microconidias.
presencia  de Polifialides microconidias
clamidosporas ausentes

+++: muy abundantes, ++: abundantes, +: presentes, -: ausentes
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2.2.2. Caracterizacion por Grupos de Compatibilidad Vegetativa (VCGs) de los
aislados pertenecientes al género Fusarium

Se sigui6 la metodologia descrita por Correll (1987b), aunque en nuestro caso solo se
utilizé el VCG de referencia 0120, ya que es el tnico presente en Canarias (Regalado-
Guijarro y Hernandez, 1998) al cual pertenece F. oxysporum f sp cubense causante del Mal
de Panama.

Para la induccion de los mutantes de la cadena nitrato reductasa (nit), por cada aislado, se
seleccionaron 2 lineas monospdricas, teniendo en cuenta la variabilidad presente en 10
monospdricos por aislado, que fueron sembradas en medio minimo mas 1,5 % de clorato
potésico (Puhalla, 1985).

La caracterizacion de los tipos de mutantes nit se realiza haciéndolos crecer con 5 fuentes
distintas de Nitrégeno (tabla 3):

Tabla 3. Caracterizacion de tipo de mutantes (+): crecimiento tipo salvaje (-): crecimiento hialino
(Ploetz et al., 1992)

1 2 3 4 5 6
Salvaje + + + + + Ligero
Nit 1 -+ + + + Si
Nit 3 - - + + + No
Nit M -+ -+ + Si

nitrato (NO3): MM completo (Medio bésico + nitrato)
nitrito (NO,): M baésico + 0.5 g/l Na NO;
Hipoxantina: M basico + 0.2 g/l hipoxantina

amonio (NH4): M basico + 1 g/l amonio tartrato

Acido trico: Medio bésico + 0.2 g/l 4cido urico (no da informacion)

o gk~ WD PF

En realidad los nit 3 se confirman por no poder excretar nitrito al medio, el resto de
mutantes y el tipo salvaje si lo pueden hacer, aunque con el crecimiento en los

anteriores medios, esta prueba no se utiliza.

Los enfrentamientos se realizaron con los mutantes nit 1, nit 3 y nit M de los aislados con

el nit M del VCG 0120 de referencia cedido por el Dr. Randy C. Ploetz de la Universidad
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de Florida, que se dispusieron siempre en el centro de la placa, utilizando la misma
plantilla, donde también se realizaron marcas isocéntricas para que los explantes de los
aislados estuvieran a la misma distancia del explante central correspondiente al VCG 0120
(fig. 5).

La lectura se realizaba a los 15 dias y en adelante hasta que se producia la aparicion del
heterocarion o los micelios de ambos aislados se unian sin haber formado la reaccion de

compatibilidad (fig 5).

En el centro se colocaba el mutante
nit M perteneciente al VCG 0120
de coleccién (en rojo) y los nit
obtenidos de nuestros aislados se
colocaban alrededor (en verde).

N
e

Formacion de heterocarion,

compatibilidad vegetativa +.

Fig. 5. Esquema para el ensayo de complementariedad entre VCG’s de las especies pertenecientes al

género Fusarium. Diseflo de la plantilla basada en Dominguez, (2000).

En la tabla 4, se presentan las reacciones compatibles o incompatibles que se dan entre los

diferentes tipos de mutantes.

Tabla 4.Complementariedad entrelos diferentes mutantes (Ploetz et al., 1992):

Nit1 Nit3 NitM
Nit 1 -+ -+ +
Nit 3 -/+ - +
Nit M + + -/+

+: reaccion compatible, formacion de heterocarion.
-: reaccion incompatible, no se forma heterocarion.
+/-: reaccion variable, puede formarse heterocarion o no.
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2.2.3. Caracterizacion por velocidad de crecimiento en placa con los medios de
cultivo PDA y Komada (Komada, 1975), a 15° C y 25° C de los aislados
pertenecientes al género Fusarium.

Se eligieron las temperaturas 25° C y 15° C porque de acuerdo con las claves sistematicas,
la velocidad de crecimiento a 25° C es un criterio utilizado para la identificacion de algunas
especies y corresponde al 6ptimo de muchas especies fungicas y los 15° C por las bajas

temperaturas que pueden registrarse en platanera en Canarias en los meses de invierno.

A un tiempo (t) en horas, le

corresponde un crecimiento

(¢) en mm, donde la relacion es:
c=bt+a

donde b representa la velocidad de
crecimiento expresada en mm/h
cuando a= 0.

Fig. 6. Esquema del disefio para el calculo de la velocidad de crecimiento en placa de Petri de diferentes
especies fungicas.

El ensayo se desarrolld a partir de 2 cultivos monosporicos seleccionados a partir de 10 de
cada aislado de diferentes géneros, aunque la seleccion incluyo proporcionalmente mas
aislados del género Fusarium, mayoritariamente de la especie F. oxysporum.

Los medios de cultivo se dispensaban poniendo 17 ml por placa para que la cantidad de
medio no introdujera variabilidad en la velocidad de crecimiento. Partiendo del cultivo
monosporico desarrollado en PDA durante siete dias, se ponia un explante del hongo, en
forma de cilindro de diametro 4 mm en el centro de la placa, utilizando una plantilla donde
se habian marcado el centro exacto de la circunferencia de la placa de Petri. Las lecturas se
realizaban diariamente. Con una regla se media el didmetro del crecimiento miceliar,
siempre entre dos puntos que se encontraban marcados en la placa (Fig. 6). Por cada medio
de cultivo y aislado se incluyeron 5 repeticiones. La velocidad de crecimiento era la
pendiente de la recta de regresion lineal resultante de todas las medidas en mm respecto al

tiempo (Koch, 1975).
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3. PRUEBASDE PATOGENICIDAD

3.1. Pruebasde patogenicidad de bacterias

La caracterizacion patogénica se realizo uniendo todos los datos morfologicos, fisiologicos
y metabdlicos con los resultados de las pruebas de hipersensibilidad en el tabaco y las
pruebas de inoculacion en plataneras sanas. Con todos los aislados se inocularon plantas de
platanera. Las cepas identificadas como enterobacterias (gram negativas, oxidasa
negativas) fueron sometidas a las pruebas API 20E° y las cepas identificadas como no
enterobacterias (gram negativas, oxidasa positivas) a los API 20NE (Pefialver, 1994). Las
cepas gram positivas se procesaron como un solo grupo, eligiendo un unico representante
que también fue inoculado en platanera sana.

Las cepas bacterianas a evaluar se cultivaron durante 24 h a 25° C en el medio KB y se
prepararon suspensiones en agua destilada estéril a una concentracion de aproximadamente
10 ®* UFC'ml™. Se inocularon 3 plantas de platanera por cada cepa seleccionada. Todas las
plantas procedian de cultivo in vitro. Cuando las plantas tenian entre 6-8 hojas se
inyectaron con una aguja hipodérmica 0.2 ml de la suspension en los peciolos de la 4* o 5*
hoja emitida antes de la ultima hoja no desenrollada o “cigarro puro”. Se sefializ6 la zona
del pinchazo con un circulo.

También se inoculd a nivel del rizoma, dejando una punta de micropipeta de 200 pl
clavada durante 2 horas aproximadamente hasta que la suspension fue absorbida por la
planta. Como control se utilizé agua destilada estéril con los mismos procedimientos. Las
pruebas se realizaron en macetas, en el invernadero climatizado del IVIA a 25°C y
utilizando un sustrato de mezcla perlita:tierra esterilizado al vapor. Se regd con una
solucion nutritiva adecuada para la platanera y rica en micronutrientes (ANEXO. Solucion
Nutritiva).

Una vez por semana durante 6 meses se observaban las plantas estableciéndose como
criterio el avance en mm de las bacterias inoculadas en el peciolo, y la aparicion de algun
sintoma como marchitez y amarilleo foliar. Al final del ensayo se cortaron todas las plantas
a nivel del rizoma efectuando varios cortes seriados, tomando como variable la presencia o

ausencia de necrosis vasculares o oscurecimientos en la superficie.
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3.2. Pruebasde patogenicidad de hongos

3.2.1. Ensayosin vitro

El objetivo de estos ensayos era encontrar una metodologia que pudiéramos estandarizar,
que dieran reacciones rapidas para un diagndstico de hongos fitopatégenos o hongos
saprofitos en la platanera. Existen referencias que utilizan pruebas con plantulas del
huésped para determinar la patogenicidad de diferentes microorganismos en el marco de
los postulados de Koch.

La metodologia se ha elaborado a partir de diferentes estudios similares a los nuestros y
recomendaciones del INIBAP (Panis y Tien Thinh, 2001) y los de Garcia-Rodriguez et al.
(1987) en sus estudios sobre la propagacion in vitro de plataneras (Musa acuminata Colla
AAA var. ‘Dwarf Cavendish’) en las Islas Canarias.

Los valores de los sintomas internos y externos se analizaron segun las pruebas no
paramétricas de Kruskal Wallis y de Mann Whitney, segun si se trataban de varias o de
solo 2 muestras) que utilizan la comparacién en rangos de los valores de la variable
estudiada. Las variables de crecimiento se analizaron segiin un ANOVA paramétrico. La
separacion de medias se hizo segun la prueba de rango multiple de Tukey con nivel de
significacion de aceptacion de la hipotesis nula cuando p<0,05. Todos los datos fueron

analizados en el programa estadistico Systat version10 Copyright © SPSS. Inc., 2000.

3.2.2. Ensayopréiminar de puesta a punto de la metodologia.

La metodologia empleada consistid basicamente en la inoculacion de aislados obtenidos de
plantas con sintomas en plantulas de platanera obtenidas in vitro y colocadas en tubos de
ensayo grandes que contenian medio de cultivo de enraizamiento habitualmente utilizado
para la propagacion in vitro de las plantulas de platanera por la empresa CULTESA. Esta
inoculaciéon se realizo en combinacion con condiciones de hipoxia en las raices de la
planta. Este factor se consigui6 afiadiendo una capa de aceite mineral en la superficie de 4
cm de altura, de forma similar a como se cultivan bacterias anaerobias o se realizan
pruebas de fermentacion como es el caso de la utilizacion de la glucosa con el medio Huff-
Leisson. Los especies fingicas elegidas para la inoculacion fueron: F. oxysporum, F.
subglutinans, F. proliferatum y F. solani, incluyéndose 3 repeticiones por inoculo en
condiciones normales y 3 por inoculo en condiciones de hipoxia. Los controles
consistieron en 3 plantas sin tratamiento alguno y 3 plantas con el aceite mineral
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Las inoculaciones se realizaron tras una semana de haber dispensado el aceite en las
plantas que correspondia. El inoculo consistido en 1 ml de una suspension de conidias que
oscilaba entre 10* y 10° conidias / ml, contadas con hematocitometro que se transfirieron al
medio de cultivo donde se desarrollaba planta con una jeringuilla hipodérmica.

El ensayo se mantuvo durante 2 meses en condiciones de laboratorio a aproximadamente
25°C y 280 lux de intensidad luminica con un fotoperiodo de 16 h/dia de luz fluorescente
blanca con 4 tubos situados a 16 cm de distancia. Al final del ensayo se sembraron
fragmentos de las raices, rizoma y pseudotallo de las plantas inoculadas para comprobar
que se reaislaban de ellas los in6culos. Estos fragmentos vegetales se desinfectaron
superficialmente con una solucion de lejia comercial al 0,5% durante 1 minuto, alcohol
70% durante 30 seg., lavado con agua destilada estéril y secado en la campana de flujo
laminar durante media hora antes de sembrarlos en medio de cultivo PDA y Komada.
También se comprobd que el inoculo de los tratamientos con aceite mineral continuara
vivo al final del ensayo realizando una siembra en PDA a partir de una picadura con un asa

de Koller realizada directamente en el aceite mineral.

3.2.3. Ensayo 2 en bote convencional empleado para cultivo in vitro:

Dado que en el ensayo preliminar se observo que las especies fungicas se desarrollaban
muy rapidamente sobre el medio de cultivo, y posiblemente competian con la planta por
los nutrientes, se introdujeron cambios en la composicién que basicamente consistieron en
la eliminacion de las hormonas que lleva el medio de cultivo de enraizamiento. En el
Anexo3 se describe la composicion del medio de cultivo utilizado

Basicamente, la metodologia del ensayo fue la misma que en el ensayo preliminar, solo
que en este caso se abarcd un mayor nimero de aislados con 5 repeticiones por tratamiento
y se introdujo la variable temperatura, acondicionando dos camaras con este objetivo, una
con una bomba de refrigeracion que mantenia la temperatura constante entre 15y 17°Cy la
otra con temperaturas entre 26 y 28°C, las dos con un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 de
oscuridad y una intensidad luminica de 150 pE m%s (280 lux) procedentes de tubos
fluorescentes de luz blanca. Los especies fungicas elegidas para la inoculacion fueron: F.
oxysporum, F. subglutinans, F. proliferatum y F. solani, incluyéndose 5 repeticiones por
inoculo en condiciones normales y 5 por inoculo en condiciones de hipoxia. Los controles
consistieron en 5 plantas sin tratamiento alguno y 5 plantas con el aceite mineral, en la

superficie del medio. También se introdujo la inoculacion con todos los aislados a la vez y
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con Trichoderma sp. y con un hongo sin determinar aislados de plantas con sintomas de

FMP.

3.3. Pruebasde patogenicidad en invernadero

A la hora de plantear pruebas de patogenicidad tanto para hongos como para bacterias, nos
hemos basado en referencias de la fitopatologia clasica, en las que se utilizan indculos con
concentraciones muy elevadas de células respecto a lo que se espera encontrar en
poblaciones naturales, utilizando plantas en condiciones controladas de invernadero que
suelen durar entre 3 y 6 meses.

La escala de evaluacion de los sintoma internos se ha basado en la recomendada por el
INBAP en (Orjeda, 1998).

Las plantas se regaron siguiendo las recomendaciones semanales realizadas a los
agricultores facilitadas por el Departamento de Suelos y Riegos del ICIA. En las plantas no
adultas, se aplicaba un factor de correccion que se calculaba en relacion con el area foliar

de las plantas (Suarez, 1994).

3.3.1. Ensayo de patogenicidad en invernadero a 25-30°C y encharcamiento del

suelo

Se realizé en condiciones controladas de invernadero utilizando tierra procedente de una
plantacion donde se dio el problema con gran incidencia, la cual se esterilizé al vapor. Se
trabajo con plantulas de cultivo in vitro del cultivar ‘Gruesa’. Los indculos fueron lineas
monosporicas de 28 aislados en total, 9 pertenecientes a la especie F. oxysporum, 7 a la
especie F.subglutinans, 6 a la especie F. proliferatum, 4 a la especie F. solani, 1
perteneciente al género Thichoderma sp., 1 de una especie sin determinar y un tratamiento
consistente en una mezcla de todos los indculos juntos. También se introdujo un aislado de
FOC. Las plantas se inocularon con 50 ml de suspensiones de esporas del orden de 10" a
10° conidias/ml de cada especie fingica. Se realizaron inoculaciones en condiciones
normales (25° C, 80%, riego normal) y después de haber sometido a las plantas a
encharcamiento permanente durante 2 semanas, con 8 repeticiones por tratamiento.
Mediante agujeros que se cerraban o no, se mantenia un nivel de encharcamiento
constante, creando situaciones de encharcamiento, cuyo tiempo de accion de 5 dias
encharcado y 2 dias de drenaje semanalmente. El abono soluble de composicion N:P:K

(3:1:7) se aplico mediante al riego por goteo a razén de 1 g/l, sin correcciones para el
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calcio ni para microelementos. Se realizd6 un seguimiento de la evolucion de pH y
conductividad eléctrica del agua de riego y del agua drenada en los tratamientos de
encharcamiento intermitente pero no se realiz6é ninguna correccion.

Variables estudiadas

Al final del ensayo, se estudio la aparicién o no de sintomas y las variables normales de
crecimiento fenoldgico. Semanalmente se realiz6 una lectura de la altura y del diametro del
pseudotallo y del nimero de hojas emitidas. Al final del ensayo se contd el nlimero de
raices en cada planta y se evaluaron los sintomas aéreos de amarilleo y “abrochamiento” o
acortamiento de entrenudos, asi como los sintomas internos en rizoma mediante la escala
INIBAP. También se anotd la presencia/ausencia de nematodos agalladores (Meloidogine
spp.) y lesionadores (Pratylenchus spp.). Se realizaron siembras de rizoma tanto de plantas
asintomaticas como de las que presentaban algunas necrosis en el interior del rizoma.
También se realizaron analisis foliares de los tratamientos control encharcados y no

encharcados, con la misma metodologia que los descritos en el punto 1.3 de ésta seccion.

3.3.2. Ensayo patogenicidad en invernadero a 15-28° C, encharcamiento del sueloy

simulacion de dafnos mecanicos.

Se evalud la capacidad patogénica de 28 aislados procedentes de plantas que presentaban
los sintomas asociados al FMP, 9 pertenecientes a la especie F. oxysporum, 7 a la especie
F.subglutinans, 6 a la especie F. proliferatum, 4 a la especie F. solani, 1 perteneciente al
género Thichoderma sp., 1 de una especie sin determinar y un tratamiento consistente en
una mezcla de todos los indculos juntos. La prueba de patogenicidad se disefid utilizando
plantulas de cultivo in vitro del cultivar ‘Gruesa’, considerando la interaccion de estos
aislados fingicos con el factor encharcamiento intermitente. Se utilizé un suelo procedente
de una plantaciéon afectada de FMP, previamente desinfectado al vapor, rico en arcillas y
con tendencia a la compactacion. El ensayo se mantuvo en una primera fase a 28° C y
posteriormente a 17° C. Fue fertilizado con un abono complejo N:P:K+Ca (14:7:14:14) y
microelementos. Ademas se realizd correccion del pH y CE del agua de riego. Las
inoculaciones se realizaron anadiendo 50 ml de una suspension de esporas que contenia
entre 10 * y 10 ® conidias/ml.

Por cada inoculo se realizaron los siguientes tratamientos: 8 plantas encharcadas mediante

la inmersion de las macetas en cubos perforados a 20 cm del suelo para mantener el nivel
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constante y 8 plantas con drenaje. A mitad del ensayo se realizaron cortes en las raices a 4
de las 8 plantas de cada tratamiento.

Variables estudiadas

Las variables fenologicas estudiadas fueron: presencia/ausencia de necrosis en rizoma, y
seguimiento de la evolucion semanal del pH y CE en las plantas con tratamiento de
encharcamiento. La duracion del ensayo fue de 6 meses y vino condicionada por la
aparicion de sintomas en plantas inoculadas con aislados de referencia pertenecientes a la
especie FOC. Al final del ensayo se realizaron siembras del material vegetal que
presentaba algun tipo de necrosis en rizoma, en PDA y K, asi como la recuperacion del
inoculo de cada maceta presente en el suelo, mediante la técnica de dilucion y siembra en
placa empleando los mismos medios de cultivo.

Se evaluaron los sintomas internos en rizoma mediante la escala INIBAP, y se realizaron
analisis foliares de los tratamientos control encharcado y control no encharcado mediante

las técnicas descritas en el apartado 1.3 de ésta seccion.

4, INTERACCIONES DE FACTORESABIOTICOSY BIOTICOS

4.1. Ensayos preliminares con suelos de plantaciones afectadas de Falso Mal de
Panama (FMP).

El objetivo de estos ensayos fue estudiar si las condiciones fisico-quimicas y/o

microbioldgicas del suelo podian inducir sintomas de FMP en plantulas de platanera

4.1.1. Ensayo con suelosde plantacionesdel nortedelaislade Tenerife

Se eligieron suelos de 3 plantaciones comerciales de la zona productora de la vertiente
norte de la isla de Tenerife, que presentaban el problema con alta incidencia. El ensayo se
realizd bajo condiciones controladas de invernadero, con plantas procedentes de cultivo in
vitro del cultivar ‘Gran enana’. La mitad de cada suelo se esterilizé al vapor, tres veces
consecutivas dejandolos enfriar durante 24 h entre cada tratamiento. El suelo, una vez
esterilizado, se distribuyé en macetas de 1.5 1 de capacidad, del mismo modo que se
distribuy6 la otra mitad sin esterilizar. El control consistidé en un sustrato turba :picon -
lapilli volcanico- (70:30), la mitad del cual fue esterilizado al vapor y la otra mitad no. El

ensayo fue de tipo factorial incompleto con 3 suelos, 3 muestras por suelo, 2 tratamientos
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del suelo: esterilizado y no esterilizado y 7 repeticiones (plantas) por combinacion de
factores.

Las plantas se dispusieron en grupos de filas y columnas. Los grupos de 7 macetas con un
mismo tratamiento, se colocaron al azar dentro de las columnas, que se orientaron
perpendicularmente al gradiente de insolacidon del invernadero.

Se regaba a mano diariamente con 150 ml de un abono soluble N:P:K (3:1:7) sin
correccion para calcio ni micronutrientes, a la dosis de 1 g/l. El pH y la conductividad
eléctrica se midieron una vez por semana en el agua de riego, pero no se realiz6 ninguna
correccion. El ensayo se mantuvo durante 3 meses. Las plantaciones de donde fueron
tomados los suelos, los tratamientos y los codigos empleados se describen a continuacion:
Finca Zamora (Z), Finca Carmelo Villa (C), Finca Economista (E). La codificacion
consistio en las iniciales de las plantaciones, seguidas por el nimero de la muestra (1-3);

esterilizado o no (S, N); nimero de repeticiones (1-7).

4.1.2. Ensayo con suelosde plantacionesdel sur delaislade Tenerife

Se utilizd la misma metodologia que para el ensayo anterior, esta vez con suelos de 3
plantaciones de la zona productora de la vertiente sur, dos que presentaban problemas de
falso mal de panamé y una con problemas de Mal de Panamé que se introdujo como
control. El ensayo se realiz6 en el mismo invernadero que el anterior con condiciones de
temperatura y humedad controladas. La duracion del ensayo fue de 4 meses, cuando se
habia producido la expresion de sintomas en las plantas cuyo suelo contenia inoculo
natural de F. oxysporum f. sp. cubense (FOC).

Las fincas muestreadas fueron:

Finca Justino Martin Rocha (J), Finca José¢ Carmelo Rodriguez San Blas (JC), Finca Juan
Floreal -Mal de Panama- (F). La codificacion consistié en las iniciales de las fincas,
seguidas por nimero de muestras del suelo (1-3); esterilizado o no (S, N); nimero de

repeticiones: (1-7).

4.13. Variablesestudiadasen losdos ensayos

Se realizé una lectura semanal de la altura y del didmetro del pseudotallo asi como de la
emision de hojas. Al final del ensayo se evalud la severidad de sintomas en el interior del
rizoma y de sintomas externos, incluido los no tipicos del FMP, utilizando una adaptacion

de la escala INIBAP empleada en la valoracion de sintomas de Mal de Panama. Esta es una
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escala 1-3 para los sintomas aéreos: siendo 1 ausencia de amarilleo en hojas y 3 todas las
hojas amarillas. Para la severidad de sintomas en rizoma se utilizd una escala 1-6, siendo 1
la ausencia de decoloraciones en el rizoma y 6 todo el rizoma decolorado.

También se estudio la presencia/ausencia de nematodos y las variables peso fresco y seco
de la parte aérea, y peso fresco y seco de la raiz. De las plantas que presentaban alguna
anomalia respecto el control, tales como necrosis radicales y/o oscurecimientos en la estela

del rizoma, se tomaron muestras y se realizaron aislamientos.

4.1.4. Siembras de muestras de material vegetal de plantas muestreadas en las
plantaciones afectadas de las vertientes Norte y Sur. Aisdamientos de

micr oor ganismos asociados.

Antes de montar el ensayo se muestrearon plantas con sintomas en estas plantaciones. El
material vegetal objeto de estudio fueron fragmentos de rizoma, de pseudotallo y de raiz.
Una vez seleccionado, fue esterilizado superficialmente con una dilucion de lejia comercial
al 0,1 %, seguida de una inmersion en alcohol al 70 % y aclarado con agua destilada
estéril. Las siembras se realizaron en medios de cultivo PDA y Komada. Se aislaron y
purificaron las colonias fingicas y bacterianas en funcion de la morfologia de las colonias.
Después del ensayo se sembraron fragmentos vegetales de rizoma correspondientes a
plantas que presentaban alguna anomalia respecto el control, tales como necrosis radicales

y/o oscurecimientos en la estela del rizoma.

4.15. Andlisis fisico-quimicos de muestras foliares y de suelos tanto de vertiente
Norte como de vertiente Sur.

Antes y después del ensayo se realizaron analisis fisico-quimicos de los suelos empleados
para la realizacion de las pruebas de patogenicidad. Las muestras de antes del ensayo
fueron alicuotas de las tres repeticiones de los suelos una vez esterilizados al vapor.
Después del ensayo se combinaron las tierras de las 7 repeticiones de cada tratamiento.
Antes del ensayo, se realizaron muestreos foliares de todas las plantaciones, siguiendo la
metodologia internacional (Martin-Prével, 1984), en la que se utiliza la tercera hoja antes
de la ltima emitida. Después del ensayo también se analizaron muestras foliares conjuntas
de las repeticiones de cada uno de los tratamientos.

Todos estos andlisis se realizaron en el Laboratorio de Suelos y Riegos bajo la supervision

de Diia. Ana Rosa Socorro Monzon. La metodologia empleada fue la protocolizada para
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cada elemento: N, P, K, B, Zn, Ca, Na, Mg, Mn, y Fe en foliares; y pH, CE, Porcentaje de
saturacion, CIC, Ca, Mg, Na, K, P, Nitritos, Nitratos y Materia organica (MO) en suelos.

4.2. Ensayo de cambio de la estructura fisica de un suelo de la vertiente norte de
Tenerife mediante la adicion de “ picon” (lapilli volcanico).

El objetivo de este ensayo fue estudiar si los cambios en la estructura fisica del suelo
repercutian en la induccién de sintomas de FMP.

La metodologia seguida fue la misma que en los anteriores ensayos. Se recogieron tres
muestras de suelo de la plantacion afectada, el cual ya habia sido estudiado en los ensayos
de suelos del norte de Tenerife y fueron caracterizados como suelos con tendencia a la
compactacion. Se realizaron una serie de mezclas del suelo con diferentes proporciones de
picén. Del mismo modo que en los anteriores ensayos, la mitad de los tratamientos fueron
esterilizados al vapor tres veces consecutivas en tres dias y la otra mitad no. En este caso
los tratamientos fueron: Tierra natural (n) 100 %, repeticiones (n=1, 2, 3); Tierra (n) +
Picon 25%; Tierra (n) + Picon 50%; Tierra (n) + Picon 75% y Picon 100 %, cada una con 7
repeticiones, esterilizadas (S) y no esterilizadas (N). Las plantas utilizadas pertenecian al
cultivar ‘Gran Enana’. La distribucion del ensayo se hizo al azar y se llevd a cabo en
condiciones controladas de invernadero durante 4 meses. La solucién nutritiva y la

frecuencia de riego fueron idénticas que en los anteriores ensayos.

Variables estudiadas

Se realizé una lectura mensual de la altura y del diametro del pseudotallo asi como de la
emision de hojas. Al final del ensayo se estudiaron las variables peso fresco y seco de la
parte aérea, peso fresco y seco de la raiz. Los sintomas externos y del interior del rizoma se
valoraron con una escala similar a la utilizada en la escala del INIBAP para la evaluacion
del MP, descrita anteriormente.

Después del ensayo se sembraron fragmentos vegetales de rizoma correspondientes a
plantas que presentaban alguna anomalia respecto el control, tales como necrosis radicales
y/o oscurecimientos en la estela del rizoma. También se realizaron andlisis fisico-quimicos
de los suelos empleados y analisis foliares de muestras conjuntas de las repeticiones de

cada uno de los tratamientos segun la metodologia descrita anteriormente.
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4.3. Ensayo de diferentes tiempos de encharcamiento en sustrato turba: picon
(70:30) en macetasde 5 litros de capacidad.

Con el objetivo de estudiar el efecto del tiempo de encharcamiento y la hipoxia asociada
sobre la produccion de sintomas de FMP, se diseiid un ensayo probando tiempos de
encharcamiento medidos en horas. Previamente se calcul6 la cantidad de agua necesaria
para la saturacion del suelo a capacidad de campo y asi calcular el riego diario para el
tratamiento control. El método empleado se describe en el punto 4.3.1.

Se probaron 5 tratamientos de encharcamientos: A: 2 horas diarias, B: 4 horas diarias, C: 6
h diarias y D: encharcamiento total. El control fue regado con el abono soluble utilizado en
los anteriores ensayos, con cantidades corregidas diariamente segin el método de pesada
en saturacion y pesada a las 24 h descrito en el apartado anterior.

Se utilizaron plantas de plataneras del cultivar ‘Gran Enana’ cultivadas en macetas de 5
litros de capacidad, llenadas con 700 g de una mezcla tierra:picoén (70:30) El ensayo se
distribuyd en cuadrado latino con 5 repeticiones por tratamiento en condiciones
controladas de invernadero. El procedimiento seguido para el encharcamiento consistié en
introducir las macetas en cubos (fig. 7). Los cubos tenian un agujero a 15 cm de la base
para mantener el nivel de agua en todas por igual, que correspondia a la mitad de la

maceta. El ensayo durd 3 meses.

Fig. 7. Esquema del disefio empleado para producir encharcamiento sobre

= las plataneras del cultivar ‘Gran Enana’ cultivadas en macetas de

capacidad 51.

Variables estudiadas

Se tomaban medidas semanales de la altura y del didmetro del pseudotallo, nimero de
hojas y se median la conductividad y el pH del agua drenada antes y después de rellenar
los cubos hasta el nivel establecido.

En el momento del desmonte se estudiaron los pesos frescos y secos a 60°C de la parte
aérea y raiz, el niimero de raices, y la presencia / ausencia de nematodos. Se realizaron

analisis foliares y de suelos como en los anteriores ensayos.
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4.3.1. Calculosdeladosisderiego mediante la evapotranspiraciéon y saturacion del
sustr ato.

Se utilizaron 20 macetas de 1,5 1 de capacidad, con 700 g de un sustrato tierra: picon
(70:30).En primer lugar se calculd el contenido de humedad del suelo, con el método de
secado del suelo a 105 °C, pesandolo antes y después utilizdndose 5 repeticiones.
Posteriormente se calculo6 el consumo de agua debida a la evaporacion sin la planta durante
una semana, utilizandose 20 macetas. El método consistio en la saturacion del suelo al
100%, pesandolo a continuacion, y volviéndolo a pesar transcurridas 24 horas. La
diferencia de peso era debida unicamente a la evaporacion del agua

Por ultimo se plantaron las plantas en las macetas, empleando el mismo procedimiento
(pesada en saturacion 100%-pesada a las 24 h). La diferencia correspondia a la suma del
consumo de la planta mas la evapotranspiracion. Estas medidas fueron realizadas a lo largo

de 13 semanas diariamente.

4.4. Ensayo de encharcamiento en sustrato turba:picon (70:30) en contenedor es de

50 litr os de capacidad.

Se probaron cuatro tratamientos de encharcamiento, teniendo en cuenta la duracion y la
intensidad de este: A: encharcamiento intermitente (5 dias/ 2 dias aireacidon) hasta la mitad
de la maceta (17,5 cm); B: encharcamiento permanente total (34 cm); D: encharcamiento
total (34 cm) 5 dias/ 2 dias aireacion y C: control sin encharcar. Se utilizaron plantas del
cultivar ‘Gran Enana’ de 4 meses de edad.

El ensayo se dispuso en cuadrado latino. El sustrato utilizado fue una mezcla de
turba:picon. El picon fue esterilizado al vapor, mientras que la turba no lo fue. La duracion

del ensayo fue de 6 meses. El disefio de las macetas fue (fig.8):

\ || Nivel de aona

grifo

Malla metalica

Bolas de arcillas

Fig. 8. Esquema del disefio empleado para el tratamiento de encharcamiento intermitente y control del nivel

de agua, sobre plataneras del cultivar ‘Gran Enana’ cultivadas en macetas de 50 1 de capacidad.
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Variables estudiadas

Las variables estudiadas fueron las mismas que en los anteriores ensayos. Ademas, se
midié diariamente el oxigeno disuelto en agua, la conductividad y el pH.

El abonado fue el mismo que se habia utilizado en los anteriores ensayos. El riego consistia
en mantener diariamente los niveles de agua establecidos como tratamientos. El control se
regaba con la media de la cantidad de agua afiadida en el resto de tratamientos, que
correspondia al agua consumida por la planta mas la perdida por evapotranspiracion. Al
final del ensayo se midio el area de la superficie foliar y mediante la escala INIBAP, se
valoraron los sintomas aéreos y en el interior del rizoma del mismo modo que se hace en el
Mal de Panama.

Los andlisis foliares se realizaron diferenciando en andlisis de limbos, anélisis de nervios y
analisis de peciolos. Los sustratos se analizaron como el resto de suelos, para los nutrientes

mas importantes en la platanera.

4.5. Ensayo de simulacion de encharcamiento y compactacion del suelo

El objetivo del ensayo fue estudiar el efecto de la interaccion encharcamiento y
compactacion.

El disefio del ensayo fue de tipo factorial. Se realiz6 en un invernadero climatizado (28 °C /
80% HR). Las plantas fueron abonadas con 1g/ 1 de abono complejo soluble 15:5:30 N:P:K
aplicado en el riego con una dosis de 600 cc/dia. Los tratamientos fueron (Fig. 8): suelo
esterilizado/no esterilizado; suelo compactado/ no compactado; 4 dias encharcado/ 3 dias
no encharcado siempre intermitente. Para ello se disefiaron cubetas que contenian 2
repeticiones de cada compactacion distribuidas en suelos esterilizados y no esterilizados.
El encharcamiento intermitente se consiguié usando cubetas provistas de grifo que podia

abrirse o cerrarse (fig.9).
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Suelo Esterilizado Suelo No Esterilizado

p=1.06 p=0.88 p=1.06 p=0.88

Fig. 9. Esquema del disefio empleado para los diferentes tratamientos de encharcamiento, esterilizacion y

compactacion del suelo sobre las plataneras cultivar ‘Gran Enana’.

Se utilizaron macetas de 1.7 1 de capacidad, en las que siguiendo la metodologia habitual
se consiguieron 2 valores de densidad aparente para simular la compactacion:

*1500 g de suelo/ 1700 ml: r =0.88 g/ml

*1800 g de suelo/ 1700 ml: r=1.06 g/ml

Estos valores son similares o ligeramente superiores a los normales de campo.

Para evaluar el efecto de la microflora presente en el suelo sobre la expresion de sintomas
del FMP, la mitad del suelo fue esterilizado al vapor y la otra mitad no.

Variables estudiadas

Antes del ensayo se realiz6 un recuento de flora total del suelo por el método de siembra a
partir de un banco de diluciones en PDA, medio Komada (Komada, 1975), selectivo para
Fusarium que permite la identificacion de colonias de Fusarium oxysporum f.sp. cubense
(FOC) (Sun et al, 1978) y medio King B especifico para bacterias.

Se realizd6 un seguimiento semanal del comportamiento de las variables fenologicas de
crecimiento: altura, numero de hojas emitidas y didmetro de la base del pseudotallo,
también se estudid la evolucion del pH y de la conductividad del agua drenada. En la
lectura final se estudiaron las variables: Numero total de raices, severidad de sintomas
aéreos y en el interior del rizoma. Al finalizar el ensayo se realizaron aislamientos de
plantas con sintomas claros, dudosos y de plantas sanas.

Como en los anteriores ensayos, los suelos se analizaron los principales nutrientes, antes y
después del ensayo. Se realizaron andlisis foliares como se describe en el primer ensayo,

mediante muestras combinadas de las repeticiones de cada tratamiento.
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4.6. Ensayo de compactacion y dosis deriego en condiciones de campo.

El objetivo del ensayo fue estudiar el efecto de la compactacion y de la dosis de riego en
condiciones de campo sobre la induccion de sintomas de FMP. Se realizé en una parcela
experimental de tamafio 1566 m’, perteneciente al ICIA situada en la localidad de Gilimar
en la vertiente sureste de la isla de Tenerife.

La planificacion de este ensayo fue compleja, pues se disefid con restricciones a los
gradientes principales de la parcela experimental, principalmente en base a la insolacion y
a los tratamientos de acondicionamiento que se realizaron en el suelo. La finca fue
subdividida en tres parcelas, dos de las cuales fueron lavadas para eliminar el deposito de
sales afiadiéndose estiércol a razén de 5 Kg/mz. La parcela no lavada y otra que si lo fue,
fueron compactadas mediante una apisonadora. Dos semanas después se plantaron las
plantas de platanera del cultivar ‘Gran Enana’, la mitad procedentes de CULTESA (in
Vvitro) y la otra mitad de “cabezas” de plantas madre denominadas “aceleradas”. El riego se
aplico mediante un sistema de riego por goteo consistente en aros provistos de 4 goteros
(2,5 1/h cada uno) por planta. El tratamiento de riego, fue aplicado con tres dosis diferentes,
calculadas a partir de las predicciones de riego semanales realizadas por el equipo de la
Dra. C.L. Suérez del Dpto. de Suelos y Riegos del ICIA: Normal (100%), intermedia (175
%), y superior (250 %). El ensayo se dispuso en bloques al azar con 3 bloques (parcelas), 3
dosis de riego por bloque y dos tipos de material vegetal de plantacion dentro de cada dosis
de riego y bloque. Los riegos quedaron distribuidos con un disefio en cuadrado latino con 3
filas y 3 columnas de forma que todas las parcelas tuvieran todos los tratamientos.

Durante las etapas juveniles de la platanera, se aplicaron unos coeficientes de correccion a
la dosis de riego recomendada por el Dpto. de Suelos y Riegos del ICIA para aquella zona,
basados en la relacion del area de sombreado de las plantas respecto al marco de
plantacion. Este procedimiento se realizd hasta que el coeficiente fue 1,0 que es el
momento en que la planta puede considerarse adulta. El abonado se aplic6 mediante el
riego y se ajustaba a de acuerdo con el plan de abonado que se presenta en el anexo 4,
calculado semanalmente para cada tratamiento (100, 175 y 250 %) de riego ajustado al
asesoramiento de riego semanal realizado por el Dpto. de Suelos y Riegos a los
agricultores. Las plantas borde se regaban y abonaban de la misma forma que la dosis 100

% de riego.
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Variables estudiadas

Antes del ensayo se realizaron muestreos de suelos para andlisis fisico-quimicos y
microbiologicos. Se instalaron 18 sensores TDR (Time resonance difference) -2 por
bloque-, en los que se tomaban lecturas semanalmente a los 15 minutos aproximadamente
después del riego. A mitad del ciclo, se pusieron sensores ECHO 10 y ECHO 20 -
medidores de agua volumétrica en suelo- los cuales recogian medidas continuas cada 5
minutos. Semanalmente se realizaba una lectura de niimero de hojas emitidas, altura y
didmetro basal del pseudotallo. Estas mediciones se continuaron hasta el momento de
floracion de la planta. Se realizaron muestreos foliares seglin la norma internacional basada
en la tercera hoja antes de la floracion, asi como recogida de muestras del suelo alteradas y
no alteradas para los analisis fisico-quimicos y microbiologicos. La produccion fue
evaluada mediante las variables peso de la “pifia” (racimo), nimero de manos y numero de
dedos.

Cuando la “pina” ya habia sido cortada, también se cortaba a la planta madre, para la
evaluacion de los sintomas internos. Se tomaban muestras de rizoma para el aislamiento de
los microorganismos asociados mediante la desinfeccion superficial y siembra de los
fragmentos vegetales en PDA y Komada. En estos momentos el segundo ciclo continta a

partir de los hijos emitidos por las plantas madre ya cortadas.
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5. EsTubliOosHISTOQUIMICOS

Los estudios histoquimicos que se presentan han sido realizados en el CIFA de Churriana

(Mélaga) bajo la supervision de la Dra. Araceli Barcel6 Mufioz.

5.1. Material vegetal

Los cortes en fresco se realizaron a partir de muestras procedentes de dos plantas sanas,
dos con sintomas de encharcamiento pero sin los sintomas cldsicos de FMP y dos con
sintomas de FMP. De cada planta se eligieron muestras de rizoma, pseudotallo y raices.
Las caracteristicas de cada planta se detallan en el punto 3.1 del anexo.

El material vegetal utilizado para el estudio de las muestras incluidas en parafina consistio
en tres plantas procedentes de una plantacion comercial afectada por Falso Mal de Panama,
una planta con sintomatologia caracteristica de Mal de Panam4, una planta afectada por
picudo y dos plantas sanas. En el momento del muestreo se dispuso de un banco de tubos
con fijador F:A:A, para inmediatamente después del corte, introducir la muestra en la
solucion fijadora y asi evitar en lo posible reacciones de oxidacion que se dan en contacto
con el aire y que pudieran alterar las posteriores observaciones microscopicas.

De cada una de plantas se tomaron tres muestras de rizoma, tres de pseudotallo y tres de
raices (Anexo 3.2). Se eligieron algunas de las técnicas histoquimicas mas comunes que se

describen a continuacion.

5.2. Cortesen fresco

Los cortes en fresco se realizaron a mano, en muestras sin fijacion previa, con una cuchilla
de afeitar y tras depositarlos en un portaobjetos, se tifieron para su observacion inmediata
(Barcelo Munoz, 1995; Clark, 1993). La observacion de los cortes se realizd con un
microscopio optico de fluorescencia Laborlux 12 de Leitz. Las fotografias fueron tomadas

con un sistema microfotografico WILD MPS 45 Photoatomat.

5.2.1. Tincion decutina (Heslop-Harrison, 1977)

La cutina se tifi6 aplicando una gota de Auramina O (0,01% en tampdn fosfato 0,05 M)
(Sheldon y Dickinson, 1983) sobre los cortes realizados en fresco y se coloco el cubre. La

cutina y otros lipidos que contienen ceras acidas insaturadas, muestran fluorescencia de
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color amarillo verdoso cuando incide sobre ella un haz de luz ultravioleta. Esta reaccion es
inmediata y pierde intensidad rapidamente.

La observacion de los cortes se realizd6 con un microscopio optico de fluorescencia
Laborlux 12 de Leitz. Las fotografias fueron tomadas con un sistema microfotografico

WILD MPS 45 Photoatomat (Barcelé Muioz, 1995).

5.2.2. Tincién decelulosa (Heslop-Harrison y Heslop-Harrison, 1981)

La tincion de celulosa se realizo aplicando una gota de calcofluor (0,07 % en agua
destilada) sobre los cortes en fresco. El calcofluor tifie selectivamente la celulosa que al
incidir sobre ella un haz de luz ultravioleta, muestra fluorescencia de color azul.

Las observaciones microscopicas se realizaron en las mismas condiciones que en la tincion

con Auramina O.

5.2.3. Tincién delignina (Marin, 1986)

Se realiz6 con Floroglucina clorhidrica, preparada de la siguiente forma :
Floroglucina 0,1g
HCI 8 ml
Alcohol absoluto 8 ml
La lignina se tifie de forma temporal color rojo cereza. Las preparaciones se observaron al

microscopio Optico.

5.2.4. Tincion con azul de Tripan (Phillipsy Hayman, 1970)

Esta tincion se utiliza como técnica habitual para la cuantificacion de numero de
propagulos formadores de endomicorrizas arbusculares que han conseguido infectar una
raiz, ya que permite detectar la presencia de micelio en el interior de las raices.

Antes de la tincion, las raices se colocaron en KOH al 10% y se dejaron a temperatura
ambiente toda la noche. Se elimind el KOH; se lavaron las raices con agua corriente; se
afiadio HCI 0,1 N durante 2 6 3 minutos; se elimind el HCI; se afiadi6 azul Tripan (0.05%
en acido lactico) durante 10 minutos a 90°C y se elimin6 el colorante. Las raices se
conservaron en glicerol acido (500 ml de glicerina; 450 ml de acido lactico; 50 ml de HCI

1%) hasta su observacion en el microscopio.
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53. Cortesdematerial vegetal incluido en parafina.

5.3.1. Fijacion, deshidratacion einclusion en parafina

Se tomaron las muestras de rizoma, pseudotallo y raices, e inmediatamente se cortaron,
sumergidas en fijador, en porciones de 2 cm x 1 cm aproximadamente. Las muestras se
fijaban un minimo de 24 h en una solucion de F:A:A (Formalina: acido acético
glacial:alcohol etilico 70%) en proporcion 5:5:90 (v/v/v).

Una vez fijadas todas las muestras, se procedidé a su deshidratacion mediante bafios de
alcohol butilico terciario (TBA) de gradiente creciente, segun el protocolo que se describe
en el anexo 3.3. Las mezclas de TDA se muestran en la tabla 3.4 del anexo.

Tras la deshidratacion, la inclusion en parafina se realizd6 mediante bafios sucesivos en

gradiente creciente de parafina, segun el protocolo que se describe en el anexo 3.5.

5.3.2. Obtencion de cortes en parafinay desparafinado

Antes de realizar los cortes en el microtomo de deslizamiento Leitz, los bloque de parafina
se tallaron a mano, de forma que en el extremo por donde se comienza a cortar quede una

piramide con el vértice completamente plano tal como se muestra en la figura 10 siguiente:

)

wom—>
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Fig. 10. Esquema de la talla del bloque de parafina en funcion de la orientacion de la muestra insertada para

su posterior corte en el microtomo. Disposicion de los cortes sobre el portaobjetos.
Tras el tallado, los bloques se cortaron en secciones de 10 um, en sentido longitudinal y
transversal al eje de las muestras. Los cortes se depositaron sobre unas gotas de agua
formalada al 3% [Formalina 3% (Formol 40%) en agua] en portaobjetos ( fig. 9) a los que
previamente se les habia extendido una capa de adhesivo Haup [gelatina 1% (p/v), fenol
2%y glicerina 15% (v/v)] y secaron sobre una placa calefactora a 36°C durante unas horas.
La eliminaciéon de la parafina se realiz6 mediante tres bafos sucesivos de 2 minutos en
xileno, un bafio de 2 minutos en la mezcla xileno:alcohol (1:1) y una serie decreciente de
alcoholes al 100, 70 y 40 %, cada uno de 2 minutos, para su hidratacion, terminando en un
bafio de agua destilada para si a continuaciéon se realiza una tinciéon con un colorante

disuelto en agua o terminando en alcohol al 40% si la tincion se va a realizar con un
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colorante disuelto en alcohol. Después de cada tincion se montan las preparaciones de una

forma permanente con una resina sintética DPX (Marin, 1986).

5.3.3. Tincién deactividad celular (Gerlach, 1969)

La tincion de Gerlach es una técnica en la que se utilizan tres colorantes, la safranina, el
cristal violeta y el verde luz simultdneamente, lo que permite tefiir de forma diferencial
distintas estructuras en los tejidos observados. Los nucleolos y la pared celular lignificada
se tifien de rojo, los citoplasmas y la celulosa de las paredes celulares aparecen en verde.
Los granulos de almidon se observan de color violeta. El proceso de tinciéon fue el
siguiente:

Después del bafio de desparafinado en alcohol al 40 %, los cortes se sumergieron durante 1
hora en safranina al 3 % disuelta en etanol al 50 %; a continuacidén tras lavar
abundantemente con agua destilada se sumergieron durante 90 segundos en una solucion
de cristal violeta al 1 % en agua; después de lavar los cortes nuevamente con agua
destilada, se sumergieron varias veces en etanol al 90% seguido de una inmersion de 1-3
segundos en Verde luz al 0,25 % en etanol al 90 %. Se completd la deshidratacion con
isopropanol anhidro 98-99 % durante 2 minutos 2 veces, se aclararon durante 2 minutos 2

veces con xilol al 100% y se montaron con DPX.

5.34. Tincién con Azul de Toluidina (Gahan, 1984)

El azul de toluidina permite diferenciar distintos componentes de los tejidos, debido a que
presenta metacromasia, tifie con distintos colores dependiendo de los grupos acidos que
contenga una sustancia, variando el color de azul-verde para sustancias como la lignina,
suberina y algunos taninos, a tonalidades rojo-purpura para sustancias como la celulosa. El
almidon no se tifie. El citoplasma y el ARN de color pirpura y el ADN en azul o azul-
verde.

La tincidon se realizd individualmente en cada portaobjetos, siguiendo el protocolo
siguiente después del ultimo bafio en agua destilada del protocolo de desparafinado:

Se aplicd una gota de azul de toluidina al 0,5 % en agua destilada, sobre la muestra
dejando el porta sobre la placa calefactora a 60°C durante 30 segundos y se realizdé un

lavado con agua destilada dejandolo secar en la placa calefactora y se mont6 en DPX.
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5.3.5. Tinciéon de hidratos de carbono insolubles

El almidén y otros hidratos de carbono insolubles se tifieron mediante la técnica del PAS.
Los polisacaridos y paredes celulares se tifien de color rojo muy intenso (Jensen, 1962).

El protocolo para la tincién de PAS se inicio en el ultimo paso del desparafinado con un
bafio de agua destilada durante 2 minutos y se continu6 con el siguiente protocolo:

Las muestras se sumergieron en acido periodico al 0,5 % en agua destilada durante 2 horas.
Se realizaron tres bafios consecutivos en agua destilada durante 10 minutos en total y se
sumergieron en el reactivo de Schiffs en oscuridad durante 45 minutos. De nuevo, se
volvieron a lavar las muestras mediante tres bafios consecutivos en agua destilada durante
10 minutos en total y se sumergieron durante 2 minutos cada uno en una serie creciente de
alcohol al 40, 70 y 90 %. Finalmente se realizaron tres inmersiones de las muestras de 2
minutos cada una, en las mezclas Xileno:Etanol (1:1), Xileno I (100%) y Xileno II (100%).

Finalizado el protocolo los portas se montaron en DPX.
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1

PANAMA” EN CANARIAS.

1.1.

I NCIDENCIA, DISTRIBUCION GEOGRAFICA Y DESCRIPCION DEL “FALSO M AL DE

Incidenciay datos climaticos precedentes

La mayoria de las plantaciones que se muestrearon durante los afios 1999-2002, presentaron

problemas de FMP, a partir de marzo, después de 6-8 meses de haber sido transplantadas a

campo, aungue llegaron muestras a laboratorio durante el resto del afio. En e momento de

inicio del trabajo, cabe destacar los datos de temperatura de los meses enero, febrero y marzo

del 99 con respecto a los afos anteriores (Fig.11, 12, 13): en los tres son menores las medias

de las maximas y de las minimas, tanto a aire libre como en invernadero en la localidad de

Las Galletas, en e sur y en Buenavistadel norte de laislade Tenerife.
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Fig.11. Mapa
representando las diferentes zonas
climéticas y los municipios mas
importantes.

Tenerife,
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Fig.10. Datos meteoroldgicos de la zona
productora de Buenavista al aire libre,
situada en la vertiente noreste de la ida
de Tenerife (enero 98-abril 99).
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Las Galletas, Invernadero Las Galletas, aire libre

temperatura minima temperatura minima

temperatura max temperatura max

Humedad relativa max Humedad relativa minima Humedad relativa max Humedad relativa minima
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Fig.13. Datos meteoroldgicos de la zona Fig.12. Datos meteoroldgicos de la
productora de Las Galletas, bajo zona productora de Las Galletas,
invernadero, situado en la vertiente sur- al aire libre (octubre 96-marzo
oeste de la isla de Tenerife (octubre 96- 99).
marzo 99).

Datos meteoroldgicos facilitados por e servicio de meteorologia del Cabildo de Tenerife. Los datos
representados estdn basados en las medias minimas extremas mensuales de temperatura °C y Humedad
relativa (HR %).

Laislade Tenerife tiene una superficie total de 2034,21 km?. Puede dividirse en seis zonas por
su paisge, su climay la situacion geogréfica (colores en la Fig 10). El Norte de laisla se ve
muy influenciado por los vientos aisios, los cuaes aportan humedad que permite un paisge
verde y e mantenimiento del bosque de la Laurisilva en €l macizo de Anaga. El Sur es mas
seco y cdlido, con vegetacion adaptada a clima semi-&rido (Fig. 10). Las plantaciones
muestreadas las hemos agrupado en tres grandes zonas de la isla de Tenerife: Zona (NO-N)
desde los municipios de Buenavista del Norte a La Orotava, estacion meteorol 6gica situada en
el Botanico del Puerto de la Cruz, donde la temperatura minima registrada fue de 9° C en
enero del 1999, Zona (SO-S) desde Santiago del Teide a Arona, estacion meteoroldgica
situada en Cueva del Polvo (Guia de Isora), donde la minima registrada fue de 9,9° C en enero
del 1999 y Zona (SE-S) desde Giliimar a San Miguel, estacién meteorologica situada en
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Guimar donde se registré latemperatura minima de 10° C en enero del 1999y de 9,5° C en los
meses de febrero y marzo.

Puede observarse que en los inviernos de 1999 a 2002 se registraron temperaturas medias
minimas extremas mas bajas de lo normal respecto a los afios anteriores en las tres zonas
representadas. En Las Galletas, bgjo invernadero (fig. 11) se registraron 11,2° Cy al airelibre
(fig.12) 11,1° C en & mes de febrero de 1999; en Buenavista del Norte en cultivo a aire libre
(fig.13) se registraron 13,3° C en enero de 1999, que se corresponden a los meses donde se
recibieron y muestrearon el 80 % de |as plantaciones que presentaban |0s sintomas clésicos de
FMP y asociados a bajas temperaturas (Cabrera Cabrera et al., 1997; Champion, 1968; Galan
Sauco, 1992; Ganry, 1973; Green, 1969; Soto, 1985), como acortamiento de entrenudos,
amarilleos foliares y parada del desarrollo de la planta con obstruccién foliar en muchos casos
descritos en los primeros trabagjos de Hernandez y Sabadell (2000) y Sabadell Gonzalez y
Hernandez (1999). L as condiciones subtropicales que se dan en Canarias son similares alas de
Sudéfrica donde Deacon et al. (1985) realizaron los estudios sobre el FMP.

Deacon et al. (1985), propusieron la hipotesis de que el FMP es un problema relacionado con
factores de estrés en primer lugar y que secundariamente Fusarium o otros microorganiSmos
relacionados, tengan un papel secundario en la expresion de los sintomas de FMP. Observo
que el FMP se producia en el primer o segundo afio de haber plantado en lugares que antes
estaban dedicados a otros cultivos tales como aguacate, mango o patatas, antes de plantar con
plataneras, en suelos arcillosos. Lahav et al. (2000) citando a Reinking (1926), también asocio
el problema con suelos arcillosos y con problemas de drengje, extremas fluctuaciones de la
zona saturada de agua, aunque €l encharcamiento no era la causa. Dada la similitud de
sintomas con la deficiencias en potasio, propuso la idea de que este elemento estuviera
implicado, ya que bajo situaciones de hipoxia y elevado CO,, se impide la absorcion de
potasio.

Nuestras observaciones de campo sugieren que en las condiciones de Canarias el FMP podria
estar asociado, entre otros factores abicéticos, a las bajas temperaturas. La expresion de los
sintomas asociados al FMP se produjo mayoritariamente en las épocas en |las que se detectaron

medias minimas mas bajas de | os Ultimos afios.
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1.2. Distribucion geogr afica de las plantaciones muestreadas

En la tabla 5 se presentan las zonas de produccion, plantaciones estudiadas y las muestras
recibidasy procesadas en el laboratorio, con laincidencia de FMP asociada, durante €l periodo
comprendido entre el 1999 hasta el 2002.

Tablab. Incidencia del “Falso Mal de Panama” (FMP) en diferentes &reas de produccion en Las Idas
Canarias.

Zonasde produccion N°deplantaciones N°demuestras  Incidencia (%)

Norte Tenerife 27 90 41,78
Sur Tenerife 23 60 42,22
LaPama 10 17 30,00
Otros 3 5 30,00
Incidencia media 63 172 36,00

Laincidencia expresada en % se refiere al nimero de plantas af ectadas respecto al nimero de plantas total en
cada plantacion. Los valores de la tabla se refieren ala media del nimero de plantaciones afectadas en cada
zonaproductora de laislade Tenerife y de otras islas en menor niimero.

El FMP se ha detectado en todas las zonas productoras de platanos, independientemente de la
localizacion o de si € cultivo era bajo invernadero o a aire libre, aunque la mayoria de las
plantaciones donde se detect6 eran nuevas y el material de plantacion procedia de cultivo in
vitro del cultivar ‘Gran Enana o de selecciones locales de ‘Pequefia Enana’, por lo que se
desconoce la influencia del tipo de material de plantacién o del cultivar en la expresion del
desorden.

La mayor incidencia se ha dado en cultivos al aire libre del norte de la isla de Tenerife,
generalmente en plantaciones que se encontraban a unos 150 m de altitud sobre €l nivel del
mar, posiblemente debido a que en estas zonas las diferencias térmicas entre el diay la noche
eran mas grandes, datos que de nuevo sugieren la relacion de la expresion de los sintomas de
FMP con las bagjas temperaturas ambiental es.

La mayoria de las plantaciones muestreadas en el norte de Tenerife a inicio del trabgo, 12
eran nuevas. Se trataba de antiguas plantaciones dedicadas a la patata y reconvertidas a
platano en algunas ocasiones, y en otras se trataba de suelos que habian estado dedicados a

platano pero que habian sido abandonadas durante los Ultimos 10 afios y que en este momento

89



Resultados y Discusién

se querian volver a plantar posiblemente debido a las nuevas subvenciones estatales a los
productores de platanos.

En el Sur de Tenerife las plantaciones muestreadas 6 a inicio del trabgjo, no eran recientes, ya
estaban dedicadas a cultivo de la platanera pero habian sido resembradas ese afio, y aungue la
mayoria eran bajo invernadero, estas presentaron el problema en el afio mas frio, el 1999, afio
en el que se hicieron los muestreos en base al material vegetal vendido, mientras que en €l
Norte fueron apareciendo plantaciones afectadas durante todo €l tiempo de realizacién de este
trabajo.

Basdndonos en las observaciones de campo, la mayoria de las plantaciones,
independientemente de la zona geografica donde se encontraban, tenian en comun evidencias
de suelos con elevado contenido arcilloso y mal drengje. Estas observaciones se confirmaron
con los andlisis de la estructura que se realiz0 para suelos procedentes de plantaciones con

problemas, utilizados para larealizacién de |os ensayos que se presentan.

1.3. Descripcion dela sintomatologia de las plantas muestr eadas asociada al Falso Mal

de Panama.

En la mayoria de los casos, los sintomas aéreos se caracterizan porque las hojas totalmente
desarrolladas mas nuevas presentaban amarilleos marginales (semegantes a la salinidad) y
zonas del interior de los limbos necrosadas. El “puro” o hoja aun no desenrollada, en muchos
casos presentaba zonas necrosadas y en ocasiones se podia encontrar colapsada. A veces,
cuando la planta estaba proxima ala paricion de la“pifia’, lainflorescencia quedaba col apsada
en el interior del pseudotallo, muchas veces resquebrgjandolo para salir a exterior, y sin frutos
con calidad comercial. La atura de las plantas asi como € desarrollo fenoldgico se
encontraban disminuidos respecto a las plantas sanas y el plano de emision de las hojas se
encontraba aterado. Datos similares fueron descritos por Holder y Gumbs (1983) asociados a
dafios por encharcamiento. Las plantas experimentaban un acortamiento de los entrenudos
presentando o que localmente se conoce como “abrochamiento”. No se observaron sintomas
acusados de marchitamiento ni de amarilleo generalizado, sintomas caracteristicos tanto por
deficiencia como por exceso de agua en el suelo, asi como por exposicion a bajas temperaturas
(Green, 1969; Soto, 1985).
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Las raices se encontraban muy deterioradas y muchas estaban muertas, presentando sintomas
caracteristicos de haber estado bajo condiciones de encharcamiento y compactacion de los
suelos tales como la separacion de la corteza del anillo central, las puntas de los dpices
necrosadas, ausencia de pelos absorbentes y elevada ramificacion de las raices adventicias. El
suelo en la mayoria de los casos quedaba adherido a las raices, mostrando clara evidencia de
estar en saturacion hidricay presentar elevado contenido en arcillas.

Los sintomas observados son muy similares a los descritos por Deacon (1985) y a los
asociados a Yellow Mat (Dunlap, 1923; Prescott, 1917) citados por Lahav et al.(1999). A su
vez estos sintomas también son caracteristicos de factores climéticos- edaficos como las bajas
temperaturas y la estructura, compactacion y condiciones hidricas del suelo, descritas por Soto
(1985).

Los sintomas en rizoma eran muy caracteristicos. Cuando se hacia un corte paralelo a suelo,
se observaba un punteado disperso en el centro del rizoma que se era mas intenso en € anillo
vascular. Los puntos de insercion de las raices muertas en el rizoma parecian en algunos casos
ser €l origen de estos oscurecimientos, pudiéndose seguir €l avance de los oscurecimientos
vasculares hasta alguno de los puntos interiores. En las vainas, esta decoloracion vascular en la
mayoria de los casos ascendia por € pseudotallo, llegando hasta 1 m del suelo en los casos
mas avanzados. El oscurecimiento vascular avanzaba de forma discontinua presentando el
aspecto de un texto en “morse’, tal y como describieron Deacon et al. (1985), Sabadell
Gonzalez y Hernandez (1999) y recientemente en Brasil Cordeiro et al... (2001). En algunos
casos €l tejido parenquimético que rodea € anillo vascular en rizoma adquiria inmediatamente
al corte una coloracién grisacea muy intensa que recordaba la saturacion hidrica, ademas del
normal oscurecimiento generalizado que se produce en plantas sanas debido a la oxidacion de
los fenoles en contacto con € aire.

El conjunto de sintomas internos y externos caracteristicos del desorden no ha podido ser
asociado a ningun agente causal aungque Deacon et al. (1985) y Lahav et al.(1999) han
sugerido varias hipotesis descritas en larevision bibliogréfica, entre ellas las de interaccion de

factores abi 6ticos con algun tipo de agente bidtico.
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14. Diferenciasy similitudesentre el Mal de Panama (MP) y el Falso Mal de Panama
(FMP).

Las observaciones de campo y las muestras de laboratorio de plantas afectadas de “Mal de
Panam&’ y de “Falso Mal de Panam&’ nos han permitido establecer las siguientes diferencias,
recogidas en Zaag de Beer (2001).

El FMP, no suele producir muerte de plantas a corto plazo, aunque si reduce notablemente la
cosecha. EI MP, si produce la muerte de la planta y también reduce la cosecha. En conjunto,
tanto los sintomas del interior del rizoma, como los externos (fig 14, fig.15) son similaresalos
observados en el MP: amarilleos, necrosis marginal, y en ocasiones, colapso de la hoja cigarro
y decoloraciones de |os haces vasculares en € interior del rizomay alo largo del pseudotallo,
aunque el patron de distribucién en la zona medular del rizoma es diferente pues las
decoloraciones se presentan como un punteado disperso, en lugar de estar asociadas
Unicamente a anillo vascular como se observaen el MP (fig.16, fig. 17).

La continuidad de las decoloraciones en los haces del rizoma y a través del pseudotallo,
también es un elemento de diagndstico diferencial, pues cuando se trata de MP existe una
continuidad de la decoloracion del vaso dafiado en funcion del avance del hongo. En € caso

del FMP, el oscurecimiento de los vasos es discontinuo.
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i - i a- -,
Fig. 14. Sintomas externos de MP en Fig. 15. Sintomas externos de FMP
platanera en platanera

Fig. 16. Sintomas internos de MP en Fig. 17. Rizoma con sintomas de

platanera FMP en platanera
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15. Resultadosdelosandlisisfoliares

En general no se pudo asociar la deficiencia de uno o varios elementos con los sintomas de
FMP. En algunos casos los niveles de calcio foliar eran bajos pero en general no suficientes
paralaexpresion en la planta de los sintomas clasicos de deficiencia, y este valor no se repetia
constantemente en las plantaciones muestreadas (fig.18). Por otro lado, debido a que & agua
de riego es acalina, estos valores se dan normalmente en muchas plantaciones que no
presentan problemas. Los valores de referencia para las plataneras adultas de una correcta
nutricion se muestran en latabla 1 de larevision bibliogréfica. A continuacién se presentan los

valores foliares para plantaciones del norte de Tenerife (Figura 18)

Valores foliares de N,P,Ky Mg (ppm) Valores de Na, Fe,Zny Mn (ppm)en dos
en dos plantaciones del norte de plantaciones del norte de Tenerife
Tenerife
1400
1200 O Na
50000 1000
40000 BN g 800 mFe
£ 30000 oK g 600
% 20000 400 .Zn
10000 mCa 200 OMn
° BMg 0 ‘
1 2 1 2
. mP )
Plantaciones Plantaciones

Fig.18. Valoresfoliaresde nutrientesen plantacionesdel norte de Tenerife

Posiblemente |os bajos valores de agunos elementos como €l calcio registrados en los andlisis
foliares, sean consecuencia de las bajas temperaturas registradas ya que estas pueden conducir
a una reduccién de la absorcion y disponibilidad de los nutrientes tal como describe Green
(1969), unido al efecto negativo de la estructuray caracteristicas fisico-quimicas de los suelos
con elevado contenido en arcillas y elevado contenido de Na en el agua de riego en
plantaciones de platanera de Canarias (Suarez y Santana, 2002), asi como las condiciones de
encharcamiento y compactacion que pueden conducir a blogueos en la disponibilidad de
nutrientes Chellemi (2001), Forsythe (1975) y Jackson (1982) en descripciones de los
procesos fisico-quimicos que tienen lugar en |os suel os bajo estas situaciones.
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16. Resultadosdelosandlisis de suelos fisico-quimicos

Los andlisis de suelos en algunas plantaciones afectadas, revelaron que en ciertos casos la
materia organica en suelo era baja (Tabla 6) aungue no existe un patron constante en |os casos
estudiados que pueda relacionarse directamente con € FMP.

Los valores del Punto de marchitamiento permanente (Pmp) relativamente altos, casi del 50%
en una de las plantaciones, son caracteristicos de suelos con elevado contenido en materiales
organicos y materiales arcillosos, los cuales poseen gran cantidad de reservas hidricas en
forma higroscopica, es decir no utilizables por las plantas (Forsythe, 1975). En la tabla 6 se
muestran |os resultados de analisis fisico-quimico.

Tabla.6. Par ametr os fisico-quimicos del suelo de muestras procedentes de tres plantaciones del sur de
Tenerife.

Var Plantacién 1 SD Plantacién 2 SD Plantacién 3 SD

MO 0.60 0.00 0.80 0.57 0.90 0.72

P 36.00 11.31 32.00 28.28 84.00 42.14
pH 6.70 0.14 7.10 0.00 6.70 0.35
CE 1.38 0.35 1.79 0.06 7.07 7.46
Pmp 48.50 2.12 43.00 141 43.67 11.93

Donde se muestrearon 9 puntos de cada plantacion. MO : Materia Orgénica (%); P: Fosforo Olsen (ppm);
pH: en pasta saturada; CE: mS/cm a 25°C; Pmp: Punto de marchitamiento permanente (%); SD: Desviacion
esténdar.

Los niveles de fosforo se encuentran dentro de un rango adecuado segun diferentes autores
gue han estudiado |os suel os agricolas dedicados a la platanera en Canarias y otros lugares del
mundo, como Lahav (1995) y Simmonds (1973). El pH no parece haber experimentado una
reduccién dréstica por €l efecto del encharcamiento presente en la plantacion 1, no obstante la
conductividad eléctrica (CE) fue elevada en las tres plantaciones, aungque es un dato que se
encuentra dentro del rango normal descrito para los suelos agricolas canarios por Pérez
Mateos (1972), Rodriguez Pascual (1971), Dominguez (2000; 2001) y Alvarez (1999).

A continuacion se presentan los valores de referencia (tabla 7) para diferentes texturas de
suelos (Forsythe, 1975) y los resultados de los andlisis de texturas USDA (tabla 8) realizados
sobre 2 plantaciones del norte de Tenerife en el laboratorio de Suelosy Riegos del ICIA.
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Tabla.7. Valores de
diferentes

referencia  para
texturas de suelos de la

Capacidad de campo (CC) y Punto de Tabla.8. Andlisis de la textura (USDA) de dos
mar chitamiento per manente (Pmp) parcelas de la planta.Cién comercial “El
(Forsythe, 1975) Cardon” del nortede Tenerife.

CcC PMP Arcilla Limo Arena Textura USDA
Arenagruesa 9al0% 2-5% P1 370 256 374 FRANCO-ARCILLOSA
Arenafina 15a20% 6% P2 288 273 440 FRANCO-ARCILLOSA
Limo arenoso 20-25% 8-10% Parcelal (P1) y Parcela 2 (P2), donde el nimero de
Limo arcilloso 25-30% 13-15% repeticiones por muestra fue de 8 por parcela de
Arcilla 30-40% 20% superficie media de 1000 m?.
Humus més del 100% 50%

Capacidad de Campo (CC) corresponde a % agua
a1/3 bar y € Punto de marchitamiento permanente
(Pmp) al % agua a 1/15 bar

En latabla 9 se presentan |os resultados de | as curvas de Richards realizadas paralos suelos de

las plantaciones P1y P2 incluidas que en latabla 8.

Tabla.9.
comercial “El Cardén”.

Analisis fisicos de los suelos presentes en la parcela 1 (P1) y parcela 2 (P2) de la finca

densidad aparente %agua a 1/3 bar

%agua a 15 bar %agua disponible parala planta

Plenfermas 1,83 25,05
Plsanas 1,93 22,80
P2enfermas 1,71 23,69
P2sanas 1,86 23,37

16,97 8,08
15,47 7,33
16,00 7,68
15,59 7,79

Capacidad de Campo (CC) corresponde a % agua a 1/3 bar y €l Punto de marchitamiento permanente (Pmp)
al % agua a 1/15 bar. El agua (til para la planta o (porcentaje) % agua disponible para la planta es €l
resultado de la diferencia de la CC menos la Pmp y se expresa como ml de agua/ 100 g de suelo. Los datos

estan basados en 8 repeticiones por plantacion

La plantacion 1 tenialas plantas ya paridas con |os frutos ya emitidos y estaban mas afectadas

con sintomas muy claros en rizomay la parte aérea. En la plantacion 2, las plantas aun no

habian parido y presentaban sintomas iniciales en el rizoma pero no aéreos. La textura USDA

(tabla 8), franco-arcillosa (tabla 7) de estos suelos se corresponde a lo descrito para los suelos

Canarios por Pérez Mateos (1972) y por Rodriguez Pascual (1971). En la tabla 9 se observa

que los valores de densidad aparente de los suelos son elevados, y podrian indicar un grado de

compactacion medio de los suelos de estas plantaciones. Esta compactacion del suelo puede

impedir un buen drengje y provocar situaciones de encharcamiento que favorezcan la
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aparicion de zonas con bgjo contenido de O, en la rizosfera, cambios estructurales y la
presencia de heridas y necrosis en las raices de las plantas como describen diferentes autores
como Trought y Drew (1980) en trigo, Dorel (1990, 1993) y Dorel y Ozier Lafontaine (1998)

en platanera.

Finca El Carddn Fig.19. Curva de Richard, para los suelos de
plantas enfermas y plantas sanas de la
‘—A—PZenfermas —o—P23anas‘ plantaciéon 1 (P1) de la plantacion “El
Cardodn”.
1,55
1,51
0\\
1,45 | ‘\\‘\

AN

LN

0,1 1 10 100

contenido de agua

Log de presion de succion

(P1) de la finca comercial “El Carddn”, valores basados en 4 repeticiones de cada muestra. El log de la
presién de succidn, serefiere ala diferencia de contenido de agua antes y después de aplicar una succion.
Capacidad de Campo (CC) corresponde a porcentgje (%) agua a 1/3 bar y € Punto de marchitamiento
permanente (Pmp) a porcentaje (%) agua a 1/15 bar. El agua Gtil para la planta o porcentaje (%) agua
disponible para la planta es €l resultado de la diferencia de la CC menos la Pmp y se expresa como ml de
agua/ 100 g de suelo. Los datos estén basados en 8 repeticiones por plantacion

Aungue el andlisis USDA (tabla 8) caracteriza los suelos de estas dos plantaciones con textura
franco-arcillosa, segun la capacidad de retencion de agua Util para las plantas, se podrian
clasificar como suelos limo-arcillosos (tabla 7). Este tipo de suelo, se caracteriza por retener el
agua higroscépicamente (no Util para la planta) en un porcentaje elevado. En €l caso de la
plarcela (1) la capacidad de campo (CC: 1/3 bar succion) se encontrabaaun 25 % y € punto
de marchitamiento (Pmp: 1/15 bar succion) a un 15 % de contenido de agua en € suelo
(fig.19, tabla 9) Estos valores de contenido de agua pueden conducir a situaciones de hipoxia,
con el tiempo (Forsythe, 1975). Estos suelos poseen elevada capacidad de campo pero con un
volumen de agua higroscopica muy elevada, que da como resultado un nivel medio de reserva

atil (8 %) para las plantas (tabla 9). Aungue los valores para las plantas sanas y las enfermas
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sean similares, es posible que estas caracteristicas del Suelo y las derivadas de €llas, jugaran

un papel en lainduccion de los sintomas.

1.7. Resultadosdelos andlisis microbioldgicos de suelos

A continuacion se presentan los resultados de |os analisis microbiol 6gicos realizados en suelos
de plantaciones comerciales situadas en € norte y sur de Tenerife. Los suelos de estas
plantaciones han sido utilizados para la realizacién de los ensayos que se han realizado a lo
largo de este trabajo, y por tanto se consideran los andlisis microbiol 6gicos antes del ensayo.

La plantacion Carmelo Villa ( C) esta en e municipio de Buenavista del Norte de laisla de
Tenerife, y su suelo ha sido objeto de estudio en diferentes ensayos (suelos del norte, mejora
de la estructura del suelo, compactacion y encharcamiento) debido a que presentaba signos de
diversos factores de estrés. La incidencia de FMP fue de un 40 % (tabla 5). En latabla 10 se

presentan |os resultados de |os andlisis microbiol égicos.

Tabla.10. Valores mediosde UFC/100 g de especies fungicas, bacterianas en los medios PDA, Komaday
King B, de suelos asociados a FM P, realizados sobre tresrepeticiones de cada subparcela (C1, C2, C3)
del suelo dela plantacién comercial “ Carmelo Villa” situada en € norte de Tenerife, municipio de Los
Realgos.

PDA KOMADA KB
muestra Hongos Bacterias Hongos Bacterias Hongos Bacterias
cl 1,22E+04 1,88E+02 1,19E+04  7,00E+01 7,33E+03 5,94E+05
c2 3,17E+04 2,39E+03 2,96E+04  0,00E+00 1,22E+08 1,28E+10
c3 2,19E+04 1,29E+03 2,08E+04  3,50E+01 6,11E+07 6,42E+09

cfulg 6,68E+04  8,59E+02 7,06E+04  2,33E+01 4,08E+07 4,28E+09

Se sembraron mezclas de 4 muestras de suelo por punto de muestreo (C1, C2 y C3) y de cada una se
realizaron 3 repeticiones en cada medio de cultivo, K, PDA y KB. Los datos se refieren ala dilucién 10E-2
para hongos, que es donde aparecian un niimero superior a 30 colonias e inferior a 300. Para las bacterias se
elegialadilucion 10E-3, donde se podian contar més de 3 colonias y menos de 300.

La Finca “El Carddn” (tabla 11) se encuentra en € término municipal de Buenavista en la
vertiente norte de Tenerife. Esta plantacion fue elegida por presentar una parcela con elevado
grado deincidenciay otra sin problemas, situadas en las mismas condicionesy son las mismas
para las que se hicieron las curvas de Richards anteriormente mencionadas y los resultados
gue se presentan son los andlisis correspondientes @ momento antes del ensayo. Se decidio

realizar andlisis microbiol 6gicos de los suelos con el objetivo de ver s existian diferencias en
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la microflora que pudieran explicar la diferencia de expresion e incidencia. Los suelos no se
encontraban encharcados aunque presentaban elevado contenido en arcillas y con tendencia a
la compactaci on.

En laparcela 1, todas | as plantas muestreaddas tenian sintomas aéreosy en rizoma.

Tabla.ll. Valores medios de UFC/100 g de especies flngicas, bacterianasy Fusarium spp en los medios
PDA y Komada de suelos asociados a FMP, realizados sobre tres repeticiones de la parcela 1 (P1) del
suelo de la plantacién comercial “El Cardén” situada en € norte de Tenerife, municipio de Buenavista.

PDA Komada
muestra  Hongos |Bacterias Fusariumspp. cfu/100g | Hongos | Bacterias | Fusariumspp. cfu/100g

1,00e+03 ' 1,80E+04 1,00E+03 190E+04 = 6,00+02 0,00E+00 0,00E+00 6,00E+02
1,00E+03 | 1,80E+04 0,00E+00 1,90E+04 | 3,00E+02 7,00E+02 0,00E+00 1,00E+03
9,00E+03| 0,00E+00 3,00E+03 9,00E+03 | 5 70E+03 1,90E+03 5,70E+03 7,60E+03
3,00E+03' 0,00E+00 1,00E+03 3,00E+03 | 2,60E+03 | 0,00E+00 9,00E+02 2,60E+03
0,00E+00  0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 = 1,80E+03  0,00E+00 0,00E+00 1,80E+03
3,00E+03 ' 0,00E+00 2,00E+03 3,00E+03 ' 5,00E+02 0,00E+00 4,00E+02 5,00E+02
1,00E+04| 0,00E+00 1,00E+04 1,00E+04 = 2,00E+02  4,20E+03 2,00E+02 4,40E+03
6,00E+03| 3,00E+03 0,00E+00 9,00E+03 | 6,70E+03 0,00E+00 0,00E+00 6,70E+03
Se sembraron muestras de cada punto de muestreo y de cada una se realizaron 3 repeticiones en cada medio
de cultivo, K, PDA y KB. Los datos se refieren ala dilucion 10E-2 para hongos, que es donde aparecian un
ndmero superior a 30 colonias e inferior a 300. Para las bacterias se elegiala dilucion 10E-3, donde se podian
contar més de 3 colonias y menos de 300. Las plantas sembradas en los puntos de muestreos de los suelos A,
B, Cy F no presentaban sintomas de FMP, las sembradas en los puntos de muestreos delos suelos G, H, D y
E no presentaban sintomas aéreos pero si |os presentaban en rizoma

IO TNmoOooOm>

La finca Economista también se encuentra situada en el término municipal de Buenavista del
norte de Tenerife. Fue una de las plantaciones méas afectadas de todas las estudiadas. Los

resultados microbiol 6gicos se presentan en la siguiente tabla 12.
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Tabla.12. Valores medios de UFC/100 g en suelo de especies fungicas, bacterianas en los medios PDA y
Komada de suelos asociados a FMP de la plantacién comercial “Economista’ situada en €l norte de
Tenerife, municipio de Buenavista del Norte

PDA K omada KB Fusarium spp . total

muestra Hongos Bacterias Hongos Bacterias Hongos Bacterias PDA Komada
E1l 9,99E+04 5,17E+03 2,98E+04 0,00E+00 1,92E+04 1,50E+07 6,33E+03 7,83E+03
E2 1,73E+05 2,67E+03 6,50E+03 2,50E+05 5,33E+05 1,06E+07 1,20E+04 4,42E+03
EFMP 1,32E+05 3,13E+04 5,03E+04 O0,00E+00 1,10E+04 5,95E+06 1,00E+05 2,50E+04
Esana 6,00E+04 1,07E+05 6,43E+03 0,00E+00 5,00E+04 8,63E+06 2,33E+04 3,27E+03

Realizados sobre tres repeticiones de cada muestra (E1 “planta con sintomas aéreos e inicio en rizoma”, E2
“planta con sintomas aéreos e inicio en rizoma’, EFMP “planta con sintomas tipicos de FMP aéreos y en
rizoma’, Esana “planta sand’). Se sembraron 4 mezclas de suelos y de cada una se realizaron 3 repeticiones
en cada medio de cultivo, K, PDA y KB. A partir de las placas de PDA se hizo un recuento del nimero de
colonias pertenecientes a género Fusarium. Los datos se refieren a la dilucién 10E-2 para hongos, que es
donde aparecian un nimero superior a 30 colonias e inferior a 300. Para las bacterias se elegia la dilucion
10E-3, donde se podian contar mas de 3 colonias y menos de 300.

En dos de |as plantaciones estudiadas, existen poblaciones microbianas en las que destacan los
altos valores de ufc para Fusarium, respecto al resto de microorganismos (otros hongos y
bacterias). En los puntos de muestreos correspondientes a las plantas enfermas existe un ligero
aumento de laflorafangicatotal respecto alabacterianatotal. La presencia de altos valores de
ufc de Fusarium spp. en suelos de platanera ha sido citado por Blesa et a. (1979) y por
Hernandez (1997). Estos resultados difieren de lo descrito por Stover (1953), donde lo
esperado en situaciones de encharcamiento es lo contrario, se favorece la flora bacteriana en
relacion con la fungica. Quizas, sea debido a que la situacion de encharcamiento en las
plantaciones comerciales estudiadas no sea de forma permanente y por tanto no vemos su
efecto extremo sobre la flora microbiana del suelo, al menos en e momento del andlisis ya que
la poblaciones en €l suelo son dinamicas y sensibles a los cambios ambientales y edaficos, y

probablemente en otro momento de andlisis |os resultados serian distintos.
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2. AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE AISLADOSBACTERIANOS Y

FUNGICOS

Se han procesado 567 submuestras (rizoma, pseudotallo y raiz) procedentes de 172 plantas y
59 plantaciones en total (18 plantaciones y 90 plantas muestreadas por nosotros y € resto de
muestras enviadas a laboratorio). Para mayoria de los fragmentos sembrados, existié una gran
variabilidad en los aislamientos obtenidos, aunque generalmente se produjo crecimiento, ya
fuera fungico o bacteriano, de manera similar a lo obtenido por Reinking (1926) citado por
Lahav et al. (1999) y por Deacon et al. (1985) aungue estos autores pusieron de manifiesto
gue en algunos casos no se producia crecimiento de ningun tipo, 1o que también hemos
observado en varias ocasi ones.

Los hongos aislados con mayor frecuencia pertenecen al genero Fusarium, siendo F.
oxysporum e que aparece en e 100 % de las plantas, le sigue F. subglutinans y F.
proliferatum gque se encuentran presentes en un 80 % de las muestras procesadas (Fig.20).
(Pocasangre, 2000) estudiando la poblacién de enddfitos, obtuvo resultados similares en
plataneras de América Central.

En segundo lugar de abundancia se encuentra el nimero total de géneros de bacterias que
aparecen como flora asociada a este tipo de sintomatologia. Pertenecen en su mayoria a los
géneros Pseudomonas, Xanthomonas, Erwinia, Serratia y Enterobacter. Los géneros
Pseudomonas, Xanthomonas, Erwinia han sido descritos como patégenos en la platanera o

asociados a sintomas de podredumbres blandas en pseudotallo y rizoma.
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Fig.20. Frecuenciadelosgénerosflngicosy total de bacterias/niimero de puntos de siembray procedencia de las muestras.
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A continuacion se presenta el nimero total de plantas muestreadas (tabla 13)

Tabla.13. NUmero total de muestras procesadas para el aislamiento de los microor ganismos asociados al
FMP, seglin el 6rgano vegetal de procedenciay su sintomatologia (FMPy MP).

sintomas
tipo muestra FMP MP  Total general
hoja 2 2
pseudotallo 72 31 103
raiz 73 12 85
rizoma 337 40 377
Total general 484 83 567

Las muestras dudosas se encuentran incluidas en las plantas con sintomas de FMP, consideradas asi en €
dignoéstico de visu y posteriormente confirmadas o descartadas segiin los resultados de los posteriores

andlisis.

2.1. Caracterizacion cultural delosaislados bacterianos

La seleccidn de aislados bacterianos se hizo a partir de caracteristicas culturales, mediante las

cuales se agruparon en 5 tipos de coloracion de la colonia. EI nimero de seleccionados para

realizar |as posteriores caracterizaciones y pruebas de inoculacion se describe en latabla 14.

Tabla.14. Numerototal deaisadosbacterianosy nimer o de cepas seleccionadas par a su identificacion y

caracterizacion

aislados n° aislados n°
total A 66 seleccionA 22
total B 87 seleccionB 29
total C 60 seleccionC 20
total N 27 seleccionN 9
total R 30 seleccionR 10
total aislados 267 total seleccion 90

Clasificados en 5 tipos diferentes basados en
la coloracién de las colonias bacterianas en
LPGA ( A: amarillo; B: blanco; C: crema; N:
naranja; R: rojo).

L os resultados obtenidos se presentan en la Tabla 15.
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Tabla.15. NuUmeroy caracterizacion fenotipica en medio LPGA (48 h y 25°C) de las cepas seleccionadas
parasu posterior identificacion y caracterizacion metabdlica.

Grupos color  Forma* | % en placa Tamafio(mm)  Bordes | Pig. Dif.| N°islados

A E >75 1-3 Irregular no 3
A E >75 37 Irregular no 3
A | >75 35 Irregular no 2
A I 50 34 Liso no 1
A | >75 1-10 Liso no 10
A P >50 051 Puntos no 8
A P >75 05 Regular no 7
A R 75 1-3 Irregular no 3
A R 75 051 Regular no 4
A R 75 2-3 Regular no 5
A R >75 1-2 Regular no 5
A R 75 2-3 Regular no 2
A R 75 2-4 Liso no 4
A R >75 055 Liso no 9
B E >75 1-3 Irregular no 9
B | >75 2-4 Irregular si 1
B | >75 Variable Irregular no 16
B M >75 Variable Irregular no 5
B P >75 05 Regular no 10
B R >75 2-4 Irregular no 2
B R >50 051 Puntos no 17
B R >75 15 Regular no 12
B RL >75 310 Liso no 5
C E 50-75 15 Irregular no 7
C | 75 15 Liso no 10
C R >75 1-4 Irregular si 6
C R 75 2-4 Liso no 3
C R 75 34 Liso no 6
C R 75 45 Liso no 12
C R >50 051 Puntos no 1
C R 75 2-4 Regular no 4
C R 75 2-4 Regular no 1
C R >75 1-4 Regular no 3
C R >75 1-3 Regular no 2
C R, pR >75 054 Lisos no 5
N P >75 05 Regular no 13
N R >50 1 Regular no 9
N RE 25-50 1-3 Lisal/irregular| no 5
R R >75 1-3 Regular no 19
R R <25 2-3 Regular Si 11

Grupos color, hace referencia alos grupos realizados a partir del color de la colonia (A: amarillo; B: blanco;
C: crema; N: naranja; R: rojo). Forma* de la colonia (E: estrellada o con lascinias; I: irregular; P: puntos <1
mm; R: redondas o esféricas; M: miceliar; L: levaduriforme). El tamafio: diametro de la colonia en mm.
Bordes: contorno de la colonia. Pig. Dif. (presencia o ausencia de pigmentos difusibles en el medio). N° de
aislados se refiere a nimero de cepas seleccionadas de cada grupo para las posteriores pruebas; %: se refiere
afrecuencia de aislamiento/ 172 muestras.
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2.1.1. Identificacion fenotipica y metabdlica de las cepas bacterianas seleccionadas.
Pruebas de hiper sensibilidad en hojas detabaco (L elliot y Stead, 1987)

A las cepas seleccionadas anteriormente se les realizaron pruebas metabdlicas para su
identificacion. Los cepas agrupadas metabolicamente, a 48 h de crecimiento, pueden ser
clasificados en |os grupos que se muestran en latabla 16.

Con € objetivo de reducir € nimero de cepas, los resultados de taxonomia se unieron en una
base de datos con los resultados de la prueba de hipersensibilidad en hoja de tabaco (HR)
descartando las que no pertenecian a un género descrito para la platanera y que eran HR
negativo. En una primera relacion, se pensd que las cepas HR positivas tenian mas
probabilidad de afectar a la platanera. No obstante, muchas Xhantomonas sp., muchas del
genero Erwinia pectinoliticas y Agrobacterium tumefaciens son HR negativas y son bacterias
fitopatdgenas bien conocidas en otros patosi stemas.

Esto indica que las cepas que producen reaccion positiva (fig.21), podrian tener un caracter
patdgeno en determinadas condiciones ambientales o de estrés para la planta. En lamayoriade
grupos ha habido algin aislado que ha producido una reaccion de hipersensibilidad en el
tabaco: 1, 2, 3, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, y 15 (tabla 16). En la mayoria de los géneros
presentes se incluyen especies que pueden ser potencialmente patdégenas de la platanera, pero
tampoco pueden descartarse los grupos que han dado reaccion negativa: 4,5 y 14, porque
podrian producir enzimas o0 toxinas u otros mecanismos que no desencadenan respuesta

hipersensible.

Fig.21l. Reaccion positiva de hipersensibilidad en
hoja de tabaco por la inoculacién de una cepa
perteneciente al género Xanthomonas.
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Tabla.16. Grupos metabolicos cor respondientes a especies y géner os bacterianos (manual de Bergey’s) en combinacién con las pruebas de HR.

Grupos Género cepass Gram® OXID® FLU* HL® vel® APN’ U® I° E® ALMY® GEL®” ARG® HRY Color®™
1 Serratia marcencens 13 - - - 3 R + -+ -+ - + - 9+/3- B.CR
2 Serratiaficaria 4 - - - 3 R - -+ - - + - 1+/1- AN
3 Pantoea spp.2 4 - - - 3 R + - -+ - + - 3+ AN
3 Pantoea spp.3 4 - - - 3 R + - -+ - + - 3+ N
4  Pantoeaspp.2, 4 4 - - - 3 R - -+ - - + - nr A
5 Enterobacter gergoriae 2 - - - 3 R + - - + + + - 1- B
5 Enterobacter clocae 1 - - - 3 R + - - + + + - - C
5 Enterobacter sp. 1 - - - 3 R + + - - - + - - C
5 Enterobacter sp. 1 - - - 3 R + + - - + + - - C
5 Enterobacter sp. 1 - - - 3 R + + - + - + - - B
5 Enterobacter sp. 1 - - - 3 R + + - + + + - - B
6 Erwinia herbicola group 4 - - - 3 R - - - + - + - 2+/2- A
7 Klebsiella sp. 3 - - - 3 R + + -+ + - - + C
7 Klebsiella sp. 3 - - - 3 R + - -+ + - - + B
8 Xanthomonas maltophilia 4 - + - 1 R + - - + - + - 1+/1- A
8 Xanthomonas sp. 10 - +/- - 4 L + - -+ +/- - - 4+/3 B
9 Pseudomonas fluorescens 1 - + + 1 R - +/- +/- +[-  +/- + - + B
9  Pseudomonas p. 6 - + - 14 RL - - - - 4 - - 2+4/2- B
9 Comomona/Pseudomonas 6 - +/- - 1/4 R/L + + -+ +/- - +/- 2+/2- CB

10 Flavobacterium breve 1 - + - 3 L - - + o+ +/- + +/- + A
10  Flavobacterium breve 1 - + - 4 L + - -+ +/- + +/- + N
11 Chryseomonas luteola 4 - +/- - 1/4 L +/- -+ o+ + + - + B.A
12 Chryseomonas sp. 6 + + - 34 L +H- +H- - +H- o+ +/- +/- 2+/3- B.C
13  Bacillussp. 6 + - - 14 L H- o+ -+ H- +/- +- 3+ B.C
14 cocos agrupados cadenas 2 + - - 4 LIR nr + - + nr nr nr - B
15 cocos agrupados cubos 1 + + - 3 R - + - + + - + A

Grupos: obtenidos a partir de la similitud en los perfiles metabdlicos y fenotipicos estudiados. HL : se refiere ala utilizacion como fuente de carbono
de la glucosa en condiciones aerobias y anaerobias (Anexo). 1: (-,-); 2 (+,-); 3 (-;+); 4 (+,+). Velocidad de crecimiento en LPGA a 25°C: R (répida <
24 h) L (lenta >24h). Color de la coloniaen LPGA a 25°C: A: amarillo; B: blanco; C: crema; N: naranja; R: rojo. Fluo: produccion de pigmentos
fluorescentes bajo luz UV en medio King B. APN: Reduccidn de nitratos; U: ureasa; |: Indol; E: esculing; Gel: gelating; Alm: almidon; Arg: arginina
(Todas estas pruebas se describen en el Anexo).
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Algunas especies citas de los géneros encontrados han sido descritas como patdégenos o
enddfitos de la platanera. Thwaites et al. (1999) realizaron una excelente revision de las

principales bacteriosis en la plataneray géneros afines.

2.1.2. Ensayo comparativo del crecimiento de una cepa bacteriana durante24 hy 48 h
mediante HPGC.

En general no existen diferencias entre los diferentes cuadrantes a cabo de 24 h de
crecimiento a 28°C cualitativamente y se mantienen las proporciones de los picos unos
respecto a otros, pero existen diferencias respecto ala cantidad de biomasa disponible para la
realizacion del ensayo. Los cuadrantes que dan una buena sefial en el cromatografo son los
cuadrantes n°1 (fig.22), n° 2 y n° 3. El cuadrante 4° no contiene suficiente biomasa para la
deteccidon de unos buenos picos. El cuadrante 5°, contiene excesiva biomasa y aparecen
muchas impurezas en la linea de base, posiblemente debidas a la gran concentracion de
pigmentos bacterianos.

En & ensayo a las 48 h, ocurre lo mismo que a las 24 h (fig 23). Los picos resultantes se
mantienen proporcionales entre ellos, independientemente de qué cuadrante se trate. Pero
existen problemas de sensibilidad en el cuadrante 4° como ocurriaalas 24 h de crecimiento.
Existen diferencias en todos los casos respecto a la proporciéon del pico correspondiente a
&cidos grasos de 18 carbonos. En todos los cuadrantes, alas 24 h, este pico es siempre mayor
gue el pico correspondiente a 17 atomos de carbono, y por € contrario a las 48 h lo
encontramos siempre inferior. Esta diferencia podria dar lugar a errores en laidentificacion de
las bacterias de acuerdo con sus perfiles de &cidos grasos.

Por lo tanto, en aquellos cultivos de los que no se disponga de suficiente biomasa a las 24 h.
en €l tercer cuadrante pararealizar el protocolo (fig. 24), se tendra que adoptar la estrategia de
sembrar varias placas para solucionar €l problema de la biomasa a las 24 h. Otra opcién seria
hacer |as siembras de cada cepa en placa con medio TSBA, pero en estria de forma confluente,
con lo que se garantiza suficiente biomasa en una sola placa. La aternativa de dejar crecer méas
tiempo las colonias seria la menos aconsejable, pues ya se ha visto que existen diferencias en

el perfil de &cidos grasos resultante.
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Fig. 24. Cromatograma de las areas de los picos correspondientes a los

diferentes &cidos grasos. Cepas del tercer cuadrante ala s 48 h de crecimiento
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2.1.3. Caracterizacion por acidos grasosde membranay APl 20E, APl 20NE

De los grupos anteriormente descritos se eligieron representantes para su clasificacion
especifica, antes de la seleccidn final para las inoculaciones en plataneras sanas. Los métodos
empleados se eligieron por su gran fiabilidad dado que son protocol os estandarizados y existen
bases de datos donde poder introducir 10s resultados y obtener una clasificacién més precisa.

Los resultados de los API 20 E, utilizados para las bacterias Gram negativo oxidasa negativo
(enterobacterias) y los APl 20 NE para las Gram negativo, oxidasa positiva (no
enterobacterias), se muestran en la siguiente tabla 17, junto con los resultados de los perfiles
de &cidos grasos. Las clasificaciones propuestas por el sistema MIS a partir de los perfiles de
&cidos grasos cuyo ns<0.5 no son fiables. En algunos casos se realizdé un APl 20 E/NE, para
descartar o confirmar la clasificacion propuesta por € sistemaMIS (tabla 18). Las cepas en las
gue no se habia realizado el perfil de &cidos grasos y que quedaban incluidas en los grupos
construidos a partir de los perfiles metabdlicos, se confirmaron con la realizacion de APl 20

E/NE, dependiendo de si eran enterobacterias o no respectivamente.
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Tabla.l7. Caracterizacién por acidos grasos de mebrana, APl 20E y APl 20NE de las cepas
seleccionadas, representantes de los grupos obtenidos a partir de las cacterizaciones fenotipicas y de
las pruebas metabdlicas.

Aislados bacterianos procedentes de muestras de campo

GRUPOS sp.Ac.grasos ns API ORIGEN HR

1 Serratia marcenscens 0,69 Serratia marcencens Sur Tnfe

1 E. agglomerans (Erwinia herbicola group) 0,24 Sur Tnfe +
1 Enterobacter cancerogenus (Erwinia cancerogena) 0,74 Sur Tnfe +
1 E. agglomerans (Erwinia herbicola group) 0,15 Serratiamarcencens  Sur Tnfe +
1 Serratia marcenscens 0,87 Serratia spp Sur Tnfe +
1 Serratiamarcenscens 0,23 Norte Tnfe +
1 E. agglomerans (Erwinia herbicola group) 0,18 Sur Tnfe +
1 Enterobacter taylorae 0,79 LaPama +
1 E. agglomerans (Erwinia herbicola group) 0,24 Norte Tnfe +
1 E. agglomerans (Erwinia herbicola group) 0,50 Norte Tnfe -
1 E. agglomerans (Erwinia herbicola group) 0,16 Norte Tnfe +
1 Serratia marcenscens 0,87 Serratia spp Sur Tnfe -
2 Serratiaficaria  Sur Tnfe -
2 Serratiaficaria  Norte Tnfe +
2 Serratiaficaria  Sur Tnfe

2 E. agglomerans (Erwinia herbicola group) 0,24 Serratia ficaria  Norte Tnfe

3 E. agglomerans (Erwinia herbicola group) 0,49 Pantoea spp.3 / Stenotrophomonas maltophilia ~ Norte Tnfe +
3 Pantoeaspp.2  LaPama

3 E. agglomerans (Erwinia herbicola group) 0,49 Pantoea spp.3  Norte Tnfe +
3 Serratia marcenscens 0,48 Sur Tnfe +
4 Pantoea spp2,4 Gran Canaria

5 Enterobacter gergoriae  Norte Tnfe -
5 Kluyvera cryocrescens 0,61 Enterobacter clocae  Norte Tnfe -
5 Enterobacter spp Sur Tnfe -
5 Enterobacter clocae  LaPama -
5 Escherichiacoli 0,45 Sur Tnfe -
5 Enterobacter clocae  LaPalma

6 E. agglomerans (Erwinia herbicola group) 0,74 Erwinia herbicolagroup ~ LaPama +
6 E. agglomerans (Erwinia herbicola group) 0,49 Sur Tnfe

7 E. agglomerans (Erwinia herbicola group) 0,22 LaPama +
7 Bacillus coagulans 0,72 Norte Tnfe +
7 Klebsiella pneumoniae 0,42 Klebsellaspp  LaPalma +
8 X.malthophilia  Norte Tnfe

8 Xanthomonas maltophilia 0,20 Norte Tnfe -
8 Pseudomonas putida 0,41 Sur Tnfe +
8 Xanthomonas maltophilia 0,74 El Hierro

8 Serratia marcenscens 0,87 X.malthophilia/Pseudomonas sp. Sur Tnfe

8 Xanthomonas maltophilia 0,36 X.malthophilia Gran Canaria +
8 Xanthomonas maltophilia 0,57 Xanthomonas malthophilia ~ Norte Tnfe

8 Xanthomonas maltophilia 0,38 Gran Canaria +
9 Actinobacilluslignieresii 0,79 Sur Tnfe

9 Pseudomonas putida 0,41 Comomona testosteroni/Ps.alcaligenes  Sur Tnfe +
9 Pseudomonas putida 0,41 Sur Tnfe

9 Acinotobacter baumannii 0,05 Sur Tnfe

9 Pseudomonas fluorescens  Norte Tnfe +
9 Acinotobacter baumannii - 0,05 Sur Tnfe +
9 Curtobacterium flaccumfaciens 0,62 Ps.vesicularis/Ps paucimovilis Sur Tnfe
10 Serratia marcenscens 0,35 Flavobacterium breve Sur Tnfe +
11 Enterobacter taylorae 0,79 ? LaPama +
11 Enterobacter taylorae 0,79 LaPama
11 Chryseomonasluteola  LaPama +
12 Xanthomonas maltophilia 0,74 El Hierro +
12 Ochrobactrumanthropi 0,31 Norte Tnfe -
13 Bacillus maceranas 0,18 LaPama +
13 Xanthomonas maltophilia 0,68 Norte Tnfe +
14 Sur Tnfe -
15 Enterobacter taylorae 0,46 LaPama +

ns. nivel de similitud de los perfiles de los &cidos grasos de nuestras cepas con las cepas de referencia
introducidas en |a base de datos del programa MIS.
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L os métodos empl eados coincidian en la mayoria de casos en el género a cual se llegaba, pero
anivel de especie diferian en muchos casos. Los APl no estan disefiados para la identificacion
de bacterias fitopatogenas, y la base de datos no las incluye. De todos modos, es una prueba
muy Util pues se obtienen los resultados en muchos medios de cultivo alavez en 24 h, y
pueden ser utilizados para diferenciar cepas de una misma especie cuando Sse conocen sus
perfiles metabdlicos. En nuestro caso se observé una gran variabilidad dentro de los grupos
gue contenian varias cepas morfol gicamente igual es.

La combinacion de los perfiles de acidos grasos y |os resultados en los APl 20 Ey los API 20

NE, hizo posible llegar alaclasificacion de nuestra coleccion (tabla. 17).

2.2.  ldentificacion y caracterizacion cultural delos aislados fungicos

Se han identificado 30 géneros diferentes en el total de 567 submuestras procesadas (rizoma,
pseudotallo y raiz) procedentes de 172 plantas y 59 plantaciones. El género Fusarium estuvo
presente en 427 muestras, el 75.31 % del total (tabla 18). Las especies mas abundantes (fig.
25) fueron Fusarium oxysporum (42%), F. proliferatum (9.17%) y F. subglutinans. (16.23%).
Reinking (1926) citado por Lahav et al.(1999), encontrd Fusarium spp. y F. oxysporum en sus
trabajos sobre el Yellow Mat. En estudios de poblaciones de endofitos, Pocasangre et al.
(2000) obtuvieron aislamientos similares de platanera sana.

Fusarium oxysporum [ Otros g Fusarium subglutinans
[ Fusarium proliferatum @ Fusarium solani [ Fusarium sp.

45,00 - 42,50

40,00 |

35,00

30’00 i 28,40

25,00

20,00 1 16,23

15,00 -
10,00 |
5,00 -
0,00 4

Frecuenciatota %

Fig.25. Frecuencia de aislamiento (aisados al menos una vez por submuestra) de las especies fungicas
asociadas a muestras de material vegetal con sintomas de FMP, calculada a partir de (nGmero de
aislamientos de la especie / nUmero total de submuestras procesadas) x 100.
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El nimero y la abundancia relativa de cada especie varian en funcion del tipo de muestra: raiz,

pseudotallo y rizoma, tal y como se muestra en la tabla 18, 19 y fig 26. F. oxysporum es la

especie méas abundante en la zona del pseudotallo aunque le sigue muy de cercalas especies F.

proliferatumy F. subglutinans.

Tabla.18. Numeroy frecuencia relativa de aislamiento de las diferentes especies fungicas asociadas, en

funcion del érgano estudiado.

muestra

Hongo pseudotallo |raiz| rizoma | Total | frec.pseudo | frecraiz | frec. Rizoma
indeterminado 1 7 5 13 0,99 7,45 134
Acremonium sp./Cephal osporiumsp. 7 2 16 25 6,93 213 4,30
Alternaria sp. 1 2 3 0,00 1,06 054
Aspergillus sp. 1 6 7 0,99 0,00 1,61
Botrytis sp. 1 2 3 0,00 1,06 0,54
Cladosporiumsp. 1 6 7 0,99 0,00 1,61
Colletotrichumsp. 2 2 0,00 2,13 0,00
Cylindrocarpon sp. 1 2 0,00 0,00 0,27
Chaetomumsp. 1 4 5 0,00 1,06 1,08
Fusarium oxysporum 24 31 136 191 2376 32,98 36,56
Fusarium oxysporumf sp cubense 22 9 4 65 21,78 9,57 9,14
Fusariumproliferatum 21 1 30 52 20,79 1,06 8,06
Fusarium solani 1 2 8 1 0,99 213 2,15
Fusariumsp. 1 4 8 13 0,99 4,26 2,15
Fusariumsubglutinans 14 16 65 95 13,86 17,02 17,47
Gliocladiumsp. 1 2 3 0,99 0,00 054
Haplographiumsp. 1 1 0,00 0,00 0,27
Illosporiumsp. 1 2 3 0,99 0,00 0,54
Macrophomina sp. 2 2 0,00 213 0,00
Mucor sp. 1 1 0,00 0,00 0,27
Nigrospora sp. 1 1 0,00 0,00 0,27
Penicilliumsp. 3 1 25 29 2,97 1,06 6,72
Phoma sp. cf. 2 2 0,00 213 0,00
Rhizoctonia sp. 2 3 5 0,00 213 0,81
Sclerotiumsp. 1 1 2 0,00 1,06 0,27
Stemphylium sp. 2 2 0,00 0,00 0,54
Thielaviopsis paradoxa 5 5 0,00 532 0,00
Trichoderma sp. 2 3 10 15 1,98 319 2,69
Verticilliumtheobromae 1 1 2 0,00 1,06 0,27
Total general 101 A 372 567 100,00 100,00 100,00

Las 567 submuestras pertenecen a 172 plantas

Resulta especialmente interesante la elevada frecuencia en pseudotallo correspondiente a la

especie F. proliferatum, dado que no es un hongo habitual en este 6rgano. En platanera solo se

ha descrito para enfermedades del fruto (tablas 18, 19y fig 26).

F. proliferatum ha sido descrito como patégeno de diferentes especies vegetales. por Wu y
Huang (1997) en Lillium, por Elenay Kranias (1996) en esparrago, por Abdalla et al. (2000)
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en raices de palmera datilera, por Chao et al. (1998) en damo y por Conner et al. (1996) en
trigo. En platanera sdlo ha sido citado por Jimenez et al. (1993), Lopez Cabrera (1998), y
Ranasinghe (2002) asociado a antracnosis y a “crown rot” de frutos. Jimenez et al. (1997)
aisaron F. proliferatum de frutos plataneras y comprobaron la capacidad de algunos de los
aislados de producir de micotoxinas, pero hasta el momento no se ha descrito asociado a
ninguna sintomatol ogia similar al FMP en platanera.

En Sudéfrica, Blodgett et al. (1998) encontraron, las especies Fusarium sambucinum, F.
oxysporum, y F. subglutinans asociadas a la marchitez de hibridos de Amaranthus. F.
subglutinans ha sido citado como productor de micotoxinas tales como beauvericin (BEA) y
moniliformina, que en ocasiones son fitotoxicas como han citado Logrieco et al. (1993) en
maiz peruano o se acumulan en los granos de maiz hibridos (Kostecki, 1994). También hasido
citado como patogeno vascular en pifia (Martelleto et al., 1998) o produciendo cancros en pino
(Viljoen et al., 1995). En platanera no se ha descrito como causante de ninguna patol ogia.

A continuacion se presentan los resultados de |as especies pertenecientes a género Fusarium
en funcion del 6rgano de donde han sido aisladas (tabla 19).

Tabla.19. NuUmero y frecuencia relativa de los aislados pertenecientes al género Fusarium asociadas a
plantas con sintomas de FMP, en funcion del 6rgano estudiado.

muestra

Hongo pseudotallo raiz rizoma Total frecTotal frec.pseud

Fusarium oxysporum 24 31 136 191 44,73 28,92
Fusarium oxysporum f sp cubense 22 9 34 65 15,22 26,51
Fusarium proliferatum 21 1 30 52 12,18 25,30
Fusarium moniliforme 2 1 3 0,70 2,41
Fusarium solani 1 2 8 11 2,58 1,20
Fusarium sp. 4 6 10 2,34 0,00
Fusarium subglutinans 14 16 65 95 22,25 16,87
Fusarium tabacinum 1 2 3 0,70 1,20
Fusarium total 85 63 281 427 100,00 102,41

427 submuestras basadas en 129 plantas.

Las 22 submuestras de pseudotallo correspondientes a 12 plantas, de donde se aislo FOC que
aparecen en la tabla 19, fueron muestras dudosas en su sintomatologia, aunque luego fueron
confirmadas como mal de panama mediante la siembra de |os aislados en medio Komada. Con
cuatro de €ellos se realizaron posteriormente pruebas de inoculacién en plantas sanas,

produciendo los sintomas clésicos. También fue determinado e VCG, confirmando su
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pertenencia al grupo VCG 0120. F. moniliforme ha sido descrito como enddéfito capaz de
disminuir la capacidad fotosintética de la planta por Pinto et al. (2000) en la platanera.

A continuacion se representan las especies mas abundantes del género Fusarium en funcion
del érgano del que fueron aisladas (fig. 26).
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40

20+

pseudotallo raiz rizoma

M Fusariumoxysporum O Fusariumproliferatum O Fusariumsubglutinans

Datos a partir de 172 plantas procedentes de 59 plantaciones

Fig.26. Frecuencia de aislamiento respecto al érgano del que proceden, de las especies mas abundantes
pertenecientes al género Fusarium.

La caracterizacion cultural de las diferentes especies ailadas pertenecientes a género
Fusarium en su gran mayoria, se realizd a partir de cultivos monospéricos en MM, PDA y K,
se puso de manifiesto la gran variabilidad cultural existente incluso en una misma linea
monosporica (Nelson, 1983). Fue necesario trabgjar en condiciones estandarizadas para

obtener una clasificacion fiable.
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2.2.1. Caracterizacion por grupos de Compatibilidad Vegetativa (VCGs) de los

aislados pertenecientes al género Fusarium

De 172 plantas, 29 con sintomas de MP, se sembraron 83 submuestrasy se aislé FOC de todas
ellas. Las procesadas como FMP o dudosas a priori, fueron 143 plantas de las que se
sembraron 429 submuestras. Se obtuvieron 256 aislamientos que fueron clasificados como
Fusarium oxysporum, de las cuales 65 dieron reaccion positiva en medio Komada (K), por lo
tanto el error de diagnostico fue del 25,39 %, cifra que pone de manifiesto la dificultad de
diagnostico diferencial entre el MP y el FMP. Los aislados de F. oxysporum con reaccion
negativa en medio Komada. En latabla 20 se presentan |os resultados de las caracterizaciones
por VCGs de los aislados F. oxysporum.

Tabla.20. Compatibilidad con e VCG 0120 de la seleccién de aislados pertenecientes a la especie
F.oxysporum y frecuencia de obtencion de los mutantesnit 1; nit 3; nitM y crn.

codigo  frecnitl frecnit3 frecnitM freccnr VCGO0120

32 4/10 /10 0 5/10 +
33 8/10 0 0 2/10 +
32 4/10 0 1/10 5/10 +
37 2/10 0 1/10 7/10 +
14,321

R2B 8/12 0 112 3/12 -
R1GB 8/12 V12 0 3/12 -
34 5/10 /10 /10 3/10 -
T P-2ve 6/10 0 0 4/10 -
11,321 5/10 0 /10 4/10 -
11,1,1,5 7/10 0 0 3/10 -
29 5/10 3/10 0 3/10 +
27 5/10 2/10 0 3/10 +
Duran 3/10 0 1/10 6/10 +
14 6/10 /10 0 3/10 +
R1PMA 8/10 /10 0 110 -
12 7/10 0 0 3/10 -
16 6/10 0 0 4/10 +
i 3/10 1/10 0 6/10 -
10 7/10 2/10 0 110 +
e

E2B

Los aidados de F. oxysporum asociados a plantas con sintomas de FMP, son Komada
negativo, no pertenecientes al grupo de compatibilidad vegetativa 0120. Como hemos visto

anteriormente, los aislamientos Komada positivo provienen en su mayoria de plantas con
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sintomas clésicos de MP 'y de un 25,39 % de plantas dudosas. La frecuencia de los diferentes
tipos de mutantes obtenidos se corresponde con lo descrito en laliteratura. Los nit 1 han sido
los més abundantes, seguidos de los nit3 y nit M (tabla 20). La compatibilidad vegetativa entre
los aislados K positivo y e VCG de referencia 0120, ha sido en todos los casos positiva.
Algunos de los F. oxysporum gue habian sido K negativo, también mostraron compatibilidad
vegetativa con el VCG de referencia 0120, lo que quiere decir que estos aislados también son
F. oxysporum f. sp. cubense y que e medio Komada es una herramienta preliminar de
caracterizacion pero no es definitiva (fig.29). Todos los aislados que son K positivo son F.
oxysporum f. sp. cubense (Ploetz y Correll, 1988; Regalado-Guijarro y Hernandez 1998), pero
no puede descartarse que lo sean también los que son K negativo. La respuesta K positivo
puede verse modificada por muchos factores externos, debido a que el crecimiento diferencial
es una caracteristica fenotipica, que esta influenciada por el ambiente. En cambio los VCG
como herramienta de caracterizacion de los patdgenos, es la més eficaz (Puhalla, 1985),

existen diferencias de intensidad de respuesta, pero no de error (fig.27, 28).
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Fig. 27. Compatibilidad vegetativa entre un Fig. 28. Comapatibilidad vegetativa débil entre
aislado F. oxysporum f. sp. cubene nit 1 y nit M un aislado F. oxysporum f. sp. cubene nit 1y nit
VCG 0120 de referencia

Fig. 29 aFOC reaccion Komada positiva colonias

laciniadas. b) FO reaccion Komada negativo
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2.2.2. Caracterizacion por velocidad de crecimiento en placa en los medios de cultivo
PDA y Komada, a 15°C y 25°C de los aislados pertenecientes al género

Fusarium.
L os resultados se presentan en latabla 21.
Tabla.2l. Velocidad de crecimiento (mm/h) de las especies mas frecuentes asociadas a plantas con

sintomas de FMP pertenecientes al género Fusarium, realizada con 5 repeticiones en los medio de
cultivos PDA y Komada.

especie PDA25° K250 PDA15°C K15°C
F. oxysporum 0,20 0,11 0,14 0,05
F. oxysporum 0,23 0,08 0,05 0,04
F. oxysporum 0,26 0,20 0,11 0,06
F. oxysporum 0,28 0,09 0,14 0,08
F. oxysporum 0,29 0,09 0,08 0,04
F. oxysporum 0,30 0,13 0,13 0,06
F. oxysporum 0,30 0,10 0,05 0,04
F. oxysporum 0,30 0,14 0,15 0,05
F. oxysporum 0,31 0,07 0,14 0,03
F. oxysporum 0,31 0,08 0,09 0,03
F. oxysporum 0,32 0,13 0,18 0,06
F. oxysporum 0,32 0,13 0,19 0,05
F. oxysporum 0,32 0,13 0,18 0,06
F. oxysporum 0,33 0,05 0,23 0,11
F. oxysporum 0,33 0,09 0,12 0,03
F. oxysporum 0,35 0,08 0,06 0,03
F. oxysporum 0,36 0,09 0,14 0,04
F. oxysporum 0,49 0,16 0,17 0,09
FOC 0,39 0,11 0,16 0,02
F. proliferatum 0,20 0,08 0,12 0,06
F. proliferatum 0,26 0,09 0,09 0,02
F. proliferatum 0,30 0,11 0,22 0,06
F. proliferatum 0,33 0,14 0,13 0,07
F. proliferatum 0,37 0,22 0,11 0,04
F. subglutinans 0,17 0,11 0,21 0,07
F. subglutinans 0,22 0,12 0,06 0,03
F. subglutinans 0,25 0,10 0,22 0,10
F. subglutinans 0,27 0,13 0,06 0,02
F. subglutinans 0,30 0,09 0,06 0,03
F. subglutinans 0,32 0,15 0,18 0,05
F. subglutinans 0,32 0,21 0,28 0,11
F. subglutinans 0,36 0,09 0,27 0,06
F. moniliforme 0,52 0,15 0,08 0,04

Los valores de la velocidad de crecimiento (mm/h) corresponden a la pendiente de la recta de regresion. El
coeficiente r en todos los caso es de un valor >0,95.
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El crecimiento en placa en los dos medios ensayados, PDA y Komada, de todos |os hongos se
ha gjustado a la ecuacion lineal y=ax+b, con unar de regresion lineal comprendida entre 0,95
y 0,99, en las dos temperaturas probadas. Los resultados para F.subglutinans, F. proliferatum;
F. oxysporum se corresponden con lo descrito en la bibliografia (Nelson, 1983). El
crecimiento en PDA y a 25°C ha sido € mas rapido para todas las especies. Se observa que la
especie F. moniliforme es la que presenta una velocidad de crecimiento en placa con medio
PDA a 25° mayor (tabla 21). En PDA a 15°C, la velocidad mayor la presentan aislados de
F.proliferatum (0,22 mm/h) y F. subglutinans (0,28 mm/h).

3. PRUEBAS DE PATOGENICIDAD

3.1. Pruebasde patogenicidad de bacterias

Se han realizado pruebas de patogenicidad, inoculando plantas de platanera con representantes
de cada grupo, pero no se ha podido reproducir ningin sintoma similar a los del FMP, ni
ninguno de las bacteriosis descritas para platanera. En la tabla 22, se muestran los resultados
obtenidos en las inocul aciones de | as plataneras sanas con cepas sel eccionadas.

Tabla.22. Severidad de sintomas en rizoma y avance de las necrosis en pseudotallo de plataneras del
cultivar. ‘Gran Enana’ inoculadas con aislados bacterianos asociados al FM P.

Ne° de plantas con sintomas sobre 3 repeticiones Rizoma vasos
Valoresde severidad

Especies bacterianasinoculadas Severidad=0| 1/ 2/ 3|4 1/2/3/4/5
Acinotobacter baumannii 1 1/0/0/0/10 0/0 0
Bacillus coagulans 1 1 0/0/0/0 1000
Control 1 2/0/0/0/0 0000
Control 0 3/0/0/0 00000
Curtobacterium flaccumfaciens 1 2/0/0 0/0 0/0]0 O
Chryseomonas luteola 3 0/ 0] 0| 0| 0|0]0O]0O]O
Chryseomonas luteola 1 1/0/1/0/0/0/0]0]0O
Chryseomonas luteola 1 1 0/0/0/0 0100
E. agglomerans (Erwinia herbicola group) 2 1 0/0/0/0 0/0/0O0
E. agglomerans (Erwinia herbicola group) 2 0/0/0/0/0/0 001
E. agglomerans (Erwinia herbicola group) 2 0/0/0/1/0/0/0/0/0
Sigue en pagina siguiente
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N° de plantas con sintomas sobre 3 repeticiones Rizoma vasos

Valoresde severidad

[y
N
H

Especies bacterianasinoculadas Severidad=0

Enterobacter clocae 2

Enterobacter clocae

Enterobacter gergoriae

Enterobacter spp

Enterobacter taylorae

Enterobacter taylorae

Erwinia spp

Erwinia spp

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella spp
Klebsiella spp
Pantoea spp.2

Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas putida

Pseudomonas putida

Pseudomonas spp

Pseudomonas spp

Pseudomonas spp.

Serratiaficaria

Serratia marcencens

Serratia marcenscens

Serratia marcenscens

Serratia marcenscens
X.malthophilia
X.malthophilia
Xanthomonas malthophilia

Xanthomonas maltophilia

Xanthomonas maltophilia

PR R R R R R RN W R R R R R NO R R W R R, N W RNN

Xanthomonas maltophilia

N PP PP PP PP PO O N PP P EPDNOODN PP PO P P PO N O O
O O O] O] O] O] O] O] O O] O O O O O O O O k| O O O O © O O O O O P N
O O k| O O O] O] O O O O O O O O O O Ol k| O kP O O O O O O O O O O Ww
O O O] O] O] O] O] O O O O O O O O O O O O O O O O © O O O o o o
O O O] O] O] O] O] O] O O O O O O O O O O O O O Ok, ©O O O O Fk O o
O O O] O] | O] P O O O O O O O O O O O O O O O Ol kP O O O O O O N
O O O O] O O] O O kb O O O O O k O Pk O O O O| k| O O O O O O O O O Ww
O O O] P O O] O] Ol kP O O O O O O O O O O O O O O © O O O O O O >
O O | O O]l | O O O O]l kP O O O kb O O O O O O O O © O O O O O o u

[ERN
[

Xanthomonas spp.

0/0/0/0 10

Se representa el nimero de plantas con indices de severidad de sintomas en rizoma (0-4) y cm de avance en
vasos. N° de plantas que a los 90 dias de la inoculacion manifestaban sintomas en rizoma de intensidad

Xanthomonas spp. 1 10
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medida de 0-4 donde 1 es ¥ del rizoma, y 4 es € rizoma total necrosado en una circunferencia imaginaria
total dividida en cuatro trozos. En los vasos la escala 1-4 son cm de avance de la bacteria a través del
pseudotallo

En las inocul aciones se observaron sintomas ligeros en €l rizoma con cepas de distintos grupos
y solo con los grupos 1, 3, 8, y 9 en los vasos. En latabla 23, se muestra el nimero de plantas
gue alos 30, 60, 70 y 90 dias de la inoculacion manifiestaron diferente grado de severidad de
los sintomas evaluados.

Tabla.23. N° de plantas de platanera del cultivar ‘Gran Enana’ que a los 30, 60, 70 y 90 dias de la
inoculacién con aislados bacterianos asociados al FM P, manifestaban sintomas en rizoma y/o en los
Vasos.

N°plantas rizoma vVasos
fina(dias) 0 123412245
30 615261365214
60 14 500000021
70 19 300000000
0
3

90 028000(00000
total 395126136545

Evaluacion de sintomas en rizoma de severidad medida de 0-4 donde 1 es %2 del rizoma, y 4 es €l rizomatotal
necrosado en una circunferenciaimaginaria total dividida en cuatro trozos. En los vasos la escala 1-4 son cm
de avance de la bacteria através del pseudotallo.

De especia interés resultan las cepas que han conseguido avanzar a través del pseudotallo o
gue han conseguido necrosar tejido en el rizoma (tabla 22 y fig. 30). Estas cepas pertenecen en
su mayoria a los géneros Serratia, Xanthomonas, Klebsiella, Erwinia, Pseudomonas y
Enterobacter, algunos de ellos con especies patdgenas de la platanera o que estan descritos en
laliteratura en asociacion con platanera, aunque ninguno de ellos ha conseguido reproducir los
sintomas tipicos de esas bacteriosis en los asociados a FMP, en las condiciones
experimentales ensayadas en las que las plantas no fueron sometidas a ningun tipo de estrés
abidtico. Los géneros Pseudomonas y Erwinia han sido descritos por Vovlas et al. (1994)
asociados a las heridas causadas por nemétodos en raices de platanera.

En especia el género Erwinia alberga especies patdgenas para la platanera tales como Erwinia
carotovora que produce una podredumbre blanda y maloliente, descrita por diversos autores
como Pereira 'y Nunes (1988), Cedeno-M et al. (1990), Lakshmanan y Mohan (1992), y
Guzman (1996), E. chrysanthemi fue citada por Robinson y Manicom (1991) como patégeno
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del cultivar ‘Cavendish’ en Sudéfrica, sobre todo en los primeros estadios después del
transplante. Ninguno de los aislados pertenecientes a esos dos géneros ha producido la
sintomatologia tipica en las condiciones ensayadas. El género Xhantomonas alberga especies
patdgenas para la platanera como X. campestris pv. manihotis (Hahn et al., 1989) y el género
Ralstonia aberga la especie més devastadora conocidas en la platanera Ralstonia
solanacearum (P. solanacearum) productoras de enfermedad bien conocidas como Moko,
Bood disease, etc. (Akiew, 1992; Eden Green et al., 1994) que también han sido descritos
asociados a podredumbres blandas en la platanera. Otros géneros como Serratia, han sido
aislados como microflora asociada a la platanera por Gonzalez (1996). En los trabajos sobre
‘Yellow Mat’ realizados por Reinking (1926) y citado por Lahav et al.(1999) también fueron
aislados algunos géneros bacterianos, cuyas pruebas de patogenicidad resultaron ser negativas
[legandose ala conclusion de que dichos géneros no parecen estar implicados en la producciéon

de los sintomas asociados.

Fig.30. Detalle del avance a través de los vasos del pseudotallo de una
cepa de Xanthomonas campestris inoculada.
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3.2. Pruebasde patogenicidad in vitro de hongos

En ningun caso se produjeron los sintomas tipicos de FMP ni de MP. Los sintomas evaluados
fueron amarilleo, marchitez, colapso y muerte de las plantulas. En latabla 24 se presentan los
resultados obtenidos.

Tabla.24. Severidad expresada en porcentaje de sintomas externos, necrosis en rizoma, colapso y de
muertes de plantulas de platanera del cultivar ‘Gran Enana’ inoculadas con especies fungicas
asociadas al FM P en pruebasin vitro bajo condiciones de hipoxiaradical y T2 17°C/26°C

Especie T (°C) hipoxia amarilleo  marchitez necrosis colapso muerte
F. oxysporum 17 1 50,00 96,67 73,33 65,00 33,33
F. oxysporum 17 2 90,00 66,67 40,00 33,33 30,00
F. oxysporum 26 1 82,50 88,33 72,50 57,50 6,67
F. oxysporum 26 2 100,00 100,00 50,00 43,33 23,33
F. proliferatum 17 1 33,33 100,00 60,00 26,67 26,67
F. proliferatum 17 2 66,67 66,67 13,33 13,33 0,00
F. proliferatum 26 1 46,67 93,33 66,67 46,67 26,67
F. proliferatum 26 2 100,00 100,00 53,33 13,33 13,33
F. solani 17 1 0,00 100,00 100,00 80,00 0,00
F. solani 17 2 100,00 0,00 0,00 40,00 0,00
F. solani 26 1 20,00 60,00 40,00 0,00 0,00
F. solani 26 2 100,00 100,00 60,00 80,00 40,00
F. subglutinans 17 1 13,33 100,00 66,67 40,00 26,67
F. subglutinans 17 2 100,00 73,33 65,00 33,33 26,67
F. subglutinans 26 1 40,00 66,67 60,00 26,67 26,67
F. subglutinans 26 2 100,00 86,67 93,33 20,00 13,33
FOC 17 1 0,00 100,00 50,00 75,00 0,00
FOC 17 2 100,00 100,00 100,00 0,00 0,00
FOC 26 1 100,00 100,00 100,00 100,00 20,00
FOC 26 2 100,00 100,00 60,00 40,00 40,00
indeterminado 17 1 0,00 20,00 20,00 0,00 0,00
indeterminado 17 2 100,00 20,00 0,00 0,00 0,00
indeterminado 26 1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
indeterminado 26 2 0,00 0,00 40,00 0,00 0,00
mezcla de spp. 17 1 0,00 20,00 20,00 80,00 0,00
mezcla de spp. 17 2 100,00 100,00 20,00 40,00 20,00
mezcla de spp. 26 1 100,00 100,00 60,00 20,00 0,00
mezcla de spp. 26 2 100,00 100,00 100,00 100,00 0,00
Trichoderma sp. 17 1 0,00 80,00 0,00 0,00 0,00
Trichoderma sp. 17 2 100,00 80,00 0,00 20,00 0,00
Trichoderma sp. 26 1 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Trichoderma sp. 26 2 100,00 40,00 100,00 100,00 20,00
Control 17 1 20,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Control 17 2 20,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Control 26 1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Control 26 2 60,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Los valores estan expresados en frecuencias de nimero de plantas con sintomas/5 repeticiones
Hipoxia (1= condiciones normales, 2=condiciones de hipoxia)
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A continuacion se presentan los resultados del ANOV A paralos valores del peso fresco y seco

de las plantulas.

Tabla.25. Resultados del ANOVA para las variables peso fresco y seco de plantulas de platanera
cultivar ‘Gran Enana’ inoculadas con especies fungicas asociadas al FMP en pruebas in vitro bajo

condiciones de 26°C y con/sin hipoxia radical y 17°C y con/sin hipoxia radical.

Peso fresco  Peso seco

especie
Temperatura
hipoxia radical
especie* T2
especie*hipoxia
especie* T hipoxia

0,001**
* %%
0,642ns
0,004**
0,289ns
0,623ns

0,001**
* k%
0,020**
0,001**
0,509ns
0,942ns

**%: p 0.000; **: 0.000<p<0.050; ns: no significativo p>0.050

Los resultados del ANOV A presentados en la tabla 25 proceden del andlisis de las frecuencias

calculadas a partir de 20 repeticiones por inoculo, y 5 para cada factor. Existe interaccién entre

la temperatura y la inoculacion de los hongos sobre € peso fresco y e peso seco de las

plantas. A continuacién se presentan |os valores de l0s pesos frescos y secos de las plantas in

vitro inoculadas con las diferentes especies fungicas.

Tabla.26. Medias de los valores de los pesos frescos y pesos secos de las plantas de platanera in vitro
cultivar ‘Gran Enana’ inoculadas con diferentes especies fungicas.

Control
indeterminado
F. subglutinans
mezcla de spp.
F. proliferatum
FOC
Trichoderma sp.
F. solani

F. oxysporum

Peso fresco Peso seco
79,50 b 340b
49,75 ab 3,27 ab
35,00 a 2,24 a
32,75a 2,17 a
30,75a 1,64 a
30,00 a 1,95a
29,75 a 2,50 a
23,75 a 1,75a
22,08 a 153a

Los resultados muestran gque existen diferencias significativas entre el control y las diferentes

especies fungicas inoculadas en plantasin vitro de plataneradel cultivar ‘ Gran Enana.
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En la siguiente fig 31, se representan los pesos frescos y secos de las plantas de platanera
cultivar ‘Gran Enana in vitro bgjo los efectos de temperatura a 17926° C y bajo con/sin
hipoxiaradical

Pf/Ps a temperatura 17°/26°C Pf/Ps con/sin hipoxia radical
—-Q—-Pf—I—PS‘ ‘—-Q—-Pf—I—PS‘
50 40
40 -t 30 %--—""“""'_{
30 P
5 - S 20
20 | E
10 10 -
. ——+& - —k
0 0
17°C 26°C con hipoxia sin
—.e. Pf 21,972 41,944 — e . Ff 30,75 33,167
—=a—Ps 1,411 2,575 —=a—Ps 1,753 2,236

Pf= peso fresco/ Ps= Peso seco de las plantasin vitro.

Fig.31l. Peso fresco y peso seco de las plantas de platanera cultivar ‘Gran Enana’ in vitro bajo
temperatura 17°/26° C y con/sin hipoxiaradical.

Existen diferencias significativas entre los pesos frescos de las plantas cuando crecen a 17°C y
a 26° C, pero no las hay para los pesos secos. No existen diferencias significativas entre los
pesos frescos ni secos cuando las plantas se encuentran bgjo € factor con/sin hipoxia radical
(fig. 31).

A continuacién se presentan los resultados de la severidad de sintomas externos (tabla 27),
Necrosis en rizoma, colapso y muerte de plantulas de platanera in vitro bajo condiciones de
hipoxiaradical y temperaturas de 17°C y 26°C.
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Tabla.27. Severidad de sintomas externos, necrosis en rizoma, colapso y porcentaje de muerte de
plataneras cultivar ‘Gran Enana’ inoculadas con especies flingicas asociadas al FMP en pruebas in
vitro bajo condiciones de temperatura de 17/26°C y con/sin hipoxia radical

amarilleo marchitamientt  necrosis colapso muerte
17°C 158,778 172,361 162,713 174,676 179,591
26°C 195,119 181,613 191,206 179,311 174,424
Mann-Whytney U 12369,000 14759,500 13061,500 15167,000 16032,000
p 0,000 0,257 0,002 0,609 0,462
sin hipoxia 135,134 181,157 186,340 186,126 176,749
con hipoxia 218,160 172,913 167,817 168,028 177,247
Mann-Whytney U 8248,500 16302,500 17209,500 17172,000 15531,000
p 0,000 0,313 0,049 0,046 0,943

U: Prueba no paramétrica simple de Mann-Whitney U que lleva asociada una probabilidad donde ***: p =
0.000 (diferencias atamente significativas); **: 0.000 < p < 0.050 (diferencias significativas); ns. no
significativo p > 0.050 (las dos muestras comparadas son iguales). 90 repeticiones por tratamiento.

La expresion de los sintomas se ve favorecida a temperatura de 26°C (tabla 27), aunque se han
producido més muertes a 17°C, posiblemente debido a que la temperatura de 26 °C favorece el
desarrollo del inoculo y también el de la planta mientras que a 17°C se hace mas lento el
crecimiento de ambos. Estas observaciones se reflgjan en la disminucién de los pesos frescos y
secos de las plantas a 17°C y como hemos visto anteriormente en el apartado de caracteristicas
culturales, la velocidad de crecimiento de estas especies a temperatura de 17°C diminuye
respecto alavelocidad de crecimiento a 26°C.

La temperatura a 17°C y la hipoxia radical por separado, influyen significativamente sobre el
amarilleo foliar y las necrosis en rizoma observadas en las plantas in vitro. La hipoxia radical
también influye sobre e colapso foliar. Estos resultados concuerdan con lo citado para
condiciones de campo donde la hipoxia puede producir amarilleo y colapso foliar citas.

En a tabla 28 se presentan los resultados de las inoculaciones con cada una de las especies

fungicas seleccionadas.
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Tabla.28. Efecto del factor especie flingica sobre la severidad de sintomas externos, necrosisen rizomay
por centaje de muerte de plantulas de platanera cv ‘Gran Enana’ en pruebas de inoculacion in vitro.

amarilleo marchitamiento  necrosis colapso muerte
Control 104,63 45,00 87,50 112,50 147,50
FOC 197,78 221,50 205,17 210,56 176,92
F. oxysporum 202,30 200,38 190,08 200,00 189,74
F. proliferatum 169,34 203,85 172,81 156,63 176,92
F. solani 157,58 159,73 175,75 200,75 165,15
F. subglutinans 171,19 188,59 213,14 166,35 189,38
Mucor sp. 106,95 63,58 115,37 112,50 147,50
Trichoderma sp. 192,88 133,25 131,63 165,45 156,33
Tota 192,88 186,20 175,75 218,40 156,33
Kruskal-Wallis 43,34 134,05 49,44 44,75 18,83
p 0,000 0,000 0,000 0,000 0,016

KW: Prueba no paramétrica multiple de Kruscal Wallis que lleva asociada una probabilidad donde ***: p
0.000 (diferencias atamente significativas); **: 0.000 < p < 0.050 (diferencias significativas); ns. no
significativo p >0.050 (las dos muestras comparadas son iguales). 20 repeticiones por indculo.

Existen diferencias en la expresion de los sintomas dependiendo de la especie inoculada (tabla
27). En la siguiente tabla 29 se desarrolla la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis,
comparando cada una de las especies inoculas con € control, para determinar a qué inoculo

son debidas las diferencias encontradas.
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Tabla.29. Resultadosdela prueba Man-Whitney U de la comparacion del tratamiento control con cada
una de las especies flngicas para la severidad de los sintomas externos, necrosis de rizoma, colapso y
por centaje de muertes de plantulas de platanera cv ‘Gran Enana’ en pruebasin vitro.

amarilleo  marchitamiento necrosis colapso muer te

Control 36,625 17,500 35,000 40,000 55,000
F oxysporum 74,534 77,803 74,812 73,957 71,393

Mann-Whytney U 522,500 140,000 490,000 590,000 890,000
p 0,000 0,000 0,000 0,000 0,015

Contral 14,750 10,500 13,500 14,500 18,000
FOC 24,778 29,500 26,167 25,056 21,167

Mann-Whytney U 85,000 0,000 60,000 80,000 150,000
p 0,001 0,000 0,000 0,000 0,060

Contral 28,875 16,000 19,000 31,000 33,000
F. subglutinans 43,771 48,136 47,119 43,051 42,373

Mann-Whytney U 367,500 110,000 170,000 410,000 450,000
p 0,004 0,000 0,000 0,005 0,017

Control 29,500 13,500 26,000 33,000 35,500
F.proliferatum 44,167 49,500 45,333 43,000 42,167

Mann-Whytney U 380,000 60,000 310,000 450,000 500,000
p 0,005 0,000 0,000 0,014 0,052

Contral 17,500 14,000 15,500 15,500 19,500
F. solani 23,500 27,000 25,500 25,500 21,500

Mann-Whytney U 140,000 70,000 100,000 100,000 180,000
p 0,056 0,000 0,000 0,000 0,152

Contral 15,500 15,500 18,000 17,500 20,500
Tricoderma sp. 25,500 25,500 23,000 23,500 20,500

Mann-Whytney U 100,000 100,000 150,000 140,000 200,000
p 0,002 0,002 0,018 0,009 1,000

Control 19,875 19,000 18,500 20,000 20,000
Mucoral 20,132 21,053 21,579 20,000 20,000

Mann-Whytney U 187,500 170,000 160,000 190,000 190,000
p 0,926 0,141 0,068 1,000 1,000

U: Prueba no paramétrico simple de Mann-Whitney U que lleva asociada una probabilidad donde ***: p =
0.000 (diferencias atamente significativas); **: 0.000 < p < 0.050 (diferencias significativas); ns. no
significativo p > 0.050 (las dos muestras comparadas son iguales). 20 repeticiones por indculo.

Todas las especies inoculadas producen algun tipo de sintoma de forma significativamente
diferente a control, independientemente de los factores hipoxia y frio, excepto e aislado
indeterminado, que fue inocuo para las plantas, bajo todas las condiciones ensayadas (tabla
29). En la tabla 30 se presentan los resultados de la inoculacion con FOC, incluido como

patogeno de referencia.
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Tabla.30. Resultados de la prueba de Mann-Whitney U no paramétrica para la severidad de sintomas
externos, necrosis en rizoma, colapso y muerte de plantulas de platanera del cultivar ‘Gran Enana’
inoculadas con FOC en pruebasin vitro, T° 17/26°C y con/sin hipoxia radical

FOC amarilleo marchitamiento  necrosis colapso muerte
17°C 7,000 9,500 8,000 7,875 8,000
26°C 11,500 9,500 10,700 10,800 10,700
Mann-Whytney U 20,000 40,000 28,000 27,000 28,000
p 0,014 1,000 0,192 0,180 0,099
sin hipoxia 7,500 9,500 10,500 12,500 9,000
con hipoxia 11,500 9,500 8,500 6,500 10,000
Mann-Whytney U 22,500 40,500 49,500 67,500 36,000
p 0,028 1,000 0,331 0,006 0,539

U: Prueba no paramétrica ssmple de Mann-Whitney U que lleva asociada una probabilidad donde ***: p =
0.000 (diferencias altamente significativas); **: 0.000 < p < 0.050 (diferencias significativas); ns. no
significativo p > 0.050 (las dos muestras comparadas son iguales). 10 repeticiones por tratamiento.

El amarilleo foliar producido por FOC es mayor cuando las plantas se encuentran bajo el
factor hipoxiay atemperatura de 26°C (tabla 30). El colapso de la Ultima hoja se produce con
mas frecuencia cuando |as plantas se encuentran bajo condiciones de hipoxia. Los sintomas en
rizoma y la muerte de plantulas solo son explicables por la inoculacién con FOC y no
dependen ni de latemperatura ni de la hipoxia. Segun estos resultados parece que la severidad
de los sintomas externos se ve influenciada por la temperatura 'y las condiciones de hipoxia
radical, en cambio los sintomas en rizoma y la muerte de plantulas no dependen ni de la
temperatura ni de la hipotexia radical. A continuacion se presentan los resultados para F.
Proliferatum, una de las especies de Fusarium més frecuentemente aisladas de plantas con
FMP.
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Tabla.31l. Resultados de la prueba de Mann-Whitney U no paramétrica para la severidad de sintomas
externos, necrosis en rizoma, colapso y muerte de plantulas de platanera del cultivar ‘Gran Enana’
inoculadas con Fusarium proliferatum en pruebasin vitro, T° 17/26°C y con/sin hipoxia radical

F. proliferatum amarilleo marchitamiento  necrosis colapso muerte
17°C 27 28,5 27 29 29,5
26°C 34 32,5 34 32 31,5
Mann-Whytney U 345 390 345 405 420

p 0,065 0,088 0,073 0,375 0,492
sin hipoxia 24 32,5 35 34 33,5
con hipoxia 37 28,5 26 27 27,5
Mann-Whytney U 255 510 585 555 540

p 0,001 0,088 0,021 0,038 0,039

U: Prueba no paramétrica simple de Mann-Whitney U que lleva asociada una probabilidad donde ***: p =
0.000 (diferencias atamente significativas); **: 0.000 < p < 0.050 (diferencias significativas); ns. no
significativo p > 0.050 (las dos muestras comparadas son iguales). 10 repeticiones por tratamiento.

Existen diferencias significativas entre lainoculacion de F. proliferatum en las plantulas con y
sin hipoxia radical, para las variables amarilleo, necrosis de rizoma, colapso y muerte (tabla
31). En condiciones de hipoxia radical, se produce un aumento del nimero de casos con
amarilleo, pero una reduccion en la variable necrosis, colapso y muerte. Estos resultados, son
dificiles de explicar, pero una posibilidad podria ser que F. proliferatum que es aeréhio
estricto, se ha desarrollado mas en condiciones normales, llegando a producir un efecto
fitotdxico debido a su propio caracter saprofitico 0 a la produccion de algun tipo de toxina,
que explicaria el aumento del niUmero de casos en las condiciones normale. Esta explicacion
podria explicar el aumento de amarilleo también bajo condiciones normaes, que se ve
aumentado por €l efecto hipoxia como se muestraen latabla 27.

Las pruebas de patogenicidad in vitro muestran que algunas especies del género Fusarium,
pueden provocar sintomas externos tales como amarilleo y colapso de la emision de hojas
nuevas, necrosis en € interior del rizoma y en ocasiones, muerte de las plantulas bao
condiciones de hipoxia radical y temperaturas de 26°C y 17°C. Estos resultados ponen de
manifiesto la capacidad saprofitica sobre plantulas de platanera de algunas especies fungicas
bajo condiciones de estrés. Aguilar et al. (2000) demostraron que la hipoxia radical podia
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inducir la perdida de resistencia del cultivar ‘Willians alainfeccion por poblaciones de FOC
mol ecularmente proximas alaraza 1.

Por otro lado, la andxia radical no produce la muerte de la planta de platanera a corto plazo (6
meses) en pruebas “in vitro” realizadas en laboratorio, aunque si induce al amarilleo foliar. No
obstante, como ya se ha indicado, en ninguno de los casos hemos obtenido los sintomas
clasicos de FMP ni de MP, por lo que los resultados de este ensayo no son concluyentesy se
invalidan como prueba de patogenicidad, a menos para FOC en platanera bgo estas
condiciones. Las pruebas de patogenicidad in vitro, si han sido Utiles en otros patosistemas.
como demostré Durdn Gonzdlez (2001) llegando a reproducir los sintomas clasicos de la
fusariosis del esparrago mediante la inoculacion de F. oxysporum f. sp. asparragui en pruebas
invitro.
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=¥

Fig. 32: Inoculaciones in vitro de Fusarium Fig. 33: Inoculacion de  Fusarium

subglutinans'y control subglutinans con y sin aceite mineral

Fig. 34: Perspectiva general del ensayo de inoculaciones de aislados

fangicos sobre cv * Gran Enana
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3.3. Ensayo de patogenicidad de especies flngicas en invernadero, a temperatura de

25-30°C baj o condiciones de enchar camiento.

No se obtuvieron los sintomas clasicos, sino pequefios puntos necréticos, generalmente en la
zona de insercion de raices y leves oscurecimientos vasculares en las zonas contiglias a la
insercion (fig. 34). En lasiguiente figura 35 se presentan |os resultados de la evaluacion de los
sintomas en rizoma observados en e ensayo de patogenicidad desarrollada en invernadero
bajo temperaturas 26°-30°C.

KW: 25110; p: 0.001** mF. proliferatum

@ F. subglutinans
@mF. solani

OF. oxysporum

rizoma

O Indeterminado
Trichoderma
O Control turba
0 100 200 300 Control suelo

KW: Prueba no paramétrica multiple de Kruscal Wallis que lleva asociada una probabilidad donde ***: p
0.000 (diferencias atamente significativas); **: 0.000 < p < 0.050 (diferencias significativas); ns. no
significativo p >0.050 (las dos muestras comparadas son iguales).

Fig.35. Andlisisno paramétrico Kruscal Wallis delos valores (escal INIBAP) de severidad de los sintomas
en rizoma observados en platanerasdel cultivar ‘Gruesa’ inoculadas con especies fungicas asociadas al
FMP, bajo condiciones controladas de invernader o a 26°-30°C.

Existen diferencias significativas entre inéculos. Los valores mas atos corresponden F.
proliferatum, seguido por F subglutinans, F. solani y F oxysporum (fig 37, 38).

En lasiguiente figura 36 se presenta el andlisis no paramétrico de la severidad de sintomas en
rizoma de plantas del cultivar ‘Gruesa’ inoculadas con especies fungicas asociadas a FMP,
bajo condiciones de encharcamiento y no encharcamiento en invernadero climatizado con

temperaturas entre 26°-30°C.
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[lencharcado M no encharcado

221

rizoma

226

U: 25422; p: 0.497 ns

U: Prueba no paramétrica simple de Mann-Whitney U que lleva asociada una probabilidad donde ***: p =
0.000 (diferencias altamente significativas); **: 0.000 < p < 0.050 (diferencias significativas); ns. no
significativo p > 0.050 (las dos muestras comparadas son iguales).

Fig.36. Andlisis no paramétrico Mann-Whitney U de la severidad de sintomas evaluados mediante la
escala INIBAP. de platanerasdel cultivar ‘Gruesa’ inoculadas con especies flingicas asociadas al FM P,
bajo condiciones de encharcamiento y no encharcamiento en invernadero climatizado con
temperaturas entr e 26°-30°C.

No existen diferencias significativas entre | os tratamientos encharcado y no encharcado parala
variable sintomas en rizoma (fig.36), aunque las plantas cultivadas en suelos encharcados
presentaban valores méas atos que las que se encontraban en suelos no encharcados.
Resultados similares se obtuvieron en el ensayo in vitro en plantulas sometidas a situaciones
de hipoxia. Como ya hemos comentado, Lahav et al.(1999) concluyd que € encharcamiento
por si mismo, no producia sintomas de “ Yellow Mat”.

En la tabla 32 se presentan los resultados del ANOVA y vaores medios de variables
fenol6gicas de platanera cultivar *Gruesa inoculadas con diferentes especies fungicas bao

condiciones de encharcamiento / no encharcamiento del suelo.
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Tabla.32.

Resultados del ANOVA y valores medios de variables fenol6gicas de plantas de platanera del

cultivar ‘Gruesa’, inoculadas con difer entes especies flingicas bajo condiciones de enchar camiento / no
encharcamiento del suelo

Tratamiento Raices Pfraices Psraices
control suelo 52286 b 162643 b 13.143 b
control turba 53938 b 177688 b 11875 b
F. oxysporum 41472 a 99.938 a 7.132 a
F. Proliferatum 45.063 b 101.594 a 6.580 a
F. solani 43812 ab 94812 a 5250 a
F.subglutinans  40.295 a 92.089 a 5.786 a
Trichoderma 41.812 a 108.563 ab 6.563 a
indeterminado 40812 a 91625 a 6911 a
ANOVA

AIQadOS * k% * k% * k%
mCharcarnlmtO *k* **k%k * k%
Interaccion 0.388ns  0.024 ** *x

Las medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes, p =< 0,050 segin la prueba
de rango multiple Tukey. ANOVA donde ***: p = 0.000 (diferencias altamente significativas); **: 0.000 < p
< 0.050 (diferencias significativas); ns: no significativo p > 0.050 (las dos muestras comparadas son iguales).

El nimero de raices se ve reducido por € efecto encharcamiento del suelo, y por todos los

inoculos probados, excepto por F. solani de forma significativamente diferente de los

controles, los cuales, alcanzan los valores mas elevados de esta variable, aunque no existe

interaccion entre el tratamiento encharcamiento y los indculos. Cuando se estudian solo los

controles, ocurre lo mismo con las variables de peso fresco y peso seco de las raices. Aungue

en este caso S existe interaccion entre los tratamientos control y € de encharcamiento (tabla

33).

Tabla.33.

Efecto del encharcamiento sobre el peso fresco (pf), peso seco (ps) y altura de plataneras del

cultivar ‘Gruesa’ plantadas en suelo natural y en sustrato de turba:picon (70:30), utilizados como
control bajo condiciones contraladas de inver nader o a 25°C.

Tratamiento Pfaereo  Psaereo altura
control suelo 331,571 30,557 64,107
control turba 352,187 29,994 53,893
ANOVA

tipo de sustrato 0.385ns 0.862ns 0.155ns
mcharcamlmto * %% * %% * %%
Interaccion 0.091ns  0.106 ns *k
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ANOVA donde ***: p = 0.000 (diferencias atamente significativas); **: 0.000 < p < 0.050 (diferencias
significativas); ns: no significativo p > 0.050 (las dos muestras comparadas son iguales).

Las variables de la parte aérea solo fueron evaluadas para ver el efecto encharcamiento sobre
los controles, pero no el de losindculos, ya que aparentemente no existian diferencias entre las
alturas de las plantas independientemente del in6culo (tabla 33).

No existen diferencias significativas entre tipos de sustrato para ninguna de las variables
estudiadas, aunque los valores para €l peso fresco y € seco de la parte aérea fueron mayores
en sustrato con turba que en suelo. La variable atura se comporta de forma diferente,
encontrando los valores més elevados en las plantas cultivadas en suelo que en las cultivadas
en turba, existiendo interaccion del tratamiento encharcamiento con estos sustratos. Puede que
estos resultados sean debidos a la acidificacion del sustrato en encharcamiento, siendo mas
pronunciado en laturba que en latierra,

En la tabla 34 se presentan los resultados de los andlisis de macro y micronutrientes en las
hojas de plataneras del cultivar ‘ Gruesa’ inoculadas con diferentes especies flngicas asociadas
al FMP y sometidas a encharcamiento del suelo, bajo condiciones controladas de invernadero
a26°-30° C.

Tabla.34. Valores medios de macro y micronutrientes en hojas de plataneras del cultivar ‘Gruesa’
inoculadas con diferentes especies fungicas asociadas al FMP y sometidas a encharcamiento del suelo,
bajo condiciones controladas de inver nadero a 25°C

N % P% K% Ca% Mgppm Nappm Feppm Mn ppm Zn ppm Cu ppm
1: Enchar 3617 036 6,193 0649 0,589 709,029 287,166 903,4 36,286 14,259
2: NoEnchar 3571 0,354 5634 0815 0,68 526,889 269,011 710,258 33,75 12,766
ANOVA 0,431ns 0,595ns 0,023** 0,012** 0,045** 0,271ns 0,457ns 0,081lns 0,416ns 0,047**

ANOVA, ***: p 0.000 (diferencias altamente significativas); **: 0.000<p<0.050 (diferencias significativas);
ns: no significativo p >0.050 (las dos muestras comparadas son iguales).

Solo aparecen diferencias significativas en los elementos K, Ca, Mg y Cu. No existen
diferencias significativas entre los dos tratamientos para los elementos, N, P, Na, Fe, Mn, y Zn
(tabla 34). Aunque la diferencia no es significativa, e aumento de Na en los suelos
encharcados respecto los no encharcados, es una consecuencia descrita por diferentes autores.

El K y el Cu alcanzan valores mayores en suelos encharcados que en los que no lo estan. Por
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el contrario el Cay e Mg son menores en los encharcados que en los no encharcados, la
disminucién de valoes de Cay Mg ha dido citada por Dorel y Ozier Lafontaine (1998).

Todos estos valores, se encuentran dentro del rango normal para la plataneray ninguna de las
plantas ensayadas manifestaron sintomas de deficiencias.

La primera conclusién gque se desprende de estos resultados, es que ninguno de los aislados
inoculados en estas condiciones ha logrado reproducir los sintomas de FMP, aungue no puede
descartarse el papel de alguno de ellos, en especial F proliferatum, en otras condiciones méas
favorecedoras de la expresion sintomética del FMP o otras condiciones de ensayo, como
posiblemente sea la utilizaciéon de plantas adultas y en tiempos de ensayo mayores. Por otra
parte, es necesario llegar a conseguir situaciones de encharcamiento que conduzcan a
respuestas mas extremas sobre las propiedades fisico quimicas del suelo y la nutricién de las
plantas, tal y como se halla descrito en la literatura. En nuestro caso hemos podido medir
unicamente e oxigeno disuelto en el agua de riego pero no hemos podido establecer si se ha
producido una situacion de hipoxia o andxia radical, aunque en este sentido las observaciones
sobre € nimero de raices emitidas, aumentos en e didmetro, aumento del volumen y del
aerenquima total, asi como e aumento de las ramificaciones y los 4pices necrosados son
indicadores de que ha habido a menos una baja concentracion de oxigeno en suelo.

Los andlisis foliares indican que no existe ninguna deficiencia de nutrientes, aungque si se ven
asociados valores bgjos de calcio y valores elevados de sodio a situaciones de encharcamiento

como las citadas para Canarias por Suérez y Santana (2002) en platanera.
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Fig. 37. Vista genera del ensayo de patogenicidad en condiciones de invernadero de diferentes

especies fungicas en combinacién con encharcamiento, sobre cv ' Gran Enand

Fig.38: Detale de sintomas en rizoma,

avance por € cilindro central deraiz

Fig.39. Detdle de rizoma con
sintomas de punteado tipico de FMP

138



Resultados y Discusién

3.4. Ensayo de patogenicidad de especies fungicas a temperaturas de 17°-28°C bajo

condiciones de enchar camiento y con simulacion de dafios mecanicos.

Como en el ensayo anteriormente descrito, no se han obtenido los sintomas clasicos, sino
pequefios puntos necréticos, generalmente en la zona de insercién de raices y leves
oscurecimientos vasculares en las zonas adyacentes a lainsercion. En la siguiente figura 40 se

presentan |os resultados de la evaluacién de la severidad de los sintomas:

KW: 21108; p: 0.001**

@mF. proliferatum

| OF. subglutinans

OF. oxysporum

mF. solani

rizoma

g Control turba

: : m Control suelo
0 100 200 300

KW: Prueba no paramétrica multiple de Kruscal Wallis que lleva asociada una probabilidad donde ***: p =
0.000 (diferencias altamente significativas); **: 0.000 < p < 0.050 (diferencias significativas); ns. no
significativo p > 0.050 (las dos muestras comparadas son iguales)

Fig.40. Medias de la suma de rangos (M SR) de los sintomas en rizoma obtenidos en plataneras cultivar
‘Gruesa’ inoculadas con una seleccion de especies fungicas bajo condiciones controladas de
invernadero a 17°-28°C y enchar camiento del suelo.

Existen diferencias significaivas entre los inéculos probados para la variable sintomas en
rizoma (p = 0,001), siendo la inoculacion de F. proliferatum € que presentd valores mayores
de severidad de sintomas.

En las siguientes gréficas (fig. 41) se muestran los efectos de los factores encharcamiento
(izquierda) y raices cortadas (derecha) sobre la severidad de sintomas en rizoma en plantas
inoculadas con especies fungicas asociadas a FMP.
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[0 Encharcado B No encharcado [Jraices cortadas [ no cortadas
o 170,734 o 156,26
1S ’ £ ,
(@] @]
N 179,193 N 193,42

U: 15962; p: 0.341 ns U: 18466; p: 0.000***

U: Prueba no paramétrica ssmple de Mann-Whitney U que lleva asociada una probabilidad donde ***: p =
0.000 (diferencias altamente significativas); **: 0.000 < p < 0.050 (diferencias significativas); ns. no
significativo p > 0.050 (las dos muestras comparadas son iguales).

Fig.4l. Medias de la suma de rangos (MSR) de los sintomas en rizoma obtenidos en plataneras del
cultivar ‘Gruesa’ inoculadas con una seleccion de especies fungicas bajo condiciones controladas de
invernadero a 17°-28°C. A laizquierda: Efecto del encharcamiento del suelo sobre la expresion de los
sintomas en rizoma. A la derecha: Efecto del corte de las raices sobre la expresion de los sintomas en
rizoma.

Los resultados obtenidos muestran que ninguno de los inéculos probados reproduce los
sintomas tipicos asociados al FMP bgjo las condiciones ensayadas (fig.41), aunque existen
diferencias significativas entre aislados para sintomas en rizoma. No exiten diferencias entre
encharcados y no encharcados para sintomas en rizoma y entre raices cortadas y raices no
cortadas.

En la siguiente tabla 35, se presentan |os resultados obtenidos de la severidad de los sintomas
en rizoma producidos por la inoculacién con FOC (referente de patogenicidad) bajo
encharcamiento/no encharcamiento y raices cortadas/no cortadas

Tabla.35. Prueba Mann-Whitney de los sintomas en rizoma producidos por la inoculaciéon con FOC

FOC rizoma
Tratamientos N° muestras Suma Rangos M edia Suma Rangos
raiz cortada 32 1090,5 34,08
raiz no cortada 31 925,5 29,85
Mann-Whitney U=562,5 p=0,309 ns
Enchar cado 32 890 27,81
No enchar cado 31 1126 36,32

Mann-Whitney U= 362 p= 0.040**
bajo enchar camiento/no enchar camiento y raices cortadas/no cortadas
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U:Prueba no paramétrica simple de Mann-Whitney U que lleva asociada una probabilidad donde ***: p
0.000 (diferencias atamente significativas); **: 0.000<p<0.050 (diferencias significativas); ns. no
significativo p >0.050 (las dos muestras comparadas son iguales

Los in6culos FOC, produjeron sintomas en rizoma de MP con mayor frecuencia e intensidad
cuando las plantas no se encontraban encharcadas que cuando si 1o estaban (tabla 35). Por €l
contrario, en e resto de los indculos ocurre al revés, aparecen mas puntos necréticos en los
rizomas de las plantas que se encontraban encharcadas. Este comportamiento es
significativamente diferente para la interaccién del tratamiento encharcamiento con la
presencia por especies fungicas, aungue no lo es para los inGculos ni para e encharcamiento
por separado (fig. 41). Para FOC, no existen diferencias significativas entre raices cortadas y
no cortadas mientras que paralos otrosindculos si las hay.

A continuacion (tabla 36) se presentan los resultados de los andlisis de macro y
micronutrientes.

Tabla.36. Resultados del ANOVA vy valores medios de macro y micronutrientes de hojas de platanera
dd cultivar ‘Gruesa’ inoculadas con los hongos seleccionados y sometidas a encharcamiento del suelo
bajo condiciones controladas de invernadero a 17°-28°C.

N % P% K% Ca% Mgppm Nappm Feppm Mnppm Znppm Cuppm

1: Enchar 3,062 0,307 4,832 1,083 0,779 1000,673 345817 335306 20,834 7,917
2: NoEnchar 3,038 0,324 4,874 1,12 0,73 600,674 190,982 272,57 18,888 7,35
ANOVA 0,912ns 0,681ns 0,946ns 0,762ns 0,470ns 0,135ns 0,331ns 0,499ns 0,202ns 0,454ns

ANOVA, ***: p 0.000 (diferencias altamente significativas); **: 0.000<p<0.050 (diferencias significativas);
ns: no significativo p >0.050 (las dos muestras comparadas son iguales).

No existen diferencias significativas para ninguno de los elementos foliares analizados (tabla
36). A continuacion se presentan |os resultados de la tendencia del pH y de la conductividad
eléctrica (fig.42).
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Fig.42. Tendencia de la diferencia de pH del agua de riego con e pH del agua de drenaje en plantas de
platanera del cultivar ‘Gran Enana’ sometidas a encharcamiento e inoculadas con diferentes especies
fungicas.

La tendencia del pH a lo largo del tiempo es a disminuir, aungue la reduccion no es
estadisticamente significativa debido a la incorporacion semana de agua para el

mantenimiento del nivel de encharcamiento (fig. 42).
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Fig.43. Tendencia dela conductividad (mS) en plantas de platanera del cultivar ‘Gran Enana’ sometidas
a encharcamiento e inoculadas con difer entes especies fungicas.

Como se observa en la fig. 43, la conductividad tiende a aumentar a lo largo del tiempo
posiblemente debido a la acumulacion de sales en e agua de drengje de las plantas
encharcadas.
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4, INTERACCION DE FACTORESABIOTICOSY BIOTICOS

4.1. Ensayo preliminar con suelos esterilizados y no esterilizados de plantaciones

comerciales

41.1. Suelosdel Nortede Tenerife

En ningln caso se han obtenido los sintomas clasicos, sino pequefios puntos necroticos,
generalmente en el lugar de insercion de las raices y leves oscurecimientos vasculares en
zonas contiguas, que en ocasiones se podian seguir desde el cilindro central de las raices hasta

lazona vascular del rizoma. Los resultados se exponen en lafig. 44

M SR de sintomas en rizoma M SR de sintomas en rizoma

3 J70.00
2 |74,00
2 |55,00

1 J65.50 1 |53,00
KW: 7,021; p: 0.030** U: 1323: p: 0.000%**

MSR=Media de la suma de rangos .KW=Prueba: de Kruskal Wallis, (no paramétrica multiple) .Variable de
valores discretos (1,2) U= Prueba no paramétrico simple de Mann-Whitney U

Fig.44. Sintomasen €l interior del rizoma en plantasde platanera del cultivar ‘Gran Enana’ en diferentes
suelos esterilizados/no esterilizados del norte de Tenerife A laizquierda valores paralossuelos1 ( C),
2(E),3(Z.).Aladerecha, Valorespara suelo esterilizado (1) y no esterilizado (2).

En fig. 44 izquierda, segun la prueba de Kruskal-Wallis para €l andlisis no paramétrico de la
variable “sintomas en rizoma”, los tres suelos se comportan significativamente diferentes (p <
0.030) con el valor més bajo parael suelo 2.

En fig. 44 derecha, se muestra que, existen diferencias altamente significativas entre los
sintomas producidos en suel os esterilizados (1) y los producidos en suelos no esterilizados (2)

con p = 0,000, correspondiente al valor de U.
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En lafigura 45, se presentan las frecuencias de plantas sintométicas, muertasy sanas.

Suelos Norte
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@ n° plantas sintomas @ nN° plantas muertas []n° plantas sanas

Fig.45. Frecuencia de plantas con sintomas en rizoma, muertasy sanas en los diferentes suelos del norte
de Tenerife para el tratamiento esterilizacion/no esterilizacén. Cédigos de suelos C=1; E=2; Z=3.

Como se observa en la figura 45, solo hubo muertes en e suelo C, cuando se encontraba no
esterilizado, y en un caso cuando se encontraba en suelo esterilizado, que corresponde al suelo
1. En los otros suelos no ha habido muerte de plantas, aungue si se han encontrado sintomas
consistentes en peguefias zonas necroticas en |os suel os no esterilizados.

En latabla 37 se muestran los resultados del ANOV A para diferentes variables fenol gicas

144



Resultados y Discusién

Tabla.37. Resultados del ANOVA y valores medios de diferentes variables fenoldgicas de plantas de
platanera del cultivar ‘Gran Enana’ en muestras de suelos en esterilizados y no esterizados,
procedentes de 3 plantaciones comer ciales de la vertiente norte de laisla de Tenerife con FMP.

suelosnorte  dif altura dif nh pfarereo psaereo pfraiz psraiz pfR/A

control 6,300b 2,467b 80,400b 30,073c¢ 30,067c 4,667 bc 38,076 C
11 4,024a 1,714ab 37,060a 13,120ab 12,400a 2,545a 33,377 a
1.2 2500a 1429a 34,667a 10,545a 17,533 ab 3,225 ab 52,905 d
21 3,786a 2,048b 63,048b 22,183c 23,476bc 5448c 37,581 b
2.2 4,071a 1,810ab 54,762b 19,814 bc 29,190c 5,679 cd 55,192d
31 7,024b 2,143b 103,238c 39,546d 37,333c 7,376d 36,636a
3.2 6,119b 2,143b 67,952b 25,740c 33,048c 5,247c 49,070d
ANOVA
wdo * k% * k% * k% * k% * k% * k% 0,082ns
tratamiento 0,050ns 0,103ns *** *kx 0,124ns 0,253ns ***
suelo*tratamiento  0,118ns 0,503ns *** 0,001** 0,005** 0,003** 0,123ns

Las medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes, p =< 0,050 segin la prueba
de rango mdltiple Tukey. ANOVA ***: p 0.000; **: 0.000<p<0.050; ns. no significativo p>0.050. Codigos
delos Suelos: 1, 2, 3 seguidos de Tratamiento del suelo se refieren a 1: esterilizacion; 2: no esterilizacion.

Los resultados del ANOVA (tabla 37) indican que existen diferencias significativas para
algunas de las variables estudiadas. Cuando se analiza factoriamente, existen diferencias
significativas para el factor suelo en todas las variables excepto para peso fresco raiz/aéreo (Pf
R/A). Existen diferencias significativas entre suelo esterilizado/ suelo no esterilizado para las
variables peso fresco aéreo(Pf), peso seco agreo (Ps) y la relacion del peso fresco raiz/aéreo
(Pf R/A). Lainteraccion suelo por esterilidad/ no esterilidad es significativa para las variables
peso fresco y peso seco tanto aéreo (Pf aéreo y Ps aéreo) como deraiz (Pf raiz y Psraiz).

El nimero de hojas emitidas desde €l inicio del ensayo hasta €l final (dif. nh), es unavariable
indicativa del desarrollo fenoldgico de la plantay resulta muy sensible a situaciones de estrés
(Alves, 1997). El peor comportamiento de esta variable se ha producido en las plantas
cultivadas en el suelo 1y en & suelo 2 cuando se encontraba sin esterilizar.

En lavariable diferencia de altura inicial respecto lafinal, las plantas cultivadas en e sustrato
control y en e suelo 3, adquieren los valores mayores de crecimiento siendo
significativamente diferente del resto de plantas en los otros suelos y tratamientos,

posi blemente debido a una buena estructura.
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El suelo 1, e més tendente a la compactacion y con un alto contenido en arcillas, fue € peor
para las variables de crecimiento y € que presentd un mayor nimero de muertes de plantas.
Dorel (1993) describio alteraciones en el crecimiento y desarrollo fenolégico de plantas de
platanera en condiciones de campo que nosotros hemos observado en este ensayo, atribuyendo
lareduccion en los valores de algunas variables ala compactacion del suelo.

En latabla 38 se presentan los resultados del ANOVA paralos andisisfoliares.

Tabla.38. Resultados del ANOVA para macro y micronutrientes de las plataneras cultivar ‘Gran
Enana’ cultivadasen suelos Norte de Tenerife en condiciones de suelo esterilizado y no esterilizado.

SueloN N (%) P (%) K (%) Ca(%) Mg (%) Na(ppm) Fe(ppm) Mn (ppm) Zn (ppm) B (ppm)
suelo 0,462ns 0,217ns 0,382ns 0,396ns 0,020** 0,010** 0,279ns 0,836ns 0,269ns 0,048**
trat 0,580ns 0,252ns 0,881ns 0,509ns 0,491ns 0,040** 0,932ns 0,077ns 0,134ns 0,172ns
suelo*trat  0,502ns 0,934ns 0,518ns 0,813ns 0,980ns 0,023** 0,963ns 0,986ns 0,991ns 0,547ns

ANOVA ***: 5 0.000; **: 0.000<p<0.050; ns: no significativo p>0.050

Como puede observarse (tabla 38), para el factor suelo sélo existen diferencias significativas
para el Mg, Nay Boro. Estos resultados caben dentro de los esperados, ya que diferencias en
Nay en Mg en suelos de platanera en Canarias, han sido encontradas por Alvarez (1999). El
contenido en Na puede jugar un papel muy importante en la capacidad de expansion de las
arcillas, cuando se encuentra en valores elevados y el Caen valores criticos (Suarez y Santana,
2002). El papel del B en ciertos sindromes como el del corazén hueco de coles, etc. e incluso
en la muerte de raices y necrosis meristemética del plétano ha sido citado por Batino et al.
(1975) y por Ko et al. (1997). También ha sido implicado en decoloraciones vasculares en
otras especies (Ali y Jarvis, 1988).

En la tabla 39, se presentan los resultados para el magnesio y el boro. En la tabla 40 se

muestran |os resultados para el sodio.
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Tabla.39. Valores medios de magnesio y boro de muestras foliares combinadas de platanera cultivadas
en suelosdel Nortedelaldade Tenerife

SUELO Mg (%) B(%)

1 0.608 45.73
2 1.090 32.80
3 0.573 44.45

Tabla40. Valores medios de Na (ppm) de muestras foliares combinadas de plataneras del
cultivar ‘Gran Enana’ cultivadas en suelos del norte de Tenerife en condiciones de suelo
esterilizado/no esterilizado.

SUELOS TRATAMIENTOS
1 2 3 1 2
Na (ppm) 1898.4 611.383 397.283 559.544 1378.500

Las plantas cultivadas en € suelo 2, presentan los valores menores de boro (B), pero en este
suelo fue donde la expresion de sintomas en rizoma fue menor y no hubo ninguna planta
muerta.

El suelo 1 es el que presenta un mayor contenido en sodio (Na) y en este suelo fue donde se
observaron mas muertes, aungque estos valores se encuentran dentro del rango tolerado por la
platanera (tabla 40).

Tanto en suelos esterilizados y como no esterilizados, los valores de todos los elementos se
encuentran dentro de los rangos establecidos como normales para la platanera en todos los
tratamientos. Se puede deducir que no existe ningun factor nutricional que conduzca a la
expresion de las necrosis en las inserciones de las raices ni alos oscurecimientos vasculares en
rizoma observados en este ensayo.

Estos resultados indican que la estructura del suelo juega un papel importante en la expresion
de sintomas, ya que incluso esterilizado, €l suelo 1 es el que presenta valores mas bajos para
algunas variables y no puede descartarse que algin factor abidtico esté implicado en la
expresion de los sintomas evaluados en este ensayo, aunque las necrosis observadas en
rizoma, no fueron las tipicas del FMP.

Este suelo 1 fue e que también presentd un mayor nimero de muerte de plantulas en

condiciones de suelo natural. Por este motivo se planted otro ensayo de mejora de la estructura
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del suelo por adicién de “picon” para determinar si el nimero de plantas muertas y de plantas
con presencia de necrosis en el rizoma estaba relacionado con la estructura del sueloy si se
mantenia gque los sintomas aparecian Unicamente en el suelo no esterilizado.

Segun los resultados cabria pensar que existe algun factor bidtico integrante de la microflora
del suelo responsable a menos de las necrosis en las inserciones de raices y oscurecimientos
vasculares en rizoma, ya que estos no pueden explicarse Unicamente por la mala estructura del
suelo. Los resultados de las pruebas de patogenicidad demostraron que especies fungicas
seleccionadas pertenecientes a género Fusarium, producian necrosis similares a las
observadas en estos ensayos. Estos resultados sugerian plantear otros ensayos similares con
otros suelos y otras condiciones de estrés o considerar otros niveles de las ya probadas -quizés
aumentar la duracion de los ensayos para obtener la expresion total de sintomas-, dado que los
sintomas obtenidos no eran exactamente los observados en plataneras adultas en condiciones
de campo que sufrian FMP y podriamos estar cometiendo un error a asumir que los sintomas

en rizoma eval uados son con certeza un inicio de la sintomatologia del FMP.

41.2. Su€dlosdd Sur de Tenerife

En ningln caso se han obtenido los sintomas tipicos del FMP. Del mismo modo que en €l
ensayo anterior, se obtuvieron puntos necroticos, generamente en el lugar de insercion de las
raices y leves oscurecimientos vasculares en zonas contiguas, que en ocasiones se podian
seguir desde €l cilindro central de las raices hastala zona vascular del rizoma. En el suelo dela
plantacion afectada de MP, las plantas presentaron los sintomas tipicos. Los resultados se

exponen en lafig. 46.
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M SR de sintoma en rizoma M SR de sintomas en rizoma

3 I46,00 2:no estéril I76,50

U: 735; p: 0.128 ns U: 1165,5; p: 0.000* **

M SR de sintoma amatrilleo foliar M SR de sintoma amarilleo foliar

3 I47,00 2: no estéril I74,00
2 |38,00 1: estéril |53,00

U: 609; p: 0.005** U: 1323; p: 0.000***

KW: Prueba de Kruskal Wallis, no paramétrico multiple que compara los valores discretos que la variable
puede adquirir. U: Prueba no paramétrica simple de Mann-Whitney U.

Fig.46. Severidad de sintomas externos de platanera del cultivar ‘Gran enana’ en suelos del sur de
Tenerife. A laizquierda aparecer epresentadas las medias de la suma derangos (M SR) de los sintomas
en rizoma y amarilleo encontrados en los tres suelos (1, 2, 3) ensayados. A la derecha aparecen
representadaslas M SR delos sintomas en rizomay amarilleo donde 1: essuelo esterilizado y 2 es suelo
no esterilizado.

El andlisis no paramétrico de Kruskal-Wallis realizado sobre las variables sintomas en rizoma
y sintomas de amarilleo foliar, muestra que para sintomas en rizoma no existen diferencias
significativas entre los dos suelos evaluados para el FMP (2 y 3), aunque si existen diferencias
significativas para los sintomas de amarilleo foliar. Para e factor esterilizacion /no
esterilizacion del suelo existen diferencias significativas tanto para sintomas en rizoma (p=
0,000), como para amarilleo foliar (p= 0,000), obteniéndose los valores més atos en e suelo
no esterilizado. Estos resultados podrian deberse a la presencia de una determinada microflora
en los suelos sin esterilizar o a cambios en la estructura fisica o en la quimica de los suel os por
efecto de la esterilizacion, aunque esto Ultimo parece menos probable ya que se hizo a vapor.
Como se demostré en los ensayos de patogenicidad, las plantas inoculadas con agunas
especies fungicas presentaron pequefias necrosis similares a las obtenidas en este ensayo, por

lo que podria sugerirse la implicacion de algin componente biético presente en la microflora
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en la produccion de las necrosis evaluadas como sintomas en rizomay del amarilleo foliar, ya
gue en ningun caso se has producido los sintomas tipicos del FMP.
A continuacion en la figura 47, se presentan las frecuencias de plantas con sintomas, plantas

muertasy plantas sanas.

Suelos Sur
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@ n° plantas sintomas @ nN° plantas muertas []n° plantas sanas

Fig.47. Frecuencia de plantas sanas, muertasy con sintomas en rizoma en los diferentes suelos del sur de
Tenerife paralostratamientos esterilizacién/no esterilizacion.

Los sintomas en rizoma se han producido solamente en las plantas cultivadas en suelos no
esterilizados, excepto en una planta del suelo JC3 esterilizado. La muerte de plantas se ha
observado sblo en el suelo J3N (no esterilizado). A continuacién presentamos en la tabla 41
los resultados del ANOVA.

Tabla4l. Resultadosdel ANOVA paravariablesfenolégicasde platanerasdel cultivar ‘Gran Enana’ en
tressuelos del sur de Tenerife bajo condiciones de suelo esterilizado/no esterilizado.

Factores (3suelos) | atura diametro nh pfarereo psaereo| pfraiz
Sue|0 * k% * k% 01026** *k* * k% * k%

traiarnento * %% * %% * %% * %% * %% 0,036**
suelo* tratamiento 0,627ns 0,071ns |0,038** 0,104ns |0,145ns 0,006**
parcela (suelo) 0621ns 0450ns |0,037** 0346ns 0,235ns |0,818ns

Factores (2 suelos) | altura | diametro, nh pfarereo psaereo| pfraiz
suelo 0583ns 041lns |0,018** 0,321ns 0869ns 0,118ns
tratamiento *okx *ok 0,050** 0,327ns  *** 0,957 ns
suelo* tratamiento | 0,362ns 0,054ns |0,050** 0,319ns 0,288ns |0,124ns
parcela (suelo) 0470ns 0249ns 0,074ns 0413ns 0,866ns 0,760 ns
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Tabla superior. ANOVA para tres suelos, incluido el procedente de una plantacion con MP. Tabla inferior.
ANOVA parados suelos de plantaciones con FMP. Parcel as(Suel os)= Efecto de las parcel as dentro de suelos
(“nested”)

ANOVA***: p 0.000; **: 0.000<p<0.050; ns: no significativo p>0.050. suelos: 1,2,3; tratamiento:
esterilizacion /no esterilizacidn; parcela (suelo): 3 repeticiones de cada suelo evaluadas. Nh: nimero de hojas
emitidas; pf: peso fresco; ps: peso seco.

El andlisis de la varianza, indica que cuando consideramos € suelo que procedia de una
plantacion afectada por MP (suelo 1), existen diferencias entre los 3 suelos. En general, no se
han obtenido diferencias significativas para la interaccién suelo por tratamiento de
esterilizacion, ni para el factor parcelas dentro de suelos, salvo para la variable nimero de
hojas en ambos casos y para € peso fresco de la raiz solo en la interaccion suelo por
tratamiento. Las diferencias significativas observadas en las variables estudiadas para el factor
suelo y para € factor esterilizacion / no esterilizacion del suelo podrian explicarse por la
expresion de MP en las plantas cultivadas en este suelo. En cambio cuando sdlo comparamos
los suel os procedentes de plantaciones que presentaban problemas de FMP (2 y 3), no existen
diferencias entre los suelos. Por lo tanto, las diferencias observadas en las variables de
desarrollo de las plantas entre los tres suelos son debidas a suelo 1, ya que cuando
comparamos solos los suelos 2 y 3 estas diferencias desaparecen (tabla 41).

En la siguiente tabla 42, presenta la reparacion de medias de las variables fenotipicas de la
interaccion suelos bajo y el factor esterilizacion / no esterilizacion del suelo.

Tabla.42. Valores medios para diferentes variables fenol6gicas de plataneras del cultivar ‘Gran Enana’
en tressuelos del sur de Tenerife bajo condiciones de esterilizacion/no esterilizacion.

suelos sur altura diametro nh pf arereo psaereo
11 36,976 ¢ 35,081 d9,667 c 164,135 c 69,511 c
12 32,452 bc 32,067 cd 8,714 ab 139,026 bc 55,921 be
21 33,548 ¢ 32,424 cd 9,238 bc 141,561 bc 57,705 be
2.2 28,143 a 26,002 a8,333 a 90,449 a28924 a
31 33,190 bc 31,466 bc 9,333 bc 130,705 b 53,289 b
3.2 29,571 ab 28,359 ab 9,333 bc 98,690 a 32,160 a

Las medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes, p =< 0,050 segln |la prueba
de rango muiltiple de Tukey. Cdodigos de los Suelos: 1, 2, 3 seguidos de 1: esterilizacion; 2: no esterilizacion.
Nh: nimero de hojas emitidas; pf: peso fresco; ps: peso seco.
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La interaccidn es estadisticamente diferente para todas las variables estudiadas ya que alguno
de los suelos siempre presenta diferencias significativas entre esterilizado y no esterilizado
(tabla42). Los valores mas bajos de altura se registran en el suelo 2 no esterilizado.

Para el resto de variables, diametro, nimero de hojas emitidas al final del ensayo y peso fresco
y seco aéreo, el comportamiento de las plantas es similar, se mantiene gque los valores mas
bajos de las variables fenoldgicas se dan cuando el suelo (1,2,3) no esta esterilizado (trat 2).
L as combinaciones suelos 2.2 y 3.2 presentan |os valores mas bgjos en todas las variables. Los
valores mas elevados se dan en las plantas cultivadas en el suelo 1 esterilizado (trat 1), que es
el que presentaba la megor estructura. Este suelo provenia de una plantacion con Ma de
Panam@, que sblo se expreso en las plantas cultivadas cuando € suelo no estaba esterilizado
(1.2).

A continuacion se presentan los valores medios de las variables fenoldgicas para e factor
suelo esterilizado/no esterilizado.

Tabla43. Resultados del ANOVA vy valores medios de difrentes variables fenoldgicas para € factor
suelo esterilizado / suelo no esterilizado de plantas‘Gran Enana’ en suelosdel sur de Tenerife.

3suelostrat altura diametro  nh pf arereo psaereo pfraiz
1: estéril 34571 32,99 9,413 145467 60,168 29,969
2: no estéril 30,056 28,809 8,794 109,388 39,002 33,465
ANOVA el **k (0,001 ** el ok 0,062 ns

ANOVA ***: p 0.000; **: 0.000<p<0.050; ns: no significativo p>0.050. Nh: nimero de hojas emitidas; pf:
peso fresco; ps: peso seco.

Existen diferencias significativas paratodas | as variables excepto para el peso fresco delaraiz.
Los valores més altos corresponden a suelo esterilizado. Como ocurrié en e anterior ensayo,
la reduccion de los valores de las variables de crecimiento y la obtencion de sintomas en
rizoma se ha producido mayoritariamente en los suelos no esterilizados. Estas diferencias
podrian explicarse de la misma manera que en los suelos del norte, podria existir un
componente de la microflora del suelo que pudiera estar afectando negativamente a las plantas
0 que estas condiciones abioticas no son las favorables para la expresion del FMP. En latabla
44 se expresan los resultados de los andlisis foliares.

Tabla44. Resultados del ANOVA y valores medios de micro y macronutrientes de plataneras del
cultivar ‘Gran Enana’ en suelosdel sur de Tenerife esterilizadosy no esterilizados.
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SueloS N (%) P (%) K (%) Ca(%) Mg (%) Na(ppm) Fe(ppm)Mn (ppm) Zn (ppm) B (ppm)
suelo 0,367ns *** 0,025** 0,022** 0,050** *** 0,563ns 0,002** 0,857ns 0,039**
trat 0,274ns 0,225ns 0,274ns 0,914ns 0,392ns 0,071ns 0,20lns 0,268ns 0,476ns 0,071ns
suelo*trat  0,337ns 0,092ns 0,050** 0,441ns 0,840ns 0,236ns 0,270ns 0,248ns 0,211ns 0,612ns

ANOVA ***: p 0.000; **: 0.000<p<0.050; ns: no significativo p>0.050. Suelo: 1, 2, 3; Tratamiento (trat):
esterilizacion del suelo.

Los andlisis foliares muestran que existen diferencias significativas para la mayoria de los
elementos respecto a los diferentes suelos ensayos. Para e tratamiento de esterilizacion /no
esterilizacion del suelo no existen diferencias significativas entre los e ementos estudiados. En
la interaccién de suelo con e tratamiento del suelo no existen diferencias significativas para
los distintos nutrientes salvo para el potasio (tabla 44).

En la tabla 45 se muestran la separacion de medias de los nutrientes analizados en muestras
foliares de las plantas de platanera del cultivar ‘Gran Enana cultivadas en los tres suelos

ensayados.

Tabla45. Valores medios de micro y macronutrientes de muestras foliares combinadas de
plantas de platanera dd cultivar ‘Gran Enana’ del Sur delalsla de Tenerife cultivadas

SUELO P (%) K (%) Ca (%) Mg (%) Na(ppm) Mn(ppm) B (ppm)
1 0.209 4.360 1.237 1.008 2027.941 248577 62.758
2 0.224 4.976 1.060 0.840 1770.160 163.9 52.071
3 0.292 4.848 1.377 0.585 681.900 67.15 77.200

Resultados basados en muestras foliares combinadas de 21 repeticiones por suelo.

Considerando en conjunto los suelos del norte 'y del sur, podemos decir que en ningln caso se
han producido los sintomas tipicos del FMP, sino pequefias necrosis y algunos amarilleos
foliares. En ambos casos, esos sintomas fueron més evidentes para casi todas las variables
estudiados en los suelos no esterilizados. Asimismo, también en los dos grupos de suelos
existen diferencias significativas para algunos macro y micronutrientes, pero esas diferencias
no existen s se considera el factor esterilizacion/ no esterilizacién del suelo. Los sintomas no

tipicos se han dado en suelos no esterilizados y no existen diferencias significativas para todos
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los elementos entre suelos esterilizados y no esterilizados, excepto en la interaccion
Suelo* Tratamiento para el potasio.

Estos resultados sugieren que en los suelos no esterilizados, pueden haber factores bioticos
gue podrian influir en que las plantas mostrasen una disminucion del vigor de crecimiento y
desarrollo -fendmeno asociado a FMP y a otras situaciones de estrés- y en que un mayor
ndimero de plantas manifestasen puntos necroticos en € rizoma que podrian corresponder a un
inicio de los sintomas de FMP, asi como un mayor nimero de muertes. El hecho de que sélo
ocurra cuando €l suelo no esta esterilizado indica que podria estar implicado alglin organismo
presente en lamicrofloradel suelo. Por otra parte, estos resultados demuestran que si se tratase
de un patégeno similar a FOC, los sintomas se hubieran reproducido del mismo modo que en
el suelo 1, procedente de una plantacion afectada de MP. Los oscurecimientos vascul ares tanto
en el punto de insercidn de las raices como los que se extienden hasta el anillo vascular del
rizoma observados, podrian estar causados, entre otras, por especies de Fusarium como las
gue se han descrito asociadas a dafios por nematodos (Vovlas et al., 1994) o las citadas para
esparrago (Elena y Kranias, 1996). Varias especies de Fusarium han sido citadas para los
suelos de platanera por Hernandez (1997) y como se ha visto en € apartado anterior se aislan
con bastante frecuencia de raiz, rizoma y pseudotallo. Algunas de esas mismas especies
produjeron sintomas similares en las pruebas de patogenicidad.

No obstante, tampoco podria excluirse una causa abiotica (Bell, 1980), como lesiones de las
raices contra las paredes de la maceta, estrés por el tamafio reducido de la maceta, efecto de
lenta compactacion del suelo, etc., problemas habituales en €l cultivo en macetas de muchas
especies vegetales, o podria tratarse de una interaccion entre los dos como describen Trapero
Casas (1985) en chick-pea y Blanco (1996); Schippers y Gams (1979) en diferentes

patosi stemas.
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4.2. Ensayo de megora de la estructura de un suelo mediante la mezcla con
“picon” (lapilli volcanico).

En la figura 48 se presentan los valores de severidad de sintomas internos y externos

obtenidos.

Como en |os ensayos anteriores, en ningun caso se obtuvieron los sintomas tipicos de FMP

[ esteril B no esteril

Rizoma 85,48
U:3483 p:0,000** 68,02
Abrochamiento 74,75
U:2743 p:0,725ns 77,05
Amarilleo 85,14
U:3499,5 p:0,009** 68,31

U:Prueba no paramétrica simple de Mann-Whitney U que lleva asociada una probabilidad donde ***: p
0.000 (diferencias atamente significativas); **: 0.000<p<0.050 (diferencias significativas); ns. no
significativo p>0.050 (las dos muestras comparadas son iguales).

Fig.48. Medias de la suma de rangos (M SR) de los sintomas en rizoma, acortamiento de entrenudos y
amarilleo de plataneras del cultivar ‘Gran Enana’ cultivadas en suelo procedente de la plantacion
“Carmelo Villa” ( C), bajo condiciones de suelo esterilizado y no esterilizado.

Existen diferencias atamente significativas entre los sintomas producidos en suelos
esterilizados y los producidos en suelos no esterilizados con p = 0,000, para la variable,
sintomas en rizoma (fig.48). También existen diferencias significativas entre los sintomas de
amarilleo producidos en suelo esterilizado y los producidos en suelos no esterilizados, con p <
0,009. No existen diferencias significativas para la variable de acortamiento de entrenudos
entre las plantas sembradas en suelos esterilizados y |as sembradas en suelos esterilizados con
p> 0,725 (fig. 48).
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Posiblemente sea debido a que esta variable estd mas relacionada con las bajas temperaturas
gue con la condicion de esterilidad / no esterilidad del suelo, y €l ensayo se realizo bgjo
temperatura de 20-28°C en condiciones de invernadero.

A continuacion presentamos los resultados de los sintomas obtenidos en funcion del factor

mezcla de suelo (fig. 49).

KW: 1.397; p: 0.706 ns KW: 34.554; p: 0.000%**
75,33 o 108,47
5
g 73,82 % 76,30
< <
x 74,50 8 |63,39
5
79,71 < 59,94
[ dilucién 25 [ dilucién 50 [ dilucién 25 [ dilucién 50
@ dilucién 75 H no dilucion 100 [ diluciéon 75 Hl no dilucién 100
KW:12.876; p: 0.005"* Fig.49. Sintomas producidos en plataneras cv ‘Gran
Enana cultivadas en suelo procedente de la
96,10 plantacién Carmelo Villa, bajo condiciones de
8 7264 mezcla de suelo (25 %, 50 %, 75 % y 100 %) con
g picon.
S |71,65
<
I65,56
O dilucién 25 O dilucién 50
m dilucién 75 H no dilucion 100

Medias de la suma de rangos (MSR) de los sintomas en rizoma, acortamiento de entrenudos y amarilleo (de
izquierda a derecha). KW: Prueba no paramétrico multiple de Kruscal Wallis que lleva asociada una
probabilidad donde ***: p 0.000 (diferencias altamente significativas); **: 0.000<p<0.050 (diferencias
significativas); ns: no significativo p >0.050 (las dos muestras comparadas son iguales). Dilucion= Mezcla de
suelo: 25, 50, 75y 100 % del suelo.

Existen diferencias significativas en la expresion del amarilleo foliar de las plantas cultivadas
en las diferentes mezclas del suelo (fig.49). El suelo sin mezclar es el que presenta valores més

elevados de sintomas de amarilleo. Las mezclas de suelos 25, 50 y 75% se comportan

similarmente. El valor més bajo de amarilleo se presenta en el suelo diluido a 75%. El suelo

sin mezclar presenta los valores més atos de acortamiento de entrenudos, siendo

significativamente diferente (p= 0,000) del resto de mezclas de suelo (75, 50, 25 %) que se
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comportan de forma similar. No existen diferencias significativas entre las diferentes mezclas
del suelo paralaseveridad de sintomas en rizoma (fig. 49).

El factor mezcla del suelo es significativamente diferente para la severidad de sintomas
externos (fig.49), siendo mas bagjos los valores cuando el suelo esta sin mezclar y més altos
cuando esta mezclado a 25%, |o que corrobora la importancia de la estructura del suelo sobre
el desarrollo de las plantas citada por Dorel (1993).

Los sintomas aéreos acortamientos de entrenudos y amarilleo se ven méas acentuados en las
plantas sembradas en los suelos no diluidos indistintamente que estén esterilizados o no. La
variable sintomas en rizoma, por el contrario, se ve relacionada con €l efecto esterilizacion del
suelo - no esterilizacion significativamente, siendo la peor combinacion 1.4 (no esterilizacion,
100%), mientras que no lo esta con e efecto mezcla de suelo.

Malcolm (1991) describe como un fenébmeno generalizado que en las plantas sometidas a
compactacion producto de situaciones intermitentes de sequia y encharcamiento de un suelo
con elevado contenido en arcillas, se producen heridasy necrosis en las raices de las plantas.

A continuacion se presentan |os resultados de las diferentes variables fenol égicas estudiadas
bajo |os diferentes tratamientos y sus interacciones (tabla 46).

Tabla.46. Resultados del ANOVA para variables fenoldgicas de plataneras del cultivar ‘Gran Enana’
cultivadas en mezclas de suelos con diferentes cantidades de picon, de tres muestras del suelo de la
plantacion comercial “Carmelo Villa” situada en el norte de la isla de Tenerife, en condiciones de
mezclas de suelos esterilizadasy no esterilizadas.

ANOVA totd altura diametro nh pfaereo psaereo  pfraiz psraiz
esteril 0,692ns  0,365ns 0,024** 0,244ns 0,014**  0,002** *rx
repsuelo o *ork 0,060ns e 0,600ns 0,418ns 0,405ns
dI|UCIén * k% * %% * k% * %%k * k% * k% * %%
repsuelo*esteril *okk *okk 0,414ns rokk 0,057ns 0,419ns  0,439ns
esteril*dilucion *rk *hk 0,189ns *rx *hx 0,002**  0,048**
repsuelo*dilucién 0,066ns  0,283ns 0,193ns 0,014** 0,059ns 0,001**  0,048**

repsuelo*esteril*dilucion 0,10lns  0,065ns 0,340ns 0,009** 0,322ns 0,001** 0,008**

ANOVA ***: p 0.000; **: 0.000<p<0.050; ns. no significativo p>0.050. RepSuelo: repeticiones 1, 2, 3;
Tratamiento: suelo esterilizado y suelo no esterilizado. Dilucion= Mezcla de suelo: 25, 50, 75y 100 % déel
suelo.

Todas las variables estudiadas muestran diferencias significativas para e factor mezcla de

suelo. Existen diferencias significativas en las variables nUmero de hojas, peso seco aéreo y de
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raiz, asi como en el peso fresco aéreo para el factor suelo esterilizado / no esterilizado. Se
observa que en las variables fenoldgicas, que e suelo sea no esterilizado es peor que lo sea
esterilizado, exceptuando las variables de las raices (peso fresco y seco) que se ven afectadas
negativamente cuando el suelo esta esterilizado. Lainteraccion esterilizacion* mezcla de suelo
es significativa para las variables altura, didmetro, peso fresco y peso seco tanto aéreo como
deraiz.

A continuacion se desarrolla la separacion de medias para el factor mezcla de suelo (tabla 47).

Tabla.47. Valores medios de diferentes variables fenoldgicas de plataneras del cultivar ‘Gran Enana’ en
diferentes mezclas de suelos con picon, deun suelo del Norte de Tenerife

dilucion %  altura diametro nh pfaereo psaereo pfraiz psraiz
25 32,081 ¢ 30,783 c 10,167 b 113,166 bc 10,730 b 34,625b 3,975¢
50 31,675bc 31,136c 10,050b 119,145c 11,103 b 34,548 b 3,587 bc
75 28,894 b 28,308b 9,636ab 99,692b 10,324 b 29,472 b 3,092 ab
100 24,931a 25,059a 9,389a 67,426a 6,362a 20,491a 2,385a

ANOVA * %% * k% * k% * k% * k% * %% * %%

ANOVA ***: p 0.000; **: 0.000<p<0.050; ns: no significativo p>0.050. Mezcla de suelo: 25, 50, 75y 100
% del suelo. Las medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes, p =< 0,050
segun la prueba de rango multiple Tukey

Cuando los suelos ensayados se encuentran sin mezclar, todas las variables estudiadas se ven
reducidas significativamente (tabla 47). Las mezclas de suelos al 25 y 50 % del suelo, mejoran
los valores alcanzados por |as variables. Los suelos sin mezclar mostraban gran compactacion,
elevado contenido en arcillas y mal drenge. Estos resultados indican que la estructura del
suelo es un factor del suelo que afecta a las variables de crecimiento de las plantas y que
mejorando la estructura de un suelo que contiene inicialmente alto contenido en arcillas, puede
mejorarse e desarrollo de las plantas cultivadas en é (tabla 47), aunque se sabe que estas
mejoras son casi imposibles de introducir en condiciones de campo (M2 Carmen Cid,
comunicacion persona). El picon, resulta un elemento inerte que confiere mas porosidad y
permeabilidad a suelo, evitando o retardando la compactacion y por tanto sus consecuencias

estresantes parala planta.
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A continuacion se muestra el comportamiento de las variables estudiadas bajo los diferentes
tratamientos y sus interacciones, desarrollando la separacion de medias para la interaccion de
los factores mezcla de suelo* esterilizacion (tabla 48).

Tabla.48. Resultados del ANOVA para variables fenolégicas de plantas dél cultivar ‘Gran enana’ en
diferentes mezclas de suelos con picon, de un suelo del Norte de Tenerife, parala infeccion mezcla de
suelo por esterilizaciéon del suelo.

ANOVA atura diametro, nh pfaereo |psaereo pfraiz psraiz
esteril 0,601ns | 0556ns 0,039** 0240ns 0,016**  0,010** | 0,001**
dI|UC|én * k% * k% *k* * k% * k% * k% * k%

esteril* dilucion *k *** o 10184ns  *** *xk 0,014** | 0,072ns

En la siguiente tabla 49 se muestran los valores medios de las variables fenoldgicas en la

interaccion mezcla del suelo/ tratamiento de esterilizacion del suelo.

Tabla.49. Valores medios de diferentes variables fenolégicas de plantas del cultivar ‘Gran enana’ en
diferentes mezclas de suelos con picén, de un suelo del Norte de Tenerife, parala infeccion mezcla de
suelo por esterilizacién del suelo.

dilucion/esteril atura diametro. nh pfaereo psaereo pfraiz psraiz
11 31,519 bcd | 30,457 bc 110429b 111,999 ¢cd | 11,705c 1 36170d 4,326¢C
12 28,382bc 29,191 bc 9,941 ab 95168 bc 9,509 bc 32,755bed 3,477 be
13 29,182 bcd |27,614b 19,818a8b 96,998 bc 111,809 ¢ 32,895 bed | 3,705 bc
14 27,000ab |27,965b 9,650ab 78822ab 7,987b 24834b 2955b
21 32,643cd |31,110bc 9,905ab 114,332 cd |9,756 bc |1 33,080cd 3,623 bc
2.2 34,109d |32573c 10,130b 136,867d 12280c 35874d 3,667 bc
23 28,750bc |28,655b 9,545ab 101,039 bc 9,581 bc 27,761bc 2,785ab
24 2344a |21427a 9063a 53179a |433la 1500la 1673a

Las medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes, p =< 0,050 segin la prueba
de rango mdltiple Tukey. ANOVA ***: p 0.000; **: 0.000<p<0.050; ns. no significativo p>0.050. CAdigos
de Tratamiento se refieren a 1. esterilizacion; 2: no esterilizados seguidos de las M ezclas de suelos del
suelo: 1 (25%), 2 (50%), 3 (75%), 4 (100%).

Es significativa la interaccién entre el factor mezcla de suelo y € de esterilidad con p*** en
las variables altura, didmetro, peso fresco y seco aéreo y en peso fresco de las raices (tabla 48).
Los valores més bajos de todas las variables corresponden a las plantas cultivadas en € suelo
no esterilizado que se encuentran sin mezclar, 2.4, siendo significativamente diferente del
resto de tratamientos, excepto en la atura que se comporta como €l 1.4, suelo sin mezclar

esterilizado. Este fendmeno puede ser debido a que al factor mezcla del suelo, o sea su textura
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y estructura sea una caracteristica que influya sobre el desarrollo de la planta, més que la
microflora que pueda haber en dicho suelo (tabla 49).

4.3. Ensayo de encharcamiento del sustrato durante diferentes tiempos (2, 4, 6 y 24h)

en macetasde 5 litros de capacidad.

Como en todos | os ensayos anteriores, no se han producido |os sintomas tipicos de FMP

O0hg2h@m4hm@m6hm@24h Oohm2h@m4h@m6h @24 h

15,75

(o}
«
= 7,75 £
g ’ <
§ |9,38 = 6,5
I6,63 I6,5
KW: 7.433; p: 0.115 ns KW: 13.063; p:0.011**

Medias de la suma de rangos (MSR) de amarilleo foliar y sintomas en rizoma (de izquierda a derecha). KW:
Prueba no paramétrica mdltiple de Kruscal Wallis que lleva asociada una probabilidad donde ***: p 0.000
(diferencias altamente significativas); **: 0.000<p<0.050 (diferencias significativas); ns. no significativo p
>0.050 (las dos muestras comparadas son iguales).

Fig.50. Severidad de sintomas de amarilleo y necrosis en rizoma producidos en platanera del cultivar
‘Gran Enana’ cultivadas en sustrato tierra/picon bajo condiciones de diferentes tiempos de
encharcamiento (2, 4,6y 24 h),

Aungue € tratamiento que ha presentado los valores mas elevados de amarilleo es € de
encharcamiento durante 24 h, y los més bagjos, €l suelo no encharcado, no existen diferencias
significativas entre los diferentes tratamientos (fig.50).

Se detectaron diferencias significativas entre los tiempos de encharcamiento para pequefias
necrosis del rizoma. Sin embargo no se produjeron los sintomas tipicos, quizas para
conseguirlo, se necesiten tiempos superiores (encharcamiento permanente) o lainteraccién con
algln agente bidtico o abidtico distinto de los estudiados hasta e momento. No obstante,
Lahav et al. (1999) observé que el encharcamiento por s mismo no producia los sintomas de

‘Yellow Mat’, desorden con sintomas que pueden considerarse similares alos de FMP.
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Los efectos de los tiempos de encharcamiento sobre las variables fenol 6gicas se presentan en
latabla 50.

Tabla.50. Efecto de diferentes tiempos de encharcamiento (0, 2, 4, 6 y 24 h) sobre las variables
fenoldgicas de platanerascv ‘Gran Enana’.

encharbl horas altura diametro nh nraices areafoliar
0 56,25b 79,497b 16,00b 93,00b 7193,70 ab
2 56,256b 84,778b 16,25b  79,00ab 9898,80b
4 58,25b 82,113b 16,00b 84,00ab 9995,00 b
6 5525b 83,025b 16,00b 81,75ab 9732,25ab
24 4050a 67,270a 13,25a 58,75a 4933,25a
ANOVA
tratamiento *okk *okk *okk 0,031** 0,018**

Las medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes, p =< 0,050 segln |la prueba
de rango multiple de Tukey. ANOVA ***: p 0.000; **: 0.000<p<0.050; ns: no significativo p>0.050. Ensayo
realizado en macetas de 5| de capacidad. Tratamientos de encharcamiento durante O, 2, 4, 6y 24 h; ‘enchar5l
horas' = encharcamiento en macetas de 5 litros de capacidad durante diferentes tiempos en horas; nh= nlimero
de hojas; n raices= nimero de raices.

Para todas las variables estudiadas el valor més bajo se obtiene en las plantas sometidas a
encharcamiento de 24 h a dias alternos, siendo significativamente diferente del resto de
tratamientos (tabla 50). EI nimero de raices resulta ser una variable muy afectada por el
aumento del tiempo de encharcamiento, aunque se produce solapamiento entre |os efectos del
tiempo de encharcamiento, ya que por un lado no existen diferencias entre 24, 6,4y 2 h'y por
otro lado por otro tampoco existen entre 0,2,4,y 6 h. Existen diferencias significativas entre los
tiempos extremos de 0 y 24 h de encharcamiento (tabla 50).

En latabla 51 se presentan |os resultados para las variables fenol dgicas estudiadas.

Tabla.51l. Efecto de diferentes tiempos de encharcamiento (0, 2, 4, 6 y 24 h) sobre las variables de peso
fresco (pf) y peso seco (ps) en diferentes 6r ganos de plataner as del cultivar ‘Gran Enana’.

enchar5l horas Pf pseud Pspseudo Pf aereoT PsaereoT  Pfraiz Psraiz Pf aereoT/raiz PsaereoT/raiz

0 763,525b 34,538ab 1234907b 74,720b 317,242b 27,327b 3,944 ab 2,924 a
2 878,587 b 39,993 ab 1356,150b 83,642b 273,122b 18,690 ab 4,970 be 4,637 ab
4 990,390 b 46,053 b 1528,847b 90,370b 261,135ab 17,205 ab 5,890 c 5524 b
6 899,280 b 41,200 ab 1396,080b 83,862b 254,830ab 17,625 &b 5520 c 4,778 b
24 365,235a 26,222a 566,820a 46,0713a 181,755a 12,230a 3,123 a 3,896 ab
ANOVA
tratamiento ool 0,016** ol il 0,004**  0,034** il 0,005**
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Las medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes, p =< 0,050 segln |la prueba
de rango multiple Tukey. ANOVA ***: p 0.000; **: 0.000<p<0.050; ns. no significativo p>0.050. Ensayo
realizado en macetas de 5| de capacidad. Tratamientos de encharcamiento durante 0, 2, 4,6y 24 h

Existen diferencias significativas entre tiempos de encharcamiento para todas las variables
estudiadas (tabla 51). Para peso fresco del pseudotallo, peso fresco total y peso seco total, se
obtiene un comportamiento similar a observado para altura, didmetro y nimero de hojas, es
decir diferencias entre 24 h y cada uno de los tiempos 0,2,4 y 6 h, que a su vez no presentan
diferencias entre si. El peso fresco y el peso seco de laraiz tienen un comportamiento similar
a ndimero de raices, habiendo diferencias entre los valores extremos, pero también
solapamientos.

A continuacion se presentan los resultados de los andlisis de micro y macronutrientes en el
pseudotallo de las plantas utilizadas en el ensayo.

Tabla.52. Valores medios de micro y macronutrientes del pseudotallo de plataneras del cultivar ‘*Gran
Enana’’ sometidas a diferentestiempos de enchar camiento (0, 2, 4, 6y 24 h).

N(@®) P®%) K (%) Ca(%) Mg (%) Na(ppm) Fe(ppm) Zn (ppm) Mn (ppm)

enchar horas analisis del pseudotallo
0 2,375b 0,448c 9,067b 0,758c 0,468a 1884,8ab 143,0a 1260c 69,75a
2 2,388b 0,345b 9,555b 0,695bc 0,483a 21855ab 107,3a 103,0bc 635a
4 2,362b 0,328b 9,313b 0,572ab 0,345a 22483b 1413a 465a 708a
6 2,600b 0,305b 9,163b 0,515a 0,342a 22775b 1395a 655a 730a
24 1,725a 0,203a 4,573a 0428a 0,238a 1607,8a 1010a 430a 788a

ANOVA ForE rorx rorx ***0,052ns 0,022** 0,337ns 0,001** 0,454ns

Las medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes, p =< 0,050 segin la prueba
de rango multiple de Tukey. ANOVA ***: p 0.000; **: 0.000<p<0.050; ns: no significativo p>0.050. Ensayo
realizado en macetas de 5| de capacidad. Tratamientos de encharcamiento durante O, 2, 4, 6y 24 h.

Los andlisis realizados para evaluar e estado nutriciona de las plantas en cada uno de los
diferentes tratamientos muestran que en el caso del pseudotallo, todos los e ementos se ven
afectados negativamente por el encharcamiento de 24 h (tabla 52). En general el valor de cada
elemento se reduce cuando aumenta €l tiempo de encharcamiento excepto en e caso del Mn,
cuyos valores aumentan cuanto mas tiempo de encharcamiento se aplica sobre las plantas. El
valor més elevado de todos los elementos corresponde a los tratamientos control y 2h de
encharcamiento. Los elementos Mg, Fe y Mn no presentan diferencias significativas en

pseudotallo. Resultados similares fueron obtenidos por Dorel (1993).
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En latabla 53 se presentan |os resultados de los andlisis de micro y macronutrientes del nervio
foliar.

Tabla.53. Valores medios de micro y macronutrientes del nervio foliar de plantas de platanera del
cultivar ‘Gran Enana’ sometidas a diferentes tiempos de encharcamiento (0, 2, 4, 6y 24 h).

N(%) P(%) K(%) Ca(%) Mg (%) Na(ppm) Fe(ppm) Zn (ppm) Mn (ppm)

enchar horas analisisdel nervio foliar
0 1825b 0475¢c 9,995b 0,952a 0,340a 10450a 49,75a 18,00a 7650a
2 1,800b 0,410b 10,482b 0,860a 0,325a 1054,0a 58,00a 23,75a 71,50a
4 1,800 b 0,420 bc 10,752b 0,900a 0,360a 1306,3ab 64,50a 26,00a 87,5a
6 1,838b 0,390b 10,750b 0,870a 0,290a 1326,8ab 61,25a 21,50a 90,50a
24 1,238a 0,212a 6,772a 0,848a 0,315a 1506,3b 4950a 2450a 148,75a

ANOVA ok Forx ¥** 0,717ns 0,592ns 0,006** 0,229ns 0,212ns ok

Las medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes, p =< 0,050 segln |la prueba
de rango multiple de Tukey. ANOVA ***: p 0.000; **: 0.000<p<0.050; ns: no significativo p>0.050. Ensayo
realizado en macetas de 5| de capacidad. Tratamientos de encharcamiento durante 0, 2, 4, 6y 24 h.

En e caso del nervio foliar (tabla 53), los elementos N, P, y K mantienen la tendencia de
menor valor a mas tiempo de encharcamiento existiendo diferencias significativas entre los
tratamientos. No existen diferencias significativas para e Ca, Mg, Fe y Zn, aunque la
tendencia es la misma que para los anteriores. Resaltar que para el Nay Mn la tendencia se
invierte, a mayor tiempo de encharcamiento aumentan los valores de estos elementos en este
organo existiendo diferencias significativas entre tiempos de encharcamiento. Datos similares
en cultivo de plataneras adultas cultivadas en condiciones de campo fueron descritos por Dorel
(1993).

A continuacion se presentan los resultados de los andlisis foliares de la Ultima hoja emitida o

“cigarro puro” (tabla 54).
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Tabla.54. Valores medios de micro y macronutrientes de “cigarro puro” (Ultima hoja emitida sin
desarrollar) de las plataneras del cultivar ‘Gran Enana’ sometidas a diferentes tiempos de
encharcamiento (0, 2, 4,6y 24 h).

N@) P%) K (%) Ca(%) Mg (%) Na(ppm) Fe(ppm) Zn (ppm) Mn (ppm)

enchar horas analisisdel purofoliar
0 3450a 0,467b 6,74a 016a 034a 52575a 9850b 40,75c 66,50a
2 3317a 0,397ab 684a 0l14a 035a 59%4,67a 84,00b 34,33bc 5367a
4 3,367a 0,410b 6,68a 015a 0,28a 568,33a 86,00b 26,67ab 58,33a
6 3,633a 0,407b 694a 015a 034a 621,00a 94,00b 30,00bc 67,33a
24 2,017a 0277a 4,95a 014a 022a 542,00a 5333a 1467a 7967a

ANOVA  0,184ns 0,004** 0,083ns 0,947 ns 0,054ns 0,451ns 0,003** 0,001** 0,191ns

Las medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes, p =< 0,050 segln |la prueba
de rango multiple de Tukey. ANOVA ***: p 0.000; **: 0.000<p<0.050; ns: no significativo p>0.050. Ensayo
realizado en macetas de 5| de capacidad. Tratamientos de encharcamiento durante 0, 2, 4,6y 24 h.

En el andlisisdel “cigarro puro” (tabla54), se mantiene la tendencia de que a mayor tiempo de
encharcamiento, menor es e contenido en N, P, K y Fe pero solo existen diferencias
significativas para e P, Fey Zn. No existen diferencias significativas parael Ca, Mgy Na. El
Mn continua con la tendencia de que a méas tiempo de encharcamiento, mayor contenido, pero
en este caso no existen diferencias significativas entre tratamientos.

En la tabla siguiente se presentan los resultados para el andlisis en macro y micronutrientes en
el peciolo foliar (tabla55).

Tabla.55. Valores medios de micro y macronutrientes del peciolo foliar de plantas de platanera del
cultivar ‘Gran Enana’ sometidas a diferentes tiempos de encharcamiento (0, 2, 4, 6y 24 h).

enchar horas N (%) P(%)  K(%) Ca(%) Mg (% ) Na(ppm) Fe(ppm) Zn (ppm) Mn (ppm) K/Ca+Mg

0 1825b 0357c |10313b 0,830b  0405a |1658,75a 44,75a 1500a | 7575b | 8748a

2 1813b  0,257b | 10505b 0,645ab 0287a |177225a 54,00a 1425a | 71,75ab 11,325a

4 1,950b 0262b | 10533b 0643ab 0270a |145450a 54,75a 1525a | 8650a 115%a

6 1,888b 0,260b |10543b 0,753ab  0,255a |2371,25a 57,75a 1350a | 9325a 10584a

24 1338a 0147a 5828a | 0600a| 0165a 166425a 4825a 1450a | 130,00a | 8077a
ANOVA

tratamiento | *** ool *Ex 00244 0,215ns | 0,345ns | 0,497ns | 0,744ns ol 0,074ns

Las medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes, p =< 0,050 segun la prueba
de rango multiple de Tukey. ANOVA ***: p 0.000; **: 0.000<p<0.050; ns: no significativo p>0.050. Ensayo
realizado en macetas de 5| de capacidad. Tratamientos de encharcamiento durante 0, 2, 4, 6y 24 h.

En el peciolo (tabla 55), existen diferencias significativas entre tratamientos paraN, P, Ky Ca.

A mayor tiempo de encharcamiento, menor es el contenido de los nutrientes excepto para el
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Mn, existiendo diferencias significativas entre el tratamiento de 24 h, donde acanza el valor
mas ato, y €l resto de los tratamientos. La relacion K/Ca+tMg no es significativamente
diferente entre tratamientos. Los valores para el Ca son relativamente bgjos en esta hoja
“puro” respecto alos valores a canzados en |os otros organos analizados, posiblemente debido
aque esta hoja es una hoja en crecimiento activo aln no desarrollada.

En latabla 56 se presentan los resultados para el limbo foliar.

Tabla.56. Valores medios de micro y macronutrientes de limbo foliar de plantas de platanera del
cultivar ‘Gran Enana’ sometidas a diferentes tiempos de enchar camiento (0, 2, 4, 6y 24 h).

N@) P%) K (%) Ca(%) Mg (%) Na(ppm) Fe(ppm) Zn (ppm) Mn (ppm)

enchar horas analisisdel limbo foliar
0 3,662a 0,378c¢c 4,912b 0,982ab 0,520ab 614,75a 132,75a 2500a 127,75a
2 3,725a 0,340b 4,935b 1,072ab 0555b 614,50a 116,00a 27,25a 164,25ab
4 3,750a 0,328 bc 4,887b 1,160b 0,595b 664,25a 12825a 2550a 237,75c
6 3,800a 0,350 bc 4,662b 1,102ab 0,583b 1769,25b 138,50a 28,75a 210,50 bc
24 3,487a 0,215a 3,823a 0,840a 0,392a 1736,00b 110,50a 29,75a 165,50 ab

ANOVA 0,084ns ***  0,001** 0,038** 0,003** il 0,133ns 0,259ns rorx

Las medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes, p =< 0,050 segun la prueba
de rango multiple de Tukey. ANOVA ***: p 0.000; **: 0.000<p<0.050; ns: no significativo p>0.050. Ensayo
realizado en macetas de 5 litros de capacidad. Tratamientos de encharcamiento durante 0, 2, 4, 6y 24 h.

Por ultimo en €l limbo foliar (tabla 56) la tendencia es que a mayor tiempo de encharcamiento,
menores son los valores de los nutrientes. Esta relacion se mantiene parael N, P, K, Ca, Mgy
Fe pero sdlo es significativamente diferente para el P, K, Cay e Mg. El Nay €& Zn se
comportan a revés en este 6rgano, a mayor tiempo de encharcamiento, mayores son los
valores alcanzados de estos elementos, pero solo es significativamente diferente para el Na. El
Mn también mantiene esta tendencia pero solo para los tiempos 2, 4 y 6 horas, ya que en €
tratamiento de 24h disminuye significativamente.

Respecto a los valores de referencia para andlisis foliares del limbo, en todos |os tratamientos
se observé un exceso de N (3.4-3.8%). La tendencia de este elemento es aumentar cuanto
mayor es €l tiempo de encharcamiento, aungque en e tratamiento de 24 h, disminuye sin ser
significativamente diferente al resto de tratamientos. En el caso del P los tratamientos 0, 2, 4y
6 h de encharcamiento manifiestan un exceso (0,32-0,37 %). En este caso € encharcamiento
durante 24 h hareducido el P hasta valores adecuados (0.22%). Con el K, ocurre |o mismo que
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con el P. En el caso del Ca, Na, Fe, Zny Mn todos |os tratamientos se encuentran en un rango
adecuado del mismo modo que e Mg, aungue este elemento puede decirse que se encuentra
ligeramente por encima del rango medio en los tratamientos de O, 2, 4 y 6 horas de
encharcamiento.

En resumen, para el pseudotallo, nervio foliar y peciolo foliar existen diferencias significativas
entre tratamientos para N, P, y K. Estos resultados podrian explicarse teniendo en cuenta €l
abono soluble empleado, ya que contenia valores elevados de N:P:K para plantas jovenes.
Pese a que en en el abono, no se incorpord una correccion para calcio ni para microelementos,
no se han obtenido niveles bajos ni sintomas de deficiencias en ningln caso.

Para el Ca, un macronutriente muy sensible a encharcamiento, se han encontrado diferencias
en pseudotallo, peciolo foliar y limbo foliar.

En e caso del Na, otro elemento sensible a encharcamiento, se observan diferencias
significativas para el pseudotallo, nervio foliar y limbo foliar. El Fe solo presenta diferencias
significativas en el “cigarro puro”. El Zinc, presenta diferencias significativas en el
pseudotallo y el “cigarro puro”. El Mn presenta diferencias significativas parael limbo foliar y
el peciolo.

Las variables relacionadas con laraiz son las mas afectadas por € encharcamiento aunque 24
hesigua a6ad4ya2y porotra parte 0 h esigua a2, 4y 6 h. A mayor tiempo de
encharcamiento menores son todas las variables fenologicas estudiadas. Los tiempos
establecidos de encharcamiento intermedios (2, 4 y 6 h) no son rangos adecuados para ver €
efecto del encharcamiento en la platanera, pues no existen diferencias significativas entre
ellos. No obstante, en la mayoria de los 6rganos estudiados los andlisis foliares muestran que
al menos para NPK, existen diferencias significativas, con los valores mas bajos para 24 h, en
el que parece que comienzan a darse bloqueos nutricionales que se reflgjan con valores
menores, aunque no llegan a ser extremos para que se manifiesten en forma de deficiencia.
Este efecto es significativo para el P, independientemente del érgano que se analice.

Aunque las variables fenoldgicas de la platanera son sensibles a tiempos de encharcamiento
superiores a 24 h, este tiempo no es letal, presumiblemente por |a capacidad de adaptacion de
la platanera, utilizando estrategias de adaptaciéon como incrementando € volumen de

aerenquimalo gque permite que las raices reciban O, desde las hojas (Aguilar et al., 1999).
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De este ensayo se desprende que se deben fijar tiempos de encharcamiento mayores de 1 dia, y
ver cua es e limite soportable por la planta, y s este limite conduce a manifestaciones de
sintomas asociados al FMP por si solo. Se puede concluir que en sustrato de picon (inerte y
esterilizado), con diferentes tiempos de encharcamiento (0-24h), y con un abono sin

correcciones para Ca ni micronutrientes no se reproducen |os sintomas asociados al FMP.

4.4. Ensayo de encharcamiento permanente e intermitente del sustrato turba:picédn

(70:30) en contenedores de 50 litr os de capacidad.

Como en todos los ensayos descritos hasta e momento, no se obtuvieron los sintomas tipicos,
aunque se observaron algunas decoloraciones en rizoma mas parecidas a esos sintomas. El

andlisis de la severidad de |os sintomas en rizoma se representa en lafig 51.

[ sintomas en rizoma Fig.51. Severidad de sintomas en
rizoma de plantas de
platanera del cultivar ‘Gran

D I°> Enana’ cultivadas en sustrato
turba/picén  (70:30) bajo

C | 55 condiciones de diferentes
tiempos de enchar camiento.

B | §13,5

A I5:5

KW: 11; p: 0.012**

(A: 1/2 maceta encharcada total (17.5 cm); B: encharcamiento total (34 cm); C: control; D: encharcamiento
5 diag/ 2 dias aireacion ). Medias de la suma de rangos (MSR) de los sintomas en rizoma. KW: Prueba no
paramétrica multiple de Kruscal Wallis que lleva asociada una probabilidad donde ***: p 0.000 (diferencias
altamente significativas); **: 0.000<p<0.050 (diferencias significativas); ns: no significativo p >0.050 (las
dos muestras comparadas son iguales).

Existen diferencias significativas entre tratamientos, los valores més altos corresponden al
tratamiento B, gque es & que ha presentado unas decoloraciones en rizoma més similares a las
clasicas de FMP, sin ser iguales (fig. 51), existiendo diferencias significativas con €l resto de
tratamientos. Los tratamientos A y e C son los que han presentado ausencia 0 menor
severidad de sintomas en rizoma, mientras que el tratamiento B seguido del D han presentado

mayor intensidad de sintomas segun la escala INIBAP.
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En la tabla 57 se presentan los resultados del ANOVA para las variables fenolégicas
estudiadas.
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Tabla.57. Resultados del ANOVA vy valores medios de diferentes variables fenol6gicas de platanera del
cultivar ‘Gran Enana’ para € factor tratamiento de encharcamiento (A, B, Cy D)*

enchar50l dif altura dif diametro

dif nh areafdliar

A 89,75b 172,195 b 10,00 ab 8246,8 b
B 40,25 a 98,186 a 6,00 a 3980,0 a
C 84,75 ab 162,772 b 11,75b  7267,1b
D 62,25 ab 111,877 a 6,75a 47274a
ANOVA
tratamiento  0,042** *ok 0,011** *ok
fila 0,939ns 0,413ns 0,614ns  0,036**
columna  0,418ns 0,196ns 0,064ns  0,068ns

Las medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes, p =< 0,050 segln |la prueba
de rango multiple de Tukey. ANOVA ***: p 0.000; **: 0.000<p<0.050; ns: no significativo p>0.050. Ensayo
disefiado en cuadrado latino realizado en macetas de 50 | de capacidad. * Tratamientos A: encharcamiento
intermitente (5 dias/ 2 dias aireacién) hasta la mitad de la maceta (17,5 cm); B: encharcamiento permanente
total (34 cm); C: control; D: encharcamiento total (34 cm) 5 dias/ 2 dias aireacion.

Para el diametro y para el dreafoliar los tratamientos son iguales dos ados : A=Cy B=D Para

la alturay el nimero de hojas, existen solapamientos entre tratamientos Para ninguna de las

variables existen diferencias significativas entre filas y columnas salvo para &rea foliar dentro

defilas (tabla 57)

En latabla 58 se presentan |os resultados para las variables pesos frescos de pseudotallo, hoja

rizomay raiz de las plantas sometidas alos distintos tratamientos de encharcamiento.

Tabla.58. Efecto de diferentes tratamientos de encharcamiento (A, B, C y D) sobre las variables de peso
fresco (pf) y peso seco (ps) en diferentes or ganos de platanera del cultivar ‘Gran Enana’

enchar501 Pf pseud Pf hgja

Pfrizoma Pfraiz

Psraiz

A 8675b 3500 b 3399,75b 1613,49b 145,015 b
B 2422 a 1079 a 132599 a 62593a 59,608 a
C 8175b 2850 b 2315,65ab 1127,22ab 116,593 ab
D 3450 a 1650 a 1228,25a 725,05a 68,260 ab
ANOVA
tra[arnlmto * k% *k*%k * k% *k* 0,010**
fila 0,132ns 0,065ns 0,022**  0,626ns 0,342ns
columna  0,198ns 0,158ns 0,149ns  0,051ns 0,037**

Las medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes, p =< 0,050 segln |la prueba
de rango multiple de Tukey. ANOVA ***: p 0.000; **: 0.000<p<0.050; ns: no significativo p>0.050. Ensayo
diseflado en cuadrado latino realizado en macetas de 50 | de capacidad. * Tratamientos A: encharcamiento
intermitente (5 dias/ 2 dias aireacidn) hasta la mitad de la maceta (17,5 cm); B: encharcamiento permanente
total (34 cm); C: control; D: encharcamiento total (34 cm) 5 dias/ 2 dias aireacion.
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Para todas las variables fenolégicas estudiadas se obtuvieron diferencias significativas entre
tratamientos y no existen diferencias significativas para filas ni para columnas, salvo para el
peso seco de raiz dentro de columnas (tabla 57). Para peso fresco del pseudotallo y peso fresco
de hoja los tratamientos son iguales dos a dos : A=C y B=D. En € resto de las variables, los
valores més altos se obtienen en A y los mas bajos en B.

En las variables de peso fresco y aéreo de los diferentes 6rganos (tabla 58) se mantiene la
tendencia de los tratamientos anteriormente descritas para las variables fenoldgicas de atura,
nimero de hojas y nimero de raices sanas y total (tabla 58). El peor tratamiento (B) continua
siendo significativamente diferente al mejor (A). El tratamiento C se comportacomo el A y €
tratamiento D como B sin existir diferencias significativas, excepto en la variable peso fresco
(pf) de rizoma, en & que e control (C) se comporta como uno de los peores siendo
significativamente diferente del tratamiento A, y en las variables peso seco (ps) de rizomay
peso seco (ps) de raiz no existen diferencias entre tratamientos.

A continuacién se presentan |os resultados para las variables referentes ala raiz de las plantas
sometidas a los diferentes tratamientos de encharcamiento (tabla 59).

Tabla59. Efecto de diferentes tratamientos de encharcamiento (A, B, C y D) sobre variables
relacionadas con raices de platanera del cultivar ‘Gran Enana’.

enchar50l nraicesT nraicessanas n puntaslesionadas nramif. sanas n ramif lesionadas Long max raiz

A 303,00 b 207,25b 94,00 4,333 19,333 87,175b

B 168,00 a 43,25 a 124,75 3,000 27,000 26,875 a

C 253,75 ab 205,75b 48,00 7,333 4,333 76,625 b

D 196,25 ab 104,25 a 92,00 4,667 20,667 39,175 a
ANOVA

tratamiento  0,013** el 0,084ns 0,743ns 0,086ns 0,001**

fila 0,759ns 0,933ns 0,689ns 0,681ns 0,089ns 0,858ns

columna  0,596ns 0,971ns 0,505ns 0,120ns 0,478ns 0,994ns

Las medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes, p =< 0,050 segln la prueba
de rango multiple de Tukey. ANOVA ***: p 0.000; **: 0.000<p<0.050; ns: no significativo p>0.050. Ensayo
disefiado en cuadrado latino realizado en macetas de 50 | de capacidad. * Tratamientos A: encharcamiento
intermitente (5 dias/ 2 dias aireacién) hasta la mitad de la maceta (17,5 cm); B: encharcamiento permanente
total (34 cm); C: control; D: encharcamiento total (34 cm) 5 dias/ 2 dias aireacion.

Existen diferencias significativas entre tratamientos para las variables nUmero de raices sanas,

nimero de raices totales y longitud media maxima de las 5 raices més largas de cada planta
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(tabla 59). Como en otras variable estudiadas, |os valores més altos corresponde al tratamiento
Ay los més bgjos al tratamiento B.

A continuacion, en tabla 60 se presentan los resultados de los andlisis foliares para e limbo
foliar.

Tabla.60. Analisis de macro y micronutrientes en e limbo foliar de plantas de platanera del cultivar
‘Gran Enana’ sometidas a diferentes tratamientos de encharcamiento (A, B, C y D) cultivadas en
macetas de 50 | de capacidad en sustrato tur ba: picén (70:30).

analisisdel limbo foliar
enchar 50 N (%) P(%) K (%) Ca(%) Mg (%) Na(ppm) Fe(ppm) Zn (ppm) Mn (ppm) K/Cat+tMg

A 345a 028a 406a 0/74a 052b 51850a 9425a 16,75a 328,75a 327a

B 211b 022a 452&b 068a 044a 577,75a 10550a 19,75a 351,75a 4,17a

C 32la 030a 479b 0,70a 050ab 98625a 10650ab 17,50a 374,00a 4,05a

D 329a 03la 472a 064a 043a 63925a 131,25b 1950a 448,75a 457a
ANOVA

tratamiento 0,006** 0,059ns 0,006** 0,885ns 0,021** 0,277ns 0,007** 0,725ns  0,492ns  0,113ns

Las medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes, p =< 0,050 segun la prueba
de rango multiple de Tukey. ANOVA ***: p 0.000; **: 0.000<p<0.050; ns: no significativo p>0.050. Ensayo
disefiado en cuadrado latino realizado en macetas de 50 | de capacidad. * Tratamientos A: encharcamiento
intermitente (5 dias/ 2 dias aireacién) hasta la mitad de la maceta (17,5 cm); B: encharcamiento permanente
total (34 cm); C: control; D: encharcamiento total (34 cm) 5 dias/ 2 dias aireacion.

Los valores més atos se han obtenido en los tratamientos A y C, exceptuando €l
microelemento Fe, cuyo comportamiento es inverso, ya que a mayor tiempo de
encharcamiento, mayor es el valor acanzado en € limbo foliar. Existen diferencias
significativas entre tratamientos para la composicion en N, K, Mg y Fe (tabla 60).
Contrariamente a lo ocurrido en e ensayo anterior en macetas de 5 litros de capacidad, no se
han obtenido diferencias para Ca ni para Na. Respecto a los valores de referencia en limbo, el
nitrogeno se encuentra en los valores adecuados sélo en el peor tratamiento (B) ya que este
provocd una reduccién en contenido de N respecto al resto de tratamientos que presentaron
exceso de N de forma significativamente diferente. La tendencia de que a mas tiempo de
encharcamiento sin aireacion, menor es el valor alcanzado de los nutrientes en limbo foliar, se
ha mantenido también en el resto de elementos analizados. Para los elementos P, Ca Na, Zn,
Mny larelacion K/Ca+Mg no existen diferencias significativas entre tratamientos.

En lasiguiente tabla 61, se muestran |os resultados para los andlisis de nutrientes en peciolo.
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Tabla.61l. Analisis de macro y micronutrientes en el peciolo foliar de plantas de platanera del cultivar
‘Gran Enana’ sometidas a diferentes tratamientos de encharcamiento (A, B, C y D) cultivadas en
macetas de 50 litros de capacidad en sustrato turba:picén (70:30).

analisis del peciolo foliar
enchar 50l N (%) P (%) K (%) Ca(%) Mg (%) Na(ppm) Fe(ppm) Zn (ppm) Mn (ppm) K/Ca+Mg

A 0,83a 038a 689a 06la 035a 3450a 305a 145a 1745a 724 a

B 053a 0,15a 982a 057a 023a 4389,0a 700b 140a 1480a 1143a

C 140a 039a 845a 063a 039b 8920a 345a 155a 2225a 82la

D 1,00a 0,37a 806a 050a 025a&a 8435a 355a 170a 2240 a 10,77 a
ANOVA

tratamiento 0,394ns 0,311ns 0,874ns 0,804ns 0,036** 0,511ns 0,003** 0,545ns 0,424ns  0,430ns

Las medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes, p =< 0,050 segun la prueba
de rango multiple de Tukey. ANOVA ***: p 0.000; **: 0.000<p<0.050; ns: no significativo p>0.050. Ensayo
disefiado en cuadrado latino realizado en macetas de 50 | de capacidad. * Tratamientos A: encharcamiento
intermitente (5 dias/ 2 dias aireacidn) hasta la mitad de la maceta (17,5 cm); B: encharcamiento permanente
total (34 cm); C: control; D: encharcamiento total (34 cm) 5 dias/ 2 dias aireacion.

SoOlo existen diferencias significativas entre tratamientos para los elementos Mg y Fe. En
general, la tendencia del Mg se mantiene como € resto de nutrientes, a peores condiciones,
menor es el valor alcanzado. EI Fe mantiene la tendencia inversa a resto de elementos, a
peores condiciones mayor es su valor alcanzado en €l peciolo (tabla 61).

El P, se encuentra en valores adecuados en €l tratamiento B, pero en exceso en los
tratamientos A, C y D. El K se encuentra en exceso en todos los tratamientos, debido
posiblemente a abonado realizado rico en este elemento y a su acumulacién en los
tratamientos sin drengje. El Ca se encuentra en los niveles adecuados en el tratamiento A, y en
bajos niveles en e resto de tratamientos, posiblemente debido a que el abonado realizado no lo
contenia. EI Mg, Na, Fe, Zn y Mn se encuentran en los valores adecuados en todos los

tratamientos. Larelacion K/Cat+tMg no es significativamente diferente entre tratamientos.

172



Resultados y Discusion

45. Ensayo de smulaciéon en condiciones controladas de compactacion del suelo y

enchar camiento inter mitente.

Los sintomas tipicos de FMP que incluyen decoloracion vascular en rizoma, solo se
obtuvieron en una de las plantas que también presentd sintomas de colapso y muerte. Como en
anteriores ensayos, en €l resto de las plantas s6lo se observaron algunos puntos necroticos en
la zona de insercion de las raices y leves oscurecimientos vasculares en zonas proximas a esas

Necrosis.

Tabla.62. Sintomas en rizoma de plantas de platanera de cultivar ‘Gran Enana’ cultivadas en suelo
esterilizado y no esterilizado, sometido a enchar camiento y compactacion.

Sintoma en rizoma
tratamientos  muestras Suma de rangos media suma de rangos

encharcadas 28 795,5 284
no encharcadas 28 800,5 28,6
Mann-Whitney U 389,5 p 0,938 ns
compactadas 28 798 28,5
no compactadas 28 798 28,5
Mann-Whitney U 392 p 1,000 ns
tierra esteril 28 714 255
tierra no esteril 28 882 31,5
Mann-Whitney U 308 p 0,010 **

U: Prueba no paramétrica simple de Mann-Whitney U que lleva asociada una probabilidad donde ***: p
0.000 (diferencias atamente significativas); **: 0.000<p<0.050 (diferencias significativas); ns. no
significativo p >0.050 (las dos muestras comparadas son iguales). Medias de la suma de rangos (MSR) de los
sintomas en rizoma. Encharcamiento intermitente (Ciclo 1 semana): Riego (600 cc/dia) con llave cerrada
[ (4d) Capafredticaatay Con llave abierta 0 (3d) sin riego. Se utilizaron macetas de 1.7 | de capacidad, en
las que siguiendo la metodologia habitual se consiguieron 2 valores de densidad aparente para simular la
compactacion:: 1500 g de suelo/ 1700 ml: p =0.88 g/ml ; 1800 g de suelo/ 1700 ml: p= 1.06 g/ml

Como puede observarse (tabla 62), solo se obtuvieron diferencias significativas para €l factor
suelo esterilizado/ suelo no esterilizado, siendo mayor €l niUmero de plantas con sintomas en €l
tratamiento de suelo no esterilizado. Este hecho sugiere la existencia de una microflora
presente en € suelo no esterilizado, que procedia de una plantacion del norte de Tenerife
afectada de FMP. Los sintomas no tipicos, podrian corresponder a zonas de insercion de raices
muertas, que pueden ser colonizados por algunas especies de Fusarium, como las cominmente
encontradas en nuestros aislamientos. La Unica planta que presentd sintomas practicamente

idénticos a los observados en campo estaba en suelo no esterilizado y compactado ( 0.88
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g/lcm3). Malcolm y Lewis (1991) describen heridas en las raicillas y necrosis en las raices de
las plantas sometidas a compactacion producto de situaciones intermitentes de sequia y
encharcamiento de un suelo con elevado contenido en arcillas. La compactacion afecta
negativamente a varias variables fenoldgicas y ha sido postulada como uno de los factores
abidticos implicados en el FMP y en ‘Yellow Mat’ (Deacon et al., 1985); (Reinking, 1926)
citado por Lahav et al. (1999). En cuanto a factor encharcamiento, nuestros resultados
coinciden con lo citado por Lahav et al. (1999), quien comentd que e encharcamiento por s
mismo no producialos sintomas del “Yellow Mat”, desorden aparentemente similar aal FMP

Tabla.63. Resultados del ANOVA y valores medios de las variables fenol 6gicas de plantas de platanera
dd cultivar ‘Gran Enana’ cultivadas en suelos esterilizados y no esterilizados bajo condiciones de
enchar camiento intermitente y compactacion.

Tratamientos dif i-f alturef i-f diamet nh nraices
Esterilizado 44,304b 45,638a 19,357a 60,286b
No esterilazo 38,625a 42972a 18,839a 51,292a
ANOVA. Esteril.1 0,006** 0,064ns 0,153ns 0,023**
Encharcado 39,071a 45573a 19,375a 67,250b
No enchar cado 43857b 43037a 18,82la 44,327a
ANOVA. Encharcamiento.2 0,019** 0,078ns  0,127ns *ok
Compactacion 1500 g 42500a 46,481b 19554b 59,435a
Compactacion 1800 g 40429a 42,129a 18,643a 52,143a

ANOVA. Compactacion.3 0,300ns  0,003**  0,014** 0,063ns
ANOVA. Interacciones

1*2 0,578ns  0,004**  0,036** 0,618ns
1*3 0,928ns 0,629ns 0,518ns 0,657ns
2*3 0,858ns  0,944ns 0,727ns 0,471ns
1*2* 3* 0,401ns 0,293ns 0,881ns 0,137ns

Las medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes, p =< 0,050 segin la prueba
de rango multiple de Tukey. ANOVA ***: p 0.000; **: 0.000<p<0.050; ns: no significativo p>0.050. Ensayo
disefiado en cuadrado latino realizado en macetas de 50 | de capacidadEncharcamiento intermitente (Ciclo 1
semana): Riego (600 cc/dia) con llave cerrada [ (4d) Capa fredticaaltay Con llave abierta 0 (3d) sin riego.
Se utilizaron macetas de 1.7 | de capacidad, en las que siguiendo |a metodologia habitual se consiguieron 2
vaores de densidad aparente para simular la compactacion:: 1500 g de suelo/ 1700 ml: p =0.88 g/ml ; 1800 g
de suelo/ 1700 ml: p= 1.06 g/ml

Para €l factor suelo esterilizado / suelo no esterilizado, existen diferencias significativas para
atura (p < 0.006) y para nUmero de raices (tabla 63). Las plantas que se encontraban en
condiciones de suelo esterilizado alcanzaban mayor altura'y mayor nimero de raices que las
plantas que se encontraban sembradas en suelos no esterilizados, existiendo diferencias

significativas. Aungue e “vacio biolégico” ha sido citado como negativo, también podria
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ocurrir que la microflora de este suelo sea en conjunto més perjudicia que beneficiosa, lo que
explicarialos resultados obtenidos (Troelstra et al., 2001).

La misma tendencia del factor suelo esterilizado / no esterilizado se observa para €
tratamiento compactacion (tabla 63), cuanto més compactado esta e suelo, menores son 10s
valores alcanzados por todas las variables, siendo significativamente diferentes para las
variables diametro (p<0.003) y nimero de hojas emitidas. Reducciones en estas variables
también fueron observadas en platanera por Dorel (1990; 1993). EI nimero de raices no
presento diferencias significativas, pero los valores més atos corresponden a la compactacion
mas baja.

En el caso del factor encharcamiento del suelo, se observan diferencias significativas paralas
variables alturay nimero de raices. Se observa una disminucion en la atura de | as plantas que
se encontraban en suelo encharcado respecto a las que se encontraban en suelo no encharcado
(p<0.005). Sin embargo € numero de raices aumenta en el suelo encharcado (p<0.005). El
mayor numero de raices en € suelo encharcado podria explicarse por una mayor emision para
compensar las necrosadas y porque en € suelo no encharcado la compactacion fue
posiblemente mayor. Disminuciones en altura'y en otras variables fenolgicas asociadas a la
compactacion han sido citadas para platanera por Dorel (1993). EI nimero de hojas y el
diametro no presentaron diferencias significativas en las sucesivas observaciones, excepto en
laultimadel didmetro.

El nimero de raices no fue significativamente diferente para ninguna de las interacciones
(tabla 63). En la combinacion suelo no encharcado* suelo no esterilizado * compactacion
1500, una de las plantas presentd colapso de la hoja central y muerte, expresando en grado
maximo los sintomas caracteristicos de FMP en pseudotallo y rizoma. De esta planta se
aislaron predominantemente especies de Fusarium (fig 55, 56).

Las variables diametro y nimero de hojas presentaron diferencias significativas para la
interaccion encharcamiento/ no encharcamiento * suelo esterilizado / suelo no
esterilizado, p< 0.004. que se desarrollan en la siguiente tabla 64 y fig.52. Los resultados
muestran que la combinacion de suelo no esterilizado * suelo no encharcado fue la peor.

En latabla 64, se presentan los valores de la interaccion encharcamiento por esterilizacion del

suelo.
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Tabla.64. Valoresmediosde diametro del pseudotallo y emision de n° de hojas en platanera del cultivar
‘Gran Enana’ bajo el efecto de la interaccién del tratamiento encharcamiento con esterilizaciéon del
sustrato tierra:picon (70:30).

Interaccion 1*2 diametro nh
Esteril*Encharcado 44769 ab 19,250 ab
Esteril*No Encharcado 46,506 b 19,464 ab
No esteril*Encharcado 46,376 b 19,500 b
No esteril*No Encharcado 39,568a 18,179 a

ANOVA 0,004** 0,036**

Las medias que comparten la misma letra no son significativamente diferentes, p =< 0,050 segin la prueba
de rango multiple de Tukey. ANOVA ***: p 0.000; **: 0.000<p<0.050; ns: no significativo p>0.050.
Encharcamiento intermitente (Ciclo 1 semana): Riego (600 cc/dia) con llave cerrada O (4d) Capa fredtica
atay Con llave abierta 0 (3d) sin riego. Se utilizaron macetas de 1.7 | de capacidad, en las que siguiendo la
metodol ogia habitual se consiguieron 2 valores de densidad aparente para simular la compactacion:: 1500 g
de suelo/ 1700 ml: p =0.88 g/ml ; 1800 g de suelo/ 1700 ml: p= 1.06 g/ml

Para e diametro, en suelo encharcado los valores son iguales en suelo esterilizado que en no
esterilizado, mientras que en suelo no encharcado, los valores en no esterilizados son
inferiores (tabla 64). Este resultado podria explicarse por |a posible hipoxia producida en suelo
encharcado, que inhibiria el desarrollo microorganismos potencia mente perjudiciales.

Inter Est/Nest*ench/Nench
Diamynh

— diam e diamn = hen — hnoen

60

50

40

30

20

esteril no esteril

Fig.52. Interaccién delosfactoressuelo esterilizado/ No esterilizado * suelo encharcado / no enchar cado.

En lafig. 52 se observa graficamente las interacciones. Como puede apreciarse, tanto para el
diametro como para e nimero de hojas no existen diferencias significativas entre plantas

encharcadas y no encharcadas cuando €l suelo esta esterilizado y si existen diferencias
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significativas cuando €l suelo no esta esterilizado (fig. 52). Los valores més bagjos para las
variables diametro y nimero de hojas, que presentan una interaccion significativa entre los
tratamientos esterilizacion y encharcamiento del suelo (1*2), se obtienen para la interaccion
suelo no esterilizado por suelo no encharcado(tabla 64).

A continuacién se muestra la evolucion del pH y conductividad eléctrica de la solucion de
encharcamiento (fig. 53).

---A--- Cond (mS) enchar —e— pH enchar
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Fig.53. Evolucion del pH y dela conductividad del agua de drenaje en un ciclo de 3 d de encharcamiento/
4 dias de drenaje/3 dias de enchar camiento.

Como puede observarse en lafigura 50, el pH del agua de riego alos 3 dias de encharcamiento
tiende a disminuir y la conductividad eléctrica a aumentar. Estas variaciones se han descrito
bajo situaciones de estrés por Alvarez et al. (1995), Grimaldi (1986), Drew et al. (1979),
Eckstein y Robinson (1996) y Ke (1979).

En las condiciones ensayadas solo se ha conseguido reproducir sintomas en el tratamiento
suelo compactado* suelo no encharcado* suelo no esterilizado (fig. 55, y 56). Estos resultados
sugieren que la microflora presente en e suelo, perteneciente a género Fusarium en su
mayoria, o la combinacion de ésta con otro rango o tipo de factores abidticos, pueda tener un
papel en la expresion de sintomas del FMP bgjo ciertas condiciones de estrés, aunque no se
puede descartar un origen fisiologico o nutriciona inducido por dichas situaciones. Los
valores foliares indican que no existe ninguna deficiencia asociada a la expresion de los
sintomas observados aungue valores elevados de K y bajos de Calcio y en otros casos valores
bajos de N han sido encontrados en algunos Organos analizados. En cebada bajo

encharcamiento, Drew et a. (1979) encontraron niveles bajos de nitrogeno. Valores bajos de

177



Resultados y Discusion

calcio han sido asociados a salinidad en tomate por diferentes autores Adams et al., (1989) y
por Halperin et al., (1997). Chillet et al., (2000) encontraron una asociacion entre elevados
valores foliares de Mn y bgjos de Ca con la susceptibilidad de la platanera a Colletotrichum

musae.
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Figura 54 . Bandgas utilizadas en e Figura 55. Punteado discontinuo en

tratamiento de encharcamiento intermitente. el pseudotallo caracteristico del FMP

Figura 56 . Sintoma caracteristico del FMP en rizoma

Oscurecimientos en €l anillo vascular y en lamédula.
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4.6. Ensayo“Compactacion del sueloy dosisde Riego”

La plantacion se realizo en la primera semana de marzo de 2002. Los datos climéticos de la
zona (1999-2002) donde se encuentra situada la plantacion se presentan en la siguiente figura
57.

Gluimar, Extremas clasicas

‘—Q—TEMP.MAX —&— TEMP.MIN —— HUM.MAX —e— HUM.MIN ‘

temperatura

1999-

N

002

Fig.57. Datos climaticos facilitados por el servicio de meteorologia del Dpto. de Suelosy riegos del ICIA,
en lalocalidad de Guimar.

Los datos climéticos muestran que en la época cuando se realizo la plantacion, en marzo del
2002, se estaban dando |as temperaturas minimas mas bagjas que del invierno, sobre 10° C.
Durante el cultivo las plantas no han presentado ningun tipo de sintomas que recordasen alos
del FMP, aunque si se ha observado un cierto acortamiento de entrenudos.

En estos momentos €l cultivo esta cas finalizado. Ya se han cosechado todos los racimos,
aunque todavia quedan algunos, sobre todo en € blogue 2 que es e que ha presentado mayor
retraso en el ciclo fenoldgico. Por esta razon presentamos un andlisis preliminar de los datos
obtenidos, aungue presumiblemente no serd muy diferente del definitivo.

L os resultados para la diferencia entre las tomas de datos alos 5 y alos 9 meses después de la

plantacion de algunas variables fenol 6gicas se presentan en la siguiente tabla 65.
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Tabla.65. Resultados del ANOVA para las variables Altura del pseudotallo, (AltI9I59); Diametro
(Diaml9l5) y Numer o de hojas(Nhl9I5) de plantas de platanera del cultivar ‘Gran Enana’ cultivadasen
una par cela bajo diferentes niveles de compactacion del suelo y diferentes dosis deriego.

ANOVA ALTLO9L5 DIAM L9L5 NHLOL5
BLOQUE 0.009** 0.000*** 0.501 ns
RIEGO 0.599 ns 0.510 ns 0.252 ns

ANOVA donde ***: p = 0.000 (diferencias altamente significativas); **: 0.000 < p < 0.050 (diferencias
significativas); ns: no significativo p > 0.050 (las dos muestras comparadas son iguales).

Para € factor bloque (tabla 65), se obtuvieron diferencias significativas para atura del
pseudotallo y para € diametro. El factor riego no presenta diferencias significativas para
ninguna de las variables. A continuacion se presentala separacion de medias de estas variables
paralos dos factores del disefio (tabla 66).

Tabla.66. Valores medios de los factores bloquey riego para las variables altura, diametroy nimero
de hojas de plantas de platanera del cultivar ‘Gran Enana’ cultivadas en una parcela bajo diferentes
niveles de compactacion del sueloy diferentesdosisde riego

BLOQUE Altl915 Diaml9l5 NhI9I5
BLOQUEL 90.250ab  140.04 a 15.58 ns
BLOQUE2 75.50 a 117.56 a 14.50 ns
BLOQUES 97.08b 166.514b  16.50 ns
RIEGO
RIEGO1 86.88ns 142.98ns 15.63ns
RIEGO 2 91.472ns 146.83ns 16.88ns
RIEGO 3 84.472ns 134.31ns 14.05ns

ANOVA donde ***: p = 0.000 (diferencias altamente significativas); **: 0.000 < p < 0.050 (diferencias
significativas); ns: no significativo p > 0.050 (las dos muestras comparadas son iguales) Valores seguidos de
unamisma letra no son estadisticamente diferentes segln la prueba de rango multiple de Tukey

S6lo se obtuvieron diferencias significativas para la dturay e didmetro en e factor blogue

(tabla 66). Los valores mas atos para la altura se obtuvieron en e bloque 3 que no estaba
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compactado, habia recibido un lavado de sales y enmiendas de yeso agricola y de materia
organica, aungue estadisticamente esigual abloque 1.

Los bloques 2 y 3 presentaron valores més bajos de las variables. El blogue 1 fue compactado,
no fue lavado para sales y no recibié enmiendas de yeso agricola ni enmiendas organicas. Por
los tratamientos aplicados cabria haber esperado los peores resultados en el bloque 1
Posiblemente pueda ser atribuido a que € bloque 2 sufrié mas los efectos del viento, que
afecta mucho alas variables fenol dgicas de la platanera.

Para el didmetro, los resultados son mas proximos a los esperados pues los bloques 1y 2 son
estadisticamente iguales y diferentes del 3. Reducciones en variables fenolgicas en relacion
con problemas de compactacién del suelo han sido citadas por Dorel (1990) y por Irizarry et
al. (1980).

El ANOVA para variables del ciclo fenologico y de produccion se presenta en la siguiente
tabla 67

Tabla.67. Resultados del ANOVA para las variables PL-PAR; PP, PR; NM y ND de plantas de
platanera del cultivar ‘Gran Enana’ cultivadas en suelo con diferentes niveles de compactacion y a
diferentesdosisderiego.

PL-PAR PP PR NM ND
ANOVA
BLOQUE **0.005 0.294 NS *0.018 0.103 NS 0.130 NS
RIEGO 0.311 NS 0.110 NS **0.001 0.287 NS **0.009

PL_PAR= Plantacion paricion (sem); PP= Peso racimo; PR= Peso del raquis; NM= Numero de manos; ND=
NUmero de dedos

ANOVA donde ***: p = 0.000 (diferencias atamente significativas); **: 0.000 < p < 0.050 (diferencias
significativas); ns: no significativo p > 0.050 (las dos muestras comparadas son iguales).

Existen diferencia significativas entre blogues para las variables plantacién- paricién y peso
del raguis (tabla 67). Para el factor riego solo existen diferencias significativas en la variable

peso del raquis. La separacion de medias de estas variables se presenta en la siguiente tabla 68.
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Tabla.68. Valoresmedios paraslosfactoresbloquey riego delasvariables PL-PAR; PP; PR; NM; y ND

BLOQUE PL-PAR PP PR NM ND
1 47.75 8 34.31ns 272b 10.66 ns 194.43 ns
2 50.95b 33.78 ns 249 ab 10.19 ns 185.19 ns
3 4311a 31.71ns 216a 10.36 ns 184.26 ns

RIEGO

1(100%) 48.94ns 31.68 ns 204a 10.22 ns 178.23a
2(175%) 45.39ns 3535ns 280b 10.55ns 194.99b
3(250%) 47.48ns 3278ns 252ab  10.43ns 190.67 &b

PL_PAR= Plantacion paricion (sem); PP= Peso racimo; PR= Peso del réquis; NM= Numero de manos; ND=
NUmero de dedos Valores seguidos de una misma letra no son estadisticamente diferentes segln la prueba de
rango multiple de Tukey

El blogue 3 es estadisticamente diferente de los bloques 1 y 2, que son iguales entre si (tabla
68). En € bloque 2 se ha producido un retraso en la paricion de entre 2 y 3 semanas con
respecto a estos blogues. Retrasos del ciclo fenolégico también han sido citados por Dorel
(1990, 1993) y por lIrizarry et al.. (1980). De nuevo aqui vuelven a comportarse igual los
bloques 1 y 3, cuando cabria haber esperado diferencias mas claras. Posiblemente a ser un
ensayo de campo, estén actuando otros factores que no se han podido controlar en e ensayo,
como gradientes de insolacién, efecto viento etc.

A punto de finalizar €l ensayo, se han ido cortando las plantas una vez que se habia
recolectado €l racimo a objeto de observar si se habian producido sintomas en €l interior del
rizoma. No solo se han estudiado | as plantas de ensayo sino también las plantas borde.

Se han observado sintomas tipicos en tres plantas del blogue 1 (compactado, no lavado, no
enmendado); dos en el blogque 2 (compactado, lavado y enmendado) y una planta borde en el
bloque 1 (no compactado, lavado y enmendado). También se han observado lo que podria ser
inicio de sintomas, o sintomas claros pero en zonas relativamente pequefias de la médula en
plantas del bloque 1y del 2 (fig. 59, 60, 61, 62). La presencia de sintomas en rizoma no
acomparniados de sintomas externos fue citada por Deacon et al.. (1985).

En todos los casos las plantas estaban sometidas a la dosis (100%) de riego que es la

recomendada para la zona por el Departamento de suelos y Riegos del ICIA. Estos resultado
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sugieren que los sintomas estan asociados a suelo compactado y que la dosis de riego en
exceso no fue mas perjudicial, posiblemente debido a que cuando €l suelo se encontraba al 100
% de saturacion €l resto de agua era drenada. En uno de |los ensayos de invernadero también se
obtuvieron sintomas casi tipicos en una planta que estaba en suelo compactado (fig. 55, 56).

En las plantas sometidas a dosis intermedias de riego o a la dosis maxima, se ha observado un
mayor nimero de plantas caidas que tenian € rizoma poco sumergido en el suelo y mostraban
un sistema radical muy dafiado por el encharcamiento. Los datos de sensores ECHO alin no
estudiados muestran que en algunas plantas se han producido tiempos de encharcamiento de 4
horas después de cada pulso de riego ( dos a dia), con valores de agua volumeétrica cercanos a
50 % sblo en algunos casos.

Pese a que € suelo fue tedricamente homogeneizado por € tratamiento de compactacion, la
baja incidencia podria estar relacionada con la heterogeneidad de los suelos agricolas de
Canarias. Pero como todavia no tenemos |os resultados de los andlisis foliares, ni los del suelo
de esas plantas, que nos aporten claves para la interpretacion, no podemos establecer
conclusiones definitivas sino esta hipétesis de la asociacion con la compactacion y los factores
asociados ala misma como hipoxiay resistencia mecanicaalasraices,

En lafig 58, se representa la disposicion de los tratamientos en la parcela experimental, asi

como la posicion de las plantas que han presentado sintomas.
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b b b b b** b b b
b** \% ace b ace \% b b
b \% ace b ace Vil b b
b \% 1 ace b ace 1 % b b
b ace \ b % ace b b
b ace v* b % ace b b
b ace \ b % ace b b
b b b b b b b b
b ace % b b b
b** ace % b b b
b ace 2 % b b b
b VR ace** b b b
b** v ace b b \% ace b
b v b % b \ ace b
b b b b b b b b b
b b ace \% b v ace b
b b ace \% b v ace* b
b b ace 3 v b v 3 ace b
b b % ace b ace v b
b b % ace b ace v b
b b \ ace b ace v b
b b b b** b b b b

| Entrada |
* Puntos en el raquis de la pifia
** QOscurecimientos grisaceos generalizados en el rizoma, puntos necréticos en la zona de insercion de las
raices
**% Pyntos necréticos en lazona de insercién de lasraicesy en € tgjido adyacente
***% Sintomas de Falso mal de Panaméa en rizoma

(v) Planta de cultivo in vitro, (ace) Planta obtenida de cultivo acelerado, (b) Plantas bordes fuera de ensayo
(1) Blogue Compactado y no lavado, (2) Bloque compactado y lavado, (3) Bloque no compactado y lavado

Bl Riego normal 100% de prediccion
O Riegointermedio 175% de prediccion

o Riego extremo 250% de prediccion

Fig.58. Localizacion de las plantas con sintomas en € ensayo sobre el efecto de compactacion y diferentes
dosisderiego en campo sobre un ciclo de cultivo de cv *Gran Enana’
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Fig.59. Sintomas reproducidos en condiciones de campo, compactacion
y dosis de riego intermedia (175% del asesorado)

Fig.60. Sintomas reproducidos en condiciones de campo, compactacion

y dosis de riego intermedia (175% del asesorado)
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Fig.61. Sintomas reproducidos en condiciones de campo, compactacion
y dosis de riego intermedia (250% del asesorado)

Fig.62. Sintomas reproducidos en condiciones de campo, compactacion
y dosis de riego intermedia (175% del asesorado)
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5. ESTUDIOSHISTOQUIMICOS

5.1. Muestrasde cortesen fresco

e Rizoma

Los cortes realizados de las muestras en fresco de rizoma eran demasiado gruesos y debido a
la estructura compacta del rizoma, era dificil 1a penetracion de los colorantes y la observacion
de las estructuras tisulares.

La desorganizacion vascular que se observa en las plantas con FMP de forma generalizada,
puede ser una consecuencia de las disfunciones metabdlicas que se producen bajo diferentes
factores de estrés y a “ Yellow Mat” por Reinking (1926) citado por Lahav et al.. aunque
también ha sido asociada tanto a patégenos como a salinidad y bloqueos nutricionales como el
Cay € B (Epstein, 1973).

e Pseudotallo

En pseudotallo, las muestras procedentes de la planta sana presentaban la luz de los vasos
xileméticos vaciay el conjunto de las células del floemay placas cribosas se encontraban bien
organizadas (fig.63). En las muestras procedentes de plantas con sintomas de FMP puede
observarse una obstruccion parcia de laluz del xilema (fig. 64) y detalle (fig.65) que cuando
se tifien con calcofluor e incide sobre la muestra un haz de luz azul, la celulosa de todas las
paredes celulares emite fluorescencia azul, aungue las sustancias que ocluyen los vasos no se
tifien (fig.66).

e Raices

En la raiz de todas las plantas, €l floruglucinol tifié color rojo cereza las paredes celulares
lignificadas y puso de manifiesto la fuerte lignificacion de las células de la endodermis del
cilindro central (fig.67) y la epidermis, asi como las paredes celulares de las células
parenquimaticas cercanas a la epidermis de las muestras procedentes de plantas con FMP. El
interior de algunas de estas células se teflia con floroglucinol posiblemente debido a que
acumulaban lignina (fig.68). La lignificacidon de las células es una respuesta defensiva que
puede producirse inespecificamente ante diferentes factores de estrés, tanto abioticos como
bi6ticos (Beckman, 1987) y (Deborath, 2001). Cachorro et al.. (1993) observaron deposiciones
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de lignina en los tejidos vasculares en raices de Phaseolus vulgaris en respuesta a estrés salino
y iones de Ca?*. La auramina O tifie la cutina y lipidos de todas |as paredes celulares de la
raiz, que cuando se observa bajo luz azul, emiten fluorescencia amarilla, excepto de las
cercanas alaendodermis (fig. 72).

Los rafidios presentes en los cortes procedentes de muestras sintométicas, se localizan cerca
de la epidermis. En la (fig.67) y en detalle en la (fig.69), puede observarse la presencia de un
rafidio cerca de la endodermis. En los cortes de muestras con sintomas se observan grandes
espacios aéreos que constituyen el aerenquima (fig.70). Un incremento en el volumen total
ocupado por €l aerenquima ha sido citado para plataneras en situaciones de hipoxia, (Aguilar
et al.., 1999).
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Fig. 63. Corte en fresco del pseudotallo
de planta sana, detalle de Ia
organizacion los vasos xilema y floema,

en planta sana, x4 sin tefiir.

Fig.66. Cortes en fresco de

pseudotallo de planta con FMP.
de vaso xilematico colapsado en

planta x4 Tincion calcofluor.

Fig 64. Cortes en fresco del
pseudotallo de planta con FMP.
de vaso xilematico colapsado en

planta x4 sin téefiir.

Fig.65. Cortes en fresco ded

pseudotallo de planta con FMP. de
vaso Xxilematico colapsado en

planta x10 sin teflir.
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Fig.67. Corte en fresco, detalle de cdlulas
lignificadas de la endodermis en planta

sana. x10. Tincién Floroglucinol

Fig. 68. Detalle de rafidio en corte de raiz
de planta con FMP en fresco. x10. Tincion

azul de Tripan.

Fig.69. Corte en fresco, detalle de células
cercanas a la epidermis lignificadas. x 4
Tincion con Floroglucinol (sup.). Planta
con FMP. (inf) detalle x10 Tincion con

Floroglucinol.

Fig.70. Corte en freco de raiz de planta
con FMP, donde se observan los espacios
aéreos que configuran e aerenquima.x4

sin tefiir.

Fig.71. Corte en fresco de la raiz de
planta control. x10. Tincibn con

auramina O.
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5.2. Muestrasfijadasincluidas en parafina.

Después de la observacion de las muestras desparafinadas y seleccion de los portas para las
posteriores tinciones, las observaciones que se describen a continuacion estén basadas en 15
repeticiones de portas por cada muestra.

Rizoma

En plantas sanas la corteza del rizoma esta constituida por células parenquimatosas que
acumulan almidén, muy destacable en la tincion de PAS aunque en menor cantidad que las
que se encuentran en €l interior del anillo vascular (fig.72). La presencia de tales cantidades de
almidén pone de manifiesto la funcion del rizoma como 6rgano de reserva. En plantas con
FMP se observé menor cantidad de almidén acumulado (fig.73) y (fig.74). Esta observacion
podria explicarse por € hecho de que en plataneras enfermas o bagjo situaciones de estrés
puede darse una reduccion de la fotoasimilacion (Lecuona, 1975) y (Sandoval y Miiller, 1990).
La tincion con calcofluor revel 6 que existia una mayor presencia de rafidios en los rizomas
procedentes de plantas con sintomas de FMP que en las plantas sanas (fig.75). La presenciade
rafidios es habitual en las zonas cercanas a la epidermis y se les atribuye un papel en la
defensa pasiva de la planta (Lecuona, 1975). El calcofluor tifie la celulosa de todas | as paredes
celulares emitiendo fluorescencia azul cuando un haz de luz azul incide sobre la muestra
(fig.76) y (fig.77), pero no tifie las oclusiones xilematicas que cuando se observan bgjo la luz
blanca son de color marrén (fig.78) y (fig.79).

La auramina O tifie la cutinay lipidos y como ocurre con el calcofluor, la auramina O tifie las
paredes celulares de todas las células (fig.80), pero no tifie e contenido de las oclusiones
xileméticas que bajo luz blanca se ven de color marrén (fig.81). En muestras de rizoma de
plantas con sintomas de FMP, teflidas con auramina O, aparecen células llenas de sustancias
que cuando incide luz azul sobre ellas, emiten fluorescencia amarilla. Posiblemente sean
células especializadas en acumular sustancias de naturaleza lipidica (fig.82).

Las oclusiones xilematicas se tifien de color violeta 'y azul oscuro con e azul de toluidina
(fig.83) por lo que posiblemente contengan sustancias tipo lignina. También se tifien con
Gerlach (fig.84) donde aparecen teflidas de color rojo, por lo que también indica que en su

composicién pueda haber lignina. En otras zonas, aparecen células llenas de una sustancia de
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color azul muy intenso, casi negro que posiblemente sea debido a una mezcla de sustancias
que pudieran ser parecidas a las descritas por Beretta et al.. (1988) quien observd la presencia
de bloqueos xileméticos producidos por sustancias de naturaleza lipidica, ademas de cal osas,
lignina, sustancias pecticas, gomas y proteinas en citrus. También se observa una
desorganizacién de los vasos y estructuras del tegjido (fig.85) y presencia de rafidios (fig.86).
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Fig. 72. Corte en parafina (10
pm) de rizoma procedente de

planta control. x10. Tincion PAS.

Fig. 73. Corte en parafina (10
pm) de rizoma procedente de
planta con FMP. x10. Tincién
PAS.

Fig. 74. Corte en parafina (10
pm) de rizoma procedente de
planta con FMP. x4. Tincién
PAS.

Fig. 75. Corte en parafina (10
um) de rizoma procedente de
planta con FMP. Rafidios. x40.

Tincién con calcofluor.
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Fig.76. Corte en parafina (10
pm) de rizoma procedente de

planta con FMP. x10. Tincién
Calcofluor.

Fig.78. Corte en parafina (10
pm) de rizoma procedente de
planta con FMP. x10. Sin
tefiir.

Fig. 77. Corte en parafina (10
pm) de rizoma procedente de
planta con FMP. x25. Tincién
Calcofluor.

Fig.79. Corte en parafina (10
pm) de rizoma procedente de
planta con FMP. x25. Sin
tefiir.

Fig.80. Corte en parafina (10
pm) de rizoma procedente de
planta con FMP. x25. Tincién
Auramina O.

Fig.81. Corte en parafina (10
pm) de rizoma procedente de
planta con FMP. x25. Sin
tefiir.
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Fig.82. Corte en parafina (10 pm) Fig.83. Corte en parafina (10 pm)
de rizoma procedente de planta de rizoma procedente de planta
con FMP. x10. Tincién Auramina con FMP. x40. Tincion Azul de
0. toluidina.

Fig.84. Corte en parafina (10 pm) Fig.85. Corte en parafina (10 pm)
de rizoma procedente de planta de rizoma procedente de planta
con FMP. x4. Tincion Gerlach. con FMP. x4. Tincion Gerlach.

Fig.86. Corte en parafina (10 pm)
de rizoma procedente de planta
con FMP. x10. Tincién Gerlach.
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Pseudotallo

En plantas con FMP la mayoria de los haces vasculares de xilema se encuentran colapsados
por sustancias amorfas, de forma generalizada que cuando se observan sin tefiir bajo luz
blanca son de color marrén (fig.87) y cuando se aplica calcofluor no se tifien (fig.88). En la
tincion con Auramina O sucede lo mismo, las oclusiones no se tifien (fig.89) mientras que con
la tincién de Gerlach las oclusiones se tifien en azul muy intenso como ocurria en € rizoma
(fig 90) y con latincion de azul de toluidina se tifien color violeta oscuro (fig.91).

Entre los vasos del floema se encuentran células parenquimatosas acompariantes, algunas
repletas de materiales que se tifien en Gerlach de color rojo, azul o negro (fig. 90). Este
fendmeno se observa en todos los casos. En las plantas afectadas por FMP, e floema se
presenta desorganizado y en algunos casos repleto de materiales amorfos (fig 94). Reinking
(1926) estudiando plantas afectadas de “Yellow mat” (YM), solo observo alteraciones en €
floema.

En el xilema del pseudotallo de plantas con MP, también se observan oclusiones de la misma
forma que en las muestras de FMP, de color marron cuando se encuentran sin tefiir (fig.92),
mientras que con Auramina O se tifien todas las paredes celulares emitiendo fluorescencia
amarilla, pero no setifie su contenido (fig.93).

En plantas con MP se observan afectados, Unicamente los vasos xilematicos colonizados
supuestamente por FOC. Observaciones similares fueron realizadas por Beckman (1990). El
resto de estructuras tisulares y floema se encuentran aparentemente sin ninguna alteracion
como en las plantas sanas. El colapso de placas cribosas y xilema ha sido descrito por
Beckman (1987) en la platanera asociado a la enfermedad de Ma de Panamd, y por
microorganismos no patdgenos y por factores de estrés abidtico por Halperin et al., (1997) en
tomate.

En la epidermis de las vainas que configuran el pseudotallo, es frecuente encontrar estomas
(Lecuona, 1975); en nuestras observaciones en plantas con sintomas de FMP, los estomas
aparecen semiabiertos (fig. 94). Se ha descrito que en procesos fisiol 6gicos desfavorables, 10s
estomas se ven afectados por pérdida de turgenciay muchas veces pierden su funcion (Huang
et al.., 1994).
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Fig. 87. Corte en parafina
(10 pm) de pseudotallo
procedente de planta con
FMP. x10. Sin téfiir.

Fig. 88. Corte en parafina
(10 pm) de pseudotallo
procedente de planta con
FMP. x10. Tincién
Calcofluor.

Fig. 89. Corte en parafina
(10 pm) de pseudotallo
procedente de planta con
FMP. x25. Tincién
Auramina O.
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Fig.90. Corte en parafina (10 Fig.91. Corte en parafina (10
um) de pseudotallo procedente um) de pseudotallo procedente
de planta con FMP. x25. de planta con FMP. x25.

Tincién Gerlach. Tincién Azul de Toluidina.

Fig. 92. Corte en parafina (10 Fig.93. Corte en parafina (10
pum) de pseudotallo procedente pum) de pseudotallo procedente
de planta con FMP. x10. Sin de planta con FMP. x10.
tincion. Tincion Auramina O.

Fig.94. Corte en parafina (10
pm) de pseudotallo procedente
de planta con FMP. x10.
Tincion Gerlach.
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Raiz

Los vasos del xilema de las muestras procedentes de las plantas control, se encuentran
rodeados por una fila de células parenquimatosas muy pequefias que pueden acumular tanino.
En latincion de Gerlach la endodermisy las paredes de |os vasos xilemati cos aparecen tefiidas
de rojo, mientras que el resto de las paredes celulares se tifien en verde turquesa (fig.95).
Tanto en plantas con FMP y MP se observaron lo que podrian ser tilides, protusiones de las
células parenquimatosas que rodean las tragueidas que penetran por las puntuaciones porosas
y se desarrollan en su luz tefiidas con azul de toluidina de color rojo (fig.96) y con Gerlach de
color verde turquesa y rojo (fig.97). Observaciones similares han sido descritas por Beckman
(1987) para el MP. A veces fueron tan numerosas que llenaron la luz de latraqueida y xilema
(Fig. 98, 99). Lecuona (1975) y Sandova y Mdiller (1990) observaron tilides en plantas
afectadas de infecciones vasculares. En muestras procedentes de MP, en agunos vasos
xileméticos, se han observado oclusiones por micelio y la presencia de conidias fusiformes -
posiblemente de FOC- que setifien con Gerlach (fig.98), de color rojo (fig.99) y (fig.100), con
azul de toluidina color lila (fig.101) y con PAS en rojo (fig.102) y (fig.103), mientras que en
plantas con FMP, sblo se ha observado micelio sin ninguna estructura que permita su
identificacion (fig.104). También se observan diferencias en las lagunas lisogénicas y
aerenquimaradical que parecen ser mayores en tamafio y cantidad en las plantas que presentan
sintomatologia asociada a FMP. Huang et al. (1994) describio la formacion del aerenquima
enraicesdetrigoy Aguilar et al. (1999) bajo condiciones de hipoxia.

El calcofluor tifie los rafidios que se encuentran distribuidos por todas las zonas de la raiz,
incluso en los espacios aéreos del aerénquima. En este caso no se observaron diferencias

respecto a su abundancia entre | os dos tipos de muestras.

En general, se observa que en plantas afectadas por FMP existe un desorden generalizado de
las estructuras vasculares, tanto xilema como floema, en los tres tipos de tgjidos estudiados:
pseudotallo, rizoma y raiz.. Existen elementos diferenciadores en la expresion del Ma de
Panama y € Falso Ma de Panamé en los diferentes tejidos estudiados. En e MP sdlo esta
afectado €l xilema, manteniéndose una estructura normal en el resto de los tegjidos. En el FMP
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se observa una desorganizacion general de los tgidos, incluido € xilema, que se presenta
ademas ocluido por materiales amorfos.

L as observaciones realizadas con |as diferentes tinciones contribuyen a un mejor conocimiento
de lo que ocurre en la expresion de sintomas asociados a FMP y nos permiten diferenciarlos
de los descritos parael MP.
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Fig.95. Corte en parafina
(10 pm) de raiz procedente
de planta con sana. x25.
Tincion Gerlach.

Fig.96. Corte en parafina
(10 um) de raiz procedente
de planta con FMP. x25.
Tincién Azul de Toluidina.

Fig.97. Corte en parafina
(10 um) de raiz procedente
de planta con FMP. x25.
Tincion Gerlach.
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Fig.98. Corte en parafina (10
um) de raiz procedente de
planta con MP. x10. Tincién

Fig.99. Corte en parafina (10
um) de raiz procedente de
planta con MP. x40. Tincion

Fig.100. Corte en parafina (10
pm) de raiz procedente de
planta con MP. x40. Tincion

Fig.101. Corte en parafina (10
pm) de raiz procedente de
planta con MP. x40. Tincion
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Fig.102. Corte en parafina (10
pm) de raiz procedente de
planta con MP. x25. Tincion
PAS

Fig.103. Corte en parafina (10
pm) de raiz procedente de
planta con MP. x40. Tincién
PAS

Fig.104. Corte en parafina (10
pm) de raiz procedente de
planta con FMP. x25. Tincion
Azul de Toluidina
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Conclusiones

1.El Falso Ma Panama (FMP) es un desorden que se ha presentado mayoritariamente
asociado a plantaciones nuevas sobre suelos virgenes, antiguos suelos de platanera que

habian estado en baldio durante unos afios, o cultivados con papa u otras horticolas.

2.El momento de aparicion generalmente ha sido en primavera, a la salida de inviernos
anormalmente frios. Frecuentemente las plantaciones afectadas presentaban problemas de
suelos tales como compactacién y cierto nivel de encharcamiento asi como valores bajos
de calcio y materia organicay altos de niveles de sodio.

3. Asociada a desorden se encuentran una serie de especies fungicas, predominantemente
del Género Fusarium como: F. oxysporum, F. subglutinans, F. proliferatumy F. solani asi
como géneros bacterianos como Pseudomonas, Xanthomonas, Erwinia.

4. Ninguna de estas especies fungicas y bacterianas ha producido la aparicion de sintomas
tipicos en pruebas de inoculacion simples ni en aguellas en las que se han ensayado
interacciones con factores abi6ticos como encharcamiento y compactacion del suelo

5. En dos ocasiones, bajo encharcamiento intermitente y bajo compactacion del suelo
combinada con encharcamiento intermitente se han obtenido sintomas similares a los
tipicos de Falso Mal Panamé (FMP) en ensayos de invernadero.

6. En ensayos de campo de compactacion del suelo y dosis de riego, se han logrado
reproducir los sintomas tipicos del interior del rizoma en plantas del tratamiento de

compactacién bajo todas las dosis de riego.

7. Estudios histol 6gicos sobre plantas con los sintomas caracteristicos de FMP han puesto
de manifiesto que e xilema puede presentar oclusiones con materiales de diversa
naturaleza y que el floema se encuentra desorganizado junto con las células acompahantes
que pueden presentar ademas importantes acumulaciones de sustancias de naturaleza

lipidica, polisacaridos y proteinas.
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8. Se ha establecido un criterio diagnostico diferencial entre e Mal de Panama (MP) y €
FMP basado en la observacion de sintomas y completado con la respuesta en medio
Komada, la determinacion del Grupo de Compatibilidad Vegetativa (VCGs) y estudios
histol 6gicos para determinar anomalias en €l xilemay en el floema.

9. Aungue no queda completamente descartado que alguna de las especies estudiadas
pueda jugar un papel en e desorden bajo condiciones abidticas distintas de las ensayadas,
los resultados obtenidos apuntan a un origen abidtico, en particular a ciertas caracteristicas
de los suelos que produzcan compactacion, hipoxia y bloqueo en la absorcion de

nutrientes.
10. Lamejora de la estructura, latexturay el drenaje del suelo, asi como un reparto de la

dosis de riego en dos o tres aplicaciones por dia, parecen ser hasta e momento los Unicos

consejos de control que pueden ser Utiles paralos agricultores.
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1. Bacterias

1.1. Medio Nutrient Agar

Nutrient Agar (Oxoid) 28¢
Agar bacteriologico 50
Agua destilada 1l

Dejar calentar el aguaa 80°C y afiadir los dos componentes, agitar bien y repartir 6.5 ml
en cada tubo. Autoclavar a 120° durante 20 min.

12. MedioLPGA

Bactopeptona 5049
Extracto de levadura 50¢g
Glucosa 10.0g
Agar 1509
Agua destilada 101

Se esterilizaen e autoclave durante 20 min. a 121°C

1.3. Deteccion de pigmentos fluorescentes en medio B de King (Hing y col.,

1954).
Proteasa Peptona 209
Glicerol 10ml
Fosfato bipotésico anhidro 159
Sulfato magnésico hidratado 159
Agar 209
Agua destilada 11

Ajustar el pH a7y esterilizar a120° C durante 20 min.
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14. TSBA

Composicion paral | de agua destilada.

Soja Tripticaseina caldo. (500 Gr BBLBD) 30 g/
Bacto-agar (Difco) 159/l

Autoclavar a 121°C durante 15 minutos.

1.5. Reaccion aunasolucion de KOH al 3%

Sobre un portaobjetos se depositan unas gotas de KOH 3%, a continuacion se realiza un
frotis con una asa de Kdller que con la luz de la punta llena de cfu recogidas de una
placa sembrada en triple estria del tercer cuadrante (células en estado exponencial) y se
separa €l asa suavemente dos o tres veces del porta, si se forma un hilo mucilaginoso
desde la suspension de cfu en KOH unido a asa posiblemente las células son gram -, si

no se formaun hilo mucilaginoso son gram +.

1.6. Tincién del gram

Diferencia los organismos gram-positivos de organismos gram-negativos. Se realizd
preparando un frotis de células que se cubrid con cristal violeta (= violeta de genciana)
durante 2 min. Este colorante ademés de téefiir fijalas posee accidn fijadora. Se lavd con
aguay a continuacion se aplico lugol (ioduro potasico) durante 1 min. Se lavo con una
mezcla de alcohol acetona hasta que no se observé a simple vista pérdida de color. Se
lav6 con aguay se dej6 secar la preparacion a temperatura ambiente, que se observo a
microscopio optico. Las bacterias gram negativas se destifien con el acohol acetona, por

eso se observan color violeta, mientras que las gram positivas se observan color rojas.
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1.7. Crecimiento anaer ébico en e medio Hugh y Leifson (Hugh y leifson, 1953)

BactoTriptona 20g
Cl 509
K>HPO, 0.3g
Agar 50¢9
Azul de bromotimol 0.2%  40ml
Glucosa 10.0g
Agua destilada 101

Se gustael pH a 7.1 (coloracién verde del medio) y se esteriliza en autoclave 20 min. a
120° C. Sereparte 5 ml por tubo. Se inoculan dos tubos por cepa, uno de ellos se cubre
con 3-4 cm de aceite de vaselina estéril. La reaccion se considera positiva cuando €l

medio vira a color amarillo-naranja después de tres dias.

1.8. Reaccién oxidasa (K ovaks, 1956)

Se afadieron unas gotas de una solucion de dihidrocloruro de tetrametil-p-
feniléndiamina (1% p/v en agua) a un papel de filtro. Inmediatamente después se toma
un asa de pléstico cargada de bacterias cultivadas 24 h a 25°C en Kb y se extendio sobre
el papel de filtro impregnado. La aparicion de color violeta en los primeros 10 s se

considera positiva.

1.9. Reduccion denitratos (Cother, 1987)

KNO; 1.0g
bactopeptona 10.0g
Agua destilada 101

Se esteriliza en autoclave 20 min. a 120°C. Se gjustael pH a 7. Se sembraron tubos de 5
ml de medio, se incubaron a 25 °C y se leyeron alos 3 dias. La lectura se efectud con
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tiras Merkoquant. Estas tiras presentan dos pastillas rectangulares absorbentes en su
extremo. La primera pastilla detecta la presencia de nitritos, y la segunda la presencia de
nitratos. Cuando las dos pastillas cambian de color, quiere decir que todos los nitratos
del medio no han pasado a nitritos pero que la reaccion es positiva. Si ninguna de las
dos cambia de color, quiere decir que todos los nitratos han pasado a nitritos y todos los
nitritos a nitrégeno atmosférico., La reaccion solo se considera negativa cuando solo se
ha producido cambio de color en la primera pastilla, eso quiere decir que todos los
nitratos iniciales continlan estando presentes en € medio y que por tanto no se ha
producido reaccion.

1.10. Degradacion de almidon a glucosa

ADSA-MICRO 259
Agar 59
Agua destilada 1l

Esterilizar durante 15 min. a 120° C en € autoclave. El medio se reparte en placas de
Petri convencionales y las cepas se siembran dibujando una linea recta sobre el medio.
A lecturasereaizaalas 48 h, afiadiendo lugol sobre el medio. Si la cepa ha conseguido
degradar el amidon a glucosa, alrededor de la linea sembrada se formarda un halo

hialino, pues el lugol tifie solamente el almidon presente en el medio de cultivo.

1.11. Degradacion dela gelatina

Nutrient gelatina 128 g
Agua destilada 1l

Esterilizar durante 15 min. a 120° C en autoclave. Repartir en tubos 5 ml. La cepas se
siembran por picadura. Lalectura serealizaalas 24, 48h, y a séptimo y quinceavo dia
Antes de redlizar la lectura se colocan con los tubos durante 10min a 4°C para evitar
falsos positivos, ya que la incubacion a 25° C podria licuar la gelatina un poco.

Observar si lagelatina se halicuado y lavelocidad de la reaccion.
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1.12. Pruebadelapatata

Sumergir una patata en una solucion de lgjia comercial al 50% durante media
hora.
Al lado de la llama, con un bisturi flameado con alcohol, cortar la patata en trozos y
hacer una herida e inocular con la cepa.

Redlizar € control.

1.13. Argininadihidrolasa (Thornley, 1960)

Peptona neutralizada 109
(Oxoid L34)

NaCl 509
K2HPO, 039
L (+)arginina HCI 10.0g
Rojo fenal 0.01lg
Agar 309
Agua destilada 1l

Se gustael pH a7.2y se esteriliza en el autoclave durante 15 min. a 121°C. Después de
la inoculacion se cubre el medio con 3-4 cm de aceite de vaselina estéril y se incuba a
25°C. El cambio del color del medio a rosado se considera como reaccion positiva. La

lectura serealiza alos siete dias.

1.14. Esculina
Bactopeptona 10g
Citrato de hierroy amonio 19
Agar 2049
Agua destilada 1l

Vi
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Ajustar €l pH a 7.5-7 y esterilizar a 120° durante 20 min. Lalecturaserealizaala24y

72 h. También puede prepararse sin agar. Es positivo cuando vira a un color marrén

MUy OSCUro 0 Negro.

1.15. Urea

L- Triptofano

Fosfato monopotéasico
Fosfato dipotasico
Cloruro sodico (CINa)
Urea

Alcohol 95°

*Rojo fenol 1%

Agua destilada

*Rojo fenol
Rojo fenal
Etanol
Aguadestilada

15¢9
05¢g
05¢g
39
109
5ml
1.34ml
500 ml

05¢g
5mil
45 ml

Esterilizar por filtracion de membrana de 45 um. Lareaccion seleealas 24 h s se ha

producido un cambio de color de rojo a marrén oscuro.

vii
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1.16. Composicién de los reactivos para € protocolo de extraccion de ac. Grasos
|, SistemaMIS

= Composicion de los reactivos

Reactivo# 1

- NaOH 459

- Metanol 150 mi

- Agua destilada desionizada 150 ml
Reactivo # 2

- HCI 6,00 N 270,8 ml
- Metanol 2292 ml
Reactivo # 3

- Hexano 200 ml

- Metil-tert Butil Eter (MTBE)* 200 ml

* Este producto es explosivo en condiciones de elevada temperatura, aunque si se trabaja
en campana de extraccion de gases y se amacena en lugares aireados no tiene porqué
ocurrir ningun percance. Lamezcla con el hexano |o hace més estable.

Este producto puede substituirse por éter etilico, aunque éste presenta agunas
desventgjas, como que siempre se obtiene un pico correspondiente a éste producto, €l
cual hace dificil la identificacion del perfil del cromatograma obtenido. Otro
inconveniente es que con éste producto, no se detectan algunos ac. grasos ciclicos, que
podrian ser, en algunos casos, determinantes para la distincién entre cepas muy
parecidas. En general se pierde resolucion utilizando el éter etilico.

Reactivo # 4
- NaCl 119
- Agua destilada 900 ml

= Composicion del medio de cultivo

viii



Anexo

1.17. Consideraciones del sissema MIS o MIDI, en la cromatrografia de gases

para laidentificacion de microor ganismos.

¢ Enlahojade resultados, aparece unaidentificacion con el medio TSBA y otracon la
abreviatura CLIN, solo nos debemos de fijar en la dada para TSBA ya que todo €l
trabajo presentado ha estado realizado con este medio. La clasificacién dada con
CLIN, serefiere aclinica, y esta referida a la siembra de |os microorganismos en €l
medio agar sangre.

¢ Al lado de algunas especies aparece un asterisco (*), este simbolo quiere decir que la
especie sefidlada, ha sido incorporada recientemente a la base de datos y que
anteriormente, podia encontrarse con otro nombre.

e El sistema MIS (System Software), compara el cromatograma obtenido de una
muestra problema con 10-20 cromatogramas de referencia (dependiendo de la
variedad intraespecifica existente) que contiene en la base de datos y te da una
relacion de especies de acuerdo con un indice de similitud que variaentre 0y 1. Para
una determinada especie dada por el programa existirA un valor del indice de
similitud que cuanto méas se aproxime a 1, significard que méas se parece €l
cromatograma de la muestra problema con el conjunto de cromatogramas de
referencia para ésta especie. Hay que tener en cuenta que éste indice no es un valor
de probabilidad.

Cuando € indice de similitud es inferior a 0,01, quiere decir que posiblemente hay una

contaminacion en la muestra, y que se tendria que repetir € protocolo partiendo de un

cultivo puro. Pero si se repite, probablemente, se obtendrén las mismas especies con un
indice de similitud mayor, ya que la base de datos te da e nombre de la especie

mayoritaria en la muestra problema.

1.18. Reactivos utilizados en € protocolo de extraccion de ac grasos Il.

M etanolisis

Reactivo # 0

Agitar bien lamezcla
Metanol 30 ml
Tolueno 15ml
Ac. Sulfarico 1 ml
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1.19. Condicionesdel cromatografo UAB

T2del inyector: 250°C

T2del detector: 300°C

Tiempo de equilibrio: 5 minutos
T2inicia: 170°C

Rampa de 5°C/minuto hasta 300°C
Tafinal: 300°C

Tiempo de T2final: 0O minutos

Columna: 1. Ultra 2 (Crosslinked 5 % PhMe Silicone), 25 m x 0,2 mm x 0,33 um

film Thickness ( tipo capilar ).

2.HP-5.( Crosslinked 5% PHME Silicone), 30 m x 0,32 mm x 0,25 um

film Thickness (tipo semicapilar).

Presion de gases:
Hidrégeno: 2 bar
Helio: 2,8 bar
Aire: 4 bar

Flujo total: 100 ml/min.

Purga sel Septum: 2,29 ml/min.

Tiempo de un no retenido: 2,40 min.

Velocidad de flujo lineal: 20,875 ml/min.

Flujo volumétrico: 1,0048 ml/min.
Relacion de division: 1:99
Presion en cabeza de columna: 50 KPa

Flujo de gases en detector:

Helio: 15,8 ml/min.
Hidrogeno: 30,2 mi/min.
Aire: 500 mi/min.
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2.  Hongos

21. Medio MS
Skoog 1962)

complementado con sacarosa 90g/I

Sales inorganicas
CaCl,

NH4sNO3
MgSO,

H3BO3
CoCl,-6H,0
CuS0,-6H,0
MnSO,-H,O

Kl

KNO3

KH>PO4
NaM00,-2H,0
Zn0Oy4-7H0
Fuente de hierro
Nax-EDTA
FeSO,-7H,0
Vitaminas
Mio-inositol
Acido nicotinico
Piridoxina HCI
TiaminaHCI

Glicina (base libre)

(Murashige vy

332.02 mg/l
1650 mg/l
80.70 mg/l
6.2 mg/l
0.025 mg/I
0.025 mg/I
16.90 mg/I
0.83 mg/l
1900 my/I
170 mg/l
0.25 mg/I
8.60 mg/l

37.26 mg/I
27.80 mg/I

100 mg/l
0.5mgl/l
0.5 mg/l
0.5mgl/l
2.0 mg/l

2.2. Medio de cultivo utilizado en

los ensayos preliminares in

vitro.

Solucién de nutrientes minerales

NOs
S04

[HoPO4 + HPO4?]
Ca2+

NH,"

Mg 2+

K+

Micronutrientes

B 0.006
Cu 0.0008
Zn 0.0012
Mn 0.001
Mo 0.0001
Fe 0.015
FeSO, 0.06

4.5 mol m*
2.0

0.08

2.0

0.5

0.4

3.3

Xi
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El pH final se debe gjustar a 6.5.

El modo de preparacion es el siguiente:

Se preparan las soluciones de macro y micronutrientes por separado.

Se prepara una solucion nutritiva con 100 ml de los macronutrientes y 1 ml de los
micronutrientes.

Paralelamente se disuelven 6 g de agar en 899 ml de agua destilada en agitador a 80°C o
se puede autoclavar a 115°C durante 5 min. Se deja enfriar hasta 40° y se afiade 101 ml
de lasolucion nutritiva. Se agita bien.

Se reparten 100 ml en cada recipiente, se tapan con papel de aluminio y se autoclavan a
121°C durante 15 min. El pH final esde 6,7

En lacamarade flujo laminar se deja enfriar y se siembran las plantas.

L as palntas se extraen del pote comun y se cortan las raices para introducirlas bien en el
agar. Estarén bajo fluorescente de 280 lux, a 25°C y fotoperiode de 16 h de luz y 8 de

oscuridad diarias, hasta que comiencen a emitir nuevas raices.

Xii
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3.  HISTOQUIMICA

3.1. Listadode muestras para cortesen fresco

Plantas sana.

1. Barranco del agua. Los Silos.

2. Fincasuerte 4°

Plantas con sintomas de FMP

1. Carmelo Villa, planta con todos los sintomas internos y externos de FMP. 7 meses
de plantacién

2. Finca Suerte 42 Planta con colapso y pifia abortada, sin parir en € interior del
pseudotallo.Vainas ext.

Plantas dudosas de FMP

1. Carmelo Villa, planta arrancada por sintomas de amarilleos. Riego en exceso. Sin
sintomas internos. Sana?

2. Finca Suerte 42 Planta con signos de encharcamiento

3.2. Listado de muestras procesadas con parafina

3 plantas FM P procedente de Los Realgjos
3 plantas sanas procedente de Los Realgjos
1 planta con Ma de Panamé procedente de Valle Guerra. CATESA

3.3.  Protocolo de deshidratacion

solucion tiempo
i. Etanol 70% 5h
ii. TBA mix 70% Minimo 15 h
iii. TBA mix 85% 60 min
iv. TBA mix 95% 75 min
v. TBA mix 100% 75 min
vi. TBA | puro 75 min
vii. TBA Il puro 75 min
viii. TBA 11l puro Minimo 15 h

Xiii
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3.4. Mexclas TBA

Agua(v) [Etanol 90% (v) |Etanol 100% (v) | TBA puro (v)
TBA mix 70% 30 50 - 20
TBA mix85% |15 50 - 35
TBA mix 95% |- 45 - 55
TBA mix 100% |- - 25 75
3.5.  Protocolo delnclusion en Parafina
Solucion tiempo
I.  TBA puro + Aceite parafinado (1:1) 30°C 24 h
ii.  Materia anterior sobre parafina 60°C 24 h
iii. Parafinal 60°C 6h
iv. Parafinall 60°C 48 h
v. Parafinalll 60°C 24 h
vi.  Inclusion en molde

Xiv
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4.

marzo/abril
t1

t3
mayo/junio

t1

t3
julio

t1

t3

agosto/septiembre

t1

t3
octubre

Noviembre/diciembre

t1

t3

Plan de abonado del ensayo de diferentes dosisderiego y compactacion en campo

Planificacion del abonado diario en el ensayo de Guimar

N°plantas total: 220 Borde: 112 Tratamiento: 108
T1: 148 T3: 36
N: 15g/pl/mes abono: 1g/pl/dia
lunes martes miércoles
444 148 148
108 108 108
108 108 108
N: 30g/pl/mes abono: 2g/pl/dia
lunes martes miércoles
888 296 296
216 72 72
216 72 72
N: 25g/pl/mes abono: 1,67g/pl/dia
lunes martes miércoles
741,48 247,16 247,16
180,36 60,12 60,12
180,36 60,12 60,12
N: 20g/pl/mes abono: 1,34g/pl/dia
lunes martes miércoles
594,96 198,32 198,32
144,72 48,24 48,24
144,72 48,24 48,24
No hay que abonar con N
N: 10g/pl/mes abono: 0,67g/pl/dia
lunes martes miércoles
297,48 99,16 99,16
72,36 24,12 24,12
72,36 24,12 24,12

jueves
148
108
108

jueves
296
72
72

jueves

247,16
60,12
60,12

jueves
198,32
48,24
48,24

jueves
99,16
24,12
24,12

viernes
148
108
108

viernes
296
72
72

viernes
247,16
60,12
60,12

viernes
198,32
48,24
48,24

viernes
99,16
24,12
24,12

XV



Fedeerratas

Pag. 12 linea 9 debe decir (Dominguez y Rodriguez, 2001).

Pag. 12 linea 29 donde dice:...Suarez (2000), debe decir: Suarez (1996)
Pag. 12 linea 30 donde dice:...pozosYy..., debe decir: pozos o galerias...
Pag 16 linea 27 debe decir: decoloracion vascular producida...

Pag. 18 linea 19 debe decir: ( Declerck et al., 2002; Risede y Simoneau, 2001)
Pag 19 linea 8 debe decir: Frisulo et al. (1994)

Pag. 19 linea 12. debe decir: Xylariaceous taxa.

Péag. 21 donde dice Nelson, 1983 debe decir Nelson et al. 1983.

Péag. 21 donde dice Nelson, 1981 debe decir Nelson et al., 1981.

Pag. 22 ultimalinea debe decir (Ploetz et al., 1990).

Pag. 25 linea 3 debe decir Kangire et a. (2000).....

Pag. 29 lineal2 debe decir :(Venter y Currier, 1977; Ali y Jarvis, 1988)
Péag 40 linea 22 debe decir: 1986; Malcolmy Lewis, 1991).

Pag. 41 linea 12 debe decir Aguilar et al.(2000 ay b)

Pag. 41 linea 23 debe decir: Stevensy Harvey (1995) en vid...

Pag. 43 linea 20 debe decir Dominguez y Rodriguez (2000).

Pag. 46linea 18 debe decir Borges Pérez et al. (1991).

Pag. 47 linea 16 debe decir Marschner et al. (1996).

Pag. 47 linea 26 debe decir: (Charpentier, 1968).

Pag. 48 lineas 13, 15y 21 debe decir Lahav e lsradli ......

Pag. 50 linea 15 debe decir (Arroyo et al., 1993; ......).

Pag. 51 linea 3 debe decir (Komada, 1975 ,1976).

Pag. 51 linea 10 debe decir (Martin-Prevel et al., 1984).

Pag. 52 linea 11 debe decir (...... ; Page et a., 1986).

Pag. 54 linea 17 debe decir ......supervision de los Doctores.....

Pag. 54 ultima linea debe decir ( Klement y Sands, 1990).

Pag. 55 Fig. 3. debe decir: Pseudomonas.

Péag. 60 linea 4 debe decir ....... Nelson et al. (1983), ........

Pag. 61 Tabla 2 debe decir (Nelson et al., 1983; Nelson, 1990).

Pag. 61 y sucesivas donde dice: fialides debe decir: fididas.

Pag. 62 Tabla 3 debe decir (Ledlie, 1990).



Péag. 65 linea 8 debe decir ( Pefiadver y Lopez, 1994).....

Pag. 66 linea 4 debe decir: ...dierareacciones rapidas ... fitopatdgenos u hongos...

Péag. 67 linea 4 debe decir: ...se desarrollaba la planta...

Péag. 68 tltima linea debe decir:...mediante €l riego...

Pag. 77 linea 19 debe decir: ...ensayos, se analizaron...

Pag. 78 linea 27 debe decir: ...se gjustaba de acuerdo...

Pag. 87 Figuras 12 y 13 debe decir: (octubre 96-marzo 99)

Pag. 89 Tabla 5 donde dice: Incidencia(%), debe decir: Incidencia media 'y donde dice:
Incidencia media, debe decir:Total

Pag. 89 linea 16 debe decir: De las plantaciones...

Pag. 91 linea 12 debe decir: ...del rizoma que era...

Pags. 96 y 97 donde dice: plantacion(es) debe decir :parcela(s).

Pag. 97 linea 9 dice: plarcela, debe decir:parcela.

Pag. 98 Tabla 10. donde dice: Municipio de Los Realgjos , debe decir: municipio de
Buena Vistadel Norte.

Pag. 101 linea5 debe decir:... Paralamayoria...

Pag. 107 Linea 1 debe decir: Algunas especies han sido...

Pag. 118 Tabla 21 dltimalinea donde dice: F. moniliforme, debe decir: F. proliferatum
Pag. 121 linea 10 debe decir: ...esas bacteriosiso los ...

Pag. 127 y sucesivas donde dice: cv ,debe decir: cv.

Pag. 129 linea 8 debe decir: hipoxia radical

Pag. 137 linea 2 debe decir: ...de valores...

Pag. 139 linea 8 debe decir: ...inoculacion con F. proliferatumla...

Pag. 151 linea 13 debe decir: ...tabla 42, se presenta la separacion de medias de las
variables fenoldgicas de ...

Pag. 155 linea 11 donde dice: sembradas, debe decir: cultivadas.

Pag. 158 linea 1 donde dice: peso fresco aéreo, debe decir: peso seco de raiz.

Pag 159 Tablas 48 y 49 dice:infeccion, debe decir:interaccion

Pag 170 linea 8 debe decir: nimero de hojas (tabla 57).El peor....

Pag. 170 linea 11 donde dice: ....uno de los peore siendo...., debe decir: ...peores no
siendo...

Pag. 177 linea 13 debe decir: ...género Fusarium

Pag. 182 linea 3 debe decir: Losbloques1y 2 ...



Pag. 183 péarrafo 1donde dice:El blogue... respecto a los bloques., debe decir: Para la
variable PL-PAR el bloque 3 es estadisticamente diferente a blogue 2 y es igual a
blogue 1.

Pag. 188 linea 9 donde dice: ...de estrés y ... , debe decir: ...de estrés. Reinking (1926)
citado por Lahav et al. (2000), describe € Yellow Mat, desorganizacion vascular
asociada al floema cuya causa no se conoce. La desorganizaciéon vascular ha sido
asociada tanto a patégenos como a salinidad y bloqueos nutricionales como el Cay € B
(Epstein,1973).

Pag. 189 linea 2 debe decir : eiones...

Pag. 190 Figuras: 64,65y 66 donde dice FMP. , debe decir : FMP

Pag 191 Figuras. 69 donde dice: FMP. , debe decir: FMP

Pag 191 pie de Fig. 68 corresponde a pie de Fig. 69 y viceversa.

Pag. 192 linea 12 donde dice: ...(Lecuona, ...), debe decir: (Lecuona ,1975; Sandova y
Mdller,1990).

Pag. 203 Fig. 98 debe decir: Tincidn Gerlach.

Pag. 203 Fig.99, 100 y 101 debe decir: Tincién Azul de toluidina
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