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RESUMEN

COMPUESTOS FENOLICOS ASOCIADOS CON LA RESISTENCIA A
SIGATOKA NEGRA (Mycosphaerella fijiensis Morelet) EN HIBRIDOS (AAAB)
DE PLATANO (Musa spp.)

MANUEL DE JESUS DERAS PERLA, M.C
Universidad Auténoma Chapingo

Bajo la direccion de: R. Solano V.

El principal patégeno que disminuye el rendimiento y calidad del fruto de las musaceas
en México es Mycosphaerella fijiensis y el control quimico es la opcion mas adecuada.
El control genético es la mejor alternativa, por eso, en este trabajo se estudian los
compuestos fendlicos y sus concentraciones que estarian induciendo resistencia en los
hibridos FHIA-20 y 21 (tolerantes), Yangambi kmS5 (resistente) y Platano Macho
(susceptible). La secuencia en la determinacién de los fenoles para las muestras de
campo fue: Extraccion, Separacion cromatografica, Valores de Rg, Espectrofotometria,
Fluorescencia y Fenoles totales; en las muestras de invernadero no se realizaron las dos
Gltimas. En las muestras de campo se observd mayor concentracion de fenoles totales
(equivalente a 4cido tanico) a las 120 horas en los cuatro materiales de estudio; los
resultados en muestras de invernadero indican la presencia del 4cido clorogénico, en los
cuatro materiales y en las diferentes horas de estudio.

PALABRAS CLAVES: Mycosphaerella fijiensis, FHIA-20, FHIA-21, &cido

clorogénico,
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ABSTRACT

MANUEL DE JESUS DERAS PERLA

PHENOLICS COMPOUNDS ASSOCIATED WITH RESISTANCE TO BLACK
SIGATOKA (Mycosphaerella fijiensis Morelet) IN HIBRIDS (AAAB) OF
PLANTAIN (Musa spp.)

SEPTIEMBRE 2000

(Under the direction R. SOLANO V.)

The fungi Mycosphaerella fijiensis is the most important pathogen on musaceas
affecting both yield (ton/ha) and quality being chemicals the only one option for control.
However, it is well know that genetic resistance plants is the best control alternative.
This study deals with phenolic products concentrations as resistance enhencing on
FHIA-20 and FHIA-21 hybrids (tolerants), Yangambi KmS5 (resistant) and Plantain
horne (susceptible). Phenols sequence determination for musaceas field samples was as
followed did: Extraction, chromatographic separation, Rr values, Spectrophotometry,
Fluorescence and total yield phenols. Green house samples did not consider the last two
ones. On field samples highest concentration of total phenols were obtained (equivalent
to tanic acid) at 120 hours in all types of plants. In the green house experiments it was
found clorogenic acid in all plant samples and different time periods studied.

INDEX WORDS: Mycosphaerella fijiensis, FHIA-20, FHIA-21, chlorogenic, acid
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I. INTRODUCCION

En la actualidad, los bananos y los platanos se cultivan en todas las regiones
tropicales y subtropicales del mundo donde constituyen una parte importante de la dieta
basica para millones de personas y suministran ademas una fuente valiosa de ingresos

mediante el comercio local e internacional (Rosales et al., 1998).

Los bananos y platanos se cultivan en una éarea aproximada de 10 millones de
hectareas con una produccion anual de aproximadamente 87 millones de toneladas
métricas (TM), de las cuales una tercera parte es producida en las regiones de Africa,
otra tercera parte en Asia y el Pacifico, y el resto en América Latina y el Caribe.
Sobresalen como principales productores: Uganda, India, Ecuador, Brasil y Colombia,
con 10.1, 9.9, 6.1, 5.7 y 4.9 millones de TM, respectivamente. Estos paises producen el

42% de la produccién mundial de bananos y platanos (Cuadro 1) (Rosales, ef al. , 1998).

Se estima que el 90% de la producciéon mundial es consumida localmente, el
restante 10% se destina al comercio internacional generando ventas en unos $ 3 billones
de dolares, que representan un ingreso significativo para la economia de muchos paises

subdesarrollados (Sagi, ef al. , 1998).

En México, los bananos y platanos se convirtieron en 1992 en el cuarto cultivo en
superficie cosechada, con 74 mil hectareas, y una produccion de 2 millones de TM, lo
que generd un valor en ventas de $ 1,208.8 millones. Por su demanda en el mercado

nacional, las musdceas, ocupan el segundo lugar con un consumo per cépita promedio de



23 kg por afio, esto debido a su disponibilidad durante todo el afio y por ser una de las

frutas mas baratas (Ramirez y Rodriguez, 1996).

Cuadro 1. Principales paises productores de banano y platano en el mundo (FAO, 1995)

Pais Produccion total de | Total de banano y platano pa | Porcentaje
bananos y platanos |raexportacion en 1995 en |exportado
en 1995 en TM* ™ en 1995

Uganda 10 099 000 2 000 0.02
India 9934 600 1 000 0.01
Ecuador 6 084 221 3410484 56.05
Brasil 5679 780 12 493 0.22
Colombia 4 883 465 1360 278 36.72
Filipinas 3304 428 1213411 36.72
China 3297 636 47 285 1.43
Zaire 2 674 398 0 0
Indonesia 2 600 000 55318 2.13
Costa Rica 2503 000 2 284 825 91.28
México 2 032 652 100 066 4.92
Ruanda 2 002 000 0 0
Venezuela 1801 690 62 131 3.45
Tailandia 1 750 000 2153 0.12
Nigeria 1712 000 0 0
Ghana 1 645 500 1 700 0.10
Costa de Marfil 1 484 860 176 531 11.19
Burundi 1421407 0 0
Tanzania 1 302 000 0 0
Vietnam 1282 231 10 200 0.80
Camboya 1102 000 0 0
Pert 1 065 988 0 0
Honduras 1 029 000 529 685 51.48
Panama 1015054 600 000 59.11

* TM: toneladas métricas

En México la produccion de bananos y platanos esta distribuida en las regiones

tropicales y subtropicales de la costa del Golfo de México y Océano Pacifico. Los

principales estados productores son: Chiapas, Tabasco, Veracruz, Nayarit, Colima,

Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Jalisco y Yucatan, los cuales se agrupan en tres




importantes regiones productoras: Region del Golfo de México, Region del Pacifico Sur

y Region del Pacifico Centro (Orozco-Santos, 1998a).

La Region del Golfo de México ocupa el 43.4% de la superficie nacional cultivada,
la Region del Pacifico Centro ocupa el 24.1% y la Region del Pacifico Sur 30.8%. Los
cultivares de banano y platano mas importantes que se cultivan en el pais son: "Enano
Gigante" y "Valery"(Musa AAA subgrupo Cavendish), "Manzano" (Musa AAB)
Platano Macho (Musa AAB, subgrupo Plantain) y "Pera o Cuadrado" (Musa ABB)),

(Orozco-Santos, 1998a).

Los bananos y platanos son afectados por diversas enfermedades que disminuyen su
rendimiento y calidad del fruto; dentro de los problemas fitopatologicos mas importantes
tenemos: chamusco o Sigatoka amarilla (Mycosphaerella musicola Leach.), nematodo
barrenador [(Radopholus similis (Cobb) Thorne)], mal de Panama [Fusarium oxysporum
Schl. f. sp. cubense (E. F. Smith) Snyder & Hansen], pudricion del cormo causada por
una bacteria (Erwinia spp.), mancha café (Cordana musae A. Zimmerm.) y Sigatoka

negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet) (Orozco-Santos, 1998a).

La Sigatoka negra ataca las hojas de las plantas, produciendo un rapido deterioro del
area foliar. Afecta el crecimiento y productividad de las mismas al disminuir la
capacidad de fotosintesis. También produce una reduccién en la calidad del fruto, al
favorecer la maduracion prematura de los racimos, lo cual es la mayor causa de pérdidas

debido a este problema. En plantaciones donde no se realiza ningun tipo de control

(O8]



puede ocasionar una reduccion del 50% al 100% de la produccion (Marin y Romero,

1992; Rowe y Rosales, 1993; Orozco-Santos, 1998a).

Actualmente en México, el combate quimico es la opcién mas viable para el control
de la Sigatoka negra, aunque esto signifique un gasto de 370 millones de pesos, como
consecuencia se tienen problemas de contaminaciéon ambiental, de salud humana y de
resistencia a fungicidas, debido a la gran cantidad de productos quimicos que se aplican

en las plantaciones (Orozco-Santos, 1998b).

En Honduras, como alternativa a esta situacion, se han obtenido los hibridos de
platano FHIA-20 (AVP-67 x SH 3362) y FHIA-21 (AVP-67 x SH 3142), el primero en
proceso de evaluacion y el segundo ya liberado, ambos tolerantes a la enfermedad y con
rendimientos que duplican a los obtenidos por el platano tradicional. Sin embargo, hasta

la fecha se desconocen los mecanismos de resistencia que actiian en estos hibridos.

Algunos estudios sefialan que las plantas contrarrestan el ataque de los patdgenos
mediante caracteristicas estructurales que actiian como barreras fisicas e impiden que el
patégeno penetre y se propague en ellas, o por medio de reacciones bioquimicas que
tienen lugar en sus células y tejidos, las cuales producen sustancias toxicas para el

patégeno o crean condiciones que inhiben su desarrollo (Agrios. 1985).

Probablemente, esta ultima situacion es la que este ocurriendo en los hibridos
tetraploides (AAAB; tres genes de Musa acuminata y uno de Musa balbisiana) FHIA-20

y FHIA-21, ya que efectivamente si hay penetracion del patogeno. v las lesiones en el



tejido foliar producto de la interaccion planta-patogeno demoran mas tiempo en

presentarse con respecto al platano macho.

Algunos compuestos fendlicos han sido encontrados en plantas que presentan cierto
grado de resistencia contra un determinado patégeno. Algunos ocurren
constitutivamente y funcionan como inhibidores preformados, otros en cambio son
formados en respuesta al ingreso del patégeno y su aparicion esta considerada como

parte de una respuesta de defensa activa (Nicholson y Hammerschmidt, 1992).

Valette er al., (1998) en su estudio de "fenoles en raices de banano infectadas por el
nematodo barrenador Radopholus similis", reportaron la presencia del acido ferulico en
las paredes de las células corticales, de plantas sanas, por medio de fluorescencia azul
con luz ultravioleta (U V) y no fluorescencia con luz azul. Las paredes celulares de los
vasos del cultivar resistente también mostraron una fluorescencia azul-blanco cuando se
observo a 365 nm y una fuerte fluorescencia amarilla con luz azul lo que sugirié la
presencia de ésteres de cafeico. Tinciones no significativas en raices del cultivar

susceptible fueron observadas después del tratamiento con el reactivo de Neu.

Estos mismos autores sugieren la presencia de flavonoides en tejido sano después de
tratar porciones de raices diferenciadas con el reactivo de Neu. Las paredes de
epidermis, parénquima, y células vasculares del cultivar resistente emitieron
fluorescencia amarilla y rojo-naranja con excitacion arriba de 365 nm, desplegaron

ademas una fluorescencia amarillo limon después de la excitacion a 420 nm (Valette e/

al., 1998).



Por otro lado la deteccion de Dopamina reveld que este compuesto fenilamino
ocurri6 abundantemente en células vasculares y epidermis de raiz en plantas resistentes;

en plantas susceptibles, pocas células vasculares contenian dopamina (Valette et al.,

1998).

Algunos estudios sugieren que fenoles de bajo peso molecular, como los derivados
del 4cido benzoico y de fenil propanoides, son formados como respuesta inicial a la

infeccion (Kurosaki et al., 1986).

Considerando los antecedentes antes mencionados en relacion a la resistencia de los
hibridos de platano se propusieron los siguientes objetivos:
1.- Identificar los compuestos fenodlicos involucrados en la resistencia a la Sigatoka
negra en los hibridos de platano, FHIA-20 (AAAB), en evaluacién y FHIA-21 (AAAB)
ya liberado.
2.- Determinar las concentraciones de estos compuestos fendlicos, que estarian

induciendo resistencia a la enfermedad.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1 Aspectos relacionados a la enfermedad

2.1.1 Agente causal.

La Sigatoka negra es causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis Morelet, para el
estado sexual y Paracercospora fijiensis (Morelet) Deighton para el estado asexual

(Orozco-Santos, 1998a).

2.1.2 Origen y dispersion de Mycosphaerella fijiensis Morelet

La enfermedad de la Sigatoka negra de los bananos y platanos (también conocida
como raya negra de la hoja), fue registrada por primera vez en las Islas Fiji del Pacifico
Sur en 1964 (Rhodes, 1964; citado por Fullerton y Olsen, 1995), posteriormente se
disperso a todos los continentes, excepto Australia. La enfermedad tom6 su nombre del
Valle de Sigatoka en Fiji, donde por primera vez se registraron severos dafios

(Mourichon y Fullerton, 1990; Arneson, 1998).

El patron de deteccion y distribucion indican un centro de origen de M. fijiensis en
el drea de Nueva Guinea e Islas Salomon. El patogeno fue probablemente transportado
mediante hojas o rizomas a Taiwan, algunas islas adyacentes en Indonesia y a la mayoria
de las islas del Pacifico. Donde la Sigatoka negra es introducida, se dispersa en un

periodo de méas o menos tres afios (Stover, 1980; Stover y Simmonds, 1987).



En América, la Sigatoka negra fue registrada por primera vez en Honduras en 1972,
y para 1980 ya se habia dispersado por todo Centroamérica, incluyendo los estados del
sureste de México, en 1981 se registro en Panamda y Colombia, en 1986 en Ecuador, en
Venezuela en 1990 y en Pertu en 1994, en las islas del Caribe la enfermedad aparecio en
Cuba en 1992, en Jamaica en 1994, en Republica Dominicana en 1996 y recientemente

en Brazil en 1998 (Arneson, 1998; Maciel et al.,1998; Orozco-Santos, 1998a).

2.1.3 Sintomas

Los primeros sintomas de la enfermedad se observan en pequefias decoloraciones
visibles en el envés de la hoja, que incluyen un pequefio punto de color café rojizo
dentro del area decolorada. Posteriormente, estas decoloraciones se convierten en pizcas
de color café rojizo y son visibles tanto en el haz como en el envés. Con el tiempo, las
pizcas se convierten en estrias, las cuales aumentan su grosor y longitud, pero mantienen

su color café rojizo (Orozco-Santos, 1998a).

El primer sintoma en estado de mancha se presenta cuando la lesion cambia a un
color café oscuro o negro, la que después es rodeada por un halo amarillento.
Finalmente, la mancha se deprime y se torna de color gris-blanco, observandose en ellas
una gran cantidad de pequefios puntos que corresponden a los cuerpos fructiferos
llamados pseudotecios. En ataques severos, estas manchas se unen y forman grandes
areas de tejido foliar afectado, llegando a necrosar completamente las hojas, lo que

ocasiona una reduccion en el area foliar funcional (Orozco-Santos, 1998a).



2.1.4 Descripcion del patogeno

El hongo se reproduce en forma sexual y asexual durante su ciclo de vida. Produce

ciclos repetidos de infeccion mas o menos continuos (Arneson, 1998; Marin y Romero,

1992).

La fase asexual se presenta en el desarrollo de las primeras lesiones de la
enfermedad (pizcas y estrias), en esta etapa se observa un nimero relativamente bajo de
conidioforos que emergen de los estomas, principalmente en el envés de la hoja. Los
conidios son hialinos, obclavados a cilindricos, rectos o ligeramente curvos, seis a nueve
septos, delgados en el dpice y mas anchos en la base con una cicatriz en el hilum basal

del conidio (Marin y Romero 1992; Orozco-Santos, 1998a).

Los conidiéforos que emergen de los estomas lo hacen de manera individual o en
pequefios grupos, o bien pueden formar fasciculos sobre un estroma errumpente de color
obscuro. Los conidios miden de 30 a 132 pm de longitud y de 2.5 a 5 um en la parte mas
ancha. Estas estructuras se producen con mayor abundancia en la superficie inferior de

las lesiones, pero también pueden ser encontradas en la parte superior (Marin y Romero

1992; Orozco-Santos, 1998a).

La fase sexual es la mas importante en la propagacion de la enfermedad, debido a
que se produce un gran nuamero de ascosporas, en el interior de los cuerpos fructiferos

llamados pseudotecios, los cuales se presentan en las lesiones viejas en estado de



mancha. Las ascosporas son hialinas, fusiformes clavadas con dos células y ligeramente
con una constriccion en el septo. Las ascosporas miden de 14 a 20 um de longitud y de 4

a 6 um de ancho. Ambas fases ocurren simultdneamente (Stover, 1980; Bureau et al.,

1992; Marin y Romero, 1992; Arneson, 1998; Orozco-Santos, 1998a).

La recombinacion, debido a la naturaleza heterotalica de este patogeno, crea un alto
potencial para que ocurran cambios genéticos dentro de las poblaciones de M. fijiensis,
lo que puede conducir a una rapida adaptacion a las condiciones ambientales cambiantes
y podria ser también la razon de la elevada variabilidad patogénica detectada en el

patogeno (Orozco-Santos, 1998a).

2.1.5 Epidemiologia

Aquellas regiones que tienen una estacidén seca bien definida, la tasa de infeccion
disminuye substancialmente durante este periodo (Arneson, 1998; Marin y Romero,

1992).

2.1.5.1 Liberacion

La liberacion de los conidios, es principalmente efectuada por el agua en forma de
lluvia o rocio y por el viento; aunque una alta frecuencia de dispersion se presenta
mediante un efecto conjunto de estos dos factores. Gotas de lluvia que ruedan sobre las

lesiones de las hojas, arrastran conidios a areas sanas, estas gotas, cargadas de conidios,




eventualmente son impactadas por nuevas gotas de lluvia que logran impulsar
microgotas ascendentes que se depositan finalmente en areas superiores de la planta o

logran ser liberadas al ambiente para su diseminacion edlica (Bureau et al., 1992).

En el caso de las ascosporas, el asca permanece en el pseudotecio una Vez
fertilizado. Cuando éste se moja y las ascosporas estan maduras, son expulsadas y
diseminadas por el viento. La liberacion estd, consecuentemente, influida por el agua

libre; de forma particular, por las lluvias, el rocio y la irrigacién por aspersion (Bureau ef

al., 1992).

Belalcazar y Merchan, (1994) mencionan que las ascosporas de M. fijiensis son
impulsadas por una accidon de eyeccion simple del pseudotecio que las sitiia en estratos

atmosféricos favorables para su diseminacion.

2.1.5.2 Transporte

El transporte de los conidios se realiza principalmente por el agua. Se trata de un
transporte vertical, sobre todo responsable de la infeccion de las plantas vecinas o de los
hijos, y también de las reinfecciones. Las ascosporas son transportadas por las corrientes
de aire. Es un transporte lateral y ascendente, el que en forma eventual, podria ser

responsable de la diseminacion a largas distancias (Bureau et al., 1992).

Esporas del hongo se pueden encontrar desde el nivel del piso hasta los 500 m de

altura, lo cual daria la posibilidad de que la enfermedad se disemine algo asi como 200



Km en un dia. No obstante las concentraciones de esporas mas frecuentes e importantes
para causar infeccién en el cultivo se encuentran a alturas de 0.25 y 50 m (900 y 1107

esporas respectivamente) (Belalcazar y Merchan, 1994).

2.1.5.3 Germinacion

Bureau et al., (1992) mencionan que después de ser transportados, los conidios o
ascosporas llegan a la planta, donde pueden presentarse diferentes situaciones:
La espora no entra en contacto con un organo sensible; puede o no germinar, pero
aunque germine no hay penetracién a los tejidos de la planta; la espora entra en contacto
con un 6rgano sensible pero las condiciones del medio externo impiden la germinacion
(condiciones ambientales desfavorables); la espora germina, su tubo germinativo
penetra, pero las condiciones del medio interno en la hoja son desfavorables para su
desarrollo (variedad resistente); todas las condiciones son favorables; la espora
germinada penetra en los tejidos de la hoja y continua su desarrollo. En condiciones
favorables; como la presencia de agua libre y temperatura entre 25 y 29 %, Is

germinacion puede ocurrir en seis horas, entonces se produce un rapido alargamiento del

tubo germinativo.

Bajo condiciones de laboratorio los conidios y ascosporas de Mycosphaerella
fijiensis var. difformis germinan a temperaturas de 20 a 35 "C con un maximo observado
a 25 °C. La germinacién de esporas ocurre en agua libre. A medida que se reduce la
humedad relativa la germinacién de ambos propagulos a diferentes temperaturas

disminuye drasticamente (Jacome et al., 1991).



2.1 5.4 Penetracion

Bureau ef al., (1992) indican que después de cuatro a seis dias de crecimiento, el
tubo germinativo penetra por un estoma, ramificandose en la cavidad subestomatica. Las
infecciones son més importantes en el envés de la hoja debido principalmente a que: los
estomas son mas numerosos en esta parte de la hoja y cuando se desenvuelve la hoja, su

envés es la parte que se expone primero a los propagulos del hongo.

2.1.6 Control de la Sigatoka negra

Las medidas de control para Sigatoka negra se pueden clasificar en directas e
indirectas. Las directas consisten en evitar la entrada de la enfermedad en un area, region
o pais libre de la misma (cuarentenas o control legal) y las indirectas se refieren a
convivir con la Sigatoka negra, evitando los dafios producidos mediante el control

cultural, biolégico, quimico y genético (Orozco-Santos, 1998a).

2.1.6.1 Control legal

Debido a que la enfermedad se transporta con facilidad dentro del territorio
nacional; se establecid por parte de la Direccion General de Sanidad Vegetal la
Cuarentena Interior Permanente No. 18 contra la Sigatoka negra, publicada en el Diario
Oficial de la Federacion en noviembre de 1987 (Robles et al., 1988; citado por
Valdovinos, 1999). A pesar de la cuarentena no se logro evitar la expansion de la

enfermedad presente en el sureste, al resto de las zonas bananeras y plataneras del pais.



2.1.6.2 Control cultural

Bureau et al., (1992) mencionan que las practicas culturales deben de llevarse a
cabo de tal manera que permitan disminuir la presencia de las condiciones
microclimaticas favorables para el desarrollo del patogeno, asi como mantener una
adecuada productividad. Algunas de las practicas culturales mas importantes a

considerar son: drenaje, riego, control de malezas, deshoje y densidad de plantas.

2.1.6.3 Control biologico

Se refiere a la utilizacion de ciertos microorganismos quitinoliticos que digieren la
quitina presente en la pared celular de las hifas de algunos hongos. Cepas de Serratia
marcescens, asi como de Serratia entomophyla'y Bacillus cereus controlaron la Sigatoka
negra en un 40%. Si este control es complementado con fungicidas y practica culturales
adecuadas, podria resultar econdmico, estable y ecoldégicamente deseable. Sin embargo,
su eficacia, rentabilidad, y adopcion deben ser verificados bajo condiciones de campo

(Gonzalez et al., 1996; Orozco-Santos, 1998a).

2.1.6.4 Control quimico

En la actualidad, el uso de fungicidas es el método de control mas importante contra
la Sigatoka negra. Los fungicidas utilizados se pueden agrupar en tres categorias de
acuerdo a su forma de accién: fungicidas de contacto o protectantes, fungicidas de

accion sistémica local y fungicidas sistémicos. Como complemento a la mayoria de los



fungicidas (principalmente sistémicos) se utiliza la citrolina 6 aceite agricola, que posee
un efecto fungistatico y ayuda a una mejor penetracion, distribucion y permanencia en el
tejido foliar del fungicida aplicado. Otro producto importante es un emulsificante que
permite realizar la mezcla de aceite-agua, cuando se aplica el fungicida en emulsion

(Orozco-Santos, 1998a).

En la actualidad se esta haciendo un uso intensivo de programas de control basado
en el uso exclusivo de fungicidas protectantes en mezcla inicamente con agua. En estos

programas de protectantes se suprime totalmente el uso de la citrolina (Orozco-Santos,

1998a).

El grupo de fungicidas mas importante en el control de la Sigatoka negra, son los
sistémicos, dadas las caracteristicas terapéuticas y el efecto prolongado que poseen (lo
que permite aplicarlo con menor frecuencia). Son fungicidas muy especificos, que
generalmente actuan en un solo paso en la fisiologia del patdgeno, lo que incrementa las
posibilidades de generar resistencia a estos productos. Dentro de las familias quimicas
que sobresalen en este grupo tenemos: los Benzimidazoles, Triazoles Pirimidinas y
recientemente las estrobilurinas (Bureau ef al., 1992; Marin y Romero, 1992; Orozco-

Santos, 1998a).

2.1.6.5 Control genético

El mejoramiento genético de los bananos y platanos es una linea de investigacion

prioritaria en el mundo, debido a la creciente dispersion de la Sigatoka negra y a su



impacto econdmico que representa en los paises donde se presenta. Actualmente algunos
paises productores de banano y platano cuentan con programas de mejoramiento
genético basados en métodos convencionales, y recientemente a través de técnicas
avanzadas con el propdsito de hacer mejoramiento genético contra la Sigatoka negra

(Orozco-Santos 1998a).

Algunos programas de mejoramiento genético ya han rendido sus primeros frutos,
como es el caso del Programa de Mejoramiento de Banano y Platano de la Fundacion
Hondurefia de Investigacion Agricola (FHIA), el cual ya ha obtenido hibridos con
resistencia parcial a la enfermedad y con muy buenos rendimientos probados en campo,
estos hibridos representativos de los tres diferentes grupos de bananos y platanos son
como "genotipos de referencia". Estos hibridos (FHIA-01%, FHIA-03 y FHIA 21), ya
estan siendo evaluados para conocer su reaccion a Sigatoka negra y sus rendimientos en

diferentes latitudes del mundo (FHIA, 1995).

En México, el FHIA-21 fue introducido para su evaluacién en campo en la region
del Pacifico Centro en la década de los noventa. En estas evaluaciones se obtuvieron
racimos con 10 kg mas de peso en comparacion al Platano Macho, esto significa un
incremento del 64.5% y 80.7% en el primero y segundo ciclo de produccion

respectivamente (Orozco, 1998).



2.1.6.5.1 Caracteristicas del Hibrido FHIA-21

e Nombre de la variedad: FHIA-21.
e Origen: FHIA, Honduras, Centro América.
e Nombre del mejorador: Phillip Rowe.
e Tipo: Platano francés.
e Afio de generacion: 1987.
e Nombre Codigo: FHIA SH-3460.
e Linaje: AVP-67 (AAB) X SH-3142(AA).
¢ (Genoma/Ploidia: AAAB.
e Uso: Consumo procesado (hervido o frito, verde o maduro).
e (aracteristicas de la planta:
Morfologicas:
e Habito foliar: Normal.
e Apariencia del pseudotallo: Brillante (no ceroso).
e Altura: 3.50 — 4.00 m.
¢ Tipo de bellota: Normal (presente permanentemente).
e Forma de racimo: Asimétrico.
¢ Posicion del racimo: Ligeramente inclinado.
e Color de frutos: Verde claro.
e Forma de frutos: Recta en parte distal.

e Forma apice del fruto: Ligeramente puntiagudo.



Fenologicas:
e Duracion primer ciclo vegetativo (siembra a floracion): 240-280 dias.
e Duracion primer ciclo productivo (paricion a cosecha): 85-100 dias.
e Dias transcurridos de siembra a segunda floracion: 540-570 dias.
Produccion:
e Peso neto (sin raquis) de racimo: 22-27 kg.
e Numero de dedos por racimo (sin desmane): 120-150 dedos.
e Numero de dedos/racimo (con desmane a cinco manos): 70-80 dedos.
e Peso dedos individuales(con desmane a cinco manos): 250-350 g.

Reaccidn a enfermedades:

e Sigatoka negra: Parcialmente resistente

e Mal de Panama: Resistente

e Nematodos: Suceptible a Radopholus similis y

Pratylenchus coffeae

e Pudricion de corona: Desconocida.

Con respecto a la clasificacion de las escalas de resistencia a la Sigatoka negra,
Fouré et al., (1990), agruparon cultivares de banano y platano en cuatro grupos, basados
en la reaccion genética la cual es bastante compleja y diversa:

Categoria 1, muy resistentes; los cuales se caracterizan por presentar un bloqueo de la

evolucion de los sintomas en el estado 1 o 2 (estado de pizca).



Categoria 2, resistencia parcial; bananos y platanos tolerantes, la evolucion de la
enfermedad es normal desde el primer estadio al estadio necrotico (estadio 6 o fusion de
los estadios anteriores).

Categoria 3, susceptibles; la evolucion de la enfermedad es rapida, normal del estadio 1
al estadio 6 de necrosis. El numero de hojas funcionales a la cosecha es poco alto.
Categoria 4, muy susceptibles; la evolucion de la enfermedad hacia la necrosis es muy
rapida y el numero de hojas funcionales a la cosecha es muy bajo y a menudo

1nexistentes.

Esta clasificacién toma en cuenta la velocidad de evolucién de las lesiones de

Sigatoka negra asi como también el numero de hojas funcionales a la cosecha.

2.2 Compuestos fenolicos relacionados con la resistencia genética a las

enfermedades

2.2.1 Generalidades de los compuestos fenolicos

Los compuestos fenolicos involucran un amplio rango de sustancias en las plantas
las cuales poseen en comun un anillo aromatico presentando uno o mas sustituyentes
hidroxilos. Las sustancias fendlicas tienden a ser solubles en agua, ya que la mayoria
ocurren frecuentemente combinadas con azicar como glicdsidos y estan generalmente
localizados en la vacuola de la célula. Entre las miles de estructuras conocidas de los

compuestos fenolicos, los flavonoides forman el grupo mas grande; sin embargo, fenoles



monociclicos simples, fenilpropanoides y quinonas fendlicas existen en cantidades

considerables (Harborne, 1984).

Muchos grupos importantes de polimeros en plantas como las ligninas, melaninas y
taninos son polifenoles y ocasionalmente unidades fendlicas son encontradas en

proteinas, alcaloides y terpenoides (Harborne, 1984).

Mientras la funciéon de algunas clases de compuestos fenolicos estan bien
establecidas (e.g. las ligninas como material estructural de la pared celular; las
antocianinas como pigmentos de flores). el propdsito de otras clases de fenoles es aun
materia de especulacion. Los flavonoides, por ejemplo, parecen ser importantes en la
regulacion del control de crecimiento de la planta de chicharo y su efecto adverso en
insectos alimentandose de ésta indican que ellos podrian ser factores de resistencia

natural. Sin embargo, ninguna de estas funciones han sido firmemente establecidas

(Harborne, 1984).

2.2.2 Compuestos fenélicos y su importancia en la resistencia a las enfermedades

A partir de la primera sugerencia que los fenoles son intermediarios y tienen un rol
en la expresion activa de resistencia, el problema fundamental ha girado en averiguar
cuales de los metabolitos son secundarios o primarios, por lo que la importancia se ha
enfocado en la localizacion y la seleccion del tiempo oportuno de la respuesta del
hospedante, demostraciones iniciales indican que los fenoles son componentes

significativos de la respuesta del hospedante (Nicholson y Hammerschmidt, 1992).



2.2.2.1 Eventos iniciales en la respuesta del hospedante

Heath, (1980) argumenté efectivamente la diferenciacion de la respuesta de las
plantas a los patdgenos basadas en interacciones del compatibles y no compatibles. En
tales relaciones ha sido reconocido que las respuestas estan caracterizadas por la
acumulaciéon temprana de compuestos fendlicos en el sitio de infeccion y que el
desarrollo limitado del patégeno ocurre como un resultado de la muerte rapida de la

célula (reaccion de hipersensibilidad).

La muerte de la célula resulta del dafio irreversible de la membrana que podria
ocurrir como reconocimiento en respuesta al patdgeno o como una respuesta activada
del hospedante. A pesar de las razones de la muerte de la célula, esta considerado que la
rdpida acumulacion de fenoles podria resultar en el aislamiento efectivo del patdégeno (o

no patogeno en el sitio original de ingreso) (Mansfield. 1990; citado por Nicholson y

Hammerschmidt, 1992).

Algunos estudios sugieren que fenoles de bajo peso molecular, como derivados de
acidos benzoicos y fenilpropanoides, son formados en la respuesta inicial a la infeccion.
Fuertes evidencias sugieren que la esterificacion de fenoles en la pared celular es un
tema comun en la expresion de resistencia. Sin embargo, la acumulacion de fenoles
polimerizados ocurre como una rapida respuesta a la infeccion. Una respuesta comun del
hospedante es la esterificacion del acido ferdlico en la pared celular. Se ha sugerido que

el entrecruzamiento de muchos ésteres fenilpropanoides encabezan la formacion de
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polimeros de lignina (Kurosaki et al.,1986; Niemann er al., 1991; Matern y Kneusel,

1988).

Muchos 4cidos hidroxicindmicos y sus derivados estdn considerados por contribuir
a la decoloracion y autofluorescencia de tejidos del hospedante en el sitio de infeccion.
Desafortunadamente, la identidad de los fenoles que se acumulan como una respuesta
inicial a la infeccion no es a menudo sefialada, y la presuncion de su presencia esta

basada en reacciones histoquimicas o microscopia fluorescente (Farmer, 1985).

A menudo es sugerido las acumulaciones tempranas de lignina en respuesta a la
infeccion. Sin embargo, pocas evidencias quimicas apoyan su formacion, como una
respuesta inicial del hospedante. Una respuesta observada consistentemente contra la
infeccién, en ambas interacciones compatible e incompatible, es la necrosis de la célula

(Nicholson y Hammerschmidt, 1992).

Matern y Kneusel, (1988) asi como otros investigadores han propuesto que la
estrategia defensiva de las plantas existe en dos estados. El primero es asumido al
involucrar la rapida acumulacion de fenoles en el sitio de infeccion, el cual funciona al
reducir (o aun detener) el crecimiento del patégeno y permitir la activacion de
estrategias secundarias que podrian mas a fondo restringir al patdgeno. Dentro de estas
respuestas secundarias se podria involucrar la activacion de defensas especificas como la

sintesis de novo de fitoalexinas u otras sustancias relacionadas al estrés.

[§]
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Estos autores indican que la secuencia de eventos en una respuesta de defensa puede
ser considerada por incluir (en este orden) muerte y necrosis de la célula del hospedante,
acumulacion de fenoles toxicos, modificacion de paredes celulares por los sustituyentes
fendlicos o barreras fisicas como aposiciones o papilas, y finalmente, la sintesis de

"antibioticos" especificos como las fitoalexinas (Matern y Kneusel, 1988).

En estudios realizados en la interaccion de Phytophthora infestans con ciertas
variedades de papa la respuesta bioquimica y morfolégica del follaje a las razas
compatibles e incompatibles del patogeno fue diferente. Una rapida necrosis de las
células del mesofilo en las primeras horas de infeccion distinguidé la respuesta
compatible de una incompatible. Tinciones histoquimicas con azul de toluidina y
analisis de fluorescencia demostraron que la acumulacion de fenoles en el sitio de
infeccion ocurrié en las primeras tres horas después de la inoculacion, indicando una

asociacion de fenoles con los estados iniciales de la respuesta (Bruzzese y Hassan,

1983).

Johnson y Schaal, 1952, 1955; Kuc, 1957; citados por Kuc 1982, reportaron la
relacion de dos fenilpropanoides con las fitoalexinas, el 4cido cafeico y al acido
clorogénico. Ellos sugirieron que fenoles endogenos en céscaras de papa y aquellos
producidos alrededor de las heridas fueron importantes en la resistencia de los
tubérculos a la rofia, y reportaron una correlacion positiva entre el contenido de acido
clorogénico y la resistencia de la papa a la rofia. Indicaron ademas que la oxidacion de
productos del acido clorogénico y &cido cafeico fueron producidos después de la

infeccidn y que estos productos fueron ain mas fungitoxicos que los fenoles originales.



Kuc (1957), verifico la presencia de altos niveles de acido clorogénico y écido
cafeico en cascaras de papa y reportdé ademas la acumulacion de acidos y sus productos
de oxidacion en rebanadas inoculadas con varios organismos (no-patogénicos) de la
papa. Fue evidente, sin embargo, que los fenoles y sus productos de oxidacién no fueron
los Unicos compuestos fungitdoxicos presentes en la cascara producidés después de la

infeccion.

Matern y Kneusel (1988), han sefialado la clase de compuestos fenolicos que se
acumulan antes de la respuesta de defensa activa, asi como su origen usando
suspensiones celulares de perejil como un sistema modelo. La inoculacion de hojas de
perejil con Phytophthora megasperma f. sp. glycinea (Pmg) o tratamiento de
suspensiones celulares de perejil con un inductor de Pmg resultan en la acumulacion de
concentraciones sustanciales de coumarina asi como ésteres de fenilpropanoides, en
particular acido ferulico, en las paredes celulares. Estos ésteres son considerados por

estar involucrados en la formacion de polimeros fendlicos.

Como un indicador inicial, la fenilalanina amonio liasa (PAL, por sus siglas en
inglés), es a menudo considerada por ser representativa de la iniciacion de la sintesis de
fenoles en respuesta a la infeccion. Esta sugerencia podria ser errada, en vista que un
incremento detectable en la actividad de PAL no siempre es la primera respuesta a la
infeccion. Algunos reportes han demostrado una pérdida de correlacion entre la PAL y

la expresion de resistencia (Nicholson y Hammerschmidt, 1992).
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Algunas observaciones sugieren que los incrementos transitorios en la actividad de
PAL en los tejidos de tubérculo de papa inoculados con Phytophthora infestans fueron
relacionados mas a heridas que a la infeccion misma (Hahllbrock, ef al., 1981; Massala

et al., 1980).

Se ha sugerido que la acumulacion de compuestos fendlicos como una respuesta
inicial a la infeccion podria reflejarse como un incremento general en el metabolismo del
hospedante, asi como una acumulacion de metabolitos secundarios relativamente no
toxicos, los cuales podrian ultimamente servir como precursores para compuestos

esenciales en la expresion de resistencia (Perumalla y Heath, 1991).

Friend, 1981; citado por Nicholson y Hammerschmidt, 1992 sugiere que el acido
clorogénico podria actuar como un precursor para la formacion de ésteres que, como un
fenilpropanoide activado; podria ser desviado para la sintesis de otros compuestos
fenolicos posiblemente involucrados en detener al patégeno. La pérdida de acumulacion
de acido clorogénico en interacciones resistentes podria también representar la
conversion directa de acetil-coenzima A (CoA); ésteres de fenilpropanoides a otros
fenoles mas esenciales para la respuesta de defensa. Asi, la acumulacién de acido
clorogénico (no es un compuesto toxico particular) podria representar un incremento

general en la biosintesis fendlica relacionada en la biosintesis fendlica.



2.2.3 Compuestos fendlicos en musaceas

Raghunathan et al., 1965, realizaron los primeros estudios bioquimicos en
muséceas, analizaron la distribucion de aminodacidos, carbohidratos, acido organicos y
fenoles en la hoja joven, media y vieja de Musa sapidisiaca Jacob Variedad Monthan y
Musa balbisiana Colla Variedad Kattu Vazhai susceptible y resistente respectivamente a
las enfermedades de la hoja de banano por Cercospora musae Zimm. Yy

Helminthosporium gibberosporium Curzi.

La distribucion de compuestos fenolicos en las hojas revelaron algunas diferencias
significativas entre la variedad susceptible y resistente. Las hojas de la variedad
Monthan registraron cinco manchas positivas de fenoles en la hoja joven y media,
mientras s6lo cuatro manchas ocurrieron en la hoja vieja. Las hojas jovenes de Kattu
Vazhai registraron siete manchas de fenoles, las cuales decrecieron a seis y cinco en la

hoja media y vieja respectivamente (Jayapal y Mahadevan, 1968).

Los compuestos fenolicos en las plantas resistentes y susceptibles exhibieron una
relacion distinta. Kattu Vazhai contenia mas fenoles que la especie susceptible. Sin
embargo, en ambas especies hubo concentracion de mas fenoles en los tejidos jovenes,
aunque ellos decrecieron con el incremento de la edad de la hoja. El incremento de la
cantidad de fenoles en los tejidos jovenes de las plantas resistentes y susceptibles ofrecid

proteccion contra ataques de parasitos (Jayapal y Mahadevan, 1968).



Posteriormente, Jayapal y Mahadevan, (1968) evaluaron fenoles totales y orto
dihidroxifenoles en las mismas variedades. Sin embargo, no consideraron la presencia
de estos compuestos en diferente posiciéon de la hoja, pero si, el tiempo transcurrido
después de la inoculacién. Se observo un incremento de compuestos fendlicos en
respuesta a la infeccion en la variedad resistente. Mientras que en Monthan con
Cercospora musae el hongo condujo a la rapida degradacion de compuestos fenélicos.
Helminthosporium gibberosporium fue favorecido por la acumulacion de compuestos

aromaticos 120 horas después de inoculada y decreci6 posteriormente.

Los orto dihidroxifenoles en hojas de banano también fluctuaron con el desarrollo
de la enfermedad; hojas resistentes contenian mas orto dihidroxifenoles y ambas
variedades respondieron diferente a los patogenos. La inoculacion de C. musae y H.
gibberosporium resulté en un rapido incremento de orto dihidroxifenoles en hojas
resistentes, inmediatamente después de la inoculacion, la cual decrecié gradualmente
con limitacién de la lesion. Sin embargo. el decrecimiento fue lento en hojas inoculadas
con H. gibberosporium mientras el decrecimiento rapido estuvo asociado con hojas
infectadas de C. musae. Una respuesta similar también se observo en el tejido

susceptible; sin embargo, la degradacion fue bastante rapida (Jayapal y Mahadevan,

1968).

En otros estudios relacionados con raices sanas de banano estas mostraron
impresionante diferencias en el contenido fendlico entre el cultivar susceptible "Poyo" y
el parcialmente resistente Yangambi Km 5. El uso del reactivo de Neu indico la

presencia de flavonoides y ésteres cafeico en las paredes del parenquima y células
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vasculares y de acido ferulico en paredes celulares del parenquima en el cultivar
resistente, mientras que en las raices del cultivar susceptible no fueron detectadas.

Similarmente, dopamina ocurrié abundantemente en las raices resistentes (Valette et al.,

1998).

La reaccion positiva obtenida con el reactivo de Mirande y floroglucinol HCI
revelaron un alto grado de lignificacion en la estela y la endodermis de las porciones
diferenciadas de raices resistentes al compararlas con raices susceptibles. Ademas,
unicamente las células de la endodermis del cultivar resistente desplegaron una capa
delgada suberizada que no fue observada en las células del cultivar susceptible. Estas
diferencias constitutivas podrian explicar en parte por qué Yangambi Km 5 resiste a la

infeccion de Radopholus similis (Valette et al., 1998).

Por otro lado Valette et al., 1998 indican que los fenoles incluyendo flavonoides,
ésteres cafeicos, y dopamina podria limitar la penetracion del nematodo a la raiz, y el
alto nivel de lignificacion vascular y suberizacion de células en la endodermis restringen

la invasion al xilema, y previenen la multiplicacion del patégeno en el tejido vascular.
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II. MATERIALES Y METODOS

3.1 Fase de campo

3.1.1 Localizacion del experimento

La parcela demostrativa donde se desarroll el trabajo estd localizada en la
comunidad del Pital municipio de Martinez de la Torre, estado de Veracruz. Este
municipio se encuentra localizado geograficamente entre las coordenadas extremas del
meridiano 96° 49' al 97° 19" de longitud oeste y del paralelo 19° 18" al 20° 16' de latitud

norte (SEGOB, 1988).

3.1.2 Plantas estudiadas

Se evaluaron los cultivares Platano Macho (susceptible), FHIA-20 y FHIA-21
(tolerantes) y Yangambi kmS5 (resistente) a la Sigatoka negra. Los tres primeros se
obtuvieron del Campo Experimental Tecoman, Colima dependiente del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP). El cultivar
resistente se obtuvo de una parcela demostrativa del Centro de Investigaciones

Cientificas de Yucatan (CICY) en Teapa, Tabasco.
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3.1.3 Siembra

La siembra de cormos de los cuatros cultivares se realizo en julio de 1999. A los
cormos se les eliminaron las raices y el suelo del lugar de origen para evitar una posible
contaminacidén de nuevas enfermedades en la zona, y se sometieron a inmersion en

Vydate (Insecticida-Nematicida) por 15 minutos.

Al momento de la siembra se coloco 28.34 g (1 onza) de urea en el fondo del hoyo,
luego se cubri6 con una capa de suelo para evitar posibles quemaduras del cormo ala
urea. Se sembraron 60 cormos de cada uno de los materiales en estudio (Figura 1).
Durante el periodo de desarrollo y floracién de las plantas se llevaron a cabo las labores
culturales apropiadas como el control de maleza, deshije, deshoje, fertilizacion,
desmane, y cosecha. Esta tltima préctica con la finalidad de conocer el rendimiento de

cada uno de los cultivares bajo estudio.

3.1.4 Inoculacion natural

Con base en la metodologia propuesta por Jayapal y Mahadevan, (1968) se
seleccionaron cinco plantas de ocho meses de edad. En las plantas seleccionadas, se
encontraba la hoja candela en el estado 2 (escala de Brun, 1963) y se procedié a
cubrirlas con una bolsa de plastico. La inoculacion natural se llevd a cabo ocho dias
después, cuando la bolsa que cubria la hoja candela se retird, la hoja se encontraba

totalmente desenrollada (se considerdé como tiempo cero). Esto provoco que todas las



hojas cubiertas con la bolsa tuvieran la misma probabilidad de ser infectadas por

conidios o ascosporas dependiendo de las condiciones climaticas.

3.1.5 Toma de las muestras

La toma de las muestras se realizo a las 0, 48,120, 192 y 240 horas después de
exponer la hoja candela al in6culo natural. Para este estudio se considerd la hoja candela
de cinco plantas a las cuales les fue asignada al azar la hora de muestreo (0, 48, 120,
192 y 240). Cada muestra consistio en 20 g del lado izquierdo de la hoja, es el primer
lado que se expone al indculo natural cuando la hoja se desenrolla. Inmediatamente
después de ser recolectar las muestras, se colocaron en una hielera para conservarlas
mientras se llevaban al laboratorio para su analisis. Dos muestreos se llevaron a cabo,

uno a los ocho meses y el otro a los nueve, después de la siembra.

3.2 Fase de invernadero

3.2.1 Localizacion del experimento

La fase de invernadero fue desarrollada en los Invernaderos del Departamento de

Parasitologia Agricola de la Universidad Autéonoma Chapingo.
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3.2.2 Preparacion del suelo

Se utilizé6 una mezcla de suelo y materia organica (3:1), el suelo se obtuvo de la
Estacion Experimental de la Universidad Auténoma Chapingo, y la materia organica de
un bosque de coniferas. La mezcla se sometié a desinfeccion con bromuro de metilo,

por 72 horas.

3.2.3 Siembra de las plantas

La siembra se llevo a cabo en julio de 1999. Se utilizaron bolsas negras con
capacidad de 20 kg (estas contenian 3/4 partes llenas de su capacidad). Se sembraron 10
cormos de Platano Macho, FHIA-20, FHIA-21 y Yangambi Km5 con pesos que
variaron de 0.5 a 1 kg. Posteriormente se seleccionaron seis plantas con el mejor

desarrollo, las cuales sirvieron para las inoculaciones artificiales (Figura 2).

3.2.4 Inoculacion artificial

Tres dias antes de la inoculacién, las plantas se sometieron a condiciones de
humedad préximas al punto de saturacion. La inoculacion se llevo a cabo en plantas de
10 meses de edad. Seis plantas por cada cultivar se inocularon con la concentracion de 2

4 8 s S 4 5 . . .
x 10" conidios/mL; el indculo fue aplicado en la superficie adaxial de las dos hojas mas
jovenes completamente desenrolladas, y se consideraron seis puntos de inoculacion,
para ello se marcaron cuadros de 10 cm” en la parte apical, media y basal, en ambos

lados de la hoja.
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El indculo, se aplico con un atomizador para dar una distribucion uniforme de gotas
muy finas en la superficie de la hoja. las plantas después de inoculadas, se dejaron secar
por dos horas, y se incubaron por ocho dias entre 25- 28 "C y condiciones de humedad
cerca del punto de saturacion. La humedad fue proporcionada por un humidificador
(Standard Humidifier Model 31, The Standard Engineering Works). Después del
periodo de incubacion, las plantas se siguieron manteniendo entre 25-28 OC para el

desarrollo de los sintomas.

3.2.5 Toma de las muestras

La toma de las muestras se llevo a cabo de la misma forma que en campo y fueron

procesadas inmediatamente después de ser colectadas. Se colecté una muestra de cada

material bajo estudio minutos previos a la inoculacion, con la finalidad de detectar

alguna diferencia con respecto al material inoculado. El resto de las muestras fueron

colectadas a las 0, 48, 120, 192 y 240 horas de ser expuestas al indculo artificial.

3.3 Fase de laboratorio

3.3.1 Manejo del hongo

La manipulacion del hongo se llevé a cabo en el Laboratorio de Fitopatologia del

Instituto de Fitosanidad (IFIT) del Colegio de Postgraduados.
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3.3.1.1 Aislamiento de Mycosphaerella fijiensis

Para la obtencion de cultivos monosporicos a partir de la liberacion de ascosporas
de los pseudotecios, se utilizo la metodologia propuesta por Fouré, (1989) que consiste
en colectar en campo fragmentos de hoja en el estado 6 de necrosis, (o por coalescencia
de los estados 2 y 3). Estos fragmentos son secados e incubados por 48 horas dentro de
bolsas de plastico que contienen papel toalla himedo para facilitar la maduracion de los
pseudotecios del hongo. Se cortaron muestras necroticas de aproximadamente 2 cm’y
se pegaron a discos de papel filtro del mismo diametro de la caja Petri (Figura 3).
Cuatro o cinco fragmentos se fijaron de esta manera y se dejaron por dos a tres minutos

en agua destilada estéril.

Después los discos fueron colocados en la parte superior interna de la caja Petri,
que contenia una soluciéon de Agar Agua (AA) al 3%. La superficie del haz de los
fragmentos de hojas se colocaron hacia la base de la caja cubierta de AA. Los
pseudotecios descargan facilmente sus ascosporas en AA después de 24 horas, las
ascosporas pueden ser transferidas con la ayuda de un microscopio a un medio de

crecimiento Micofil-Agar (MA) o Papa Dextrosa Agar (PDA).

3.3.1.2 Cultivo de Mycosphaerella fijiensis

Una ascospora aislada por la técnica descrita arriba se colocd en el medio MA o PDA.

Con una pinza se tomo el micelio del hongo y se deslizo suavemente en forma de zigzag

sobre la superficie del medio (Figura 4). El micelio de M. fijiensis proveniente de un



cultivo monospérico fue proporcionado por el M.C Mario Orozco Santos, del Campo
Experimental de Tecoman, Colima, (INIFAP); Ing. Gilberto Manzo y el Dr. Salvador
Guzman de la Facultad de Ciencias Biologicas y Agropecuarias de la Universidad de

Colima.

3.3.1.3 Preparacién del inoculo

Los aislamientos se incubaron en PDA a 25 °C bajo 12 horas alternando luz y
obscuridad por 14-21 dias. Estas condiciones usualmente iﬁducen a profusa
esporulacion. Se prepararon suspensiones de esporas por la adicion de 1 mL de agua
destilada al medio de cultivo de cada caja Petri y se cepillo la superficie con un pincel
de pelo de camello. La suspension fue pasada a través de una tela de manta para
remover los fragmentos mas grandes del medio de cultivo e hifas (Figura 5), y la

concentracion de conidios (Figura 6) se determind usando un hematocitometro.

La concentracién de conidios se ajusté a 2 x 10* conidios/mL (Fullerton y Olsen,

1995). Para calcular la concentracion de conidios se utilizé la formula descrita por

Gonzalez, 1999.

No. de conidios/5 cuadros principales x 200 = conidios/mL



3.3.2 Procesamiento de las muestras para determinar compuestos fendélicos de la

fase de campo

Las muestras para la identificacion de compuestos fendlicos se procesaron en el
Laboratorio de Fitoquimica del Instituto de Recursos Naturales (IRENAT) del Colegio

de Postgraduados.

3.3.2.1 Extraccion de compuestos fendlicos

Fueron analizadas en el laboratorio muestras de los materiales FHIA-20, FHIA-21,
Platano Macho y Yangambi km5. Para la extraccion de los compuestos fendlicos se

siguio el método propuesto por Jayapal y Mahadevan en 1968.

Este método consiste en pesar 20 g de hojas frescas de cada uno de los tratamientos
y se cortan en trozos pequefios. Se colocan en un matraz que contiene 50 mL de
acetona, y se deja reposar por 48 horas a temperatura ambiente, se filtra y se elimina el
disolvente en un rotavapor (R 114), los matraces se pesaron para conocer la cantidad de
muestra obtenida y posteriormente las muestras concentradas fueron resuspendidas con
metanol y se aplicaron en forma de banda, los estandares se aplicaron en forma de

mancha en el papel Whatman nimero 3 (46x57 cm).



3.3.2.2 Separacion cromatografica de compuestos fendlicos

Para la separacion de los compuestos fendlicos se utilizo la metodologia
desarrollada por Ramirez-Martinez y Luh (1973). Se usé cromatografia descendente en
papel Whatman niimero 3 (46x57 cm) para separar los compuestos fenolicos presentes
en las muestras. Estas ultimas fueron aplicadas con la ayuda de un capilar. La aplicacion
de los estandares se realizo de la misma forma. Los cromatogramas se dejaron por 12
horas en una camara (cromatocab) (Figura 7), la cual contenia dep6sitos (cubas) con el
disolvente Butanol-acido acético-Agua (BAW) (4:1:5). De esta mezcla fue considerada

Unicamente la fase organica o superior (Figura 8).

3.3 2.3 Identificacion de compuestos fendlicos por medio de los valores de Ry

Los cromatogramas después de secados al aire, fueron examinados bajo luz ultra
violeta (U.V) para observar las manchas separadas por el disolvente, y se procedid a

registrar el valor de Rp. de cada mancha y los estandares respectivamente.

3.3 2.4 Identificacion de compuestos fenélicos por medio del espectrofotometro

Después de medir el valor de Rp de las manchas fueron separadas del

’ . 2
cromatograma y cortadas en porciones muy finas de aproximadamente 2 mm®, y se
dejaron en reposo por dos horas en un matraz que contenia un volumen de metanol lo

suficiente como para cubrir todo el papel.



Figura 1. Siembra de los cultivares en estudio en El Pital, Martinez de la Torre, Veracruz. Julio 1999;
Figura 2. Desarrollo de las plantas en invernadero; Figura 3. Discos de papel filtro con porciones de hojas
necrosadas por Mycosphaaerella fijiensis;, 4. Colonias de Paracercospora fijiensis después de deslizar el
micelio en forma de zig-zag; 5. Desarrollo de cromatogramas en la cimara cromatogréfica; utilizandose
como disolvente Butanol-Acido acético-Agua BAW (4:1:5).; Figura 6. Conidio de Paracercospora
fijiensis; Figura 7. Hifas de Paracercospora fijiensis, Figura 8. Fase organica (superior), de la mezcla
BAW (4: 1:5).

38



Transcurridas las dos horas, la mezcla de papel y metanol fueron filtradas y
separadas mediante evaporacion, la muestra concentrada fue resuspendida con metanol,
y se leyé en un espectrofotometro a 190-350 nm (Pye Unicam SP8-100 Ultraviolet
Spectrophotometer). Los picos de absorciéon obtenidos en cada mancha y en cada

cultivar de estudio se registraron y se hicieron las respectivas comparaciones.

3.3.2.5 Prueba de fluorescencia

La prueba de fluorescencia indica la presencia de fenoles, en los cromatogramas,
que se desarrollaron para cada una de las muestras que fueron objeto de estudio. Esta
prueba consiste en desarrollar un cromatograma en dos dimensiones, la primera en

Butanol-Acido acético-Agua (4:1:5) y la segunda en Acido acético al 2%.

Desarrollados los cromatogramas en las dos dimensiones, y secados, se procedio a
su observacion en luz (U.V), para marcar las manchas desplazadas por el disolvente y se
registro su Rp, luego se aplico amoniaco 2 N o 2 M; una reaccidén positiva de las
manchas al amoniaco es la presencia de un color amarillo. Se dejoé secar por una hora y
se aplicd la mezcla de cloruro férrico al 2% y ferricianuro de potasio al 1% (1:1), y
luego se aplicod acido clorhidrico 2 M, la presencia de un color azul en las manchas
indica la presencia de fenoles en la muestra. Para desarrollar esta prueba se analizaron

muestras de 0,120 y 240 horas del primero y segundo muestreo en campo.



3.3.2.6 Fenoles totales

Se realizo estableciendo una curva estandar de acido tanico de acuerdo a lo descrito por

la Association of Official Agricultural Chemists’ (AOAC, 1995), citada por Alia, 1999.

Se disolvieron 25 mg de é4cido tanico en 250 mL de agua destilada.

a) Se tomaron alicuotas de 0.06, 0.3, 0.6, 1.2, 1.8, 3.0 y 4.2 mL en tubos de ensayo
conteniendo 4 mL de agua destilada.

b) Posteriormente se adicionaron 0.5 mL del Reactivo de Folin-Ciocalteu y 1 mL de
una solucién de Na,COs5 al 20% y se aforo a 10 mL.

¢) Se mezcld perfectamente y se dejo desarrollar el color durante 2 h, después se
registré el color al espectrofotometro a 760 nm (Pye Unicam SP8-100 Ultraviolet
Spectrophotometer). Se utilizd6 como blanco una soluciéon con 8.5 mL de agua
destilada+0.5mL del Reactivo de Folin-Ciocalteu y 1 mL de Na,COs al 20%.
Para las muestras se utilizd Metanol al 80% y se sigui6 el método de Folin-

Ciocalteu descrito por Waterman y Mole, (1994).

a) Se adicionaron 200 pl de la solucidén (muestra + metanol al 80 %) + 12 mL de agua
destilada contenida en un tubo de ensayo.

b) Se agit6 y adiciond 1 mL de la solucion Folin-Ciocalteu.

c) Se mezcld perfectamente y después de un periodo de 1-8 minutos se adicionaron 3
mL de la solucion de Na,COs al 20% (se anota como tiempo cero).

d) Posteriormente se aford con agua destilada a 20 mL y se mezclo perfectamente.
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d) Se dejo reposar 2 h y se registro la lectura a 760 nm en un espectrofotometro (Pye

Unicam SP8-100 Ultraviolet Spectrophotometer).

3.3.2.7 Compuestos fendlicos evaluados

Los estandares evaluados fueron:

Nombre quimico Nombre comun

2-3 dihidroxibenzoico O-pyrocatecuico
2-4 dihidroxibenzoico acido B-resorcilico
3-4 dihidroxibenzoico acido protocatecuico
2-5 dihidroxibenzoico acido gentisico

1-3 Benzenediol acido resorcinol

3.4- acido dihidroxicindmico acido cafeico

3.4- 4cido hidroxi metoxicinamico acido ferulico

3-4 hidroxicinamico 5- carboxi 2,3,5 acido clorogénico
trihidroxi ciclohexil éster

3.3.3 Extraccion, separacion e identificacion de compuestos fenélicos por medio de

valores de Ry y espectrofotémetro de la fase de invernadero.

Las muestras de invernadero se procesaron de la misma forma que las de campo,

sin embargo, no se llevaron a cabo las pruebas de fluorescencia v fenoles totales
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Aislamiento de Mycosphaerella fijiensis

La descarga de ascosporas del material enfermo de banano sobre el medio de cultivo
micofil-agar no fue posible; probablemente, la parte necrosada no tenia pseudotecios
maduros y ademds no procedia de una zona platanera de alta precipitacién (mayor
probabilidad de obtener descarga de ascosporas por las condiciones climaticas en que se
encuentra el hongo) por ejemplo Tabasco (comunicacion personal con el M.C. Mario

Orozco-Santos).

4.2 Cultivo de Mycosphaerella fijiensis

Del micelio obtenido de un cultivo monospdrico proporcionado por la Universidad
de Colima; se logrd incrementarlo en PDA. (Figura 10). Obteniéndose ademas la

formacion de colonias de color gris y de color blanco (Figura 11).

La mejor forma para lograr incrementar la fase asexual del hongo fue por medio del
deslizamiento del micelio del hongo sobre el medio de PDA. Esto permitio el
incremento sustancial de las colonias. Cuando el rayado se realiza uniformemente, la

caja Petri se llena con la colonia entre los 14 y 21 dias.



4.3 Analisis de muestras de campo

4.3.1 Identificacion de compuestos fendlicos por medio de los valores de Ry

Considerando el calculo de los intervalos de confianza, con una confiabilidad del
99% (o= 0.01) para el primer muestreo en campo, los valores de Ry de las manchas
presentes en las muestras, estuvieron asociadas con el 4cido 2-3 y 2-4 dihidroxibenzoico
para 0 y 48 horas respectivamente después de exponer la hoja candela al indculo natural.
Sin embargo a las 120 y 192 horas se observé una tendencia hacia el acido 3-4 y 2-4
dihidroxibenzoico respectivamente para los cuatro tratamientos en estudio.
Practicamente a las 240 horas no se observo la presencia de ninguno de los compuestos

fenolicos arriba mencionados.

Por otra parte cuando se desarrollaron los cromatogramas en presencia del
resorcinol, 4cido clorogénico, cafeico y ferulico, fue marcada la presencia del acido
clorogénico en todos los materiales y en todas las horas de muestreo, en menor escala se

presento el acido cafeico y fertlico y con una presencia muy reducida el resorcinol.

Durante el andlisis del segundo muestreo (un mes después del primero) los
materiales en estudio fueron analizados tinicamente con los estandares resorcinol, acido
clorogénico, cafeico y ferulico. Se realizé de esta manera debido a que se observaron
mejores resultados de los valores de Ry de las muestras al ser comparadas con los

estandares en el primer muestreo. Los resultados de este segundo andlisis indican que el



acido clorogénico siguio presente en los diferentes materiales y en las diferentes horas
de estudio: seguido del acido cafeico, feralico y con una presencia relativamente baja el

resorcinol.

4.3.2 Identificacion de compuestos fenélicos por medio de (espectrofotometro)

En vista que los valores de Rg juegan un papel importante en el paso inicial para la
identificacién de un compuesto, se esperaba confirmar la presencia de los compuestos
presentes en las manchas; en especial el 4cido clorogénico, cafeico, y feralico y 2-3
dihidroxibenzoico por su estrecha relaciéon en los valores de Rp, por medio del
espectrofotometro. Una vez realizado el analisis con el espectrofotometro se observo que
en las manchas de cada uno de los cultivares no se obtuvieron los mismos picos de
absorcién que presentaron los estandares como compuesto puros. En el Cuadro 2 se

observan los rangos de absorcion que registraron los estandares.

Cuadro 2. Picos de absorcion de los estandares, registrados entre 190-350 nm.de
absorvancia. Se utiliz6 como disolvente metanol.

Compuesto fenolico A maxima A maxima A maxima A maxima
mp mp mp mp |

2-3 dihidroxibenzoico 307 206

2-4 dihidroxibenzoico 294 253 210

3-4 dihidroxibenzoico 293 27 218 207

acido gentisico 330 234 211

acido resorcinol 281 275 207

acido clorogénico 327 243 216

acido cafeico 324 240 216

acido fertlico 320 234 218
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De un total de 40 muestras analizadas del primer y segundo muestreo en campo, s€
seleccionaron 12 las cuales presentaron uno o dos rangos de absorcion similares a algin

estandar evaluado, (Cuadro 3, 4, 5).

Algo importante de indicar en estos Cuadros es la ausencia de manchas
provenientes del material Yangambi Km 5. La explicacion a esta situacion seria que
probablemente no hubo en condiciones naturales de campo la suficiente presion de
indculo; ya que de lo contrario se esperaria una serie de reacciones bioquimicas que
inducen la formaciéon de compuestos fendlicos; considerando que esta variedad es
resistente a la Sigatoka negra, y que por consecuencia la concentracion de éstos seria

mayor al darse la interaccién incompatible de planta-patogeno.

Los valores de Rr dados en los Cuadros 3, 4 y 5 no fueron analizados bajo intervalo
de confianza, debido a que para poder ser analizados se necesitaba que el estandar
estuviese presente en la misma hora de muestreo en los cuatro materiales de estudio para

obtener los intervalos de confianza superior e inferior.



~

Cuadro 3. Valores de R, del primer muestreo en campo en diferentes tiempos de
exposicion al indculo natural. Se utilizo como estandar el acido 2, 3 dihidroxibenzoico.

Muestras y estandares

Rr(x 100) BAW ** |

FHIA-20 a las 120 horas

FHIA-20 ml * 3
FHIA-20 m2 44
FHIA-20 m3 53
FHIA-20 m4 59
FHIA-20 m5 63
FHIA-20 m6 74
acido 2, 3 dihidroxibenzoico 74
FHIA-21 a las 120 horas
FHIA-21 ml 28
FHIA-21 m2 3
FHIA-21 m3 44
FHIA-21 m4 51
FHIA-21 m5 66
acido 2, 3 dihidroxibenzoico 64°
FHIA-20 a las 192 horas
FHIA-20 ml 30
FHIA-20 m2 39
FHIA-20 m3 42
FHIA-20 m4 47 ]
FHIA-20 m5 53
acido 2, 3 dihidroxibenzoico 66
FHIA-21 a las 192 horas
FHIA-21 ml 38
FHIA-21 m2 50
FHIA-21 m3 55°
FHIA-21 m4 64
FHIA-21 m5 77
acido 2, 3 dihidroxibenzoico 79

* Numero de manchas en cada muestra, partiendo del punto de aplicacion hacia el frente del disolvente
** Disolvente utilizado para la separacion de fenoles (por sus siglas en inglés): Butanol, acido Acético y

Agua (4:1:5).
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Cuadro 4. Valores de Rp, del primer muestreo en campo en diferentes tiempos de
exposicion al inoculo natural. Se utilizé como estandar el acido 2, 3 dihidroxibenzoico y
el acido clorogénico.

Muestras y estandares

Rr(x 100) BAW **

Platano Macho a las 192 horas

Platano Macho ml* 41
Platano Macho m?2 53
Platano Macho m3 59
Platano Macho m4 66
Platano Macho m5 77
acido 2, 3 dihidroxibenzoico 77
FHIA-20 a las 240 horas
FHIA-20 ml 40
FHIA-20 m2 52
FHIA-20 m3 59
FHIA-20 m4 68
FHIA-20 m5 78
acido 2, 3 dihidroxibenzoico 78
FHIA-21 a las 240 horas ]
FHIA-21 ml 32
FHIA-21 m2 38
FHIA-21 m3 47
FHIA-21 m4 58
FHIA-21 m5 75
acido 2, 3 dihidroxibenzoico 76
acido clorogénico 39
Platano Macho a las 240 horas
Platano Macho ml 37
Platano Macho m?2 49
Platano Macho m3 56
Platano Macho m4 61
Platano Macho m5 65
Platano Macho m6 70
Platano Macho m7 77
acido 2, 3 dihidroxibenzoico 75
acido clorogénico 60

* Numero de manchas en cada muestra, partiendo del punto de aplicacion hacia el frente del disolvente
** Disolvente utilizado para la separacion de fenoles (por sus siglas en inglés): Butanol, acido Acético y

Agua (4:1:5).
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Cuadro 5. Valores de Rp del segundo muestreo en campo en diferentes tiempos de
exposicion al indculo natural. Se utilizaron como estandares el resorcinol, acido ferulico,
acido gentisico y acido 2-3 dihidroxibenzoico.

Muestras y estandares Rr(x 100) BAW **

FHIA-21 a las 48 horas

FHIA-21 ml* 35
FHIA-21 m2 41
FHIA-21 m3 47
FHIA-21 m4 55
FHIA-21 m5 61
FHIA-21 m6 77
resorcinol 76

Platano Macho a las 192 horas

Platano Macho ml 38
Platano Macho m?2 46
Platano Macho m3 51
Platano Macho m4 58
Platano Macho m5 64
Platano Macho m6 82
acido 2, 3 dihidroxibenzoico 82

FHIA-20 a las 240 horas

FHIA-20 ml 39 |
FHIA-20 m2 49 |
FHIA-20 m3 56 |
FHIA-20 m4 . 62
FHIA-20 m5 80
acido ferdlico 79

FHIA-21 a las 240 horas

FHIA-21 ml 37
FHIA-21 m2 49
FHIA-21 m3 57
FHIA-21 m4 64
FHIA-21 m5 74
acido gentisico 74

* Namero de manchas en cada muestra, partiendo del punto de aplicacion hacia el frente del disolvente
** Disolvente utilizado para la separacion de fenoles (por sus siglas en inglés): Butanol, acido Acético y
Agua (4:1:5).
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Los resultados de los picos de absorcion de la manchas y del posible compuesto

estandar presente en estas manchas para las 12 muestras seleccionadas, son analizadas

en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Picos de absorcion de las manchas presentes en las muestras seleccionadas y

estandares asociados.

Muestra Hora |Mancha | Muestreo |Picos de |Picos de absorcion  del
absorcion de | estandar
las manchas

FHIA-20 120 m3 1 310 307 A. 2-3 dihidroxibenzoico
203 206 A. 2-3 dihidroxibenzoico

FHIA-20 120 m4 1 309 307 A. 2-3 dihidroxibenzoico

FHIA-21 120 ml 1 309 307 A. 2-3 dihidroxibenzoico

FHIA-20 192 ml 1 309 307 A. 2-3 dihidroxibenzoico

FHIA-20 192 m4 1 312 307 A. 2-3 dihidroxibenzoico
203 206 A. 2-3 dihidroxibenzoico

FHIA-21 192 ml 1 309 307 A. 2-3 dihidroxibenzoico
204 206 A. 2-3 dihidroxibenzoico

P. Macho |192 ml 1 309 307 A. 2-3 dihidroxibenzoico
205 206 A. 2-3 dihidroxibenzoico

FHIA-20 |240 m3 1 329 326 A. clorogénico

FHIA-21 240 ml 1 312 307 A. 2-3 dihidroxibenzoico
204 206 A. 2-3 dihidroxibenzoico

FHIA-21 240 m3 1 326 326 A. clorogénico |

P. Macho |240 ml 1 312 307 A. 2-3 dihidroxibenzoico
205 206 A. 2-3 dihidroxibenzoico

P.Macho |[240 m3 1 324 326 A. clorogénico

FHIA-21 48 m3 2 280 280 resorcinol

FHIA-20 |240 m3 2 320 320 ferulico

FHIA-21 240 m2 2 332 327 A. clorogénico

P. Macho |240 m2 2 255 254 A. 2-4 dihidroxibenzoico
205 208 A. 2-3 dihidroxibenzoico
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4.3.3 Prueba de fluorescencia

Los resultados de la prueba de fluorescencia indican que de las 12 muestras
seleccionadas solamente ocho fueron positivas para la presencia de fenoles. En todas las
muestras en general la reaccion de las manchas a la aspersion de amoniaco no fue tan
contundente en vista que la formacion del color amarillo tipico de este compuesto en las

manchas fue muy leve.

Sin embargo, si hubo reaccién positiva para polifenoles cuando se asperjaron los
cromatogramas con ferricianuro de potasio y cloruro férrico mas acido clorhidrico 2 N.
Una reaccidn positiva con estos reactivos cromogénicos se caracteriza por que en las
manchas marcadas bajo luz U V se observa una coloracion azul intensa. En el Cuadro 7.
se presentan las reacciones positivas ante la aspersion de cloruro férrico al 2% y
ferricianuro de potasio al 1% mas 4cido clorhidrico 2N. Se observan ademas valores de
Rr en BAW y en 4cido acético al 2%. En la Figura 12 se puede apreciar la intensidad de

las machas de color azul.

4.3.4 Fenoles totales

Para confirmar los resultados obtenidos de fenoles por medio de fluorescencia se
llevé a cabo la prueba de fenoles totales. Los resultados de esta técnica se presentan en
el Cuadro 8. Los valores de la concentracion en equivalentes de acido tanico de las
muestras fueron calculados a partir de la curva de calibracion de acido tanico. Con la

curva de calibracién se obtuvo la ecuacion:
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Y=0.059+0.25(x)

Donde:

Y corresponde a los valores de absorbancia que se registraron para cada una de las
muestras; 0.059 (al intercepto); 0.25 (al coeficiente de regresion); y X la concentracion

de fenoles totales expresada como equivalentes de acido tanico.

Waterman y Mole, (1984) mencionan que una muestra de planta contiene el
equivalente a 40 mg/g de 4acido tanico. El lado negativo de esta prueba es que el lector
desinformado traslada el equivalente de 40 mg/g de acido tanico solamente en términos

de acido tanico, mientras que no solo podria haber 4cido tanico en toda la muestra.

En ese sentido los resultados obtenidos indicaron un incremento en la concentracion
de fenoles totales equivalente a 4cido tanico a medida que paso el tiempo de exposicion
de la hoja candela al indculo natural. En general, se puede mencionar que a partir de las
0 horas de ser expuesta la hoja candela al indculo natural la concentracion se incremento
y alcanz6 su méaximo a las 120 horas y a partir de ese tiempo comenz6 a disminuir hasta

alcanzar la menor concentracion a las 240 horas.

Estos resultados difieren a los obtenidos por Jayapal y Mahadevan, (1968) ya que
estos autores encontraron que cuando evaluaron a las 0, 48, 120, 192, 240 horas
respectivamente, la mayor concentracion de fenoles totales equivalentes a Catecol la
encontraron a las 48 horas seguida de 0 horas después de exponer la hoja de Musa
balbisiana variedad Kattu Vazhai resistente a Cercospora musa 'y Helminthosporium

gibberosporium y Musa paradisiaca variedad Monthaniana.
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Cuadro 7. Cromatografia de papel en dos dimensiones para los estandares y muestras

seleccionadas.

Estandar Mues | R (x100) |Rr (x100)|Reaccién de color FeCl; 2%
treo |BAW HOAc' 2% +K3Fe(CN)g (1%) + HCI 2N

Muestras

P Macho 192 horas ml 1 40 47 Azul

P Macho 192 horas m2 1 36 50 Azul

P Macho 192 horas m3 1 45 53 Azul

FHIA-20 240 horas m1 1 48 36 Azul |

FHIA-20 240 horas m2 1 73 66 Azul

FHIA-21 240 horas m1 1 34 48 Azul

FHIA-21 240 horas m2 1 38 71 Azul

FHIA-21 240 horas m3 1 41 93 Azul

P Macho 240 horas ml 1 44 19 Azul

P Macho 240 horas m2 1 38 52 Azul

P Macho 240 horas m3 1 49 67 Azul

P Macho 240 horas m4 1 55 82 Azul

FHIA-21 48 horas ml 2 40 47 Azul

FHIA-21 48 horas m2 2 61 91 Azul

FHIA-20 240 horas m1 2 39 17 Azul

FHIA-20 240 horas m2 2 30 44 Azul

FHIA-20 240 horas m3 2 29 83 Azul

FHIA-21 240 horas m1 2 46 9 Azul

FHIA-21 240 horas m2 2 38 37 Azul

FHIA-21 240 horas m3 2 72 68 Azul

P Macho 240 horas ml 2 42 12 Azul

P Macho 240 horas m2 2 31 35 Azul

P Macho 240 horas m3 2 30 52 Azul

P Macho 240 horas m4 2 25 59 Azul

P Macho 240 horas m5 2 20 75 Azul

T,. - 7,0
/acido acético
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Cuadro 8. Absorvancia y concentracion de acido tanico (mg/100 mL) a 0, 120 y 240
horas después de exponer la hoja candela al inoculo natural. Primer y segundo muestreo
en campo.

Muestras Muestreo | Absorvancia Concentracion de acido
(750 nm) tanico (mg/100 mL)
FHIA-20 0 horas 1 0.756 2.8
FHIA-20 120 horas 1 0.995 3.7
FHIA-20 240 horas 1 0.499 1.8
FHIA-21 0 horas 1 0.336 1.1
FHIA-21 120 horas 1 0.539 1.9
FHIA-21 240 horas 1 0.287 0.9
P. Macho 0 horas 1 0.908 3.4
P. Macho 120 horas 1 0.900 3.4
P. Macho 240 horas 1 0.790 2.9 ]
Yangambi Km5 0 horas 1 0.725 2.7
Yangambi Km5 120 horas 1 0.690 2.5
Yangambi Km5 240 horas 1 0.549 2.0
FHIA-20 0 horas 2 0.480 1.7
FHIA-20 120 horas 2 0.449 1.6
FHIA-20 240 horas 2 0.901 3.4
FHIA-21 0 horas 2 0.822 3.0
FHIA-21 120 horas 2 0.936 3.5
FHIA-21 240 horas 2 0.170 0.4
P. Macho 0 horas 2 0.590 2.0
P. Macho 120 horas 2 0.915 3.4 ]
P. Macho 240 horas 2 0.173 0.5
Yangambi Km5 0 horas 2 0.593 2.0
Yangambi Km5 120 horas 2 0.960 3.6

Yangambi Km5 240 horas 2 0.384 1.3




4.4 Analisis de muestras de invernadero

4.4.1 Extraccion, separacion e identificacién de compuestos fenélicos por medio de

los valores de R¢

En los 24 cromatogramas que se desarrollaron en esta fase fue posible evaluar los
ocho estandares simultaneamente, es decir, una muestra de material vegetal y todos los
compuestos que fueron objeto de estudio, esto permitié observar un comportamiento
particular del 4cido clorogénico con el resto de los estandares. Todos los compuestos
fueron desplazados muy cerca del frente del disolvente, excepto el clorogénico, el cual
siempre se mantuvo muy cerca de las manchas que logrd separar el disolvente en las
muestras. En la Figura 13 se observa el patrén de separacién que se logré desarrollar

para el 4cido clorogénico y las manchas de los cultivares en estudio.

4.4 2 Identificaciéon de compuestos fenélicos por medio del espectrofotometro.

Nueve muestras se seleccionaron por presentar bandas mas intensas al observarse en
fluorescencia U V de onda larga. En los (Cuadros 9 y 10), se presentan las muestras
seleccionadas. En este analisis ya se observa la presencia de muestras de Yangambi

km3, las cuales no ocurrieron en los analisis que se llevaron a cabo en la fase de campo.



FHIA- 21
240 HORAS R,

Figura 9. Incremento del micelio de Paracercospora fijiensis; Figura 10. Colonias de
Paracercospora fijiensis (color gris y blanco); Figura 11. Reaccion de los fenoles (color
azul) con Ferricianuro de Potasio, Cloruro Férrico y Acido Clorhidrico en el hibrido
FHIA-21 a las 240 horas de la fase de campo, Figura 12. Bandas en luz U V en muestra
proveniente de invernadero.
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Cuadro 9. Valores de Rr del muestreo en invernadero en diferentes tiempos de
exposicidn al inéculo artificial. Se utilizo como estandar el acido clorogénico.

Muestras y estandares | Ri:(x 100) BAW**

‘ Yangambi Km5 a las 48 horas

Yangambi KmS ml * [ 56
Yangambi Km5 m2 69
acido clorogénico 69

FHIA-21 a las 120 horas

FHIA-21 ml 36
FHIA-21 m2 66
FHIA-21 m3 75
acido clorogénico 66

Platano Macho a las 120 horas

Platano Macho ml . 39
Platano Macho m2 . 55
Platano Macho m3 I 66
acido clorogénico 63

Yangambi Km5 120 horas

Yangambi Km5 ml 4
Yangambi Km5 m2 42
Yangambi Km5 m3 37
Yangambi Km5 m4 72
acido clorogénico 71

FHIA-20 a las 192 horas

FHIA-20 ml 36
FHIA-20 m2 53
FHIA-20 m3 67
acido clorogénico 66

* Numero de manchas en cada muestra, partiendo del punto de aplicacién hacia el frente del disolvente.
** Solvente utilizado para la separacion de fenoles (por sus siglas en inglés): Butanol, acido acético y
Agua (4:1:5).
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Cuadro 10. Valores de Ry del muestreo en el invernadero a diferentes tiempos de
exposicion al indculo artificial. Se utilizé como estandar el acido clorogénico.

Muestras y estandares

Rr(x 100) BAW** |

Yangambi Km5 a las 192 horas

Yangambi Km5 m1 * 46
Yangambi KmS m2 58
Yangambi KmS m3 69
acido clorogénico 65
FHIA-20 a las 240 horas
FHIA-20 ml 67
FHIA-20 m2 77
acido clorogénico 68
FHIA-21 a las 240 horas
FHIA-21 ml 34
FHIA-21 m2 66
FHIA-21 m3 75
acido clorogénico 68 |
Yangambi KmS5 a las 240 horas
Yangambi Km5 ml 32
Yangambi KmS m?2 38
Yangambi Km5 m3 53
Yangambi Km5 m4 67
Yangambi Km5 m5 80
acido clorogénico 67

* Numero de manchas presentes en cada muestra, partiendo del punto de aplicacion hacia el frente.
** Solvente utilizado para la separacion de fenoles (por sus siglas en inglés): Butanol, 4cido acético y

Agua (4:1:5).
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4.5 Discusion general

De las 40 muestras analizadas provenientes de campo, para determinar los valores
de Rp, no se encontraron en el total de las muestras valores asociados a los estandares,
excepto para el acido 2-3 y 2-4 dihidroxibenzoico y acido 3-4 y 2-4 dihidroxibenzoico,
asi como el 4cido clorogénico y en menor cantidad el resto de los estandares. Por tal
motivo se analizaron en el espectrofotometro, para corroborar por la similitud de los
picos de absorcion la presencia de los estandares antes mencionados, encontrandose que

el estandar que predomind fue el acido 2-3 dihidroxibenzoico.

Para tener mayor certeza de la presencia de compuestos fendlicos presentes en las
muestras se realizé la prueba de fluorescencia en 12 muestras seleccionadas en base a
los picos de absorcion registrados en el espectrofotometro, encontrandose la presencia
de fenoles. A la par se seleccionaron 24 muestras en funcion de los tiempos de
exposicion al inoculo (0, 120 y 240 horas) para determinar la concentracion de fenoles
totales equivalentes a acido tdnico, encontrandose la mayor concentracion a las 120
horas. En las muestras provenientes del invernadero se encontraron valores de Rr

similares al acido clorogénico.

En diferentes estudios se ha encontrado respuesta del hospedante en la formacion de

compuestos y/o substancias fenolicas al ataque del patdgeno.

De manera general, por ejemplo, Matern y Kneusel, 1988 mencionan que la

estrategia de defensa de las plantas se puede dar en dos estados; el primero es asumido al



involucrar la rapida acumulacién de fenoles en el sitio de infeccion, el cual funciona al
reducir (o detener) el crecimiento del patogeno y permitir la activacion de estrategias
secundarias que podrian mas a fondo restringir al patégeno. Dentro de estas respuestas
secundarias se podria involucrar la activacion de defensas especificas como la sintesis de

fitoalexinas u otras sustancias relacionadas al estrés.

Estos mismos autores indican que la secuencia de eventos en una respuesta de
defensa puede ser considerada por incluir (en este orden) muerte y necrosis de la célula
del hospedante, acumulacion de fenoles toxicos, modificacion de paredes celulares por
los sustituyentes fenélicos o barreras fisicas como aposiciones o papilas, y finalmente, la

sintesis de "antibidticos" especificos como las fitoalexinas.

Con respecto al cultivo del banano y platano resultados obtenidos por Sallé et al.,
1989 mencionan un contenido maés alto de polifenoles en tejidos sanos, sin embargo el

incremento mas alto y mas rapido se presentd después del ataque del hongo.

Asi, Sallé et al., 1989 indican en su estudio que la reaccion del cultivar Yangambi
fue diferente a la de Fougamou. En Yangambi el proceso necrético se detuvo
definitivamente en el estado 2 sin la formacién de halo amarillo, en este caso no fue
posible detectar ninguna acumulacion de substancias polifendlicas. La reaccion
defensiva de Yangambi parecio ser diferente con respecto a Fougamou y Gran Enano.
En Yangambi probablemente el hongo es destruido muy temprano (antes de los 20 dias
después de la inoculacion) debido a que las hifas fueron raramente observadas en el

tejido. Podria ser una reaccidn hipersensitiva
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En otro estudio, se ha encontrado el incremento del contenido de células
polifenolicas durante el desarrollo de M. fijiensis en tejidos del cultivar susceptible Gran
Enano y el parcialmente resistente Fougamou. Sin embargo penen en duda que estas

substancias estén involucradas en la resistencia como consecuencia de la penetracion del

hongo (Sallé et al., 1989).

Mourichon ef al., 1989 mencionan que el comportamiento del Yangambi Km 5, con
el bloqueo de los primeros estados de desarrollo de la enfermedad, comparado con el de
Fougamou no puede ser contabilizado unicamente por la presencia de substancias

fungitoxicas encontradas en los extractos.

Estos compuestos preformados deberian ser considerados unicamente como un
posible componente de resistencia, el cual combinado con otros mecanismos tales como
aquellos activados durante la interaccion planta-patdgeno por ejemplo: incremento
durante la infeccion de compuestos preexistentes, en el hospedante pero no en
concentraciones toxicas; induccién por el patdgeno de sintesis de nuevos compuestos del

tipo de fitoalexinas; destoxificacion de enzimas (pectinasas, celulosas, hemicelulosas)

Mourichon et al., 1989

En nuestro estudio se detectdo la presencia de fenoles, pero para conocer las
concentraciones de estos compuestos, a futuro, deberian ser analizadas con técnicas mas
avanzadas como el andlisis de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), para el

aislamiento e identificacion de pequefias cantidades de estos compuestos.

60



V. CONCLUSIONES

En todos los cultivares estudiados de campo se encontré mayor concentracion de fenoles
totales (equivalente a acido tanico) a las 120 horas después de ser expuestas al inéculo

natural
En todos los cultivares estudiados en invernadero los valores de Rp indicaron la

presencia del 4cido clorogénico, antes de la inoculacion, 0, 48, 120, 192 y 240 después

de ser inoculadas.
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Cuadro 1. Valores de Ry del primer muestreo en campo a las 0 horas de exposicion al
inoculo natural, se utilizd como estandar el 4acido 2, 3 dihidroxibenzoico, acido 2, 4
dihidroxibenzoico, acido 3, 4 dihidroxibenzoico y acido gentisico.

Muestras y estandares

Rr (x 100) BAW**

FHIA-20 ml * gq2nee™
acido 2, 3 dihidroxibenzoico 88 *?
4cido 2, 4 dihidroxibenzoico 90"
acido 3, 4 dihidroxibenzoico 81°¢
acido gentisico 88 ¢
FHIA-21 ml 36
FHIA-21 m2 47
FHIA-21 m3 50
FHIA-21 m4 74 %"
acido 2. 3 dihidroxibenzoico 782
acido 2, 4 dihidroxibenzoico 84°
acido 3, 4 dihidroxibenzoico 84 °
acido gentisico 87"
Platano Macho m1l 37
Platano Macho m?2 45
Platano Macho m3 52
Platano Macho m4 59
Platano Macho m5 78 2b¢
acido 2, 3 dihidroxibenzoico 88°
acido 2, 4 dihidroxibenzoico 90°
acido 3, 4 dihidroxibenzoico 85°¢
acido gentisico 91 ¢
Yangambi Km5 ml 78°°°¢
acido 2, 3 dihidroxibenzoico 88*?
acido 2, 4 dihidroxibenzoico Tk
acido 3, 4 dihidroxibenzoico 84°
acido gentisico 88 ¢

* Numero de manchas en cada muestra, partiendo del punto de aplicacién hacia el frente del disolvente.
** Disolvente utilizado para la separacion de fenoles (por sus siglas en inglés): Butanol-Acido acético-

Agua (4:1:5).

*** Letras presentes en el Ry de las manchas corresponden a la presencia de los estandares en la muestra.
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Cuadro 2. Valores de Rr del primer muestreo en campo a las 48 horas de exposicion al
indculo natural, se utilizo como estandar el acido 2, 3 dihidroxibenzoico, acido 2, 4
dihidroxibenzoico, acido 3, 4 dihidroxibenzoico y acido gentisico.

Muestras y estandares

R (x 100) BAW ** |

FHIA-20 ml * 38
FHIA-20 m2 47
FHIA-20 m3 7 R
FHIA-20 m4 70 °°
acido 2, 3 dihidroxibenzoico 89 *?
acido 2, 4 dihidroxibenzoico 92°
acido 3, 4 dihidroxibenzoico 83 ¢
acido gentisico 87 ¢
FHIA-21 ml 29
FHIA-21 m?2 40
FHIA-21 m3 51
FHIA-21 m4 59°
FHIA-21 m5 714
acido 2, 3 dihidroxibenzoico 88 ?
4cido 2, 4 dihidroxibenzoico 90 "
acido 3, 4 dihidroxibenzoico 83 °¢
acido gentisico TR
Platano Macho ml 26
Platano Macho m2 33
Platano Macho m3 42
Platano Macho m4 49
Platano Macho m5 66 *°
acido 2, 3 dihidroxibenzoico 79°
acido 2, 4 dihidroxibenzoico 78°
acido 3, 4 dihidroxibenzoico 79 ¢
acido gentisico 85 ¢
Yangambi Km5 ml 37
Yangambi KmS5 m?2 46
Yangambi Km5 m3 67°"
acido 2, 3 dihidroxibenzoico 917
4cido 2, 4 dihidroxibenzoico 94 °
acido 3, 4 dihidroxibenzoico 84°
acido gentisico 89 ¢

* Namero de manchas en cada muestra, partiendo del punto de aplicacion hacia el frente del disolvente.
** Disolvente utilizado para la separacion de fenoles (por sus siglas en inglés): Butanol-Acido acético-

Agua (4:1:5).

*k* Letras presentes en el Ry de las manchas corresponden a la presencia de los estandares en la muestra.
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Cuadro 3. Valores de Ry del primer muestreo en campo a las 120 horas de exposicion al
in6culo natural, se utilizd6 como estandar el acido 2. 3 dihidroxibenzoico, acido 2, 4
dihidroxibenzoico, 4cido 3, 4 dihidroxibenzoico y acido gentisico.

Muestras y estandares

Re(x 100) BAW ** |

FHIA-20 ml * 44 ]
FHIA-20 m2 58°7
FHIA-20 m3 66 °
FHIA-20 m4 74 %F ]
acido 2, 3 dihidroxibenzoico 88*?
acido 2, 4 dihidroxibenzoico 91°
acido 3, 4 dihidroxibenzoico 85°¢
acido gentisico Bg
FHIA-21 ml 47°
FHIA-21 m2 62°¢
FHIA-21 m3 71°¢¢
FHIA-21 m4 T
acido 2, 3 dihidroxibenzoico 95°?
4cido 2, 4 dihidroxibenzoico 96 °
acido 3, 4 dihidroxibenzoico 91 ¢
acido gentisico 96 ¢
Platano Macho m1 41
Platano Macho m2 55°¢
Platano Macho m3 69 ¢¢
acido 2, 3 dihidroxibenzoico 90 *
acido 2, 4 dihidroxibenzoico 92°
acido 3, 4 dihidroxibenzoico 74 ¢
acido gentisico 87"
Yangambi Km5 ml 41
Yangambi Km5 m?2 60 °
Yangambi Km5 m3 70 ¢
Yangambi Km5 m4 76 ¢
acido 2, 3 dihidroxibenzoico 90 *
acido 2, 4 dihidroxibenzoico 94 °
acido 3, 4 dihidroxibenzoico g1°*
acido gentisico 88 ¢

* Namero de manchas en cada muestra, partiendo del punto de aplicacion hacia el frente del disolvente.
** Disolvente utilizado para la separacion de fenoles (por sus siglas en inglés): Butanol-Acido acético-

Agua (4:1:5).

*#* Letras presentes en el Rr de las manchas corresponden a la presencia de los estandares en la muestra.
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Cuadro 4. Valores de Rf del primer muestreo en campo a las 192 horas de exposicion al
inoculo natural, se utilizd como estandar el 4cido 2, 3 dihidroxibenzoico, acido 2, 4
dihidroxibenzoico, acido 3, 4 dihidroxibenzoico y acido gentisico.

Muestras y estandares

Rp (x 100) en BAW **

FHIA-20 ml * T i
acido 2, 3 dihidroxibenzoico 97°
4cido 2, 4dihidroxibenzoico 99 °
acido 3, 4 dihidroxibenzoico 90 °
acido gentisico 93 ¢
FHIA-21 ml 42°
FHIA-21 m2 55"
FHIA-21 m3 69 "¢
acido 2, 3 dihidroxibenzoico 89
4cido 2, 4 dihidroxibenzoico 90"
acido 3, 4 dihidroxibenzoico 83 ¢
acido gentisico g7
Platano Macho m1 46°
Platano Macho m2 57°
Platano Macho m3 65°
Platano Macho m4 U T
acido 2, 3 dihidroxibenzoico 89*?
4cido 2, 4 dihidroxibenzoico 90"
acido 3, 4 dihidroxibenzoico 85°¢
acido gentisico 89 ¢
Yangambi Km5 ml 46°
Yangambi KmS m?2 61"
Yangambi Km5 m3 76°°¢¢
acido 2, 3 dihidroxibenzoico 95%
4cido 2, 4 dihidroxibenzoico 99 °
acido 3, 4 dihidroxibenzoico 91 °¢
acido gentisico 95 ¢

* Nimero de manchas en cada muestra, partiendo del punto de aplicacion hacia el frente del disolvente.
** Disolvente utilizado para la separacion de fenoles (por sus siglas en inglés): Butanol-Acido acético-

Agua (4:1:5).

*** Letras presentes en el Rp de las manchas corresponden a la presencia de los estandares en la muestra.




Cuadro 5. Valores de Rp del primer muestreo en campo a las 240 horas de exposicion al
indculo natural, se utilizd como estandar el 4cido 2, 3 dihidroxibenzoico, acido 2, 4
dihidroxibenzoico, acido 3, 4 dihidroxibenzoico y 4cido gentisico.

Muestras y estandares

Re(x 100) BAW ** |

FHIA-20 ml* 46
FHIA-20 m2 58
FHIA-20 m3 66
FHIA-20 m4 70
FHIA-20 m5 74
acido 2, 3 dihidroxibenzoico 89 °
acido 2, 4dihidroxibenzoico 93°
acido 3, 4 dihidroxibenzoico 84 ¢
acido gentisico 87 ¢
FHIA-21 ml 45
FHIA-21 m2 58
FHIA-21 m3 67
FHIA-21 m4 74
acido 2, 3 dihidroxibenzoico 90 *
acido 2, 4 dihidroxibenzoico 92°
acido 3, 4 dihidroxibenzoico 85°¢
acido gentisico 88 ¢
Platano Macho m1 60
Platano Macho m2 68
Platano Macho m3 72
Platano Macho m4 76
acido 2, 3 dihidroxibenzoico 87°?
4cido 2, 4 dihidroxibenzoico 92°
acido 3, 4 dihidroxibenzoico 83°¢
acido gentisico 88 ¢
Yangambi Km5 ml 62
Yangambi Km5 m?2 69
Yangambi Km5 m3 13
Yangambi Km5 m4 77¢" ]
acido 2, 3 dihidroxibenzoico 88?
4cido 2, 4 dihidroxibenzoico 92°
acido 3, 4 dihidroxibenzoico 87°
acido gentisico 91 ¢

* Niimero de manchas en cada muestra, partiendo del punto de aplicacion hacia el frente del disolvente.
** Disolvente utilizado para la separacion de fenoles (por sus siglas en inglés): Butanol-Acido acético-

Agua (4:1:5).

***Letras presentes en el Rr de las manchas corresponden a la presencia de los estandares en la muestra.



Cuadro 6. Valores de Ry del primer muestreo en campo a las 0 horas de exposicion al
inoculo natural, se utilizo como estandar el resorcinol, acido clorogénico, 4cido cafeico y

acido ferulico.

Muestras y estandares

Re(x 100) BAW ** |

FHIA-20 ml* 36
FHIA-20 m2 62"
FHIA-20 m3 76 '8
resorcinol 90 ¢
acido clorogénico 68 '
acido cafeico 84 ¢
acido ferulico 91"
FHIA-21 ml 37
FHIA-21 m2 47
FHIA-21 m3 72 "¢
resorcinol 89 ¢
acido clorogénico 66"
acido cafeico 84 2
acido ferulico Nk
Platano Macho m1 37
Platano Macho m2 54
Platano Macho m3 747
resorcinol 88 °*
acido clorogénico 66 '
acido cafeico 86 ¢
acido ferulico 93 M
Yangambi Km5 ml 45
Yangambi Km5 m?2 51
Yangambi Km5 m3 51
Yangambi Km5 mé4 688
resorcinol 89 |
acido clorogénico 70"
acido cafeico 78 %
acido ferualico ggh

* Nimero de manchas en cada muestra, partiendo del punto de aplicacion hacia el frente del disolvente.
** Disolvente utilizado para la separacion de fenoles (por sus siglas en inglés): Butanol-Acido acético-

Agua (4:1:5).

***Letras presentes en el Rp de las manchas corresponden a la presencia de los estdndares en la muestra.
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Cuadro 7.Valores de Rr del primer muestreo en campo a las 48 horas de exposicion al
indculo natural, se utilizé como estandar el resorcinol, dcido clorogénico, acido cafeico y
acido ferulico.

Muestras y estandares R (x 100) BAW **

FHIA-20 ml * 367
FHIA-20 m2 46"
FHIA-20 m3 55"
FHIA-20 m4 737
resorcinol 91°¢
acido clorogénico 68"
acido cafeico 81"
acido ferulico 88¢
FHIA-21 ml 27
FHIA-21 m2 17"
FHIA-21 m3 45°
FHIA-21 m4 §3"°
FHIA-21 m5 67"
resorcinol 88°
acido clorogénico 66"
acido cafeico 81’
acido ferulico 90 &
Platano Macho m1 31°
Platano Macho m2 427
Platano Macho m3 507
Platano Macho m4 56"
Platano Macho m5 7"
resorcinol 89°¢
acido clorogénico 83"
acido cafeico . |83?
acido ferulico 89 ¢
Yangambi Km5 ml 39"
Yangambi Km5 m2 50"
Yangambi Km5 m3 58"
Yangambi Km5 m4 72"
resorcinol 89 °
acido clorogénico 66"
acido cafeico 82"
acido ferulico 90 ¢

* Numero de manchas presentes en cada muestra, partiendo del punto de aplicacién hacia el frente.

** Disolvente utilizado para la separacion de fenoles (por sus siglas en inglés): Butanol-Acido acético-
Agua (4:1:5).

*#*Letras presentes en el Rp de las manchas corresponden a la presencia de los estandares en la muestra.



Cuadro 8. Valores de Rfdel primer muestreo en campo a las 120 horas de exposicion al
inoculo natural, se utilizé como estandar el resorcinol, acido clorogénico, acido cafeico y

acido ferulico.

Muestras y estandares

Rr(x 100) BAW ** |

FHIA-20 ml * 48
FHIA-20 m2 61
FHIA-20 m3 678"
FHIA-20 m4 73 el
FHIA-20 m5 T e
resorcinol 95°¢
acido clorogénico 73" o
acido cafeico 89 ¢
acido ferulico 95™
FHIA-21 ml 60
FHIA-21 m2 69 '8
FHIA-21 m3 78 '8l
resorcinol 99 ©
acido clorogénico 73"
acido cafeico 91"
acido fertlico 95"
Platano Macho m1 43
Platano Macho m2 57
Platano Macho m3 64
Platano Macho m4 707¢
Platano Macho m5 75 Teh
resorcinol 93°¢
acido clorogénico 71!
acido cafeico 2%
acido ferulico 87"
Yangambi Km5 ml 61
Yangambi Km5 m?2 67
Yangambi Km5 m3 74 Teh
Yangambi Km5 m4 g0 el
resorcinol 98¢
acido clorogénico 73"
acido cafeico 918
4cido ferulico 96 "

* Nimero de manchas en cada muestra, partiendo del punto de aplicacion hacia el frente del disolvente.
** Disolvente utilizado para la separacion de fenoles (por sus siglas en inglés): Butanol-Acido acético-

Agua (4:1:5).

*#*Letras presentes en el Ry de las manchas corresponden a la presencia de los estandares en la muestra.
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Cuadro 9. Valores de Ry del primer muestreo en campo a las 192 horas de exposicion al
inéculo natural, se utilizé como estandar el resorcinol, acido clorogénico, acido cafeico y

acido ferulico.

Muestras y estandares Ry (x 100) BAW ** ]
FHIA-20 m1* 44"
FHIA-20 m2 567" #¥e
FHIA-20 m3 66"
FHIA-20 m4 72 TER
resorcinol 90 ¢
acido clorogénico 67"
acido cafeico 81¢8
acido ferulico 76"
FHIA-21 ml 46"
FHIA-21 m2 60"
FHIA-21 m3 67 E"
FHIA-21 m4 725"
FHIA-21 m5 78 et
resorcinol 96 °
acido clorogénico 69"
acido cafeico 87¢
acido ferulico 93"
Platano Macho m1 50"
Platano Macho m2 63 el
Platano Macho m3 69 e
Platano Macho m4 B
resorcinol 98¢
acido clorogénico 75"
acido cafeico 88¢
acido fertlico 94"
Yangambi Km5 ml 49"
Yangambi Km5 m2 63 'E"
Yangambi Km5 m3 69 & ]
Yangambi Km5 m4 74 =FED
Yangambi Km5 m5 i
resorcinol 99 ©
acido clorogénico 75
acido cafeico 93 ¢
acido feralico 98 "

* Nimero de manchas en cada muestra, partiendo del punto de aplicacion hacia el frente del disolvente.
** Disolvente utilizado para la separacion de fenoles (por sus siglas en inglés): Butanol-Acido acético-

Agua (4:1:5).

***Letras presentes en el Ry de las manchas corresponden a la presencia de los estandares en la muestra.
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Cuadro 10. Valores de R del primer muestreo en campo a las 240 horas de exposicion al
inoculo natural, se utilizé como estandar el resorcinol, acido clorogénico, acido cafeico y

acido ferulico.

Muestras y estandares

Rr (x 100) en BAW **

FHIA-20 m1* 47"t
FHIA-20 m2 59°
FHIA-20 m3 65t
FHIA-20 m4 70 °¢"®
FHIA-20 m5 75¢e
resorcinol 92 °¢
acido clorogénico 70"
acido cafeico 84 ¢
acido fertlico 89
FHIA-21 ml 46 "
FHIA-21 m2 58"
FHIA-21 m3 g7 ek
FHIA-21 m4 75 %'
resorcinol 88°
acido clorogénico 70"
acido cafeico 83 ¢
acido fertlico 89
Platano Macho m1 42
Platano Macho m2 557
Platano Macho m3 T
Platano Macho m4 ORE
resorcinol 84 ¢
acido clorogénico 64"
acido cafeico 81¢
acido ferualico 91
Yangambi Km5 ml 491
Yangambi Km5 m2 65 5"t
Yangambi Km5 m3 74 55%
Yangambi Km5 m4 e e
Yangambi Km5 m5 e
resorcinol 98 ¢
acido clorogénico 78"
acido cafeico 92¢
acido ferulico 97

* Numero de manchas en cada muestra, partiendo del punto de aplicacion hacia el frente del disolvente.
** Disolvente utilizado para la separacion de fenoles (por sus siglas en inglés): Butanol-Acido acético-

Agua (4:1:5).

*#*Letras presentes en el Rr de las manchas corresponden a la presencia de los estandares en la muestra.
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Cuadro 11. Valores de Rr del segundo muestreo en campo a las 0 horas de exposicion al
in6culo natural, se utilizé como estandar el resorcinol, acido clorogénico, acido cafeico y

acido ferulico.

Muestras y estandares

Rp(x 100) BAW **

FHIA-20 m1* 38
FHIA-20 m2 50
FHIA-20 m3 62"
FHIA-20 m4 75° ¢
resorcinol 96 ©
acido clorogénico Y
acido cafeico 88 ¢
acido ferulico 93"
FHIA-21 ml 42
FHIA-21 m2 53
FHIA-21 m3 69 "¢
FHIA-21 m4 76°"¢
resorcinol 97 ¢
acido clorogénico 7'
acido cafeico ke
acido ferulico 97"
Platano Macho m1l 36
Platano Macho m2 49
Platano Macho m3 60"
Platano Macho m4 727e
resorcinol 92°¢
acido clorogénico 2"
acido cafeico 838
acido fertlico 89"
Yangambi Km5 ml 44
Yangambi Km5 m?2 52
Yangambi Km5 m3 60 '
Yangambi Km5 m4 69 "¢
resorcinol 89°
acido clorogénico 67"
acido cafeico 85¢
acido ferulico 92"

* Numero de manchas en cada muestra, partiendo del punto de aplicacion hacia el frente del disolvente.
** Disolvente utilizado para la separacion de fenoles (por sus siglas en inglés): Butanol-Acido acético-

Agua (4:1:5).

***Letras presentes en el Ry de las manchas corresponden a la presencia de los estandares en la muestra.

79




Cuadro 12. Valores de Ry del segundo muestreo en campo a las 48 horas de exposicion
al inoculo natural, se utilizd como estandar el resorcinol, acido clorogénico, acido

cafeico y 4cido ferulico.

Muestras y estandares Rp (x 100) BAW **
FHIA-20 ml* 30
FHIA-20 m?2 43°te™
FHIA-20 m3 56°Ten
FHIA-20 m4 63 °'eh
resorcinol 77 ¢
acido clorogénico 59"
acido cafeico 758
4cido ferulico 81"
FHIA-21 ml 40"
FHIA-21 m2 g7 2ian
FHIA-21 m3 64 ¢'en
resorcinol 82°
acido clorogénico 63’
acido cafeico 76 &
acido ferulico 79"
Platano Macho m1 ke
Platano Macho m2 63 creh
Platano Macho m3 74 ¢feh
Platano Macho m4 S
resorcinol 98 ©
acido clorogénico 75"
acido cafeico 928
acido ferulico og ™M
Yangambi Km5 ml T
Yangambi Km5 m?2 T
Yangambi Km5 m3 67°'e"
Yangambi Km5 m4 74 el
resorcinol 89°
acido clorogénico 67"
acido cafeico 878
acido ferulico 9"

* Numero de manchas en cada muestra, partiendo del punto de aplicacion hacia el frente del disolvente.
** Disolvente utilizado para la separacion de fenoles (por sus siglas en inglés): Butanol-Acido acético-
Agua (4:1:5).

***Letras presentes en el Rp de las manchas corresponden a la presencia de los estandares en la muestra.
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Cuadro 13. Valores de Rf del segundo muestreo en campo a las 120 horas de exposicion
al indculo natural, se utiliz6 como estdndar el resorcinol, acido clorogénico, acido
cafeico y acido ferulico.

Muestras y estandares Rp (x 100) BAW ** ]
FHIA-20 ml* ggoien™
FHIA-20 m?2 46°8"
FHIA-20 m3 5pcfel
resorcinol 81°¢
acido clorogénico 59"
acido cafeico 718
acido fertlico 76"
FHIA-21 ml 278"
FHIA-21 m2 37 o ek
FHIA-21 m3 AR BTN
FHIA-21 m4 56°en
resorcinol 75 ¢
acido clorogénico 511
acido cafeico 75 E
acido ferulico 80"
Platano Macho m1 79 ¢!
resorcinol 96 °
acido clorogénico 79
acido cafeico 93¢
4cido ferulico 99 "
Yangambi Km5 ml 40 c'eh
Yangambi Km5 m?2 e Mk
Yangambi Km5 m3 62cen
Yangambi Km5 mé4 69 cTel
Yangambi Km5 m5 go el ]
resorcinol 97 ¢
acido clorogénico 73 "
acido cafeico 918
acido ferulico 96"

* Nimero de manchas en cada muestra, partiendo del punto de aplicacion hacia el frente del disolvente.
** Disolvente utilizado para la separacion de fenoles (por sus siglas en inglés): Butanol-Acido acético-

Agua (4:1:5).

***Letras presentes en el Rr de las manchas corresponden a la presencia de los estdndares en la muestra.
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Cuadro 14. Valores de Ry del segundo muestreo en campo a las 192 horas de exposicion
al indculo natural, se utilizd como estandar el resorcinol, acido clorogénico, acido

cafeico y acido ferulico.

Muestras y estandares

Rr(x 100) BAW **

FHIA-20 ml* 51
FHIA-20 m2 587
FHIA-20 m3 67 "¢
FHIA-20 m4 75
resorcinol 92°
acido clorogénico 70
acido cafeico 868
acido fertulico 91"
FHIA-21 ml 49
FHIA-21 m2 Tk
FHIA-21 m3 65 '8
resorcinol 93 ¢
acido clorogénico 72"
acido cafeico 85 %
acido ferulico 92"
Platano Macho m1 50
Platano Macho m2 64 '8
Platano Macho m3 74 'eh
resorcinol 93¢
acido clorogénico 77"
acido cafeico 838
acido ferulico 7
Yangambi KmS5S ml 38
Yangambi Km5 m2 54
Yangambi Km5 m3 64 '8
Yangambi Km5 m4 71 'eh
Yangambi Km5 m5 gocren
resorcinol 98 ¢
acido clorogénico 76"
acido cafeico 958
acido fertlico 98"

* Numero de manchas en cada muestra, partiendo del punto de aplicacion hacia el frente del disolvente.
** Disolvente utilizado para la separacion de fenoles (por sus siglas en inglés): Butanol-Acido acético-

Agua (4:1:5).

***Letras presentes en el Ry de las manchas corresponden a la presencia de los estdndares en la muestra.




Cuadro 15. Valores de Rr del segundo muestreo en campo a las 240 horas de exposicion
al inéculo natural, se utilizo como estandar el resorcinol, acido clorogénico, acido
cafeico y acido ferulico.

Muestras y estandares

Rr(x 100) BAW **

FHIA-20 m1* 52
FHIA-20 m2 60
FHIA-20 m3 67"
resorcinol 91°
acido clorogénico 71"
acido cafeico 83 ¢
4cido ferulico 87"
FHIA-21 ml 51
FHIA-21 m2 68 '8
FHIA-21 m3 76" &
resorcinol 93°¢
acido clorogénico 73"
acido cafeico 928
4cido ferulico 93"
Platano Macho m1 48
Platano Macho m2 56
Platano Macho m3 63"
Platano Macho m4 71 &
resorcinol 91 ¢
acido clorogénico 72"
acido cafeico 838
4cido ferulico 89"
Yangambi Km5 ml 49
Yangambi Km5 m2 54
Yangambi Km5 m3 59
Yangambi Km5 m4 648
Yangambi Km5 m5 69 "¢
Yangambi Km5 m6 75"
resorcinol 91°¢
acido clorogénico 69"
acido cafeico 848
acido ferulico 91"

* Numero de manchas en cada muestra, partiendo del punto de aplicacion hacia el frente del disolvente.
** Disolvente utilizado para la separacion de fenoles (por sus siglas en inglés): Butanol-Acido acético-

Agua (4:1:95).

***Letras presentes en el Rg de las manchas corresponden a la presencia de los estandares en la muestra.




Cuadro 16. Valores de Ry del muestreo en invernadero momentos antes de exposicion al
inoculo artificial, se utiliz6 como estandares el acido 2-3, 2-4, 3-4 dihidroxibenzoico;,
acido gentisico; resorcinol; acido clorogénico; acido cafeico y acido ferulico.

Muestras y estandares

Rr(x 100) BAW ** |

FHIA-20 m1l * 54
FHIA-20 m2 65°"
acido 2-3 dihidroxibenzoico 88?
4cido 2-4 dihidroxibenzoico 92°
acido 3-4 dihidroxibenzoico 86°
acido gentisico 89 ¢
resorcinol 91°¢
acido clorogénico 68’
acido cafeico 848
acido ferulico 89"
FHIA-21 ml 57
FHIA-21 m2 67"
FHIA-21 m3 748
acido 2-3 dihidroxibenzoico 90 ?
acido 2-4 dihidroxibenzoico 95"
acido 3-4 dihidroxibenzoico 88°
acido gentisico 89 ¢
resorcinol 92°¢
acido clorogénico 68 '
acido cafeico 87 =
4cido fertlico 93"

* Numero de manchas en cada muestra, partiendo del punto de aplicacion hacia el frente del disolvente.
** Disolvente utilizado para la separacion de fenoles (por sus siglas en inglés): Butanol-Acido acético-

Agua (4:1:5).

*** Letras presentes en el Rr de las manchas corresponden a la presencia de los estiandares en la muestra.
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Cuadro 17. Valores de Rr del muestreo en invernadero momentos antes de exposicion al
inoculo artificial, se utilizd como estandares el acido 2-3, 2-4, 3-4 dihidroxibenzoico;
acido gentisico; resorcinol; acido clorogénico; acido cafeico y acido ferulico.

Muestras y estandares Rr (x 100) BAW **
Platano Macho m1 * 67 57 Hx#
acido 2-3 dihidroxibenzoico 90
acido 2-4 dihidroxibenzoico 93 °
acido 3-4 dihidroxibenzoico 86 °¢
4cido gentisico 90 ¢
resorcinol 90 °
acido clorogénico 65"
acido cafeico 82 E
acido ferulico 88"
Yangambi Km5 ml 42
Yangambi Km5 m?2 48
Yangambi Km5 m3 35
Yangambi Km5 m4 7 e
Yangambi Km5 m5 69 ©'
acido 2-3 dihidroxibenzoico 89°
4cido 2-4 dihidroxibenzoico 93°
acido 3-4 dihidroxibenzoico 86 °¢
acido gentisico 89 ¢
resorcinol 79 €
acido clorogénico 69 "
acido cafeico 86 ¢
4cido ferulico 90"

* Nimero de manchas en cada muestra, partiendo del punto de aplicacion hacia el frente del disolvente.
** Disolvente utilizado para la separacion de fenoles (por sus siglas en inglés): Butanol, Acido acético y
Agua (4:1:5).

*** Letras presentes en el R de las manchas corresponden a la presencia de los estandares en la muestra.
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Cuadro 18. Valores de Ry del muestreo en invernadero a las 0 horas de exposicién al
in6culo artificial, se utiliz6 como estandares el acido 2-3, 2-4. 3-4 dihidroxibenzoico;
acido gentisico; resorcinol; acido clorogénico; acido cafeico y acido ferulico.

Muestras y estandares

Rp(x 100) BAW **

FHIA-20 ml * 68 &M
FHIA-20 m2 - R
acido 2-3 dihidroxibenzoico 90 ° ]
acido 2-4 dihidroxibenzoico 93 °
acido 3-4 dihidroxibenzoico 85°¢
acido gentisico 91 ¢
resorcinol 92°¢
acido clorogénico 71"
acido cafeico 84 8
acido fertlico 88"
FHIA-21 ml 68 'e"
FHIA-21 m2 i R
acido 2-3 dihidroxibenzoico 87?
acido 2-4 dihidroxibenzoico 92°
acido 3-4 dihidroxibenzoico 86 °
acido gentisico 89 ¢
resorcinol 94 ¢
acido clorogénico 71"
acido cafeico 88 8
acido ferulico 93 M

* Nimero de manchas en cada muestra, partiendo del punto de aplicacion hacia el frente del disolvente.
** Disolvente utilizado para la separacion de fenoles (por sus siglas en inglés): Butanol-Acido acético-

Agua (4:1:5).

*** Letras presentes en el Ry de las manchas corresponden a la presencia de los estandares en la muestra.
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Cuadro 19. Valores de Ry del muestreo en invernadero a las 0 horas de exposicion al
indculo artificial, se utiliz6 como estandares el acido 2-3, 2-4, 3-4 dihidroxibenzoico;
acido gentisico; resorcinol; acido clorogénico; acido cafeico y acido ferulico.

Muestras y estandares Rp(x 100) BAW **
Platano Macho m1 * 67 e xxx
Platano Macho m2 5
acido 2-3 dihidroxibenzoico 95%
acido 2-4 dihidroxibenzoico g7"
acido 3-4 dihidroxibenzoico 9 ¢
acido gentisico 92 ¢
resorcinol 85°¢
acido clorogénico 63"
acido cafeico 78 &
4cido ferulico 8"
Yangambi Km5 ml 43
Yangambi Km5 m?2 53"
Yangambi Km5 m3 62"
Yangambi Km5 m4 71°'eh
acido 2-3 dihidroxibenzoico 91°
4cido 2-4 dihidroxibenzoico 94 °
acido 3-4 dihidroxibenzoico g7 °
acido gentisico 92 ¢
resorcinol 91°
acido clorogénico 66"
acido cafeico 84 &
acido ferulico 89"

* Nimero de manchas en cada muestra, partiendo del punto de aplicacion hacia el frente del disolvente.
** Disolvente utilizado para la separacién de fenoles (por sus siglas en inglés): Butanol-Acido acético-
Agua (4:1:5).

*** Letras presentes en el Ry de las manchas corresponden a la presencia de los estandares en la muestra.
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Cuadro 20. Valores de R del muestreo en invernadero a las 48 horas de exposicién al
inoculo artificial, se utilizd6 como estandares el acido 2-3, 2-4, 3-4 dihidroxibenzoico;
acido gentisico; resorcinol; acido clorogénico; acido cafeico y acido ferulico.

Muestras y estandares Re(x 100) BAW **
FHIA-20 ml * 58
FHIA-20 m2 67 °'en
acido 2-3 dihidroxibenzoico 89 ?
acido 2-4 dihidroxibenzoico 93°
acido 3-4 dihidroxibenzoico 86 °
acido gentisico 90 ¢
resorcinol 90 ¢
acido clorogénico 65"
acido cafeico 848
acido ferulico 89"
FHIA-21 ml T s
acido 2-3 dihidroxibenzoico 87°
4cido 2-4 dihidroxibenzoico 92 °
acido 3-4 dihidroxibenzoico 82"
acido gentisico 87"
resorcinol 90 °
acido clorogénico 68
acido cafeico 848
acido ferulico 90"

* Nimero de manchas en cada muestra, partiendo del punto de aplicacion hacia el frente del disolvente.
** Disolvente utilizado para la separacién de fenoles (por sus siglas en inglés): Butanol-Acido acético-
Agua (4:1:5).

*** Letras presentes en el Rr de las manchas corresponden a la presencia de los estandares en la muestra.
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Cuadro 21. Valores de Rr del muestreo en invernadero a las 48 horas de exposicién al
inéculo artificial, se utilizd6 como estandares el acido 2-3, 2-4, 3-4 dihidroxibenzoico;
acido gentisico; resorcinol; acido clorogénico; acido cafeico y acido ferulico.

Muestras y estandares Ry (x 100) BAW **
Platano Macho no presento manchas fluorescentes
acido 2-3 dihidroxibenzoico 89
acido 2-4 dihidroxibenzoico 92
acido 3-4 dihidroxibenzoico 85
acido gentisico 91
resorcinol 90
acido clorogénico 65
acido cafeico 83
acido ferulico 89
Yangambi Km5 ml 47"
Yangambi Km5 m?2 5
Yangambi Km5 m3 67 °Teh
Yangambi Km5 mé4
acido 2-3 dihidroxibenzoico 97°
acido 2-4 dihidroxibenzoico 95°
acido 3-4 dihidroxibenzoico 80 ¢
acido gentisico 87"
resorcinol 83 °
acido clorogénico 59"
4cido cafeico 76 &
acido ferulico 80"

* Numero de manchas en cada muestra, partiendo del punto de aplicacion hacia el frente del disolvente.
** Disolvente utilizado para la separacion de fenoles (por sus siglas en inglés): Butanol-Acido acético-
Agua (4:1:5).

**% Letras presentes en el Ry de las manchas corresponden a la presencia de los estandares en la muestra.
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Cuadro 22. Valores de Rr del muestreo en invernadero a las 120 horas de exposicion al
inoculo artificial, se utilizdo como estandares el acido 2-3, 2-4, 3-4 dihidroxibenzoico;
acido gentisico; resorcinol; acido clorogénico; acido cafeico y acido fertlico.

Muestras y estandares Rp (x 100) BAW **

FHIA-20 ml * 677"
FHIA-20 m?2 74"
FHIA-20 m3 gq *=T8t
acido 2-3 dihidroxibenzoico 89 ?
acido 2-4 dihidroxibenzoico 94 °
acido 3-4 dihidroxibenzoico 86 °
acido gentisico 91 ¢
resorcinol 91°¢
acido clorogénico 727
acido cafeico 87 ¢
acido ferilico 93"
FHIA-21 ml 571
FHIA-21 m2 66
FHIA-21 m3 74"
acido 2-3 dihidroxibenzoico 91°%
acido 2-4 dihidroxibenzoico 94 °
acido 3-4 dihidroxibenzoico 87°
acido gentisico 91 ¢
resorcinol 90 ¢
acido clorogénico 65"
acido cafeico g3 &
acido ferulico 90"

* Numero de manchas en cada muestra, partiendo del punto de aplicacion hacia el frente del disolvente.
** Disolvente utilizado para la separacion de fenoles (por sus siglas en inglés): Butanol-Acido acético-
Agua (4:1:5). ’

*** Letras presentes en el Ry de las manchas corresponden a la presencia de los estandares en la muestra.
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Cuadro 23. Valores de Ry del muestreo en invernadero a las 120 horas de exposicion al
inoculo artificial, se utilizd6 como estandares el 4cido 2-3, 2-4, 3-4 dihidroxibenzoico;
acido gentisico; resorcinol; acido clorogénico; acido cafeico y acido ferulico.

Muestras y estandares

Rr(x 100) BAW **

Platano Macho ml * 57t
Platano Macho m2 67"
Platano Macho m3 il
acido 2-3 dihidroxibenzoico 89%
acido 2-4 dihidroxibenzoico 94 °
acido 3-4 dihidroxibenzoico 86 ¢
acido gentisico 91 ¢
resorcinol 91°¢
acido clorogénico 70 '
acido cafeico 86 ¢ ]
acido fertlico 89"
Yangambi KmS5 ml 41
Yangambi KmS m?2 48
Yangambi KmS m3 56"
Yangambi Km5 mé4 62"
Yangambi Km5 m5 66 '
Yangambi KmS5 mé6 72!
acido 2-3 dihidroxibenzoico 87°?
4cido 2-4 dihidroxibenzoico 92°
acido 3-4 dihidroxibenzoico 84 °
acido gentisico 89 ¢
resorcinol 91 ¢
acido clorogénico 69"
acido cafeico 858
acido ferulico g9 "

* Numero de manchas en cada muestra, partiendo del punto de aplicacion hacia el frente del disolvente.
** Disolvente utilizado para la separacion de fenoles (por sus siglas en inglés): Butanol-Acido acético-

Agua (4:1:5).

*#% Letras presentes en el Rp de las manchas corresponden a la presencia de los estandares en la muestra.
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Cuadro 24. Valores de Ry del muestreo en invernadero a las 192 horas de exposicion al
inoculo artificial, se utilizd como estandares el acido 2-3. 2-4. 3-4 dihidroxibenzoico;
acido gentisico; resorcinol; acido clorogénico; acido cafeico y acido ferulico.

Muestras y estandares Rr(x 100) BAW **
FHIA-20 ml * 36
FHIA-20 m2 49
FHIA-20 m3 S8
FHIA-20 m4 65 '8
acido 2-3 dihidroxibenzoico 91°?
acido 2-4 dihidroxibenzoico g5 %
acido 3-4 dihidroxibenzoico 86 ¢
acido gentisico 91 ¢
resorcinol 90 ¢
acido clorogénico 65"
acido cafeico 838
acido feralico T
FHIA-21 ml 32
FHIA-21 m2 40
FHIA-21 m3 45
FHIA-21 m4 54
FHIA-21 m5 64 '
FHIA-21 m6 72278
acido 2-3 dihidroxibenzoico 85°
acido 2-4 dihidroxibenzoico 91°
acido 3-4 dihidroxibenzoico 84 °¢
acido gentisico 89 ¢
resorcinol 91 °¢
acido clorogénico g 62"
acido cafeico g0 8
acido ferulico BB

* Nimero de manchas en cada muestra, partiendo del punto de aplicacion hacia el frente del disolvente.
** Disolvente utilizado para la separacion de fenoles (por sus siglas en inglés): Butanol-Acido acético-
Agua (4:1:5).

##% Letras presentes en el Rp de las manchas corresponden a la presencia de los estandares en la muestra.



Cuadro 25. Valores de Ry del muestreo en invernadero a las 192 horas de exposicion al
in6culo artificial, se utilizo como estandares el acido 2-3, 2-4, 3-4 dihidroxibenzoico;
acido gentisico; resorcinol; acido clorogénico; acido cafeico y acido ferlico.

Muestras y estandares Re(x 100) BAW **
Platano Macho ml * 54
Platano Macho m?2 64"
Platano Macho m3 72, LB
acido 2-3 dihidroxibenzoico 90 ?
4cido 2-4 dihidroxibenzoico 94 °
acido 3-4 dihidroxibenzoico 85°¢
acido gentisico 90 ¢
resorcinol 91 ¢
acido clorogénico 65"
acido cafeico 84 8
acido ferulico 90 "
Yangambi Km5 ml 37
Yangambi KmS5S m?2 44
Yangambi Km5 m3 54
Yangambi Km5 m4 68 '8
acido 2-3 dihidroxibenzoico 952
acido 2-4 dihidroxibenzoico 99 °
acido 3-4 dihidroxibenzoico 90 ¢
acido gentisico 96 ¢
resorcinol 97°¢
acido clorogénico 67"
acido cafeico 918
acido ferulico 95"

* Namero de manchas en cada muestra, partiendo del punto de aplicacion hacia el frente del disolvente.
** Disolvente utilizado para la separacion de fenoles (por sus siglas en inglés): Butanol-Acido acético-
Agua (4:1:5).

*#% Letras presentes en el Ry de las manchas corresponden a la presencia de los estandares en la muestra.
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Cuadro 26. Valores de Ry del muestreo en invernadero a las 240 horas de exposicion al
in6culo artificial, se utilizd6 como estandares el acido 2-3, 2-4, 3-4 dihidroxibenzoico;
acido gentisico; resorcinol; acido clorogénico; acido cafeico y acido ferulico.

Muestras y estandares Rp(x 100) BAW **
FHIA-20 ml * 54
FHIA-20 m2 66"
FHIA-20 m3 74"
acido 2-3 dihidroxibenzoico 88 *?
acido 2-4 dihidroxibenzoico 91°
acido 3-4 dihidroxibenzoico 85°¢
acido gentisico 90 ¢
resorcinol 90 ¢
acido clorogénico 66 '
acido cafeico g3 =
acido ferulico 88"
FHIA-21 ml 31
FHIA-21 m2 40
FHIA-21 m3 51
FHIA-21 m4 58
FHIA-21 m5 66 '
FHIA-21 m6 74"
acido 2-3 dihidroxibenzoico 93 @
4cido 2-4 dihidroxibenzoico 96"
acido 3-4 dihidroxibenzoico 88 °¢
acido gentisico 93 ¢
resorcinol 90 ¢
acido clorogénico 66 '
acido cafeico «| 858
acido fertlico 89"

* Nimero de manchas en cada muestra, partiendo del punto de aplicacion hacia el frente del disolvente.
** Disolvente utilizado para la separacion de fenoles (por sus siglas en inglés): Butanol-Acido acético-
Agua (4:1:5).

*#* Letras presentes en el Rp de las manchas corresponden a la presencia de los estandares en la muestra.

94



Cuadro 27 Valores de Ry del muestreo en invernadero a las 240 horas de exposicion al
inéculo artificial, se utilizd6 como estandares el acido 2-3, 2-4, 3-4 dihidroxibenzoico;
acido gentisico; resorcinol; acido clorogénico; acido cafeico y acido ferulico.

Muestras y estandares Rr(x 100) BAW **

Platano Macho ml * 35
Platano Macho m2 45
Platano Macho m3 56
Platano Macho m4 65"
acido 2-3 dihidroxibenzoico 91°
acido 2-4 dihidroxibenzoico 93"
acido 3-4 dihidroxibenzoico 86 °
acido gentisico 89 ¢
resorcinol 90 ©
acido clorogénico 66"
acido cafeico 828
acido ferulico 86"
Yangambi Km5 ml 38
Yangambi KmS m2 47
Yangambi Km5 m3 56
Yangambi Km5 m4 70 °
acido 2-3 dihidroxibenzoico 88 *
acido 2-4 dihidroxibenzoico 89°
acido 3-4 dihidroxibenzoico 86 °
acido gentisico 89 ¢
resorcinol 91 °¢
acido clorogénico 68"
acido cafeico 868
4cido fertilico SEL

* Numero de manchas en cada muestra, partiendo del punto de aplicacion hacia el frente del disolvente.
** Disolvente utilizado para la separacion de fenoles (por sus siglas en inglés): Butanol-Acido acético-
Agua (4:1:5).

*¥* Letras presentes en el Rp de las manchas corresponden a la presencia de los estandares en la muestra.
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