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La misién de la Red Internacional para el Mejoramiento del Banano y el Platano (INIBAP) es aumentar de
manera sostenible la productividad del banano y el platano cultivados por pequeios productores para el consumo
doméstico y mercados locales y de exportacion.

El programa tiene cuatro objetivos principales:

Organizar y coordinar un esfuerzo global de investigaciéon sobre banano y platano para el desarrollo, la evaluacién
y la diseminacién de cultivares mejorados y para la conservacién y utilizacion de la diversidad de las Musaceas;

Promover y fortalecer colaboraciones en la investigacion relacionada con banano y platano a los niveles nacional,
regional e internacional;

Fortalecer la capacidad de los SNIA para conducir actividades de investigacion y desarrollo sobre banano y pla-
tano;

Coordinar, facilitar y apoyar la produccién, recopilacion y el intercambio de informacién y de documentacién sobre
banano y platano.

INIBAP es un programa del Instituto Internacional de Recursos Fitogenéticos (IPGRI), un centro Future Harvest.

El Instituto Internacional de Recursos Fitogenéticos (IPGRI) es una organizacion cientifica internacional
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(3) la Red Internacional para el Mejoramiento del Banano y el Platano (INIBAP).
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Prefacio

Estas Guias Técnicas reemplazan las Guias Técnicas 1 (Cribado de germoplasma de
Musa para la resistencia y tolerancia a nematodos) y 3 (Evaluacion de germoplasma de
Musa para la resistencia a las enfermedades de la Sigatoka y marchitamiento por Fusarium)
en lo que a la evaluacién de comportamiento se refiere. Las Guias Técnicas para
las evaluaciones extensivas, que también formaban parte de las Guias Técnicas 3,
se publican separadamente.

Las secciones sobre el marchitamiento por Fusarium y las enfermedades de las
manchas foliares causadas por Mycosphaerella fueron actualizadas de acuerdo a
las recomendaciones y comentarios realizados después de analizar los resultados
del IMTP II.

INIBAP y los autores desean agradecer a todos los cientificos quienes contribuye-
ron con estas guias.
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1. Introduccion

El marchitamiento por Fusarium, las enfermedades de las manchas foliares causa-
das por Mycosphaerella spp. y los nematodos se reconocen como las plagas y enfer-
medades mas importantes de los bananos!. Este documento proporciona informa-
cién sobre los protocolos para la evaluacion de comportamiento de la resistencia
a estos patdgenos y parasitos. Contrario a las evaluaciones extensivas, que son
evaluaciones de la resistencia a las enfermedades mas completas realizadas
en pocos sitios (Guias Técnicas 6 de INIBAP), las evaluaciones de comporta-
miento utilizan un protocolo simplificado para obtener la informacion sobre el
comportamiento de los cultivares e hibridos bajo condiciones locales, asi como
la informacién bésica sobre la resistencia y tolerancia a las enfermedades.

Estas guias fueron elaboradas en colaboracién con los grupos de trabajo sobre
Fusarium, Sigatoka y nematodos del programa PROMUSA y con aportes del per-
sonal de INIBAP, y su objetivo es ayudar a los investigadores a:

e disefiar su ensayo,
¢ escoger el lugar apropiado para el ensayo,

¢ infestar artificialmente el sitio, en caso de que no esté suficientemente infestado
con el patégeno (sélo para los sitios con marchitamiento por Fusarium y nema-
todos),

¢ evaluar la resistencia/tolerancia de los genotipos a las enfermedades y caracte-
risticas agronomicas.

Nociones de resistencia y tolerancia

La resistencia/susceptibilidad y la tolerancia/sensibilidad se definen como cua-
lidades independientes y relativas de una planta hospedante basdndose en las
comparaciones entre los genotipos. La resistencia/susceptibilidad se refiere a la
habilidad de la planta de prevenir o limitar el desarrollo de la plaga, mientras que
la tolerancia/sensibilidad es la habilidad de la planta de sobrevivir a la presen-
cia de una plaga. Una planta hospedante puede contener (resistencia) o permitir
(susceptibilidad) el desarrollo y reproduccién del patégeno; puede sufrir pocos
dafos (tolerancia), aun cuando esta fuertemente infectada, o muchos dafos (sen-
sibilidad), atin cuando esta ligeramente infectada.

1 A través de todo el texto la palabra bananos se utiliza tanto para los bananos como para los platanos.
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2. Evaluacion de la resistencia al marchitamiento por Fusarium

Introduccion

El patégeno responsable por el marchitamiento por Fusarium (también conocido
como mal de Panama), es un hongo del suelo Fusarium oxysporum f.sp. cubense — Foc,
que por primera vez fue reconocido en 1874 en Australia. Para la década de los
afos 50, la enfermedad habia alcanzado tales proporciones epidémicas, que fue
considerada como una de las enfermedades de las plantas més destructivas en la
historia. La infeccién ocurre cuando el patégeno penetra en las raices de la planta
de banano. Luego el hongo invade los vasos del xilema y, si no es bloqueado por las
respuestas de oclusién vascular del hospedante, avanza en el cormo.

Cultivares de referencia

Los clones, contra los cuales deben ser evaluados los nuevos hibridos mejorados
con respecto a su reacciéon al marchitamiento por Fusarium, son los siguientes:

Gros Michel (AAA) Suceptible a Raza 1 ITC1122
Bluggoe (ABB) — Cachaco Suceptible a Raza 2 ITC0643
Cavendish (AAA) cv. Williams Suceptible a Raza 4 ITC0570
cv. Rose Resistente ITC0712
Cultivar local Sera seleccionado por el colaborador en cada sitio

(si no es Cavendish) de evaluacion como un material estandar apropiado.

INIBAP mantiene un listado de material disponible indizado contra virus, para seleccio-
nar los genotipos de referencia. Por favor comuniquese con el coordinador del IMTP en
INIBAP. Para la informacién sobre el manejo del material vegetal, refiérase al Apéndice L.

Establecimiento de las parcelas

Con el proposito de efectuar una evaluacién apropiada de la resistencia del
germoplasma al marchitamiento por Fusarium, es importante que el sitio
de evaluacion esté una area de incidencia conocida. De ser posible que se
establezca dentro de la propiedad de un agricultor, y ademdas que se maneje
siguiendo las practicas locales aplicadas al banano.

El sitio se debera infestar uniformemente con una sola raza de Foc. Si es posi-
ble, se debe sembrar un clon altamente susceptible (p.e. Gros Michel, Silk o la
variedad local susceptible) un ciclo antes del establecimiento del experimento.
Al momento de la cosecha, éstas plantas se deberan cortar y arar incorporan-
dolas al suelo. Antes de sembrar el experimento, el sitio deberd ser arado
profundamente para distribuir uniformemente el indculo en todo el lugar. Se
debe tener cuidado de no infestar el sitio con més de una raza de Foc. Para
evitar la contaminacion con otras razas, se recomienda no introducir en el sitio
de evaluacion plantas infectadas ni suelo de otros sitios.
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Identificacion del patdégeno

Antes del establecimiento del experimento, se debe determinar la identidad de la
raza de Foc presente en el sitio. Si esta informacién no esta disponible, se deberan
recolectar muestras de plantas de banano del lugar y enviarlas a un laborato-
rio reconocido para su analisis. Los detalles sobre como enviar las muestras se
encuentran en el Apéndice II.

Diseno experimental

Una vez que las plantas alcancen de 0.3-0.5 m de altura se puede llevarlas al campo
experimental. El disefio experimental dependera de las caracteristicas particulares
del sitio. Se describe alternativas mas adelante. Se recomienda utilizar un disefio
de bloques completamente al azar en los lugares donde sea practico y factible. Sin
embargo, cualquiera que sea el disefio, la densidad de siembra no debera exceder
las 2000 plantas por hectarea.

Disefio completamente al azar (DCA)

Este disefio se utilizard cuando no exista una fuente identificable de variacién en
el sitio de evaluacién, por ejemplo cuando las condiciones de suelo, gradiente,
fecha de siembra, etc. son uniformes. Este es un disefio muy potente, que permite
efectuar analisis estadisticos aun cuando existan niimeros diferentes de unidades
experimentales por tratamiento.

Se recomienda un espaciamiento entre plantas de 2m x 2.5m, no obstante, este
puede variar de acuerdo con las practicas de manejo normales del instituto o del
agricultor.

Veinte repeticiones por tratamiento. El sitio experimental deberd estar rodeado
por una hilera de plantas de borde. En la Figura 1 se presenta un ejemplo de este
tipo de distribucion.

Diseno de bloques completamente al azar (DBCA)

Se puede utilizar este disefio cuando exista una fuente identificable de variacion
y las unidades experimentales pueden ser agrupadas apropiadamente. El objetivo
de agrupar es el de mantener las unidades en un bloque lo mas uniforme posible,
de manera que las diferencias que se observen se deban en gran parte a los trata-
mientos (en este caso a los genotipos). Las fuentes de variacion, tales como pen-
diente, gradiente de pH, fecha de siembra, etc. se deberan identificar y distribuir
los bloques para justificar esta variacion. Los bloques, también llamados repeticio-
nes, deberdn consistir de un grupo de parcelas casi cuadrado. Las parcelas entre
bloques se deberdn colocar en hileras escalonadas dobles, como se muestra en la
Figura 2, para disminuir lo efectos de competencia entre las plantas. Debera haber
al menos seis plantas por parcela, sin embargo la informacién se tomara solo de
las plantas centrales; las dos plantas que se encuentran en la parte de afuera se
consideran plantas de borde.
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Se debe sembrar cinco bloques o repeticiones. Todos los genotipos se asignaran
en forma aleatoria a las parcelas dentro de los bloques. Esta distribucién se puede
observar en la Figura 2.

Si requiere mayor informacion o recomendaciones sobre el disefio experi-
mental, por favor comuniquese con Natalie Moore (correo electrénico: MooreN@
prose.qld.gov.au).

Practicas agrondmicas

La aplicacion de fertilizantes y la irrigacion se debera efectuar de acuerdo con
las practicas locales. No se debera aplicar fungicidas. En los lugares donde es
una practica comun, las matas se deberan deshijar cada tres meses empleando
los métodos locales, para dejar un solo véstago. De igual manera, la practica
de deshojar se realizara sélo si esto constituye una practica rutinaria en el
sitio de evaluacion. Los experimentos deberdn conducirse para el primer y
segundo ciclos de cultivo de la planta.
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Los bloques deben ser lo mas cuadrados posible para minimizar la variacién.

Figura 2. Diseiio de bloques completamente al azar para evaluar el marchitamiento por Fusarium.

Informacion a recolectar
Evolucién de la enfermedad

Tres meses después de la siembra, las plantas se revisardn mensualmente para
observar el desarrollo de los sintomas. Las plantas que sin lugar a duda estén
afectadas por el marchitamiento por Fusarium se anotardn como enfermas en
el formulario de campo 1, Apéndice III y se marcaran para futuras referencias.
De ahi en adelante, estas plantas se observaran tinicamente cuando mueran o
produzcan frutos. Los campos se deberan inspeccionar con mayor frecuencia
(semanalmente) cuando se acerque la época de floraciéon para determinar con
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exactitud ésta fecha. Si las plantas van a morir antes de dar frutos, se deberan
examinar internamente para verificar la presencia de la enfermedad. Si éstas
finalmente dan fruto, las estimaciones internas de severidad de la enfermedad
se tomaran al tiempo de la cosecha.

Sintomas internos

Para el primer ciclo de cultivo, s6lo se deben anotar los sintomas internos del
pseudotallo. Al momento de la cosecha, corte la planta en la base del pseudo-
tallo. Para determinar la extensién de la decoloracion vascular en el pseudo-
tallo, haga cortes transversales desde la base del pseudotallo hacia arriba para
examinar los tejidos internos que aparezcan después de cada corte. Observe el
punto en el cual la decoloracién ya no es visible y anote la distancia que exista
entre ese punto y la base del pseudotallo. Utilice el formulario de campo 1 en
el Apéndice III para anotar los sintomas externos e internos y el formulario de
campo 2 para sintetizar los datos.

Para la segunda cosecha (hijo siguiente), se deberan evaluar los sintomas
dentro del pseudotallo y si es posible dentro del cormo. Saque el cormo
completo del suelo, corte las raices y quite el exceso de tierra. Utilice una
“guillotina” (Figura 3) u otro instrumento apropiado, para cortar secciones
transversales del cormo hasta obtener cinco partes de igual grosor por cormo.
Se debe examinar la parte superior de cada seccion y anotar la extensién de
la decoloracion vascular utilizando para esto una escala de 1 a 6 (laminas de
1a 6 p. 12). Se debe calcular y anotar una calificacion promedio para las cinco
secciones. Para la segunda cosecha (hijo siguiente), se deberan evaluar los sin-
tomas dentro del pseudotallo y si es posible dentro del cormo.

Utilice el formulario de campo 3 en el Apéndice III si decide anotar los datos
del cormo.

Nota: El material del cormo y del pseudotallo no se debe remover del sitio de
cosecha ni antes ni después de la evaluacion.
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1. Cormo completamente limpio, sin decolora- 2. Puntos aislados de decoloracion en el tejido
cién vascular. vascular.

3. Decoloracion de hasta 1/3 del tejido vascular. 4. Decoloracién de entre 1/3 'y 2/3 del tejido
vascular.

5. Decoloracién mayor a los 2/3 del tejido 6. Decoloracion total del tejido vascular.
vascular.

Laminas 1-6. Escala de evaluacién de los sintomas internos ocasionados por el marchitamiento por
Fusarium (Fotografias cortesia del Dr Zilton Cordeiro, EMBRAPA-CNPMF).
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Informacién agronémica

La informacién que aparece a continuacién deberd anotarse. La tabla 1 indica
cuando los datos deben ser recopilados. Utilice los formularios de campo 6 en el
Apéndice XI para registrar los datos.

Encargado
Fecha de siembra
Tiempo de la siembra a la floracién (dias)

Para calcularlo en dias utilice las fechas de siembra y emergencia total del raci-
mo.

Altura del pseudotallo al momento de la paricion (emergencia del racimo) (cm)

Corresponde a la distancia en cm desde la base del pseudotallo hasta el punto de
emergencia del racimo.

Altura del hijo (hijo siguiente) al momento de la paricién (cm)

Corresponde a la distancia en cm desde el suelo hasta la tltima axila de la hoja.
Todos los demas hijos con excepcién del hijo seleccionado se eliminaran conforme
aparezcan.

Numero de hojas funcionales

Las hojas funcionales son las que presentan actividad fotosintética. Una hoja es
funcional cuando presenta mas del 50% de area verde.

Ciclo de cultivo (dias)

Para calcularlo en dias, considere las fechas desde la siembra hasta la cosecha.
Circunferencia del pseudotallo al momento de la cosecha (cm)

Se mide a 1m de la base del pseudotallo.

Peso del racimo (kg)

Corte el pedinculo del racimo encima de la primera mano y al nivel de la tltima
cicatriz de bréctea e inmediatamente debajo de la tltima mano.

Numero de manos en el racimo a la cosecha

Corte las manos de cada racimo después de pesarlo y anote el nimero de manos.
Ntumero de frutos a la cosecha

Peso del fruto (g)

Promedio: Dividir el peso colectivo de las manos (cortadas del pedinculo) por el
ndmero de frutos.

Informacion ambiental

También es necesario monitorear las condiciones climéaticas. Se debe obtener lec-
turas semanales en una estaciéon meteoroldgica situada lo mds cerca posible al
sitio experimental. El formulario de campo 7 para recolectar esta informacion se
encuentra en el Apéndice XI.
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Tabla 1. Programa para el registro de la evolucién de la enfermedad y de los datos agronémicos.

Tipo de datos Fase de crecimiento Paricion Cosecha
(3 meses después de la siembra)

Datos de evolucion de la enfermedad

Sintomas externos Mensualmente Mensualmente

Sintomas internos X

Informacion agronémica

Tiempo de la siembra X

a la paricion

Altura del pseudotallo X
Altura del hijo X
Namero de hojas funcionales a la floracién

Ciclo de cultivo

Circunferencia del pseudotallo

Peso del racimo

Numero de manos en el racimo

NuUmero de frutos

s[> x> [x x|

Peso promedio de los frutos

Practicas de manejo

Se deberan anotar los datos sobre aplicaciones de fertilizantes, medidas de control
de nematodos/picudos y manejo de la irrigacién/drenaje.
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3. Evaluacion de la resistencia a las enfermedades de las
manchas foliares causadas por Mycosphaerella spp.

Introduccion

Las enfermedades de las manchas foliares de los bananos incluyen tres hongos
ascomicetos patogénicos relacionados: Mycosphaerella fijiensis, que causa la raya
negra de la hoja (también conocida como Sigatoka negra), M. musicola, responsable
por la enfermedad de Sigatoka (también conocida como Sigatoka amarilla) y M.
eumusae, descubierta recientemente que representa el agente causal de la enferme-
dad de la mancha foliar eumusae (conocida anteriormente como la enfermedad de
la mancha foliar Septoria). La raya negra de la hoja y la enfermedad de Sigatoka
pueden causar una defoliacion extensa, pero M. fijiensis se caracteriza por su poder
patégeno més fuerte en un rango mdas amplio de hospedantes, lo que la hace la
enfermedad foliar de los bananos mas destructora. En general, los hongos son
diseminados localmente mediante ascésporas y conidios. Se cree que la dispersion
de las enfermedades a grandes distancias se realiza por la transferencia de germo-
plasma (retofos infectados, hojas enfermas) y por ascésporas mediante el viento.

Cultivares de referencia

Los clones, contra los cuales deben ser evaluados los nuevos hibridos mejorados
con respecto a su reaccién las enfermedades de las manchas foliares causadas por
Moycosphaerella son los siguientes:

Yangambi km 5 Altamente resistente ITC1123
Calcutta 4 Altamente resistente ITC0249
Pisang lilin Parcialmente resistente (alto) ITC1400
Pisang Ceylan Parcialmente resistente ITC1441
Pisang Berlin Susceptible ITCO611
Grande naine Susceptible ITC1256
Cultivar local Seleccionado por el colaborador en cada sitio como el estandar local

apropiado para comparar las reacciones

INIBAP mantiene un listado de material disponible indizado contra virus, para
seleccionar los genotipos de referencia. Por favor comuniquese con el coordinador
del IMTP en INIBAP. Para la informacién sobre el manejo del material vegetal,
refiérase al Apéndice L.

Establecimiento de las parcelas

Las parcelas deben establecerse en sitios con suficiente presencia del patégeno.
El sitio de evaluacion debera establecerse en los terrenos de un agricultor y
manejarse de acuerdo con las practicas locales empleadas para el banano. Adn
mas, el disefio de campo deberd incluir parcelas de clones susceptibles interca-
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ladas con las que estan bajo evaluacion. Se pueden emplear los clones locales
susceptibles.

Con frecuencia es dificil diferenciar en el campo los sintomas de las diferentes
enfermedades foliares causadas por Mycosphaerella. Cuando es posible, es preferi-
ble seleccionar sitios donde solo una enfermedad estd presente. Si se mezclan los
patdégenos, es mas dificil comparar los resultados obtenidos en ese sitio con los de
otros sitios de evaluacién.

Identificacion del patégeno

Las enfermedades de las manchas foliares causadas por Mycosphaerella registra-
das en Musa con mayor frecuencia son M. fijiensis y M. musicola. M. eumusae fue
registrada solo recientemente. Este patégeno fue descubierto en el sur y sudeste
de Asia (Carlier et al. 2000, Crous y Mourichon 2002). En 2001, se han detectado las
tres especies en un drea muy pequea cerca de Kuala Lumpur, Malasia (J. Carlier
comunicacioén personal).

Antes de evaluar los nuevos hibridos o clones seleccionados, es muy importante
conocer exactamente cual de las especies de Mycosphaerella esté presente en el sitio
y, si es posible, en el pais. El muestreo e identificacion del patégeno se describen
en el Apéndice IV.

Disefo experimental

Una vez que las plantas alcancen una altura de 0.3-0.5 m, se pueden llevar al
campo experimental. El disefio experimental dependerd de las caracteristicas
particulares del lugar. En esta misma seccion se presentan varias alternativas.
En aquellos lugares en donde sea préactico y factible, se debe utilizar un disefio
de bloques completamente al azar. Sin embargo, cualquiera que sea el disefio,
la densidad de siembra no debera exceder las 2000 plantas por hectarea.

Diseno completamente al azar (DCA)

Se deber4 utilizar un disefio completamente al azar cuando no existe una fuente
de variacién identificable en el sitio de evaluacion; por ejemplo, el sitio es uni-
forme en cuanto a tipo de suelo, pendiente, fecha de siembra, etc. Este es un
disefio muy poderoso el cual permite efectuar analisis estadisticos atin cuando
existan diferentes niimeros de unidades experimentales por tratamiento.

Se recomienda un espaciamiento entre plantas de 2m x 2.5m, sin embargo, se
puede utilizar un espaciamiento diferente si éste es més apropiado a las prac-
ticas de manejo del instituto/agricultores.

Ocho a diez repeticiones por tratamiento. El sitio experimental estard rodeado
por una hilera de plantas y su distribucién en tresbolillo (intercalado con plan-
tas susceptibles) como se muestra en la Figura 4.
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Figure 4. Disefio completamente al azar en tresbolillo para evaluar las enfermedades de las manchas
foliares causadas por Mycosphaerella spp.

Diseno de bloque completamente al azar (DBCA)

Este tipo de disefio se puede utilizar cuando existe una fuente identificable de
variacion y las unidades experimentales se pueden agrupar de acuerdo a esta
fuente. El objetivo de agrupar es el de mantener las unidades en un bloque lo més
uniforme posible, de manera que las diferencias que surjan se deban en gran parte
a los tratamientos (en este caso a los genotipos). Las fuentes de variacién, tales
como pendiente, gradiente de pH, fecha de siembra, etc. se deberan identificar y
distribuir los bloques de acuerdo a esta variacion. Los bloques, también llamados
repeticiones, deberan consistir de un grupo de parcelas casi cuadrado.

Se deben sembrar de tres a cuatro bloques o repeticiones. Todos los genotipos
seran asignados al azar a las parcelas dentro de los bloques. Cada parcela contara
con tres a seis plantas. El niamero de bloques y plantas por parcela dependera del
terreno y de los recursos humanos disponibles. La distribucién se muestra en la
Figura 5.

Si requiere mayor informacion o recomendaciones sobre el disefio experimental, por favor
comuniquese con Jean-Vincent Escalant (correo electrénico: j.escalant@cgiar.org).

Practicas agrondmicas

Tanto la fertilizacién como la irrigaciéon se deberdn optimizar. No aplique
ningtn tipo de fungicidas. En aquellos lugares donde se practica en forma
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Figura 5. Disefio de bloques completamente al azar para evaluar las enfermedades de las manchas
foliares causadas por Mycosphaerella spp.

rutinaria, las matas deberan deshijarse cada tres meses utilizando los métodos
locales y se deberd dejar tinicamente un vastago. Los experimentos deberan
conducirse durante el primer y segundo ciclo de produccién.
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Informacion a recolectar
Evolucion de la enfermedad

Solo se anotardn dos variables: La hoja mds joven manchada al momento de la
floracion (Vakili 1968) y el nimero de hojas erectas al momento de la floracién
y cosecha.

Hoja mds joven manchada (HMJM)

Esta corresponde a la primera hoja totalmente abierta que presenta 10 6 mas
lesiones discretas necrosadas y maduras o un area grande necrosada con
10 centros secos de color claro, contando las hojas de arriba hacia abajo (ver
Apéndice V).

Nudmero de hojas erectas (NHE):

Es el nimero de hojas, contando desde la hoja més joven (p.e. la mas alta y
sin abrir) hacia abajo. No cuente aquellas hojas que tengan el peciolo doblado
hacia atras, las demés hojas deberdn anotarse sin importar su color o el de su
peciolo.

Estas dos variables deberdn registrarse para cada planta. A cada planta en el
experimento se le asignara una identificacién tnica, la cual facilitard su pos-
terior identificacién y seguimiento. Esta identificacion podria ser un nimero
entero entre 1 y el nimero total de plantas en el experimento, asignado en
forma correlativa. El formulario de campo ntimero 4 en el Apéndice VI, ofrece
un modelo para las anotaciones. Por favor anote también el nimero de bloque
o repeticion. Este sistema permite analizar la informacién con submuestreo, lo
cual es mas preciso.

Las dos variables anotadas permitirdn calcular el indice de hojas no man-
chadas (IHNM). Este indice es la proporcion de hojas en pie sin los sintomas
tipicos de la ultima etapa de la Sigatoka negra; o sea, una mancha negra con
el centro necrosado (Ortiz et al. 1997). Este indice suministra una estimacién
del drea de la hoja disponible para fotosintesis antes del llenado de los frutos y
es una medida de la resistencia de Musa a la Sigatoka. Ademds de lo anterior,
corrige la diferencia en el nimero de hojas producidas por diferentes tipos de
bananos y pldtanos.

Se calcula utilizando la ecuacién siguiente:
100* (HMJM) -1)
NHE

IHNM =
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Caracteristicas agrondmicas

Por favor refiérase a la pagina 13 donde se encuentra una lista completa de varia-
bles a evaluar. La tabla 2 indica cuando los datos deben ser recopilados. Utilice el
formulario de campo 6 en el Apéndice XI para registrar los datos.

Tabla 2. Programa para el registro de la evolucién de la enfermedad y de los datos agronémicos.

Tipo de datos Fase de crecimiento Floracion Fase de la Cosecha
(3 meses después floracion
de la siembra) a la cosecha

Datos de evolucion de la enfermedad

Hoja mas joven manchada X X X

x

Numero de hojas erectas

Informacion agronémica

Tiempo de la siembra a la pariciéon

Altura del pseudotallo

Altura del hijo sucesor

XX | X [ X

Numero de hojas funcionales X

Ciclo de cultivo

Circunferencia del pseudotallo

Peso del racimo

Numero de manos en el racimo

Numero de frutos

XX | X[ X |X|X|X

Peso del fruto

Informacion ambiental

Esta informacién se deberd colectar en la estacion meteorolégica mas cercana al
experimento. En los experimentos que se encuentren en terrenos de institutos cola-
boradores, esto no sera dificil pues muchos de ellos tienen sus propios registros
ambientales.

Las fluctuaciones de temperatura y humedad se deben monitorear diariamente.
Las lecturas deberdn realizarse lo mas temprano posible cada mafiana y siempre a
la misma hora. La precipitacion podria calcularse semanalmente si no se pueden
realizar lecturas diarias. Registrar los datos desde la fecha de plantacion hasta la
fecha de la cosecha. Se debe analizar el suelo del sitio de evaluacion. Cuando es
posible, se debe proveer un mapa de las tendencias climéticas a largo plazo, éste
podria suministrar mayor informacién sobre las fluctuaciones anuales en cuanto a
temperatura y precipitacion.

En el formulario de campo 7, Apéndice XI, se presenta un formato para anotar la
informacién ambiental.

Practicas de manejo

Es necesario incluir informacién sobre la aplicacién de fertilizantes, medidas de
control de nematodos/picudos y précticas de irrigacién/drenajes.
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4. Evaluacion de la resistencia a los nematodos

Introduccion

En muchas regiones productoras de banano, las pérdidas en los cultivos causadas
por los nematodos son muy altas, con un promedio anual de pérdidas de rendi-
miento de alrededor de 20% a nivel mundial (Sasser y Frackman 1987). Debido
a que los nematodos de los bananos atacan los tejidos de las raices y del cormo,
el crecimiento de la planta y su rendimiento son afectados por la reduccién de
las funciones mecénicas (anclaje) y fisiolégicas (absorcion y transporte de agua y
nutrientes) del sistema radical.

Para controlar a los nematodos se puede utilizar la rotacién de cultivos y nema-
ticidas (Gowen y Quénéhervé 1990), pero en aquellas dreas, donde los bananos
se cultivan de manera continua, la rotacién de cultivos no puede ser practicada,
mientras que al mismo tiempo, el precio de nematicidas quimicos a menudo es
prohibitivo para los pequefios agricultores. Ademds, la mayoria de estos nema-
ticidas es altamente toxicos para el medio ambiente. Aunque la resistencia y
tolerancia a los nematodos que ocurren naturalmente, han sido explotadas por
largo tiempo para muchos cultivos agricolas (De Waele 1996), hasta la fecha, este
método de manejo de nematodos en los bananos ha sido relativamente desaten-
dida. Y esto sucede a pesar de la evidencia, aunque limitada, de que las fuentes
de resistencia y tolerancia a los nematodos se encuentran en la reserva genética de
Musa (Pinochet 1996, De Waele y Elsen 2002).

El objetivo de estas guias técnicas consiste en estimular el interés en el cribado
de bananos para la resistencia y tolerancia a los nematodos y suministrar una
metodologia experimentada para realizar este cribado. Al comparar los genotipos,
podemos clasificarlos como completamente, altamente y moderadamente resis-
tentes, los cuales pueden soportar un nivel de reproduccién de nematodos que se
califica como ninguno, bajo o intermedio, respectivamente.

Debido a que los programas de investigacion a menudo tienen participacion limi-
tada de nematdlogos capacitados, las guias técnicas se escriben para los nematélo-
gO0s con poca o ninguna experiencia en el drea del cribado respecto a la resistencia
y tolerancia de las plantas y para los cientificos agricolas con experiencia limitada
en nematologia. Aunque los investigadores pueden tener que seleccionar o modi-
ficar los métodos de alguna manera, de acuerdo a sus condiciones locales, también
se espera que estas guias técnicas promuevan la creacién de un nivel de norma-
lizacién para los futuros esfuerzos en el cribado de bananos para la resistencia y
tolerancia a los nematodos.
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Cultivares de referencia

Los clones contra los cuales deben ser evaluados los nuevos hibridos mejorados
con respecto a su reaccién a los nematodos son los siguientes:

Pisang jari buaya Resistente a Radopholus similis ITCO312
Yangambi km 5 Resistente a Radopholus similis ITC1123
Grande naine Susceptible a Radopholus similis ITC1256

Genotipos a evaluar

Lista de genotipos a evaluar por su resistencia y tolerancia a varias especies de
nematodos.

Pisang jari buaya* AA ITC0312
Calcutta 4 AA ITC0249
Pisang mas AA-Sucrier ITC0653
Pisang Ceylan AAB-Mysore ITC1441
Cachaco ABB ITC0643
Saba ABB ITC1138
FHIA-03 hibrido FHIA ITCO506
FHIA-18 hibrido FHIA ITC1319
FHIA-23 hibrido FHIA ITC1265
FHIA-25 hibrido FHIA ITC1418
TMB2x9128-3 hibrido FHIA ITC1437
TM3x15108-6 (Pita 16) hibrido IITA ITC1417

Los genotipos adicionales sugeridos por el Grupo de trabajo en Nematologia de
PROMUSA son los siguientes:

Grande naine* AAA ITC1256
Yangambi km 5* AAA ITC1123
Paka AA ITC0320
Selangor AA ITC1060
Kunnan AB (Ney Poovan) ITC1034
Musa balbisiana BB (Honduras) ITC0247
Musa balbisiana BB (Tani) ITC1120
Foconah AAB (Pome-Prata) ITC0649
Pisang lemak manis ABB ITC1183
FHIA-01 hibrido FHIA ITCO504

* No se aplica cuando se evalua la resistencia a R. similis

INIBAP mantiene un listado de material disponible indizado contra virus, para
seleccionar los genotipos de referencia. Por favor comuniquese con el coordinador
IMTP en INIBAP. Para la informacién sobre el manejo del material vegetal, refié-
rase al Apéndice I.
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Establecimiento de las parcelas

Para el cribado en el campo, es necesario tomar muestras del sitio potencial para
realizar el experimento, con el fin de determinar el espectro de los nematodos
presentes. Idealmente, un sitio debe estar infestado con una sola especie de nema-
todos fitopardsitos, pero este caso es raro. Se debe seleccionar un sitio donde la
composicién de las especies es representativa de la region.

El nivel de infestacion en el sitio debe ser investigado examinando las raices de los
bananos que crecen en el sitio (Figura 6), y no por medio de muestras del suelo.
Si la poblacién presente de nematodos es suficientemente grande (al menos 100
nematodos/g de raices frescas),
el campo infestado puede ser
utilizado inmediatamente.

M Si la poblacién presente de nema-
todos es demasiado pequefia, el
sitio debe ser plantado con un

genotipo de banano que sea un
% buen hospedero, con el fin de
aumentar la poblacién de nema-
todos, o se puede afiadir raices
infectadas con nematodos al

Figura 6. Una raiz muerta (arriba) y una raiz funcional sembrar las plantas (utilizando
(abajo). las raices infectadas maceradas).

Identificacion de los nematodos

Generalmente, se puede distinguir tres tipos de nematodos parasitos de las raices,
basdndose en su biologia:

* Los nematodos ectopardsitos permanecen fuera de la planta. Para alimentarse,
perforan las capas celulares externas de la planta con un estilete.

¢ Los nematodos endoparasitos migratorios invaden los tejidos de las plantas, per-
manecen migratorios (méviles) y se alimentan de las numerosas células normales
dentro de la planta. Ponen huevos individualmente, dentro o fuera de la planta.
Los nematodos mas dafiinos y propagados que atacan los bananos son el nematodo
barrenador Radopholus similis, los nematodos lesionadores de las raices Pratylenchus
coffeae y P. goodeyi, y el nematodo de espiral Helicotylenchus multicinctus.

* Los nematodos endoparasitos sedentarios también invaden los tejidos de las plantas
pero las hembras adultas se vuelven sedentarias (inméviles) y se alimentan de unas
pocas células especiales dentro de la planta. Ponen huevos todos juntos (por ejem-
plo, en un solo saco) fuera de la planta. Algunos nematodos pardsitos de las raices,
endopardsitos sedentarios (Meloidogyne spp.), a menudo también se encuentran en las
raices del banano, pero su estatuto como patdgenos no esta claro. Las especies que se
encuentran con mayor frecuencia son M. incognita, M. javanica, M. arenaria y M. hapla.
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Es muy importante antes de realizar la evaluacién de los nuevos hibridos o clones
seleccionados conocer exactamente el tipo de nematodo presente en el sitio. La
identificacion y preparaciéon de los nematodos para el andlisis microscépico se
describe en el Apéndice VII.

Diseno experimental

En los experimentos de cribado, la cantidad de réplicas debe variar entre 8 y 15.
Dependiendo de las condiciones ambientales, las réplicas estaran arregladas en
un disefio completamente aleatorio, disefio de bloques completos al azar o en un
disefio de parcela dividida.

Si requiere mayor informacion o recomendaciones sobre el disefio experimental, por favor
comuniquese con Dirk De Waele (correo electrénico: Dirk.DeWaele@agr.kuleuven.ac.be).

Practicas agronomicas

El experimento debera manejarse de acuerdo con las practicas agronémicas locales de la
organizacion colaboradora, y todas las practicas de manejo deberén aplicarse uniforme-
mente en todo el sitio de experimentacion. No se deberan controlar los nematodos. Los
experimentos se ejecutardn para el primer y segundo ciclos de cultivo de la planta.

Informacion a recolectar

La interpretacion de los datos obtenidos debe estar basada en una combinacién de
los datos sobre la reproduccién de nematodos y los datos sobre la respuesta de la
planta hospedera, incluyendo la cantidad de nematodos en las raices, el porcentaje
de raices muertas y el indice de necrosis radical.

Sugerimos registrar los datos en las siguientes etapas:
Planta madre

CP crecimiento precoz de la planta, de 10 a 12 semanas después de la
plantacion

RF planta recién floreada (menos de 14 dias) o planta con flores en
emergencia

C a la cosecha.

Hijo
FRPM en la etapa de floracion reciente de la planta madre
CPM  durante la cosecha de la planta madre

Evolucion de la enfermedad
Evaluacion de la reproduccion de nematodos

Los adultos y jovenes de los nematodos endoparasitos migratorios (incluyendo H.
multicinctus) y los adultos y jévenes de los nematodos noduladores de las raices
pueden ser extraidos de las raices del banano aplicando diversos métodos. Dos de
estos métodos, el método embudo/plato de maceracién de Baermann y el método
de maceracion-cernido, son descritos en Apéndice VIIL. La ventaja de estos méto-
dos es que requieren poco equipo. En los experimentos de cribado en campo, se
puede utilizar la cantidad de jévenes en combinacién con el célculo de la tasa
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de agallas en las raices (Kinloch 1990). En el campo, la poblacién de nematodos
puede ser expresada sélo por unidad de raiz.

Evaluacion de daros

El dafio ocasionado a las plantas de una mata puede ser evaluado midiendo los
dafios a las raices, asi como el crecimiento y el rendimiento de la planta. Porque
el desarrollo y la decadencia de las raices son procesos dindmicos, dependientes
del genotipo, influenciados por el crecimiento de la planta y la senescencia natural
por un lado, y la decadencia causada por factores abiéticos y bidticos (incluyendo
el dafio ocasionado por nematodos) por otro, una etapa de desarrollo de la planta
especifica debe ser seleccionada como etapa estandar para comparacion de la sen-
sibilidad de diferentes genotipos o un genotipo cultivado bajo diferentes condicio-
nes. Seleccionar la etapa de la planta en que esta recién floreada como una etapa
estandar tiene la ventaja de que, en esta etapa, la planta ha producido su cantidad
maxima de raices y ya no se formaran raices nuevas. También, a partir de esta etapa,
la altura de la planta permanecera constante hasta la cosecha. Las plantas también
pueden ser seleccionadas basdndose en la edad, altura y posicion en la mata.

Debido a que los dafios ocasionados a las raices de un retofio pueden ser relacio-
nados con su altura y circunferencia, asi como con el tamafo y peso del racimo
de la planta madre recién cosechada, se puede realizar la evaluacion de los dafios
ocasionados a los retofios. Esto es especialmente relevante en las regiones donde
las altas poblaciones de nematodos estan asociadas con las raices de los bananos,
habiendo una cantidad insuficiente de raices en las plantas cosechadas para reali-
zar la evaluacion del dafio. Observar los dafios en los retofios tiene la ventaja adi-
cional de poder realizar una estimacion de la cantidad de raices producidas hace
algin tiempo, pero que ya estdn completamente descompuestas, relacionando la
cantidad de las bases radicales a la cantidad de las raices muertas y funcionales.

La extension de los dafios ocasionados a las raices y al cormo de una planta es una
medida de la salud de un sistema radical y del cormo; tanto menor es el dafio,
cuanto mas saludables son las raices y el cormo.

En principio, el dafio ocasionado a las raices y cormo consiste de los siguientes
componentes:

* raices muertas

* y necrosis radical de las raices funcionales.
Las raices muertas estdn completamente podridas o secas; las raices funcionales
muestran al menos algunos tejidos sanos. La extensién de los dafios puede ser
expresada como el porcentaje de raices muertas, porcentaje de necrosis radical
y porcentaje de bases radicales con lesiones. El Apéndice IX incluye el protocolo
para evaluar los dafios ocasionados por los nematodos. La tabla 3 indica cuando
los datos deben ser recopilados. Utilice el formulario de campo 5 en el Apéndice X
para registrar los datos.
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Caracteristicas agronémicas

Por favor refiérase a la pagina 13 donde se encuentra una lista completa de varia-
bles a evaluar. La tabla 3 indica cuando los datos deben ser recopilados. Utilice los
formularios de campo 6 en el Apéndice XI para registrar los datos.

Tabla 3. Programa para el registro de la evolucién de la enfermedad y de los datos agronémicos.

Tipo de datos Planta madre Hijo
CcP RF C FRPM CPM
Datos de evolucion de la enfermedad
Evaluacion de la reproducciéon X X X X X
Evaluaciéon de dafios X X X X X
Informacion agronémica
Tiempo de la siembra ala
a la paricion floracion
Altura del pseudotallo ala
floracion
Altura del hijo ala
floracion
Numero de hojas funcionales a Ia. ) X X X
floracion
Ciclo de cultivo X
Circunferencia del pseudotallo X
Peso del racimo X
Numero de manos en el racimo X
Caracteristicas de los dedos X
Numero de frutos X
Peso promedio de los frutos X

Planta madre

CP crecimiento precoz de la planta, de 10 a 12 semanas después de la plantacion
RF planta recién floreada (menos de 14 dias) o planta con flores en emergencia
C a la cosecha.

Hijo

FRPM  en la etapa de floracion reciente de la planta madre
CPM  durante la cosecha de la planta madre.

Informacion ambiental

Esta informacion se debera colectar en la estacion meteorolégica mas cercana
al experimento. Las lecturas deberdn realizarse lo mds temprano posible cada
mafiana y siempre a la misma hora. El formulario de campo 7 para recolectar esta
informacion se encuentra en el Apéndice XI.

Practicas de manejo

Se deberdn anotar los datos sobre aplicaciones de fertilizantes, medidas de control
de nemétodos/picudos y manejo de la irrigacién/drenaje.




Apeéendices
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Apéndice I. Manipulacion del material vegetal

El Centro de Transito (ITC) de INIBAP proveerda los clones, preferiblemente en
forma de cultivo de tejidos proliferantes, a los laboratorios con infraestructura
necesaria para el cultivo de tejidos. Los colaboradores en estos sitios de evaluacion,
tendran la responsabilidad de producir plantulas para utilizarlas en los ensayos.
Si los beneficiarios no tienen las facilidades para cultivo de tejidos, se les enviaran
plantulas enraizadas provenientes del cultivo de tejidos. En ambos casos, las plan-
tulas deberan mantenerse en bolsas o macetas de plastico con suelo pasteurizado
0 con una mezcla para enraizamiento.

Cultivo de tejidos proliferantes

ELITC envia los cultivos de yemas apicales proliferantes en frascos de poliestireno
transparente, esterilizados y sellados con una tapa de rosca. Los cultivos se envian
en un medio de crecimiento semisélido. Tan pronto llegan a su destino, deben ser
subcultivados en un medio fresco.

Los cultivos de yemas apicales proliferantes se puede seguir subcultivando en
un medio de crecimiento apropiado y asi multiplicar y regenerar mas plantulas
enraizadas (adecuadas para transferir al suelo). La adicién de niveles relativa-
mente altos de citoquinina en el medio tiende a estimular la formacién de yemas
y brotes multiples mientras que el desarrollo de plantas individuales es inducido
al transferir los propagulos a un medio sin o con muy bajas concentraciones de
citoquinina.

La composicion de los medios empleados para la micropropagacion de Musa en el
Centro de Transito de INIBAP se describe en la tabla 1.

Nota: Se deben mantener condiciones asépticas durante todo el proceso de mani-
pulacién de los cultivos.

Tabla 1. Composicion del medio nutritivo Murashige y Skoog modificado, que se utiliza en el Centro
de Transito de INIBAP para la propagacién in vitro de bananos y platanos.

mg/L
Macro nutrientes NH,NO, 1650
KNO, 1900
Cadl,.2H,0 440
MgsQ,.7H,0 370
KH,HPO, 400
Micro nutrientes H3BO, 6.18
MnSO,.H,0 16.90
ZnSO,.7H,0 8.60
Kl 0.83
Na,Mo0,.2H,0 0.24
CoCl,.6H,0 0.024

Cus0,.5H,0 0.025
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Tabla 1. (cont.)

mg/L
Hierro FeSO,.7H,0 27.80
Na,.EDTA.2H,0 37.22
Vitaminas
Glycine 2.00
Chlorhidrato de Thiamina 0.10
Acide nicotinico 0.50
Chlorhidrato de Piridoxina 0.50
Antioxidante Acido ascérbico 10.00
Fuente de carbon Sucrosa 30000
Agente gelifiante Gelrite® 2000
o Agar 8000
Reguladores de crecimiento Né-benzilaminopurina 2.25*
0.225**
Acido indol-3-acético 0.175

Ajuste el pH del medio a 5.8 antes de autoclavar.
* para multiplicacion
** para regeneracion.

Multiplicacion

El ndmero deseado de propagulos en proliferacion se puede obtener a través de
varios subcultivos utilizando el siguiente procedimiento:

* Destape el tubo del cultivo y flamee el borde durante unos cuantos segundos,
* Saque con cuidado el grupo de apices y brotes del tubo,
* Separe el material en pequefos grupos de 2 6 3 micro-dpices y/o brotes,

¢ Recorte el tejido superfluo del cormo y cualquier tejido ennegrecido. Reduzca los
apices a un tamafio de 5 a 7 mm de alto,

¢ Transfiera cada grupo de dpices o brotes recortados a un medio fresco de multi-
plicacién esterilizado previamente,

¢ Incube los cultivos a una temperatura de 28 = 2°C con una intensidad de luz de
1000-3000 lux, y un fotoperiodo de 16 horas,

¢ Este procedimiento se puede repetir después de 4 a 6 semanas, cuando se pro-
duzcan nuevos dpices o brotes laterales.

Nota: El indice de multiplicacién depende del genotipo del cultivar y esta influen-
ciado por la composicion del medio (particularmente la citoquinina), el tamafio del
explante y la edad del cultivo.
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Regeneracion

El propésito de este paso es producir plantulas individuales enraizadas para su
establecimiento en suelo.

¢ Destape el tubo del cultivo y flamee el borde durante unos segundos,
¢ Saque con cuidado el grupo de apices o brotes del frasco,
* Subdivida los grupos proliferados en dpices individuales,

¢ Elimine el tejido superfluo del cormo y tejido ennegrecido. Recorte la parte supe-
rior de los 4pices hasta dejarlos de 10 mm de alto,

* Coloque cada dpice recortado en un medio de regeneracién fresco esterilizado
previamente para inducir el alargamiento del dpice y promover el crecimiento
de las raices,

e Los cultivos deben mantenerse a una temperatura ambiente de 28 = 2°C con un
ciclo de luz de 12 a 16 horas. Se recomienda una alta intensidad de luz, entre
5000 y 10 000 lux,

* Si surgen nuevos dpices o brotes laterales, repita el subcultivo hasta que obtenga
apices individuales enraizados,

* Mantenga en cultivo los apices enraizados de 4 a 6 semanas,

¢ Las plantas in vitro que tengan de 5 a 10 cm de altura, con al menos cuatro hojas
y un sistema radical bien desarrollado estan listas para su traslado al suelo.

Manipulacion de las plantulas enraizadas in vitro

Las vitroplantulas enraizadas se distribuyen como cultivos estériles, en un medio
de endurecimiento en bolsas herméticas Cultu saks®.

Las plantulas que tienen entre 5-10 cm de altura y raices bien desarrolladas, se
puede sembrar en macetas. Si las plantulas son mas pequefias o si no se puede
trasplantarlas inmediatamente, se aconseja colocarlas en las bolsas Cultu sak® en
posicion vertical, en un lugar donde reciban suficiente luz (no directamente del
sol), y a una temperatura entre 20 y 30°C. Bajo estas condiciones las plantulas pue-
den ser mantenidas en buen estado por varias semanas.

El trasplante de las plantulas enraizadas al suelo requiere cuidado. Se recomienda
utilizar el método que se presenta a continuacién o su propio método validado:

e Abra cada bolsa Cultu sak® cortando uno de los bordes verticales,

* Con mucho cuidado, saque la plantula de la bolsa, sostenga la base cuidadosa-
mente con unas tenazas sin filo. Coloque la plantula en la palma de su mano,

* Remueva el medio de cultivo adherido a las raices y hojas, colocando la plantula
en un recipiente (balde) con agua y sacudiéndola suavemente. Tenga cuidado de
no dafiar el tallo ni el sistema radical,

¢ Trasplante la plantula a macetas de pléstico o a bolsas (15 cm de didmetro) con
una mezcla pasteurizada 30:70 turba:arena, cuyos 2 a 3 cm superiores estén tami-
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zados finamente. Las raices superiores deben cubrirse con 2-3 cm de suelo,
* Riegue las plantulas inmediatamente después de trasplantarlas,
* Mantenga las plantas en una atmosfera de alta humedad:

- Se puede construir una cdmara sencilla de humedad colocando un marco de
madera dentro de un plastico transparente fuerte. La cdmara de humedad
(de aproximadamente 40-60 cm de altura) se coloca sobre las macetas en un
lugar sombreado donde la temperatura se mantenga entre 25 y 32°C.

- Para mantener la humedad dentro de la cdmara es necesario rociar regular-
mente con agua para saturar el aire. El calor que se concentra dentro de la
camara disminuye si de deja una abertura de 2 a 3 cm en la base para que
el aire circule.

- Durante la primera semana después del trasplante, rocie la cdmara dos
veces al dia para saturar la atmosfera. Este paso es muy importante pues
una humedad relativa baja en esta etapa destruiria facilmente las plantulas.
Riegue las plantas una vez al dia con un poquito de agua corriente.

- Una semana después del trasplante, rocie la cdmara himeda y las plantas
una vez al dia.

¢ Un mes después del trasplante, saque las plantas de la cdmara de humedad,

* Mantenga las plantulas en un invernadero, sobre una superficie alta (no direc-
tamente en el suelo) y bajo sombra, hasta que alcancen aproximadamente 30 cm
de altura (2-3 meses antes de su establecimiento en el campo),

¢ Podria ser necesario pasar las plantas a macetas mds grandes,

¢ Lleve las plantas al campo durante la estacién lluviosa, mdximo seis semanas
antes de que empiece la estacion seca.
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Apéndice Il. Como aislar muestras de Fusarium para
analizar el grupo de compatibilidad vegetativo

Corte secciones de tejido desco-
lorado del pseudotallo y separe
fibras vasculares individuales a
partir de estas secciones.
Coloque las fibras vasculares y
las secciones de tejido sin tocar-
las entre hojas de papel secante
esterilizado para que se sequen.
Cuando secas, coloque el papel
secante y su contenido en un
sobre de papel, séllelo y rotule-
lo con:

® numero de aislado

e nombre del cultivar

¢ procedencia

e nombre del recolector

Figura 1. Pasos a seguir para la preparacion de muestras de Fusarium oxysporum f. sp. cubense para
su envio (cortesia del Dr. Ken Pegg, QDPI).

Las muestras de tejido del pseudotallo o del cormo de plantas enfermas deberan
ser preparadas y enviadas a un laboratorio especializado para su andlisis.

Si todas las plantas de una introduccién estdn infectadas, muestre al azar entre 4
y 5 plantas para su analisis. Si tinicamente unas cuantas plantas estan afectadas,
deberd muestrearlas todas para su andlisis. Se deben preparar 8 cortes por planta.

Se puede disminuir la pérdida de viabilidad de las muestras si se preparan rapida-
mente después de su recoleccion y se envian inmediatamente después de que los
cortes estén secos (aproximadamente tres dias en papel secante esterilizado).

Para enviar las muestras utilice sobres de papel pues el plastico hace que las mues-
tras suden y promueve el crecimiento de contaminantes bacterianos. Recuerde que
para mantener la viabilidad del hongo dentro de los cortes vasculares debe evitar
que éstos estén muy calientes, muy frios o muy himedos. Las muestras deberan
mantenerse todo el tiempo en papel y secarse sobre una superficie, bajo condicio-
nes normales de laboratorio, no en hornos.

(Protocolo cortesia de la Dra Natalie Moore, QDPI, Australia)
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Apéndice lll. Formularios de campo para anotar
la informacién sobre los experimentos de resistencia

al marchitamiento por Fusarium

Formulario de campo 1. Sintomas externos e internos para el primer ciclo de cultivo
(Debe ser enviado en formato Excel. Si es necesario, INIBAP puede proporcionar
formularios electrénicos.)

ENCargado: .
Fecha de siembra: ...

Disefo experimental: ...
Latitud: ... Longitud: ....................... Altitud: ...

Numero | Repeticion |Planta #*| Fecha registro | Fecha registro | Extension de la
ITC de enfermedad| de muerte | decoloracion a
(dd/mm/aa) (dd/mm/aa) | la cosecha (cm)

* Use la columna '# de planta' para realizar mediciones individuales de cada planta en la parcela inicamente
si el disefio experimental es DBCA..
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Formulario de campo 2. Resumen de la informacion sobre resistecia al marchita-
miento por Fusarium

(Debe ser enviado en formato Excel. Si es necesario, INIBAP puede proporcionar
formularios electronicos.)

ENCargado: .
Fechade siembra: ...
Diseo experimental: ...
Latitud: ... Longitud: ....................... Altitud: ...

Numero | Numero de plantas % Plantas con % Plantas con
ITC evaluadas sintomas externos sintomas internos

Nota: Si el disefio experimental es DBCA, el cuadro debera presentarse por bloque.
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Formulario de campo 3. Sintomasinternos del marchitamiento por Fusariumen el cormo
(Debe ser enviado en formato Excel. Si es necesario, INIBAP puede proporcionar for-
mularios electrdnicos.)

ENCargado: ..
Fecha de siembra: ...

Disefio experimental: ...

ITC# | Repeticion Planta # Seccion #

1 2 3 4 5

Nota: 1 es el corte distal y 5 es el corte proximal.
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Apéndice IV. Identificacion de los patogenos
Mycosphaerella

Los tres patdgenos, Mycosphaerella fijiensis (anamorfo Paracercospora fijiensis),
M. musicola (anamorfo Pseudocercospora musae) y M. eumusae (anamorfo
Pseudocercospora eumusae), son los agentes causales de la raya negra de la hoja
(Sigatoka negra), enfermedad de Sigatoka (Sigatoka amarilla) y mancha foliar
eumusae, respectivamente (Jones 2000, Crous & Mourichon 2002). Estos patége-
nos no solo son dificiles de distinguir basandose en la expresiéon de los sintomas
(laminas de 1 a 6 p. 40), sino que sus estados sexuales (teleomorfos) también son
similares. Sin embargo, las especies pueden ser identificadas basdndose en las
diferencias morfoldgicas (ldminas de 7 a 12 p. 41) entre sus estados asexuales (ana-
morfos) independientemente de si son observadas directamente en las hojas enfer-
mas o después de aislarlas. Las caracteristicas morfoldgicas de los tres patégenos
se presentan en la tabla 2. Se debe tomar precauciones para no confundir estos
patdégenos con otras especies fungosas que también atacan el follaje de los bananos
(Jones 2000, Wardlaw 1972).

Tabla 2. Caracteristicas morfoldgicas de los estados anamorfos de Mycosphaerella

Especie (estado anamorfo) Conidioforos Conidios

Paracercospora fijiensis (Ldmina 7) (Ldmina 8)
Primera aparicién en la etapa De obclavados a cilindrico-
de primeras rayas [Etapas de obclavados, rectos o curvados, de
Fouré de 2 a 3 (Fouré 1982)] de hialinos a olivaceos muy palidos,

con numero de septos de 1 a 10,
con un hilo basal distintivo (cicatriz)

Principalmente la superficie Entre 30y 132 x 2.5y 5 pm
inferior de la hoja

Emergen individualmente o en
pequefios grupos (de 2 a 6), esporo-
doquios y estromas ausentes

Rectos o geniculados, color de pélido
a ligeramente marrén, con 0-5 septos,
ocasionalmente ramificados, cicatrices
en las esporas ligeramente engrosados
(entre 16.5y 62.5x4 a7 pym)

Pseudocercospora musae (Lamina 9) (Ldmina 10)
Primera aparicion en la etapa de De obclavados a cilindrico obclava-
mancha (Etapa 4 de Brun) dos,obclavados, rectos o curvados,
de pélidos a olivaceos muy palidos,
Abundante en ambas superficies con numero de septos de 0 a 8,
foliares sin un hilo basal distintivo
En fasciculos (esporodoquios) Entre 10y 109 x 2y 6 ym

densos en estromas oscuros

Rectos, hialinos, la mayoria

no son septados, ni geniculados,
sin cicatrices en las esporas
(entre 5y 25x2y 5 um)




38 Evaluacién de comportamiento

Tabla 2. (cont.)

Especie (estado anamorfo) Conidioforos Conidios

Pseudocercospora eumusae (Ldmina 11) (Lamina 12)
Primera aparicién en la Fusiformes, hialinos, cilindricos
etapa de mancha y curvados, con 3 a 5 septos
Principalmente en la superficie Entre 21.2y 41.6 x 2.5 pm

superior de la hoja

En forma de pera, sumergidos,
mas 0 menos errumpentes,
ostiolados cuando jovenes,
pero cuando maduros a
menudo se ven como acérvulos
(de 31 a 42 pm)

Adaptado de Wardlaw 1972, Carlier et al. 2000, Crous y Mourichon 2002.

El procedimiento para aislar los patégenos es explicado adelante e ilustrado en la
Figura 2.

1. Muestreo del tejido enfermo

Para realizar observaciones microscopicas in situ, los especimenes deben provenir
de las hojas en las etapas tempranas de aparicion de rayas para P. fijiensis (lamina
1), y de manchas para P. musae (lamina 3) y P. eumusae (lamina 5). Para el aisla-
miento de los hongos y para realizar las observaciones microscépicas in vitro, los
especimenes deben provenir de las hojas completamente necrosadas para cuales-
quiera de las especies (laminas 2, 4 y 6). La hoja debe ser secada cuidadosamente
entre las 1dminas de papel periédico.

2 y 3. Aclaracion del tejido y observaciones microscopicas in situ

Las lesiones se aclaran en una solucion de KOH al 10% durante la noche y se lavan
cinco veces en agua durante 10 minutos cada vez. Luego, los conidiéforos asociados
con estas lesiones pueden ser observados directamente en el portaobjetos sin tefiir-
las. Para observar a los conidios, los tejidos aclarados se tifien por 1 minuto con una
solucién de “blue cotton” al 0.5% y 1:1 de acido lactico y glicerol, y luego lavados en

agua.
4y 5. Descarga de ascosporas y clonacion

Las hojas necrosadas de banano se secan a temperatura ambiente durante 48 horas
y luego se remojan en agua destilada por 15 minutos. Las secciones de las hojas se
aseguran a la parte baja de las tapas de los platos Petri que contienen agua con agar
al 3%. Las ascésporas se descargardn durante la noche sobre la superficie de agar
(las ascosporas de las tres especies de Mycosphaerella tienen dos células y miden
entre 12 y 18 pm x 2.5 hasta 4.5 ym), cada ascéspora individual se transfiere al
medio PDA fresco a la mafiana siguiente. Si no se obtienen ascésporas, pedazos de
hojas pueden ser incubados durante 48 horas sobre un papel de filtrado himedo
en un plato Petri, remojadas en agua destilada durante 5 minutos y luego transfe-
ridas sobre las tapas de los platos Petri tal como se describe arriba. Los cultivos se
incuban a 25°C.
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6 y 7. Esporulacién in vitro y observaciones microscopicas de los
conidios

La esporulacién de los conidios es inducida al cultivar pedacitos del micelio en
un medio V8 modificado (100 ml de V8, 0.2 g de CaCO,, 20 g de agar por litro de
medio, pH 6). Los cultivos se incuban a 20°C por 10 a 14 dias bajo la luz fluores-
cente blanca fria y continua de 60 pmoles m™2 s™'. Luego los cultivos se raspan con
un escalpelo y los conidios se suspenden en una solucién de “blue cotton” directa-
mente en el portaobjetos para la observacion microscopica.

8. Conservacion

Los fragmentos del micelio de las colonias en desarrollo se colocan en glicerol al
15%, se mantienen por 2 horas a 4°C y luego se transfieren a un congelador para el
almacenamiento a largo plazo a -80°C.

1 -Muestreo

Y

2 - Aclaracion del tejido 4 -Descarge de ascosporas

3 - Observaciones microscopicas 5 - Clonacién

in situ de los conidioféros
y conidios

6 - Esporulacién 8 - Conservaciéon
in vitro

l

7 - Observaciones microscopicas
de los conidios

Figura 2. Diagrama de flujo para la identificacion de la mancha foliar causada por los patégenos de
Mycosphaerella.

(Protocolo cortesia de Marie Francoise Zapater, Jean Carlier y Xavier Mourichon.
CIRAD, TA 40/02, avenue d"Agropolis, 34398, Montpellier; jean.carlier@cirad.fr).
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Laminas 1-6: Sintomas foliares.

Cirad

Enfermedad de la raya negra de la hoja
(Mycosphaerella fijiensis).

Cirad

Enfermedad
de Sigatoka

(Mycosphaerella
musicola).

D. Jones

Cirad

Enfermedad de la mancha foliar eumusae
(Mycosphaerella eumusae).
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Laminas 7-12: Anamorfos de los patégenos de las manchas foliares de los bananos.

Conidiéforos Conidios

Enfermedad de la raya negra de la hoja (Paracercospora fijiensis).

Enfermedad de Sigatoka (Pseudocercospora musae).

i

Enfermedad de la mancha foliar eumusae (Pseudocercospora eumusae).
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Apéndice V. La hoja mas joven manchada.

Hoja mas joven mancahada, HMJM

HMJM = La primera hoja que presenta 10 6 mas lesiones distintas necrosadas
y maduras.
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Apéndice VI. Formularios de campo para anotar la

informacion sobre los experimentos de resistencia a las

enfermedades causadas por Mycosphaerella
Formulario de campo 4. Evaluacion del tiempo de desarrollo de la enfermedad (TDE),

hoja mas joven manchada (HMJM) y tasa de emision foliar (TEF)
(Debe ser enviado en formato Excel. Si es necesario, INIBAP puede proporcionar

formularios electrénicos.)

43

SIHIO,
ENCargado;
Disefo experimental: .. .. ..
Latitud: ... Longitud: ....................... Altitud: ...
Numero |Identificacion| Rep # HMJM NHEala | NHEala IHNM
ITC Unica floraciéon | cosecha
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Apéndice VII. Identificacion y preparacion de los nemato-
dos endoparasitos

Las especies de nematodos endopardsitos migratorios pueden ser identificadas
sobre la base de una combinacion de caracteres morfoldgicos. Las caracteristicas mas
importantes que las distinguen, se describen en la tabla 3 y las figuras 3 a 5.

El dimorfismo sexual con respecto a la forma de la regién de la cabeza sélo esta
presente en Radopholus similis: en especimenes hembras, la region de la cabeza es
baja, hemisférica, continua o ligeramente sobresalida con fuerte esclerotizaciéon
cefdlica y un estilete; en especimenes machos, la regiéon de la cabeza es alta, a

Tabla 3. Caracteristicas morfolégicas de los nematodos endoparasitos migratorios de banano.

Caracteristicas R. similis P. coffeae P. goodeyi H. multicinctus
Ocurrencia de mas bien rara comun comun comun
especimenes machos
Posicion media, en la parte posterior,  en la parte posterior,  en la parte posterior,
de la vulva a 50-60% del a 70-80 % del a 70-80 % del a 60-70 % del
largo del cuerpo largo del cuerpo llargo del cuerpo largo del cuerpo
Numero de rami- 2 desarrolladas solo la ramificacion solo la ramificacion 2 cortas ,
ficaciones genitales igualmente anterior es anterior es desarrolladas
en hembras desarrollada desarrollada igualmente,
algo cilindricas
Forma de la cola algo alongada- conoidal, concava conoidal, céncava en la terminacion anular
en las hembras conoidal en la parte inferior, parte inferior, contorno hemisférica, usualmente
con una terminacion  terminacién amplia- dorsal sinuado casien  con mayor curvatura
redondeada mente redondeada, la punta de la cola en la parte dorsal,
o endentada truncada o irregular- que abdominal
mente endentada
Forma de la cola alongada, conoidal, convexa, conoidal, convexa, conoidal, corta, con una proyec-
de los machos arqueada en la parte  con bolsa que se con bolsa que se cion ventral en forma
interior, con bolsa que  extiende hasta la extiende hasta la de dedo, bolsa se
se extiende por mas de punta de la cola punta de la cola extiende hasta la punta
2/3 del largo de la cola de la cola

menudo en forma de una protuberancia, mas sobresalida con una débil escleroti-
zacion y un estilete degenerado.

Helicotylenchus multicinctus puede ser diferenciado de otras especies en una etapa
posterior, ya que los cuerpos tanto de especimenes hembras, como de machos
tienen anulares distintos a los de otras especies, y al matarlos y fijarlos, ellos se
arquean y toman la forma de la letra C.

Las descripciones completas de R. similis se puede encontrar en Orton Williams y
Siddiqi (1973), de Pratylenchus coffeae en Siddiqi (1972), de P. goodeyi en Machon y
Hunt (1985) y de H. multicinctus en Siddiqi (1973).

Las hembras de Meloidogyne spp. son sedentarias (el cuerpo esférico con un cuello
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delgado), mientras que los machos y los especimenes jovenes son en forma de
gusanos. Los machos son raros; la region de la cabeza es alta, en forma de cono, no
sobresalida, con anulares claros; la esclerotizacion cefélica y el estilete son fuertes;
la cola es corta, hemisférica, la bolsa ausente. La forma de la cabeza de los especi-
menes jovenes es similar a la de los machos; la esclerotizacion cefalica débil; la cola
puntiaguda.

Debido a la extensa variacion morfoldgica entre y dentro de Meloidogyne spp. y la
existencia de razas de plantas hospederas, la identificacion precisa de estos nema-
todos es dificil. Las guias para la preparacion de los patrones perineales de las
hembras para la observacién en el microscopio de luz y para conducir la prueba
diferencial de las plantas hospederas, se puede encontrar en Hartman y Sasser
(1985). Una clave pictérica y una caracterizaciéon completa de Meloidogyne inco-
gnita, M. javanica, M. arenaria y M. hapla, se encuentran en Eisenback et al. (1981).
Finalmente, se puede utilizar la electroforesis basada en la técnica de placa delgada
para la coloracion de geles poliacrilamidicos e isozimas (esterasa y malate dehidro-
genasa) con el fin de identificar los especimenes de Meloidogyne spp. mas comunes
(Esbenshade y Triantaphyllou 1985).

Aled] B ¢ bl

Figura 3. Regién de la cabeza de Radopholus similis (A: hembra; B: macho), hembra de Pratylenchus
coffeae (C), hembra de Pratylenchus goodeyi (D), hembra de Helicotylenchus (E) y Meloidogyne
(F: 42 etapa juvenil; G: macho). Barra = 20 micrones.
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Figura 4. Regién de la cola de una hembra de Radopholus similis (A), hembra de Pratylenchus
coffeae (B), Pratylenchus goodeyi (C), Helicotylenchus multicinctus (D) y de los especimenes en la
42 etapa juvenil de Meloidogyne incognita (E). Barra = 20 micrones.
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Figura 5. Region de la cola de un macho de Radopholus similis (A), Pratylenchus coffeae (B),
Pratylenchus goodeyi (C), Helicotylenchus multicinctus (D), Meloidogyne incognita (E).
Barra = 20 micrones.
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Protocolo 1. Preparacion de los nematodos para su identificacién con
un microscopio de luz

Es esencial que las poblaciones de nematodos utilizadas para la seleccion sean
identificadas con precisién a nivel de especie.

Este protocolo describe un método rutinario, mediante el cual se preparan todos
los nematodos para la observacién con un microscopio de luz. Se puede obtener
buenos resultados, si los nematodos se matan rapidamente y se fijan mediante
un proceso con formaldehido caliente (Seinhorst 1966), se transfieren al glicerol
mediante el método etanol-glicerol (Seinhorst 1959) y se montan sobre las placas
de vidrio utilizando el método de anillo de cera (Maeseneer y d’"Herde 1963). Estas
placas de vidrio pueden ser almacenadas permanentemente, y los nematodos, con-
servados y utilizados como especimenes de referencia.

Este método rutinario no es adecuado para la preparacién de las hembras de los
nematodos parésitos de las raices (Meloidogyne spp.). En Hartman y Sasser (1985),
puede encontrarse un método para la preparacién de los patrones perineales de
las hembras de los nematodos parasitos para su observacion con el microscopio
de luz.

1. Fijacion de los nematodos

¢ concentrar la mayor cantidad de nematodos en una gota de agua muy pequefia
en un recipiente de vidrio céncavo (por ejemplo, un bloque de vidrio para colo-
rear de 4 x 4 x 1.5 cm),

e hervir el mismo volumen de formaldehido al 8%,

¢ afnadir el formaldehido al 8% caliente tan pronto como sea posible a la gota de
agua que contiene los nematodos (concentracién resultante de formaldehido:
4%).

2. Transferencia de los nematodos del formaldehido al etanol
® preparar la solucion I (formaldehido al 4% + 1 gota de glicerol /100 ml),
¢ Jlenar un bloque de vidrio con la solucién I,

e transferir los nematodos con una aguja del formaldehido al 4% a la solucién I en
el bloque de vidrio,

¢ llenar un recipiente de vidrio cerrado (por ejemplo, un disecador) de una profun-
didad aproximada de 1 cm, con etanol al 95%,

¢ colocar el bloque de vidrio sobre un soporte en el disecador para que quede
sobre la capa de etanol,

¢ cerrar el disecador apretadamente,
* colocar el disecador en una incubadora a 35°C por una noche.
3. Transferencia de los nematodos del etanol al glicerol

* sacar el bloque de vidrio del disecador (el etanol reemplazara el formaldehido
al 4%),
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* cubrir el bloque de vidrio parcialmente con una tapa de vidrio,
* colocar el bloque de vidrio en una incubadora a 35°C,

¢ revisar después de 15-20 minutos si el etanol se ha evaporado. Cuando esto
suceda, afiadir unas cuantas gotas de solucion II (etanol al 95% + 2 gotas de
glicerol /100 ml),

* repetir el proceso varias veces hasta que etanol se evapore,

¢ afiadir unas pocas gotas de glicerol (suficiente para sumergir los nematodos).
4. Preparacion de las placas de vidrio

¢ calentar la punta de un tubo de cobre de 1.5 cm de didmetro sobre una llama,
* sumergir la punta caliente en cera de parafina,

¢ cuando la cera de parafina se haya fundido, presionar la punta sobre una placa
de vidrio haciendo un anillo de cera que se solidificard prontamente,

® colocar una pequeia gota de glicerol en el medio del anillo de cera,

¢ transferir los nematodos con una aguja y colocarlos en el centro de la gota de
glicerol (10 nematodos/gota de glicerol),

® cubrir con una tapa de vidrio,

® colocar la placa de vidrio sobre un plato caliente por unos segundos (el anillo de
cera se fundird permitiendo que la tapa de vidrio se asiente, confinando de este
modo el glicerol al centro del anillo,

¢ colocar la placa de vidrio sobre una superficie fria (el anillo de cera se solidificara
prontamente),

¢ sellar la tapa de vidrio (por ejemplo, con esmalte de ufias).
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Apéndice VIIl. Protocolos para la evaluacion
de la reproduccion de nematodos

Protocolo 2. Estimacion de la tasa de reproduccion de los nematodos

endoparasitos migratorios

1. Determinacion del peso fresco de las raices

Durante la recoleccién de raices en el campo, recoja todas las raices de una excava-
cién tamanio estandar de 20 x 20 x 20 cm, la cual se extiende desde el cormo de la
planta hacia afuera (Figura 6). Recoja sélo las raices de la planta seleccionada; no
incluya raices de plantas adyacentes. En el caso de una planta joven, a menudo es
mas facil remover el retofio completo de la mata (Figura 7).
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Figura 6. Recoleccion de raices de una exca-
vacion estandar de 20 x 20 x 20 cm, la cual se
extiende desde el cormo de la planta de banano

hacia afuera.

Figura 7. Remocion de un retofio de la mata.

Las raices deben ser removidas en una etapa de crecimiento especifica de la

planta (STG). Las etapas son:

CP crecimiento precoz de la planta, de 10 a 12 semanas después de la
plantacién

RF planta recién floreada (menos de 14 dias) o planta con flores en
emergencia

C a la cosecha.

En las plantas con menos de 14 dias (RF) de floracion, las bracteas de color blanco
o rosado en los dedos del racimo no estan secas todavia.

* remover la planta (de macetas/bolsas plésticas) o las raices (en el campo) del

suelo,

¢ Javar cuidadosamente la tierra de las raices con agua corriente,
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cortar las raices en pedazos de 10 cm de largo y secarlas con el papel tist,

si todo el sistema radical fue removido: determinar el peso fresco total de las
raices,

e cortar las raices en pedazos de 1 cm,

® tomar una muestra de 15 g,

afiadir 100 ml de agua destilada y almacenar las raices en el refrigerador a 4°C.
2. Extraccién de nematodos
® colocar las raices en una licuadora de cocina con 100 ml de agua destilada,

* macerar las raices 3 veces por 10 segundos (separados por intervalos de 5 segun-
dos),

* pasar la suspensién macerada a través de coladores de 250-106-40 pm y enjuagar
los coladores con agua corriente,

¢ recolectar los nematodos del colador de 40 pm en un recipiente con agua desti-
lada.

3. Evaluacion de la poblacion de nematodos

¢ diluir la suspension de nematodos con agua destilada en un cilindro graduado
a 200 ml,

¢ soplar aire a través de la suspension de nematodos con una pipeta (para homo-
geneizar la suspension),

® tomar una submuestra de 6 ml (en el plato de conteo) o 2 ml (en la placa de
conteo),

¢ contar los nematodos en el plato de conteo (microscopio estéreo) o en la placa de
conteo (microscopio de luz),

¢ calcular la poblacién final de nematodos por unidad de raiz y por sistema
radical.
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Protocolo 3. Estimacion de la tasa de reproduccion de los nematodos
noduladores de las raices

1. Evaluacion del peso fresco de las raices

* remover las raices (campo) del suelo,

¢ Javar cuidadosamente la tierra de las raices con agua corriente,

e cortar las raices en pedazos de 10 cm de largo y secarlas con papel tist,

¢ si todo el sistema radical fue removido: determinar el peso fresco total de las
raices,

* cortar las raices en pedazos de 1 cm,

® tomar una muestrade 5 g,

¢ afiadir 100 ml de agua destilada y almacenar las raices en el refrigerador a 4°C.
2. Evaluacion de la cantidad de hembras ponedoras de huevos (HPH)

¢ colorear las masas de huevos sumergiendo las raices en 0.15 g/L de floxina B
por 15 minutos,

e contar la cantidad de hembras ponedoras de huevos (microscopio estéreo),
0: no existen masas de huevos
1: 1-2 masas de huevos
2: 3-10 masas de huevos
3: 11-30 masas de huevos
4: 31-100 masas de huevos
5: > 100 masas de huevos.
3. Evaluacion de agallas en las raices
¢ estimar las agallas en las raices:
0: no existen agallas
trazos de infecciones con pocas agallas pequenas
< 25% de las raices con agallas
25-50% de las raices con agallas

50-75% de las raices con agallas

> 75% de las raices con agallas.
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Apéndice IX. Protocolo para la evaluacion de los danos
ocasionados por los nematodos

Protocolo 4. Evaluacion de los danos a las raices

Evaluar los dafios ocasionados a las raices preferentemente con respecto a una
etapa especifica del desarrollo de la planta. Las etapas especificas del desarrollo
de la planta son:

CP crecimiento precoz de la planta, de 10 a 12 semanas después de la
plantacién

RF planta recién floreada (menos de 14 dias) o planta con flores en emer-
gencia

C a la cosecha.

En plantas que han floreado por menos de 14 dias (RF), las bracteas de color blanco
o rosado en los dedos del racimo todavia no se han secado. Registre con exactitud
la mata y el nimero de planta de la muestra. En adicion a la etapa de la planta,
también anote el genotipo, la circunferencia del pseudotallo a 1 m de altura, la
altura de la planta y la cantidad de hojas funcionales. La altura de la planta es la
distancia entre la base del pseudotallo hasta la axila de la hoja més joven. En la
cosecha, registre el peso del racimo.

Paso 1. Recolectar todas las raices de una excavacion estandar de 20 x 20 x 20 cm
la cual se extiende desde el cormo de la planta (Figura 7). Tomar sélo las raices
de la planta seleccionada; no incluir raices de plantas adyacentes. En el caso de
una planta joven, a menudo es mas facil remover el retofio completo de la mata

(Figura 7).

Paso 2. Dividir las raices recolectadas en dos categorias:
e raices muertas (RM),

¢ y raices funcionales (OK)

y contar la cantidad de raices en cada categoria.

Paso 3. Seleccionar al azar cinco raices primarias funcionales, por lo menos de
10 cm de largo. El largo de las raices puede variar; los segmentos muy cortos, que
podrian haber sido cortados durante la excavacién, pueden ser descartados.

Primero, observe la condicién sanitaria general de las raices secundarias y tercia-
rias. A estas raices se les refiere como raices alimentadoras. Luego, reduzca el largo
de las cinco raices funcionales seleccionadas a 10 cm y corte las raices a lo largo en
rebanadas (Figura 8).

Nematodos endoparasitos migratorios: Marque la mitad de cada una de las cinco
raices respecto al porcentaje de corteza radical con necrosis. El maximo de necrosis
radical para la mitad de las raices puede ser de 20%, y por ende la necrosis radical
maxima seria de 100% para las cinco mitades de raices juntas. Registre la necrosis
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de las raices individuales (RN1 a RN5). La suma es la necrosis radical total de la
muestra (RN total).

Nematodos noduladores de las raices: La presencia de nematodos noduladores de
las raices (RK) puede ser observada externamente en las agallas (Figura 9) o inter-
namente como estructuras en forma de cavidades (Figura 10) en las raices.

‘ ‘ ‘ Figura 8. Ejemplo de marcacion de cinco raices de
‘/_;—;/4 banano cortadas a lo largo para el andlisis de la necro-
i \ P 2% sis radical (% de la superficie de la corteza radical con
://;—1——/:/4 necrosis), causada por los endoparasitos migratorios.
i
‘
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Figura 9. Agallas en las
raices del banano causa-
das por los nematodos
noduladores de las raices.

Figura 10. Raices de

banano infectadas con

las hembras hincha-

das de los nematodos Fotografias cortesia
noduladores de las del Dr. D. De Waele,
raices. KULeuven.
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Apéndice X. Danos ocasionados por los nematodos

Formulario de campo 5. Evaluacion de los dafos a las raices
(Debe ser enviado en formato Excel. Si es necesario, INIBAP puede proporcionar
formularios electrénicos.)

SItior
Encargado: ...
Fecha de siembra:.............................. T
Disefio experimental:.......................... No. Identificacion Unica:....................
ITC Replicacion [Planta | Raiz RN RN total | RK
# #
RM|OK| 1 2 | 3 4 |5
Evaluacion de los dafios: Contar % de la necrosis radical (RN)
Contar todas las raices muertas (RM) Contar nematodos noduladores (RK):
Contar todas las raices funcionales (OK) 0 = ausentes

Cortar las raices primarias a lo largo 1 = presentes




Evaluacién de comportamiento

54

eYdasod
ele
s9|euoiduny
sefoy ap
osawnNN

ugneloy}
ele
s9|euouN}
sefoy ap
osawnN

(63)
ojniy
19p 0sad

sopnyy ap
oswnN

souew ap
oswnN

(63)
owpes
19p 0sed

(wn)
uonued
ele
obejsen
19p eanyy

(wn)
ojle}
-opnasd
1°p
eDURIRY
-wnup

(p)

uopued
ele

ejueld
e| ap

ey

(p)
OAl}INd
op
opn

(p)

uopued
e| e)sey
eIqIIS
e[ apsap
selq

(ee/wiw/pp)
eIquidls
ap eyday

# ejue|d

uopnaday |  #d1I

(S021UQJ}I3|3 solie|nwIO} Jeuopiodoid apand dydIN| ‘OLIBS3IBU $3 IS "|[9IX] 0}eWIO} UD OPRIAUS J3s 3G3()
ed1Wouoibe uopewloul 9 oduwed ap ole|NWIoS

|eyuaiquie A

ediwouolbe uonew.ojul e jeyoue esed odwed ap solejnwiof |X dipuddy




Guias técnicas INIBAP 7 55

Formulario de campo 7. Informacion ambiental que se recolectara en cada sitio
desde la siembra hasta la cosecha

(Debe ser enviado en formato Excel. Si es necesario, INIBAP puede proporcionar
formularios electrénicos.)

Sitior .

Encargado: ...

Latitud: ... Longitud:........................ Altitud: ...
Informacion a recolectar Semana

Precipitacion (mm)

Temperatura maxima (°C)

Temperatura minima (°C)

Temperatura promedio (°C)

Humedad relativa maxima (%)

Humedad relativa minima (%)

Humedad relativa promedio (%)

NUmero de dias sin lluvia

Ndmero de horas durante las cuales
la humedad relativa alcanzd > 90% o mas

Nota: Si el disefio experimental es DBCA, la tabla debe presentarse por bloque.
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