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En investigaciones previas se desarrollé un procedimiento para la diferenciacion foliar de la resistencia y susceptibilidad
de cultivares de banano a Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1. En este estudio se incluyen evaluaciones de
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RESUMEN

otros indicadores, tales como componentes bioquimicos. El andlisis del discriminante para la diferenciacién de la
resistencia y susceptibilidad de cultivares de banano, utilizado en el programa de mejoramiento genético, constituye
un aspecto novedoso en este trabajo. Tal estimacién se realizé a partir de una matriz de datos que incluyé el efecto
del filtrado del cultivo del hongo (area de la lesién y niveles de fenoles libres y ligados a las paredes celulares,
aldehidos, excepto malondialdehido, y proteinas) en hojas de dieciocho cultivares. Tras el andlisis discriminante, se
obtuvieron dos funciones, una para los clones resistentes y otra para los susceptibles. Se evalué cada planta de la
matriz, segun las funciones discriminantes y estas se clasificaron en resistentes o susceptibles al 94.4% de los casos
(68 de 72 plantas). Por primera vez se propone un método para la diferenciacién de la resistencia del banano a
Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1, mediante la aplicacién de filtrados del cultivo del hongo en sus hojas.
Este método constituye una herramienta 0til para incrementar la eficiencia de la seleccién en condiciones ex vitro,
sin tener en cuenta las condiciones ambientales ni la época del afo favorables para el desarrollo de la enfermedad.

Introduccion

Los bananos y platanos (Musa spp.) estan entre
los cultivos mas importantes en los paises del
trépico y el subtrépico. En € mundo, estosocupan
el cuarto lugar en importancia después del arroz, el
trigo y € maiz. La produccion mundial en el afio
2001 fue de 30.5 millones de toneladas [1]. Sin
embargo, el crecimiento del comercio bananero esta
amenazado, en lamayoriade los paises productores,
por la enfermedad Ma de Panamé o fusariosis,
causada por Fusarium oxysporum f. sp. cubense
[2]. El control de esta enfermedad con el uso de
agroquimicos resulta costoso y causa serios dafos
al medio ambiente. Por eso, se considera que el
mej oramiento genético de laresistenciaeslasolucién
méas adecuada. Los sistemas de seleccion de la
resistencia a esta enfermedad en condiciones de
campo son trabajosos, destructivos y consumen
mucho tiempo [3]. En trabajos previos se desarrol 16
un procedimiento para la diferenciacion de la
susceptibilidad o resistencia del banano aFusarium
oxysporumf. sp. cubense raza 1 [4]. Este estudio
tiene como objetivo monitorear algunos cambios
bioquimicos que se producen en las hojas de
bananos, aplicados con filtrados del cultivo de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1, y en
desarrollar funciones discriminantes para la
diferenciacion de clones de bananos susceptibles y
resistentes a este hongo.

Materiales y métodos

Se compararon dos clones de banano: Gros Michel y
FHIA-01, alosque selesaplico e filtrado del cultivo
de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1, segin
Companioni y sus colaboradores [4]. A las 48 horas
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delaaplicacion, se colocaron en nitrégeno liquido para
los posteriores andlisis bioquimicos. EI modelo
matematico (funcionesdiscriminantes) paradiferenciar
cultivares susceptiblesy resistentes, se estimé en una
segunda parte del trabajo. Tal estimacion seredizé a
partir de unamatriz de datos que incluyé el efecto del
filtrado del cultivo del hongo sobre hojas de dieciocho
cultivares de banano (siete susceptibles y once
resistentes). Se tomaron en cuenta cuatro plantas por
clon. A cadaplantaseletomaron dos hojas demediana
edad (hojas 3, 4, 5). Una de las hojas se aplicé con
filtrado del cultivo del hongo y la otra, con medio de
cultivo (testigo). Se incubaron durante 48 horas
después de la aplicacion. Luego, se evaluaron los
siguientes indicadores: &rea de lalesion y niveles de
fenoles (libres y ligados a las paredes celulares),

aldehidos (excepto malondialdehido) y proteinas.

Resultados y discusién

Enlasfiguras 1 a6 aparecen losresultados del monitoreo
deagunosindicadores bioquimicos evidenciadosen las
hojas de banano tratadas con filtrados del cultivo de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1. En
comparacion con lashojastratadas con medio de cultivo
sininocular (tratamiento testigo), € filtrado del cultivo
del hongo produjo lesionesdipticasenlashojas (figural)
de ambos cultivares, aunque las lesiones mayores se
observaron en € cultivar Gros Michel (susceptible),
cuyas diferencias fueron significativas con respecto a
cultivar FHIA-OL (resistente). El tratamiento con €l
filtrado del cultivo del hongo provocé unadisminucién
en el contenido defenoleslibresen el cultivar FHIA-01
(figura4a), eincrementd los nivelesde proteinas (figura

6) en ambos cultivares.
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Figura 1. Efecto de la aplicacién del filtrado del cultivo de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 en hojas de
banano. Medias con letras iguales no difieren estadisticamente
(ANOVA, Tuckey, p > 0.05).
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Figura 2. Efecto de la aplicacion del filtrado del cultivo de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 en la actividad
peroxidasa en hojas de banano. Medias con letras iguales no
difieren estadisticamente (ANOVA, Tuckey, p > 0.05).

En € cultivar resistente, € filtrado del cultivo del
hongo incrementé & contenido de fenoles ligados alas
paredescelulares (figura4b) y € contenido deadehidos
(excepto malondialdehido, figura 5b), con marcadas
diferencias con respecto a cultivar susceptible. Por €l
contrario, no se observaron diferenciassignificativasen
los niveles de malondialdehido (figura 5a) ni en el
contenido de clorofilab (figura3b). Sin embargo, enlos
contenidos de pigmentos clorofilicosay totales (figura
3ay 3c), y en la actividad peroxidasa (figura 2) se
apreciaron diferencias marcadas entrelos cultivares; no
asi entre las hojas tratadas con medio de cultivo y las
hojas tratadas con filtrado de cultivo en cada cultivar
evaluado. Solo los indicadores influenciados por €l
filtrado del cultivo del hongo, en un cultivar o en ambos,
se incluyeron en el desarrollo de las funciones
discriminantes.
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En este experimento se tuvieron en cuenta algunos
indi cadores bioquimicos que se consideran involucrados
en e desarrallo de las enfermedades de los bananos. En
las interacciones tomate-Cladosporium fulvum [5] y
papa-Phytophthora infestans [6], se ha observado un
incremento del contenido deproteinas. Lasmodificaciones
enlaactividad peroxidasase han descrito enlainteraccion
banano-Fusarium oxysporumf. sp. cubense[7] y en la
interaccion algodén-Xanthomonas campestris pv.
malvacearum [8]. En estudios con hojas de pepino
inoculadas con Podosphaera fusca, se observd un
incremento significativo del contenido defenolesalas48
horas del proceso deinoculacion, en comparacion con el
tratamiento control (plantasnoinoculadas) [9]. Por otra
parte seredizaronfiltradosdel cultivo deLasiodiplodia
theobromae, que incrementaron el rango de respiracion
y losnivelesde peroxidacion lipidicay deécido sdicilico
en plantas de Brassica nigra; aunque € incremento de
los niveles de acido sdlicilico se mantuvieron durante
1 horadelainteraccion y més tarde disminuyeron [10].
Scarpari y sus colaboradores (2005) determinaron quela
composicion de maondiadehido cambié en los tgjidos
infectados con Crinipéllis perniciosa [11], mientras que
el contenido de clorofilas a'y b fue inferior durante €
desarrollo de laenfermedad.

Sin embargo, algunosde |losindicadores bioquimicos
evaluados no se afectaron por la aplicacion del filtrado
del cultivo del hongo Fusarium oxysporum f. sp.
cubenserazal enlashojas de banano. Td esel caso de
laactividad peroxidasa (figura2), losnivelesde clorofilas
(figura 3) y la composicion de maondialdehido (figura
5a). Por supuesto, esto no significaque esosindicadores
no estuvieran involucrados en la interaccion banano-
Fusarium oxysporumf. sp. cubenserazal enlashojas.
Es importante sefialar que las determinaciones
bioquimicasserealizaron alas48 horasdelaaplicacion
del filtrado del cultivo del hongo en las hojas, y los
indicadores biogquimicos que no variaron podrian haber
cambiado antes o después de hacer las determinaciones
bioquimicas. Deigua modo, estosindicadores pudieran
estar relacionados tanto con la respuesta defensiva de
las plantas como con €l desarrollo delaenfermedad. De
cualquier modo, es Util a fin de establecer un
procedimiento para la diferenciacion de cultivares
susceptibles y resistentes a este agente patdgeno.

Al redizar e estudio de diferentesmétodosdeandlisis
multivariados, sedetermind queel andlisisdiscriminante
erael més adecuado para separar cultivares resistentes
y susceptibles a Fusarium oxysporum f. sp. cubense
razal. Lasfuncionesdiscriminantes aparecen enlafigura
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Figura 3. Efecto de la aplicacién del filirado del cultivo de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 en el contenido clorofilico en hojas de banano. Clorofila a (A), clorofila b
(B) y clorofilas totales (C). En cada figura, las medias con letras iguales no difieren estadisticamente (ANOVA, Tuckey, p>0.05).
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Figura 4. Efecto de la aplicacién del filtrado del cultivo de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1, en el contenido de fenoles
libres (A) y ligados a las paredes celulares (B) en hojas de banano. En cada figura, las medias con letras iguales no difieren

estadisticamente (ANOVA, Tuckey, p > 0.05).
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Figura 5. Efecto de la aplicacién del filirado del cultivo de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1, en el contenido de
malondialdehido (A) y otros aldehidos (B) en hojas de banano. En cada figura, las medias con letras iguales no difieren

estadisticamente (ANOVA, Tuckey, p > 0.05).

7. Laevauacion de las 72 plantas de la matriz original
enlasfuncionesdiscriminantes (tabla 1), serealiz6 para
probar si estaban correctamente clasificadas en
resistentes o susceptibles. Las funciones clasificaron
correctamente a 94.4% (68 plantas de 72) del grupo
origind de plantas. El andlisis del discriminante para
diferenciar cultivares resistentes y susceptibles
constituye un nuevo elemento en este estudio. Ademas,
se demostré quelaresistenciaa Ma de Panama puede
ser también diferenciada en las hojas. El método
propuesto permite realizar la seleccion en fragmentos
de hojas de plantas con ocho a nueve meses de edad. El
filtrado del cultivo del hongo y & medio de cultivo sin
inocular (testigo) se aplican a hojas cuya resistencia o
susceptibilidad esta en estudio. Se realizan tres
repeticionescomo minimo y seincluyen clonestestigos,
cuya resistencia o susceptibilidad es bien conocida.
Despuésde48 horas, seevallad areadelaslesiones, y
los niveles de a dehidos (excepto malondialdehido), de
fenoles libres y ligados a las paredes celulares, y los
niveles de proteinas.

Estos datos se evalan en ambas funciones discri-
minantes (figura 7). Posteriormente, se aplica la prueba
t-test para comparar los resultados de cada funcion
discriminante. Si el valor resultante en lafuncion dis-
criminante paraclonesresistentes es significativamente
mayor que el valor resultante en la funcién discrimi-
nante para clones susceptibles, entonces el nuevo
genotipo en estudio puede considerarse resistente.
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Al realizar un andlisisentre el método de seleccion
propuesto en esta investigacion y los métodos de
seleccién que hasta el momento se han desarrollado
paralaresistenciadel banano a Fusariumoxysporum
f. sp. cubense[12-20], se determind que era mucho
mas facil el trabajo de seleccién con filtrados del
cultivo del hongo. También contribuyd ladisminucion
del espacio requerido para efectuar la seleccion, asi
como lareduccion del tiempo de respuestanecesario
paraconocer si unaplanta es resistente o susceptible.
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Figura 6. Efecto de la aplicacion del filirado del cultivo de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 en el contenido de
proteinas en hojas de banano. Las medias con letras iguales
no difieren estadisticamente (ANOVA, Tuckey, p > 0.05).
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Tabla 1. Clasificacién de clones de banano en susceptibles o resistentes a partir de las funciones discriminantes en campo conocidas
Resultados de las fun ciones discriminantes®

Clasificacién del Clon

clon en campo Planta  parg clones Para clones
susceptibles resistentes

Susceptible Gros Michel 1 49.255a 48.127 b
2 46.442 a 40972 b

3 29.371a 29.838 a

4 30.562 a 27.166 b

Manzano Criollo 1 45.230 a 37.693 b
2 52.264 a 49.155 b

3 47.510 a 43.416 b

4 42.704 a 36.236 b

Manzano Acuiia 1 57.353 a 47.340 b
2 41.076 a 40.217 b

3 62.095 a 54.015 b

4 41.543 a 34.835 b

Pisang Mas 1 51.796 a 46.615 b

2 47.067 a 43117 b

3 60.945 a 56.036 b

4 73.495a 53.789 b

Pisang Lilin 1 56.411 a 54.260 b

2 47.740 a 41.101 b

3 61.562 a 58.245 b

4 52.362 a 41.587 b

Paka 1 43.723 a 38.682 b

2 54.624 a 47.153 b

3 57.311a 48.312 b

4 43.503 a 41.334 b

Yangambi Km 5 1 48.345a 44.157 b
2 46.327 a 40.632 b

3 39.421 a 30.758 b

4 40.362 a 37.146 b

Resistente Bluggoe 1 42.762 b 52.372 a
2 44.088 b 49.330 a

3 25.221b 29.812 a

4 20.186 b 32.742 a

Gran Enano 1 20.958 b 22.474 a

2 41.059 b 41.210 a

3 27.125b 31.802 a

4 9.197b 12.842 a

Resistente Burro Criollo 1 58.631 b 62.871 a
2 39.397 b 48.715 a

3 46.264 b 49.409 a

4 49.593 b 54.221 a

Pelipita 1 46.482 b 51.774 a

2 29.125b 36.221 a

3 44132 a 37.489 b

4 34.536 a 30.529 b

Pisang jari buaya 1 30.756 b 34.672 a
2 51.017b 54.322 a

3 25.156 b 32.811 a

4 12.277 b 15972 a

FHIA-01 1 46.482 b 51.774 a

2 29.125b 36.221 a

3 46.142 b 46.329 a

4 24516 b 28.619 a

FHIA-02 1 45.380 b 50.077 a

2 30.125b 33.201 a

3 46.602 b 57.429 a

4 30.536 b 34.529 a

FHIA-03 1 57.561 b 64.001 a

2 36.115b 47.535 a

3 43.364 b 47.308 a

4 47.303 b 53.625 a

FHIA-04 1 40.546 b 54372 a

2 52.011b 56.722 a

3 20.156 b 32.081 a

4 9.871b 12.732 a

FHIA-18 1 78711 a 64.470 b

2 40.457 b 46.716 a

3 36.744 b 45.409 a

4 45783 b 49.332 a

FHIA-21 1 62.401 b 66.471 a

2 33.045b 40.316 a

3 35.223 b 44.309 a

4 31.683 b 41.022 a

Clasificacién segun las funciones discriminantes

Susceptible Clasificacién correcta
Susceptible Clasificacién correcta
Clasificacién no definida porque la prueba  t-test no encontré diferencias
significativas.

Susceptible Clasificacién correcta
Susceptible Clasificacién correcta
Susceptible Clasificacién correcta
Susceptible Clasificacién correcta
Susceptible Clasificacién correcta
Susceptible Clasificacién correcta
Susceptible Clasificacién correcta
Susceptible Clasificacién correcta
Susceptible Clasificacién correcta
Susceptible Clasificacién correcta
Susceptible Clasificacién correcta
Susceptible Clasificacién correcta
Susceptible Clasificacién correcta
Susceptible Clasificacién correcta
Susceptible Clasificacién correcta
Susceptible Clasificacién correcta
Susceptible Clasificacién correcta
Susceptible Clasificacién correcta
Susceptible Clasificacién correcta
Susceptible Clasificacién correcta
Susceptible Clasificacién correcta
Susceptible Clasificacién correcta
Susceptible Clasificacién correcta
Susceptible Clasificacién correcta
Susceptible Clasificacién correcta
Resistente Clasificacién correcta
Resistente Clasificacién correcta
Resistente Clasificacion correcta
Resistente Clasificacién correcta
Resistente Clasificacién correcta
Resistente Clasificacién correcta
Resistente Clasificacion correcta
Resistente Clasificacién correcta
Resistente Clasificacién correcta
Resistente Clasificacién correcta
Resistente Clasificacién correcta
Resistente Clasificacion correcta
Resistente Clasificacién correcta
Resistente Clasificacién correcta
Susceptible Clasificacién incorrecta
Susceptible Clasificacién incorrecta
Resistente Clasificacion correcta
Resistente Clasificacién correcta
Resistente Clasificacién correcta
Resistente Clasificacién correcta
Resistente Clasificacion correcta
Resistente Clasificacién correcta
Resistente Clasificacién correcta
Resistente Clasificacién correcta
Resistente Clasificacién correcta
Resistente Clasificacion correcta
Resistente Clasificacién correcta
Resistente Clasificacién correcta
Resistente Clasificacién correcta
Resistente Clasificacion correcta
Resistente Clasificacién correcta
Resistente Clasificacién correcta
Resistente Clasificacién correcta
Resistente Clasificacién correcta
Resistente Clasificacion correcta
Resistente Clasificacién correcta
Susceptible Clasificacién incorrecta
Resistente Clasificacién correcta
Resistente Clasificacion correcta
Resistente Clasificacién correcta
Resistente Clasificacién correcta
Resistente Clasificacién correcta
Resistente Clasificacién correcta
Resistente Clasificacion correcta

°En cada planta, las medias con letras iguales no difieren estadisticamente (t-test, p > 0.05).

Ademas, el método propuesto contrarresta una de
las desventajas que se presentan en las evaluaciones
delaresistenciaaeste agente patdgeno. Este método
no se realiza en condiciones ex vitro, pues estas no
son efectivas, debido al bajo periodo de infeccion y
al dificil control deladistribucion delaconcentracion
del inéculo [21].

Conclusiones

1. Laresistenciao susceptibilidad del banano d Fusarium
oxysporumf. sp. cubenseraza 1 puede diferenciarse en
sus hojas con el uso defiltrados del cultivo del hongo.

2. A las 48 horas de la aplicacion del filtrado del
cultivo del hongo en las hojas de banano, los
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Reportes

Reports

Funcién para
clones S:
susceptibles

11.87a+ 66.73b +24.60c +13.47d + 0.09e + 51.60f + 20.39g-16.85h + 11.20i-11.13 |- 49.20

Funcién para
clones R:
resistentes

18.94a + 42.84b +7.45¢+19.58d + 3.84e + 45.72f + 15.79g-511h-2.31i+ 0.21]- 41.55

Leyenda (Las fracciones a la derecha corresponden al reciproco del valor mayor. Estas son constantes en las funciones discriminantes):

a= Area de la lesion de hojas tratadas con medio de cultivo sin inocular (mm’)* 1/1.22 mm’

b= Area de la lesién de hojas tratadas con filtrado del cultivo del hongo (mm?* 1/48.84 mm’

c= Contenido de fenoles libres en hojas tratadas con medio de cultivo sin inocular (mg.g"' de masa fresca de la hoja)*

1/43.13 mg de fenoles.g™ de masa fresca de la hoja

d= Contenido de fenoles libres en hojas tratadas con medio de cultivo del hongo(mg.g"' de masa fresca de la hoja)*

1/27.51mg de fenoles.g™ de masa fresca de la hoja

e= Contenido de fenoles ligados a las paredes celulares en hojas tratadas con medio de cultivo sin inocular
(mg.g™" de masa fresca de la hoja)* 1/118.51 mg.g' de masa fresca de la hoja

f= Contenido de fenoles ligados a las paredes celulares en hojas tratadas con filtrado del cultivo del hongo
(mg.g”' de masa fresca de la hoja)* 1/103.73 mg.g' de masa fresca de la hoja

g= Contenido de aldehidos (excepto malondialdehido) en hojas tratadas con medio de cultivo sin inocular
( mol.g" de masa fresca de hoja)* 1/1.06 mol.g' de masa fresca de hoja

h= Contenido de aldehidos (excepto malondialdehido) en hojas tratadas con filtrado del cultivo del hongo
( mol.g' de masa fresca de hoja)* 1/0.83 mol.g' de masa fresca de hoja

i= Contenido de proteinas en hojas tratadas con medio de cultivo sin inocular (mg de proteinas.g”’

de masa fresca de hoja)* 1/5.88 mg.g"' de masa fresca de hoja

j= Contenido de proteinas en hojas tratadas con filtrado del cultivo del hongo (mg de proteinas.g™

de masa fresca de hoja)* 1/4.85 mg.g"' de masa fresca de hoja

Figura 7. Funciones discriminantes para diferenciar clones de banano resistentes y susceptibles al Fusarium oxysporum f. sp.

cubense roza 1.

metabolitos del hongo causaron variaciones en
los niveles de fenoles libres y ligados a las paredes
celulares, aldehidos y proteinas totales. No ocurre
asi con la actividad peroxidasa, y los contenidos de
clorofilas y malondialdehido.

3. Se obtuvieron dos funciones: una para los clones
resistentes y otra paralos susceptibles. Con ellas se
pueden clasificar |os clones de banano en resistentes
o susceptibles, de unaformarapiday no destructiva.
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