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Resumen

Musa x paradisiaca L., comunmente conocida como “platano verde”, es uno de los
cultivos con mayor importancia a nivel mundial, ya que forma parte de la seguridad
alimentaria por su gran cantidad de nutrientes y al ser uno de los productos mas
comercializados, representa la base de la economia de varios paises. En los lugares
donde se produce el platano se han identificado problemas fitosanitarios generados
principalmente por plagas o enfermedades, cuya gravedad depende de las condiciones
ambientales y de la manera en que se trata el cultivo afectado. El Moko o
marchitamiento vascular de bananos y platanos, es una enfermedad producida por la
bacteria Ralstonia solanacearum raza 2, que conlleva a la disminucién en el rendimiento
de los cultivos y se necesita una gran inversion para erradicarla. El presente proyecto
tiene como objetivo evaluar el estado nutricional, metabdlico y bioldgico de plantas de
Musa x paradisiaca L. (platano) sanas y afectadas por la enfermedad del Moko. Se
identificd plantas de platano sanas y con tres estados diferentes de la enfermedad para
su recoleccidn. El andlisis nutricional se realiz6 utilizando muestras de suelo y foliares,
el andlisis metabdlico se hizo aplicando ensayos colorimétricos para determinar la
cantidad total de fenoles y flavonoides, y para el andlisis biolégico se evalud la
capacidad antioxidante por medio del método DPPH, FRAP y ABTS. La evaluacién de
estas caracteristicas permitié establecer una correlacion que influiria en la defensa de la
planta frente a patégenos.

Palabras Clave: Musa x paradisiaca L., fenoles, antioxidantes, Ralstonia

solanacearum, Moko.
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Abstract

Musa x paradisiaca L. or "plantain”, is one of the most important crops worldwide, since
it is part of food security due to its large amount of nutrients and being one of the most
commercialized products, it represents the basic of the economy of several countries. In
places where bananas are produced, phytosanitary problems have been identified,
mainly caused by pests or diseases, the severity of which depends on environmental
conditions and the way in which the affected crop is treated. Moko or vascular wilt of
bananas and plantains is a disease caused by the bacterium Ralstonia solanacearum
race 2, which leads to a decrease in crop yields and requires a large investment to
eradicate it. The objective of this project is to evaluate the nutritional, metabolic and
biological status of healthy Musa x paradisiaca L. (banana) plants and those affected by
Moko disease. Healthy plantain plants and those with three different stages of the
disease were identified for collection. The nutritional analysis was carried out using soil
and foliar samples, the metabolic analysis was done applying colorimetric tests to
determine the total amount of phenols and flavonoids, and for the biological analysis the
antioxidant capacity was evaluated by means of the DPPH, FRAP and ABTS method.
The evaluation of these characteristics allowed establishing a correlation that would
influence the defense of the plant against pathogens.

Keywords: Musa x paradisiaca L., phenols, antioxidants, Ralstonia

solanacearum, Moko.
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Capitulo I: Introduccion

Antecedentes

El platano se produce principalmente en Africa (72,7%), América (22, 9%) y Asia
(4,3%), siendo Colombia, Perd, Republica Dominicana y Ecuador los mayores
productores en el continente americano. A nivel nacional, el cultivo de platano representa
la generacion de divisas importantes y de varias fuentes de empleo, ya que, segun el
Instituto Nacional de Estadistica y Censos, el Ecuador esta ubicado dentro de los diez
paises con mayor produccion de platano, con una cifra aproximada de 141441 hectareas

y 604134 toneladas de produccién (Avellan et al., 2020).

La produccion de platano conforma uno de los pilares fundamentales de la
economia y seguridad alimentaria del pais. A nivel socioeconémico, el platano permite la
apertura de fuentes de trabajo estables y transitorias, ademas de ser un alimento
importante para la mayoria de la poblacién. Esta musacea se produce mayoritariamente
en el llamado “Triangulo Platanero”, zona conformada por las provincias de Manabi, Santo
Domingo y Los Rios, de donde se obtienen las variedades “Dominico”, destinada en su
gran mayoria al consumo nacional, y “Barraganete”, destinada a la exportacion (INIAP,

2015).

En los lugares donde se produce el platano se han identificado problemas
fitosanitarios generados principalmente por plagas o enfermedades, cuya gravedad
depende de las condiciones ambientales y de la manera en que se trata el cultivo afectado
(EDANE, 2016). Las enfermedades de mayor importancia en América Latina son:
Mancha foliar eumusae, Mal de Panama raza tropical 4, Moko del platano, Marchitez
bacteriana del platano, Virus del bunchy top, Virus del mosaico de la bractea, Virus del

estriado del platano y Virus del mosaico del platano (Manzo et al., 2014).



17

El Moko o marchitamiento vascular de bananos y platanos, es una enfermedad
producida por la bacteria Ralstonia solanacearum raza 2, que conlleva a la disminucion
en el rendimiento de los cultivos y se necesita una gran inversién para erradicarla (Pardo
et al., 2019). EI mal manejo de material de siembra infectado ha permitido el
esparcimiento de la enfermedad del Moko y una pérdida de hasta el 100% de los cultivos
de platano en Ecuador, Guyana, Honduras, México, Trinidad, Venezuela y Colombia

(Alvarez et al., 2015).

En el afio 2013, se reportd por primera vez la enfermedad del Moko en Ecuador,
mas especificamente en una finca productora de platano ubicada en El Carmen, Manabi.
Se observo que las plantas presentaban necrosis en el tejido vascular tanto de rizomas
como del pseudotallo, los frutos maduraban de forma prematura e internamente estaban
podridos. Después de las investigaciones pertinentes realizadas por el INIAP, se
determind que la bacteria Ralstonia solanacearum raza 2 fue la causante de los sintomas
encontrados en las plantas de dicha finca y se lleg6 a la conclusiéon de que probablemente
el patégeno llegd a nuestro pais por material de siembra contaminado traido desde

Colombia (Delgado et al., 2014).

La enfermedad del Moko provoca dafios en la planta de platano en todos sus
estados de desarrollo, los sintomas pueden variar dependiendo del recorrido, el estado
de infeccién y de la cepa del patdgeno. En las plantas enfermas se ha podido observar
un marchitamiento vascular y una decoloracion de los vasos vasculares, seguidos de un
cambio en la coloracién de las hojas mas jovenes y un colapso en la unién del peciolo,

ademas de un marchitamiento y colapso de las hojas mas viejas (Alvarez et al., 2015).

En los cultivos afectados por el Moko es importante que existan programas que

evallen constantemente las plantas, y deben existir planes de accién en caso de que la
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situacion de la enfermedad se torne mas grave. Una deteccion inicial oportuna de la
enfermedad, una desinfeccion minuciosa de las herramientas de poda o deshije, y el
control de plantas enfermas usando herbicidas, son acciones que pueden evitar la

propagacion de esta enfermedad (Manzo et al., 2014).

Justificacion

El platano es un producto alimenticio de importancia mundial, entre el afio 2012
y 2013 se registrd una produccion de alrededor de 118 toneladas, siendo superado por
el arroz, el trigo y el maiz (Ajijolakewu et al., 2021). Esta fruta de origen tropical
constituye una parte importante tanto de la economia como de la seguridad alimentaria
en paises de Centro y Sudamérica (Alvarez et al., 2020).

Ecuador representa un 32% del comercio de platano en el mundo, y a nivel
nacional este cultivo forma el 3.84% del PIB total de la economiay el 50% del PIB
agricola local. Ademas de generar aproximadamente 400000 puestos de trabajo
beneficiando a cerca del 12% de la poblacion econémicamente activa (Alvarez et al.,
2020). Las provincias que se destacan como zonas productoras de este alimento son
Manabi (50376 ha), Santo Domingo (18981 ha), Esmeraldas (12034 ha), Guayas
(10820 ha) y Los Rios (10313 ha) (Ulloa et al., 2017).

Uno de los problemas que puede presentar el cultivo de platano es el riesgo a
contraer diferentes enfermedades, ya sean causadas por virus, hongos o bacterias, que
producen dafios al tejido foliar y a los frutos, generando una disminucion considerable
en el rendimiento de la produccion (Alvarez et al., 2020). Dentro de estas enfermedades
tenemos a la enfermedad del Moko, producida por la bacteria Ralstonia solanacearum
raza 2, que provoca pérdidas en plantaciones de Asia, Centroamérica, Sudamérica y el

Caribe (Delgado at al., 2016).
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Las plantas producen metabolitos secundarios como respuesta al ataque de
depredadores y patdgenos, desencadenando varias reacciones que le permiten
defenderse y sobrevivir en el mejor de los casos (Zaynab et al., 2018). Estos
metabolitos son considerados como barreras bioquimicas que aparecen cuando existe
algun ataque por parte de organismos fitopatbgenos o por situaciones que generen
estrés en la planta (Camacho et al., 2020).

El presente estudio contribuira a la determinacion de la relacién existente entre
el estado nutricional, metabdlico y bioldgico, y la defensa de la planta de platano frente a
la enfermedad del Moko, ya que en investigaciones anteriores se ha demostrado que las
plantas producen metabolitos secundarios en mayor cantidad cuando se encuentran en
situaciones de estrés. El analisis nutricional y de compuestos antioxidantes y
fitoquimicos, permitira aportar a los conocimientos en la blsqueda de tratamientos
agricolas para mitigar a la bacteria Ralstonia Solanacearum raza 2 y poder evitar
pérdidas significativas en los cultivos de esta planta.

Objetivos
Objetivo General

Evaluar el estado nutricional, metabolico y biolégico de plantas de Musa x

paradisiaca L. (platano) sanas y afectadas por la enfermedad del Moko.
Objetivos Especificos
e Recolectar muestras de plantas de platano sanas e infectadas con el patdgeno

Ralstonia solanacearum raza 2 en tres estados diferentes de la enfermedad.

e Evaluar los estados nutricionales de las plantas de platano sanas y afectadas
por la enfermedad mediante andlisis de suelo y foliares para determinar su

relacion en la defensa de la planta.
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e Evaluar la concentracion de metabolitos secundarios (fenoles y flavonoides) de
las plantas de platano, tanto sanas como infectadas por la bacteria Ralstonia
solanacearum raza 2, usando métodos espectrofotométricos.

e Evaluar el caracter antioxidante de las plantas sanas y afectadas por la
enfermedad del Moko en los tres estados de desarrollo de la enfermedad a
través de los métodos DPPH, FRAP, y ABTS, para determinar su relacion en la
defensa de la planta.

e Comparar las caracteristicas nutricionales, metabdlicas y biologicas de las plantas
de platano sanas y afectadas por la enfermedad del Moko.

Hipoétesis
El estado nutricional, la concentracion de fenoles y flavonoides, y el caracter
antioxidante se encuentran implicados en la defensa de plantas de Musa x paradisiaca

L. afectadas por la enfermedad del Moko causada por Ralstonia solanacearum raza 2.
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Capitulo Il: Marco Teorico

Platano

A continuacion, se presenta informacion sobre las generalidades de Musa x
paradisiaca L.
Origen

Las variedades de los bananos y platanos comestibles provienen de ancestros
silvestres, Musa acuminata y Musa balbisiana. Estas plantas evolucionaron
principalmente en el sudeste de Asia, Nueva Guinea e India, y actualmente los lugares
donde se ha identificado una mayor variedad son Africa, América Latina y el Pacifico.
Linneo estableci6 el término “paradisiaca” para referirse a los platanos, es decir aquellas
frutas con alto contenido de almidén que necesitan de una coccidn previa para su uso
(Rao et al., 2014).
Taxonomia

Musa x paradisiaca L. es una planta monocotiledénea, herbacea, y perenne que
pertenece al género Musa junto con los platanos (comestibles) en la familia Musaceae.
Ambos son hibridos de M. acuminata (A) y M. balbisiana (B), por lo que son especies
poliploides generalmente de genomas AAB, ABB y BBB (Ajijolakewu et al., 2021).
Véase en la Tabla 1 su respectiva clasificacion.
Tabla 1

Taxonomia de Musa x paradisiaca L.

Reino Plantae
Subreino Franqueahionta
Divisién Espermatophyta

Subdivision Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Orden Zingiberales

Familia Musaceae

Género Musa
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Especie Musa x paradisiaca L.

Nota. En la tabla se observa la clasificacién taxondmica de Musa x paradisiaca L.
Morfologia

La planta de platano es perenne, de tallo cénico aparente que surge de la
combinacién de las vainas de las hojas, su altura puede ir desde los 3,5 m hasta los 7,5
m. Las raices tienen una coloracién blanquecina cuando son jévenes y se tornan de
color amarillento a medida que van creciendo, la distribucidn radicular suele depender
de la estructura y textura del suelo. El tallo verdadero de esta planta es un rizoma
subterraneo terminado en yemas, que se van desarrollando una vez que empieza la
etapa de floracién y fructificacion. Las hojas son verdes de gran tamafio, se desarrollan
en el interior del pseudotallo y emergen de forma enrollada. Las flores forman conjuntos
a los que se los denomina “mano”, por lo general cada una de estas manos puede
contener entre 3 y 20 frutos (Infoagro Systems, 2022). Segun Guerrero (2010), el ciclo
de desarrollo del platano esta conformado por tres etapas:

Vegetativa. Dura 6 meses, empieza la formacion de las raices y el crecimiento
del pseudotallo.

Floral. Dura 3 meses luego de la etapa vegetativa, inicia el crecimiento del tallo
floral por medio del pseudotallo hasta que aparezca la inflorescencia.

Fructificacion. Dura 3 meses después de la etapa floral, se produce una
diferenciacion de las flores, se reduce el &rea foliar y se termina al realizar la cosecha.
Condiciones para el cultivo

La produccién de platano se genera principalmente en las regiones tropicales
gue presentan patrones de lluvia y periodos secos variados (Agrotendencia, 2018). La
temperatura éptima que necesita el platano para crecer se encuentra entre 26 — 27 °C

(Infoagro Systems, 2022).
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El suelo adecuado para esta planta debe tener una profundidad de 1,2 m
(Guerrero, 2010), la textura debe ser franco limosa, arcillosa o arcillo limosa para que
exista un buen drenaje y la planta pueda disponer de la materia nitrogenada. Cabe
mencionar que la platanera puede desarrollarse en suelos con un pH que se encuentre
entre 5,8 a 6,5 (Agrotendencia, 2018).

Esta planta necesita una gran cantidad de agua para un crecimiento adecuado
(Guerrero, 2010), una escasez de este recurso generara una reduccién en la cantidad y
proporcion de los frutos, lo que afectaria al rendimiento de todo el cultivo (Infoagro
Systems, 2022).

El viento es un factor climatico desfavorable si sobrepasa una velocidad mayor a
20 km/h, ya que existira dafio en las hojas, causando un bajo rendimiento de la planta
por la pérdida de la superficie foliar activa (Guerrero, 2010).

Cultivo de platano en el Ecuador

El platano es un producto que se exporta a varios paises del mundo, genera
plazas de trabajo en varios lugares del Ecuador, contribuye al sustento de la economia
nacional y es un gran apoyo a la seguridad alimentaria. Segun el Instituto Nacional de
Estadistica y Censo (INEC), en el afio 2019 hubo una produccion de 582706 toneladas
de este cultivo, lo que represent6 el 17,5% del total de las exportaciones diferentes al
petréleo (Cedefio et al., 2022).

Las provincias que generan grandes cantidades de este producto son Manabi,
Santo Domingo, Esmeraldas, Guayas y Los Rios, de donde se obtiene principalmente
las variedades “Barraganete” para la exportacion y “Dominico” para el consumo local
(Ulloa et al., 2017).

Principales enfermedades bacterianas del platano
Las enfermedades y plagas son la causa principal de la disminucion en el

rendimiento y la productividad de los cultivos de muséceas. Las enfermedades fungicas,
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como la Sigatoka negra o la marchitez causada por Fusarium, han sido consideradas
como las mas relevantes en el mundo y han abarcado la mayor parte de la atencion. Sin
embargo, ciertas bacterias también causan dafios representativos en el rendimiento de
los cultivos de platano a nivel mundial y en muchas ocasiones no se suele conocer las
practicas de manejo adecuadas. Estas enfermedades causadas por bacterias se
pueden clasificar en: enfermedades provocadas por Ralstonia, marchitez producida por
Xanthomonas, y enfermedades asociadas a Erwinia (Blomme et al., 2017).

Enfermedad del Moko

El Moko, Marchitez bacteriana, Marchitez vascular, Maduraviche o Hereque, es
una enfermedad que ataca a muchos cultivos de Muséceas alrededor del mundo. Se
conoce como agente causal a la bacteria Ralstonia solanacearum raza 2 (Manzo et al.,
2014).

Ralstonia solanacearum se ha convertido en una bacteria de interés por su
amplia distribucién en el mundo, su letalidad y la gran cantidad de especies a las que
puede afectar. Los distintos tipos de marchitez que existen por esta bacteria han tenido
lugar y evolucion en diferentes lugares y condiciones, adoptando distintos mecanismos
de infeccidn en los huéspedes (Blomme et al., 2017).

Se le ha dado el nombre de complejo de especies de Ralstonia solanacearum
(RSSC) a este microorganismo, debido a la diversidad genética que ha presentado. Las
cepas que forman parte del RSSC se dividen en biovariedades, que se diferencian de
acuerdo con el organismo que infectan, la distribucion geografica, las propiedades
fisiolégicas, la relaciéon epidemiolégica y la patogenicidad. En los Gltimos afios, las
biovariedades y las razas han sido usadas como una clasificaciéon informal, la raza 1
abarca a aquellas cepas que infectan a las solanaceas en general, la raza 2 la

conforman aquellas que atacan a bananas, platanos y heliconias, la raza 3 afecta a la



25

batata y esta vinculada a otras solanaceas, la raza 4 infecta al jengibre y la raza 5 es
especifica para la mora (Alvarez et al., 2015).

La bacteria R. solanacearum raza 2 produce sintomas variados en las plantas de
platano, los cuales dependen del érgano afectado, el medio de transmision y la edad de
la musacea. El sintoma que predomina en las plantas enfermas es el marchitamiento.
Primero, ocurre un amarillamiento en las hojas mas jévenes de la planta para luego
extenderse hasta las hojas mas maduras, luego se produce un marchitamiento y un
doblez en la unién del peciolo con el limbo, siendo la etapa final la sequia y muerte de la
planta (Delgado et al., 2016).

El marchitamiento observado en las plantas infectadas se da por la obstruccién
de los haces vasculares ubicados en el pseudotallo, que ocurre por la acumulacion de
polisacéaridos bacterianos debido al crecimiento de la bacteria (SENASICA, 2019).
Cuando la planta esta infectada se ha observado que el pseudotallo toma una
coloracién café, por el taponamiento de los haces vasculares, que se debe a la
acumulacién de las sustancias poliméricas de R. solanacearum (Martinez, 2003).

La transmision de esta enfermedad se produce por medio de herramientas,
restos de plantas, suelo y por contacto con raices de las plantas contaminadas. El agua
de escorrentia, arroyos, rios y el uso de semillas de plantaciones contaminadas también
permiten una propagacion de la bacteria (Alvarez et al., 2015). Otro medio de contagio
es a través de insectos vectores, que llevan la bacteria al racimo cuando la planta se
encuentra en la etapa de floracion, generando una diseminacion rapida de la
enfermedad en algunos casos (Nelson et al., 2006).

La presencia de esta enfermedad en América Latina se ha reportado en: Belice,
Brasil, Colombia, Costa Rica, Ecuador, El Salvador, Granada, Granadina, Guatemala,
Guyana, Honduras, Jamaica, México, Nicaragua, Panama, Peru, San Vicente, Surinam,

Trinidad y Tobago, y Venezuela (CAB International, 2021). En el Ecuador, esta afeccion
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fue vista por primera ocasion en el afio 1978, en diferentes cultivos de platano Dominico
y Barraganete ubicados en Napo, y a lo largo de los afios, la enfermedad del Moko se
ha ido esparciendo a otras zonas productoras de la Costa y la Amazonia causando
dafos al rendimiento y produccion de los cultivos (Delgado et al., 2016).

La marchitez bacteriana del platano tiene una incidencia cada vez mas alta en
varios paises del mundo, lo que genera una reduccion en el rendimiento y aumento en
el costo del manejo de la produccion. Las normas para el control de esta enfermedad
deben escogerse en base al aspecto epidemioldgico, con accion dirigida y exclusiva del
lugar para poder tratar las infecciones, eliminar las plantas enfermas y reducir el alcance
de este patdégeno (Blomme et al., 2017).

Mecanismo de defensa de las plantas

Las plantas son el refugio de una gran variedad de parasitos, entre ellos virus,
hongos, bacterias, nematodos, insectos e incluso otras plantas, que las han llevado al
desarrollo de mecanismos de defensa antimicrobiana constitutivos e inducibles
(Odjakova & Hadjiivanova, 2001).

Los mecanismos de defensa que han evolucionado en las plantas pueden ir
desde, adaptaciones en su anatomia, hasta barreras quimicas. Dichas barreras o
compuestos quimicos producidos para defender a la planta pueden tener diversos fines,
ya sea la inhibicion de patdgenos o la generacion de productos desfavorables para los
organismos que las atacan (Camacho et al., 2020). Otra estrategia empleada por la
planta como defensa quimica, es la generacién de metabolitos secundarios que poseen
actividad antimicrobiana y antioxidante (Sepulveda et al., 2004).

Metabolitos primarios

Los metabolitos primarios se producen cuando la planta se encuentra en

crecimiento activo y tiene los nutrientes necesarios en el medio en el que se encuentra

creciendo. Por lo que, el metabolismo primario y secundario influyen de manera directa
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en el crecimiento y rendimiento de la planta cuando existe un ataque por parte de
patégenos (Zaynab et al., 2019).

El abastecimiento de energia es un componente necesario para que la planta
pueda defenderse y pueda cumplir con las actividades primarias de metabolismo
(Bolton, 2009). Se ha establecido que, los metabolitos primarios actian como moléculas
gue envian sefiales para activar una respuesta de defensa, por medio de una
transduccién de sefiales y reconocimiento del patdgeno que esté atacando (Kachroo &
Robin, 2013).

Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son compuestos que se generan cuando las
plantas son expuestas a condiciones de estrés, entre ellas el ataque causado por virus,
hongos o bacterias (Sepulveda et al., 2004). Se han identificado mas de 20000 tipos de
metabolitos secundarios, que pueden ser agrupados en: Terpenos, Compuestos
fendlicos, Glicésidos y Alcaloides (Camacho et al., 2020).

Los fenoles constituyen uno de los grupos mas importantes dentro de los
metabolitos secundarios, son indispensables en la fase de crecimiento y reproduccion
de las plantas, y se generan como respuesta al ataque por patégenos (Khatiwora et al.,
2010). Ademas, se considera que los compuestos fendlicos forman parte de la
interaccion planta — medio ambiente, proveen mecanismos de defensa ante factores
bidticos y abidticos que generan estrés, apoyan al funcionamiento de las hormonas
vegetales y proporcionan la pigmentacion a las distintas partes de la planta (Kolton et
al., 2022). Algunos de estos compuestos tienen buena capacidad antioxidante, ya que
pueden quelar iones metalicos, y tienen caracteristicas similares a las de los acidos
débiles (Cheynier et al., 2013).

Los flavonoides pertenecen a los fenoles, siendo sustancias importantes para la

coloracién de las flores, el desarrollo normal y la defensa de la planta frente a lesiones e
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infecciones (Khatiwora et al., 2010). Estos compuestos polifendlicos desempefian la
funcién de mensajeros, es decir, llevan las sefales para que la planta pueda tomar
acciones frente a un ataque por parte de patdégenos. Ademas, pueden inhibir la
generacion de radicales libres, interfiriendo con las rutas bioquimicas que llevan a la
produccion de ROS, lo que les otorgaria su potente capacidad antioxidante (Samanta et
al., 2011).

La formacion de metabolitos secundarios es el resultado obtenido gracias al
largo proceso de interaccion entre las plantas y los patégenos. En base a diversos
estudios, se ha establecido que las plantas con una alta concentracion de estos
metabolitos pueden resistir de mejor manera el estrés, pero su elaboracion afectaria
directamente a la fase de crecimiento y reproduccion (Zaynab et al., 2018).
Metabolitos del platano

El platano tiene caracteristicas nutricionales y terapéuticas, debido al
almacenamiento de nutrientes y compuestos fitoquimicos en diferentes partes de la
planta. En base a extractos obtenidos de esta musacea, se ha identificado la presencia
de glucosidos, fenoles, flavonoides y saponinas (Ajijolakewu et al., 2021). En otro
estudio en el que se analizé el contenido fitoquimico de las bracteas de la planta de
platano, se determind la existencia de alcaloides, flavonoides, taninos, fenoles,
saponinas, fitatos y oxalatos (Adeolu & Enesi, 2013).

Asi mismo, se ha reportado la presencia del acido gélico, siringico, p — cumarico,
ferdlico, y el catecol en las plantas de Musa x paradisiaca L., que son compuestos
antioxidantes (Ajijolakewu et al., 2021).

Capacidad antioxidante

El platano es una gran fuente de almidon, fibra, minerales, y vitamina B6.

Ademas, posee compuestos bioactivos como los carotenoides, aminas biogénicas,

fitoesteroles, y fenoles, que son compuestos con efectos positivos para la salud
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humana. Dentro de este grupo, los fenoles son considerados como compuestos con
una alta capacidad antioxidante (Lopes et al., 2020).

La capacidad antioxidante se refiere a la capacidad que tienen ciertos
compuestos para neutralizar los radicales libres, por medio de la inhibicion de la cadena
de iniciacién o frenando la reaccion mediante la cual se propagan las reacciones
oxidativas, y asi poder convertir estos radicales en moléculas menos destructivas (Du et
al., 2009).

Se han establecido diversos métodos para evaluar la capacidad antioxidante,
estos métodos se pueden clasificar de acuerdo con la reaccion quimica utilizada en dos
grupos: métodos basados en transferencia de atomos de hidrogeno (HAT) y métodos
basados en transferencia de electrones (ET). Los métodos HAT, permiten medir la
capacidad que tiene un antioxidante para eliminar los radicales libres por medio de la
donacion de hidrégeno, dentro de este grupo se encuentran el pardmetro antioxidante
total de captura de radicales (TRAP), la capacidad de absorcion de radicales de oxigeno
(ORAC) vy la inhibicion de la autooxidacion de lipoproteinas de baja densidad inducidas
(LDL). Por otro lado, los métodos ET, permiten medir la capacidad que tiene un
antioxidante para transferir un electrén para reducir los radicales, metales o carbonilos,
a este grupo pertenecen el poder antioxidante reductor férrico (FRAP), el 2,2"-azinobis-
(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) y el 2,2 -difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)

(Huang et al., 2005).
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Capitulo lll: Metodologia

Analisis del estado nutricional

Se utilizaron muestras de suelo y de hojas de plantas sanas y enfermas de
platano para evaluar el estado nutricional.
Analisis de suelo

Para este andlisis se recolectaron varias muestras del suelo de plantas de
platano sanas e infectadas con la enfermedad del Moko a una profundidad de 30 cm,
luego se mezcld y coloco en una sola funda las muestras sanas y en otra funda se
mezclé todas las muestras obtenidas del suelo de las plantas con diferentes estados de
la enfermedad.

Las muestras fueron transportadas en hieleras hacia el laboratorio del IASA, en
donde se realizaron analisis para la determinacion de: pH, materia organica, N, P, K,
Ca, Mg, Fe,Mn,Cu, Z,By S.
Anélisis foliar

Las muestras recolectadas se tomaron de la seccién media de la tercera hoja de
las plantas de platano, sanas y enfermas, eliminando los bordes y la nervadura central.
Después, se mezcld y colocd en una sola funda las muestras sanas y en otra funda se
mezclo6 todas las muestras obtenidas de las hojas de las plantas con diferentes estados
de la enfermedad.

Las muestras fueron transportadas en hieleras hacia el laboratorio del IASA, en
donde se realizaron andlisis para la determinacion de: ceniza, materia orgénica, N, P, K,

Ca, Mg, Fe, Mn, Cu, Z,By S.
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Andlisis metabdlico y bioloégico

Se hizo una evaluacién del contenido total de fenoles y flavonoides usando
ensayos colorimétricos, mientras que la capacidad antioxidante fue evaluada por medio
de los métodos DPPH, FRAP y ABTS.

Obtencién y tratamiento de las muestras

Las muestras fueron recolectadas en una finca agricola ubicada en el Km 7 via a
Chone, Santo Domingo. Para el analisis de caracter antioxidante y de compuestos
fitoquimicos, se tomaron muestras de plantas de platano sanas y plantas con tres
estados diferentes de desarrollo de la enfermedad del Moko (inicial, intermedio, final).

Las muestras fueron transportadas bajo condiciones adecuadas hacia el
laboratorio ubicado en Sangolqui, cada hoja fue lavada usando agua destilada para
eliminar impurezas y se las dejé secar al ambiente por una semana.

Extraccion de los principios activos

Después del periodo de secado, se procedi6 a triturar las muestras utilizando un
mortero y se coloc6 1g de cada muestra en tubos Falcon junto con 9 mL de etanol al
99,5%; se dejé reposar los tubos en oscuridad por un periodo de 24 horas
aproximadamente a una temperatura de 4°C.

Una vez transcurrido el tiempo, se realizaron diluciones acordes a la coloracion
de los extractos obtenidos, en este caso se trabajo con las muestras en una dilucién de
1:12 con etanol al 99,5%.

Determinacion del contenido total de fenoles

Para este analisis se utilizo la metodologia descrita por Madaan et al. (2011),
con algunas modificaciones, que se basa en el método colorimétrico de Folin —
Ciocalteu.

En los tubos Falcon correspondientes, se coloc6 0,4 mL de cada muestra junto

con 0,4 mL de reactivo Folin — Ciocalteau (1N) y 2 mL de agua destilada, y se dejé
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reposar en oscuridad durante 5 minutos. Después de ese tiempo, se les afiadi6 a los
tubos 0,4 mL de Na,CO5 (20%) y 0,8 mL de agua destilada para dejarlos reposar
nuevamente en oscuridad por 1 hora.

La absorbancia de cada muestra fue medida en un espectrofotémetro a una
longitud de onda de 760 nm frente a un blanco que contenia etanol en lugar de muestra.
Para la elaboracion de la curva de calibracion se utilizé Acido géalico como estandar.
Determinacion del contenido total de flavonoides

Se utiliz6 el método descrito por Arvouet et al. (1994), con ciertas
modificaciones. En los tubos Falcon correspondientes se colocé un volumen de 1mL de
cada muestra, luego se anadio: 1,5 mL de etanol (99,5%), 0,1 mL de CH;COONa (1M),
0,1 mL de AlCl; (10%) y 2,3 mL de agua destilada. Después, los tubos se dejaron
reposar en oscuridad durante un periodo de 40 minutos.

La absorbancia de cada muestra fue medida en un espectrofotémetro a una
longitud de onda de 435 nm frente a un blanco que contenia etanol en lugar de muestra
y al que no se le afiadié AICI;. Para la elaboracion de la curva de calibracion se utilizé
Quercetina como estandar.

Analisis de antioxidantes

Ensayo DPPH. Para esta prueba, se siguio el protocolo establecido por
Simirgiotis & Schmeda (2010) con pequefias modificaciones. Se colocé 0,1 mL de cada
una de las muestras en los tubos Falcon correspondientes, después se afiadié 2,9 mL
de solucion DPPH y se dej6 reposar en oscuridad durante 30 minutos. La absorbancia
de cada muestra fue medida en un espectrofotometro a una longitud de onda de 517 nm
frente a un blanco que contenia etanol en lugar de muestra. Para la elaboracion de la
curva de calibracion se utiliz6 TROLOX como estandar. Para el calculo del porcentaje

de inhibicién, se utiliz6 la siguiente férmula:
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Abs — Abs
% Inhibicion = ——-"0——THETL 4 100
blanco

Ensayo FRAP. Se utilizo el método descrito por Hafiza et al. (2017) con algunas
modificaciones. En los tubos Falcon correspondientes se dispensé un volumen de 0,1
mL de cada muestra, se les afiadié 3 mL de solucién FRAP y 0,3 mL de agua destilada.
Se dejo reposar los tubos en oscuridad durante un periodo de 4 minutos. La
absorbancia de cada muestra fue medida en un espectrofotdmetro a una longitud de
onda de 593 nm frente a un blanco que contenia etanol en lugar de muestra. Para la
elaboracion de la curva de calibracion se utilizé Sulfato ferroso en agua como estandar.

Ensayo ABTS. Se sigui6 el método establecido por Loizzo et al. (2015) con
pequefias modificaciones. Se coloc6 0,020 mL de cada muestra en los tubos Falcon
correspondientes y se les afiadié 2 mL de solucion ABTS. Los tubos se dejaron reposar
en oscuridad durante 7 minutos. La absorbancia de cada muestra fue medida en un
espectrofotémetro a una longitud de onda de 734 nm frente a un blanco que contenia
etanol en lugar de muestra. Para la elaboracion de la curva de calibracion se utilizé
TROLOX como estandar. Para el calculo del porcentaje de inhibicién, se utilizé la
siguiente formula:

Abs — Abs
% Inhibicion = blm:zs muestra 4 100
blanco

Analisis estadistico

Se recolectaron muestras de plantas de Musa x paradisiaca L. sanas y con tres
estados diferentes de la enfermedad del Moko (E1, E2, E3). Para el analisis metabdlico
se siguié un modelo factorial mixto 2x4, se usé el ensayo del contenido total de fenoles
y el ensayo del contenido total de flavonoides en las 4 muestras recolectadas con 3

repeticiones (Tabla 2).
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Tabla 2

Modelo factorial mixto para el andlisis metabdlico

Sanas E1l E2 E3
TPC 3 3 3 3
TFC 3 3 3 3

Nota. En la tabla se observa el modelo factorial mixto 2x4 para el analisis metabdlico.
Para el andlisis biolégico se siguié un modelo factorial mixto 3x4, se uso el

ensayo DPPH, FRAP y ABTS en las 4 muestras recolectadas con 3 repeticiones (Tabla

3).

Tabla 3

Modelo factorial mixto para el andlisis biolégico

Sanas El E2 E3
DPPH 3 3 3 3
FRAP 3 3 3 3
ABTS 3 3 3 3

Nota. En la tabla se observa el modelo factorial mixto 3x4 para el andlisis biolégico.
Para el andlisis de los datos obtenidos se elaboraron esquemas con ANOVA de
dos vias, se aplicé la prueba de Tukey con un nivel de confianza del 95%, la prueba por
pares para establecer diferencias significativas, la prueba de Homogeneidad de
varianzas mediante el Test de Levene y la prueba de Normalidad mediante el Test de
Normalidad de Shapiro — Wilk, todos los resultados de estas pruebas fueron obtenidos a

través del programa “R Studio”.
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Se obtuvieron resultados del andlisis de suelo y foliares realizados en plantas de

platano sanas y enfermas.

Anédlisis de suelo

Los resultados correspondientes a los nutrientes de las muestras de suelo de las

plantas de Musa x paradisiaca L. se presentan en la Tabla 4 y la Tabla 5.

Tabla 4

Andlisis de suelo de las plantas sanas

Parametro analizado Unidad Resultado Diagnéstico
pHa 25 °C - 7,21 Neutro
Materia organica % 6,66 Alto
Nitrégeno % 0,33 Alto
Fésforo mg/kg 25,9 Alto
Potasio cmol/kg 4,25 Alto
Calcio cmol/kg 8,72 Medio
Magnesio cmol/kg 1,79 Medio
Hierro mg/kg 295 Alto
Manganeso mg/kg 7,57 Medio
Cobre mg/kg 6,27 Alto
Zinc mg/kg 10,74 Alto
Boro mg/kg 3,57 Alto
Azufre mg/kg 26,27 Alto

Nota. En la tabla se observa la concentracién de nutrientes en el suelo de las plantas

sanas.

Tabla s

Andlisis de suelo de las plantas enfermas

Parametro analizado Unidad Resultado Diagnéstico
pHa 25 °C - 5,93 Ligeramente acido
Materia organica % 6,73 Alto
Nitrégeno % 0,34 Alto
Fésforo mg/kg 8,8 Medio
Potasio cmol/kg 0,44 Alto
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Pardmetro analizado Unidad Resultado Diagnostico

Calcio cmol/kg 7,36 Medio
Magnesio cmol/kg 1,24 Bajo
Hierro mg/kg 355,5 Alto

Manganeso mg/kg 8,11 Medio
Cobre mg/kg 7,09 Alto

Zinc mg/kg 4,50 Medio
Boro mg/kg 3,76 Alto

Azufre mg/kg 7,85 Medio

Nota. En la tabla se observa la concentracién de nutrientes en el suelo de las plantas
enfermas.

En la Figura 1 se observa que, en base al estudio realizado de las muestras de
suelo, las plantas sanas poseen cantidades més altas de Potasio, Calcio y Magnesio,
gue aquellas plantas afectadas por la enfermedad del Moko. El Potasio es el nutriente
en el que se puede apreciar que existe una diferencia considerable, ya que las plantas
sanas presentan una concentracion de 4,25 cmol/kg frente a una concentracion de 0,44
cmol/kg en las plantas enfermas.

Figura 1

Comparacioén de nutrientes (K, Ca, Mg) del suelo de las plantas sanas y enfermas
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Nota. En la figura se observa la comparacion de nutrientes en cmol/ kg del suelo de

plantas sanas y enfermas.
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En la Figura 2, se puede ver que las plantas sanas tienen un contenido mayor de
Fésforo que las plantas enfermas, con un valor de 25,9 mg/kg frente a un valor de 8,8
mg/kg; también existen valores mas altos de Zinc y Azufre en las plantas sanas. En
cuanto al Hierro, Manganeso, Cobre y Boro, se puede apreciar que las plantas enfermas
son las que poseen valores mas altos en relacion con las plantas sanas.

Figura 2
Comparacion de nutrientes (P, Fe, Mn, Cu, Zn, B, S) del suelo de las plantas sanas y

enfermas
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Nota. En la figura se observa la comparacion de nutrientes en mg/kg del suelo de
plantas sanas y enfermas.
Anélisis foliar

Los resultados correspondientes a los nutrientes de las muestras de hoja de las
plantas de Musa x paradisiaca L. se presentan en la Tabla 6 y la Tabla 7.
Tabla 6

Resultados analisis foliar plantas sanas

Parametro analizado Unidad Resultado
Cenizas % 11,27
Materia organica % 88,73
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Pardmetro analizado Unidad Resultado
Nitrégeno % 2,84
Fosforo % 0,21
Potasio % 4,00
Calcio % 0,87
Magnesio % 0,28
Azufre % 0,25
Hierro mg/kg 69,49
Manganeso mg/kg 60,49
Cobre mg/kg 8,00
Zinc mg/kg 14,50
Boro mg/kg 17,50

Nota. En la tabla se observa la concentracién de nutrientes en las hojas de las plantas
sanas.
Tabla 7

Resultados andlisis foliar plantas enfermas

Parametro analizado Unidad Resultado
Cenizas % 11,76
Materia organica % 88,25
Nitrégeno % 3,14
Fésforo % 0,1

Potasio % 4,46
Calcio % 0,80
Magnesio % 0,22
Azufre % 0,19
Hierro mg/kg 98,4

Manganeso mg/kg 56,46
Cobre mg/kg 7,99

Zinc mg/kg 15,99

Boro mg/kg 10,50

Nota. En la tabla se observa la concentracién de nutrientes en las hojas de las plantas
enfermas.

En la Figura 3 se puede observar que el porcentaje de Potasio y de Nitrdgeno
son los mas altos en las hojas de las plantas enfermas, con un valor de 3,14 % vy 4,46 %
respectivamente. En cuanto al Potasio, se puede ver que el valor mas alto es en las

plantas sanas con 0,21 %.
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Figura 3
Comparacion de nutrientes (N, P, K, Ca, Mg, S) de las hojas de las plantas sanas y

enfermas
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Nota. En la figura se observa la comparacion de nutrientes en % de las hojas de plantas
sanas y enfermas.

En la Figura 4 se puede notar que existe una alta concentracion de Hierro en las
plantas enfermas con un valor de 98,4 mg/kg frente a un valor de 69,49 mg/kg en las
plantas sanas. En cuanto al Manganeso, Cobre, y Boro se puede observar que las
concentraciones mas altas pertenecen a las plantas sanas, mientras que para el Zinc

hay una concentracién mas alta en las plantas enfermas con un valor de 15,99%.
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Figura 4

Comparacion de nutrientes (Fe, Mn, Cu, Zn, B) de las hojas de las plantas sanas y

enfermas.
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Nota. En la figura se observa la comparacion de nutrientes en mg/kg de las hojas de
plantas sanas y enfermas.
Analisis metabolico
Contenido total de fenoles

En este ensayo los productos que se obtienen por la reduccién de éxido metalico
presentan una coloracion azul, que posee una amplia absorcién de luz con un maximo a
765 nm. Debido a que la mayoria de los compuestos fendlicos se encuentran en una
forma disociada al pH de trabajo del ensayo (pH~10), estos pueden oxidarse de manera
mas facil con el reactivo Folin — Ciocalteau (Gupta, 2015).

Se obtuvo la curva de calibracién usando como solucién estandar Acido Galico
en un rango de concentracion de 0 — 500 mg/L, cuya ecuacion fue la siguiente: y =

0,0061 x + 0,1393 (R? = 0,9941).
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Los resultados obtenidos fueron procesados en base a la curva de calibracion y
se expresaron en unidades de mg de Acido Galico por cada 100 g de peso de muestra
seca como se presenta en la Tabla 8.

Tabla 8

Resultados obtenidos del ensayo colorimétrico (fenoles)

TPC (mg GAE/100g dw)

Estado
Enfermedad R1 R2 R3 Media Desvllauon
estandar
Sana 157, 043 128, 125 167,666 150,944 16,709
E1l 72,649 43,731 56,715 57,698 11,826
E2 431,469 482,813 46,879 460,387 21,458
E3 219,600 219,009 197,764 212,125 10,157

Nota. En la tabla se observa la concentracién de fenoles en las hojas de las plantas
sanas y enfermas.

En base al andlisis de los datos obtenidos representados en la Figura 5, se pudo
determinar que la planta enferma en estado intermedio (E2) fue la que presenté el
mayor contenido de fenoles con un valor de 460,4 mg GAE/ 100g dw, mientras que la
planta enferma en estado inicial (E1) fue la que tuvo menor cantidad de fenoles con 57,7

mg GAE/ 100g dw.
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Figura 5

Comparacion del contenido de Fenoles
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Nota. En la figura se observa la comparacion de la concentracién de fenoles totales en
plantas sanas y enfermas.
Contenido total de flavonoides

Para la determinacion de los flavonoides totales se utiliz6 el ensayo colorimétrico
de Cloruro de Aluminio, que se basa en la formacion de complejos entre el aluminio y
los flavonoides (Sulaiman & Balachandran, 2012).

Se obtuvo la curva de calibraciéon usando como solucién estandar Quercetina en
un rango de concentracion de 0 — 150 mg/L, cuya ecuacion fue la siguiente: y = 0,0149x
+0,0983 (R? = 0,9915).

Los resultados obtenidos fueron procesados en base a la curva de calibracion y
se expresaron en unidades de mg de Quercetina por cada 100 g de peso de muestra

seca como se presenta en la Tabla 9.
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Tabla 9

Resultados obtenidos del ensayo colorimétrico (flavonoides)

TFC (mg QE/100g dw)

Estado
Enfermedad R1 R2 R3 Media Desv,lacmn
estandar
Sana 69,3664 66,4671 72,9906 69,6080 2,6687
El 78,0644 75,1651 73,7154 75,6483 1,8080
E2 198,3866 213,1248 215,7826 209,0980 7,6514
E3 58,2523 54,8698 57,0443 56,7221 1,3996

Nota. En la tabla se observa la concentracion de flavonoides en las hojas de las plantas
sanas y enfermas.

En base al andlisis de los datos obtenidos representados en la Figura 6, se pudo
determinar que la planta enferma en estado intermedio (E2) fue la que presenté el
mayor contenido de flavonoides con un valor de 209,1 mg QE/ 100g dw, mientras que la
planta enferma en estado final (E3) fue la que tuvo menor cantidad de fenoles con 56,7
mg QE/ 100g dw.

Figura 6

Comparacion del contenido de Flavonoides
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Nota. En la figura se observa la comparacion de la concentracién de flavonoides

totales en plantas sanas y enfermas.
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Analisis estadistico

En la Figura 7 se hizo una representacion del contenido total de Fenoles y
Flavonoides mediante un diagrama de cajas, en el que se puede observar que la Planta
enferma en Estado 2 es la que posee un mayor contenido de estos metabolitos
secundarios.
Figura 7

Contenido total de fenoles y flavonoides
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Nota. En la figura se observa una comparacion de la concentracion de fenoles y

flavonoides totales en plantas sanas y en tres estados de desarrollo de la enfermedad.
En Tabla 10 y Tabla 11 se representa la prueba ANOVA de dos vias realizada

en el programa R Studio, en las que se puede determinar que existen diferencias

significativas entre las pruebas realizadas por medio de la Prueba de Tukey con un nivel

de confianza del 95%.

Tabla 10

Prueba ANOVA de dos vias

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Prueba 1 82865 82865 25.54 7.05e-05
Estado 3 254172 84724 26.11 5.96e-07
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Residuos 19 61646 3245

Nota. En la tabla se observa los datos obtenidos mediante el programa R Studio para un
ANOVA de dos vias.
Tabla 11

Prueba ANOVA de dos vias con interaccion

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Prueba 1 82865 82865 419.48 6.63e-13
Estado 3 254172 84724 428.90 1.72e-15
Prueba-Estado 3 58486 19495 98.69 1.56e-10
Residuos 16 3161 198

Nota. En la tabla se observa los datos obtenidos mediante el programa R Studio para un
ANOVA de dos vias con interacciones.

En la Tabla 12 se representa la prueba por pares realizada en el programa R
Studio, en donde se puede observar que los valores p son diferentes, 1o que nos
demuestra que existen diferencias significativas entre los diferentes estados de la
enfermedad.

Tabla 12

Prueba por pares

Sana El E2
El 0.46182 - -
E2 0.00055 0.00014 -
E3 0.62806 0.27401 0.00116

Nota. En la tabla se observa los datos obtenidos al realizar una prueba por pares en el
programa R Studio.

En la Figura 8 se muestra la Prueba de Homogeneidad de varianzas que se
realiz6 mediante el Test de Levene en el programa R Studio, de donde se obtuvieron los

valores de la Tabla 13.



46

Figura 8
Prueba de Homogeneidad
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Nota. En la figura se observa la Prueba de Homogeneidad de varianzas de los datos
realizada en el programa R Studio.
Tabla 13

Test de Levene

pf F value Pr(>F)
group 7 0.9973 0.4679

Nota. En la tabla se observa los datos obtenidos mediante el Test de Levene en el
programa R Studio.

En la Figura 9 se representa la Prueba de Normalidad realizada en el programa
R Studio mediante el Test de Normalidad de Shapiro — Wilk. Se puede ver que los
valores de los residuos siguen la linea de tendencia y en la Tabla 14 se muestran los
valores obtenidos, en donde se obtuvo un valor p mayor a 0,05 lo que indicaria que los

datos siguen una distribucion normal.
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Figura 9

Prueba de Normalidad de Shapiro - Wilk
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Nota. En la figura se observa la Prueba de Normalidad de Shapiro - Wilk realizada en el
programa R Studio.
Tabla 14

Residuos de la Prueba de Normalidad

Data: aoy_residuals
w = 0.94387 p — value: 0.1988

Nota. En la tabla se observa los valores de los residuos de la prueba de Normalidad de
Shapiro — Wilk.
Analisis de capacidad antioxidante
DPPH

En este ensayo la solucion del radical DPPH posee un color violeta, que cambia
a amarillo cuando hay una reaccién de reduccién con antioxidantes donantes de
hidrogeno (Mishra et al., 2012). Se obtuvo la curva de calibracién usando como solucion
estandar TROLOX en un rango de concentracion de 0 — 2,5 mM, cuya ecuacion fue la

siguiente: y = 18,073 x + 1,2252 (R? = 0,9868). Los resultados obtenidos fueron
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procesados en base a la curva de calibracion y se expresaron en unidades de umol de
TROLOX por cada gramo de peso de muestra seca como se presenta en la Tabla 15.
Tabla 15

Resultados obtenidos del ensayo DPPH

Estado DPPH (umol TROLOX/g dw)
Enfermedad
R1 R2 R3 Media Desviacion

estandar

Sana 45,0762 58,1294 43,7708 48,9921 6,4829

E1l 55,7798 48,2089 40,8991 48,2959 6,07532

E2 111,3865 120,2627 110,3422 113,9972 4,4508

E3 64,9170 60,2179 58,1294 61,0881 2,8386

Nota. En la tabla se observa los valores obtenidos usando el método DPPH.

En base al andlisis de los datos obtenidos representados en la Figura 10, se
pudo determinar que la planta enferma en estado intermedio (E2) fue la que presento
mayor captura de radicales de DPPH con un valor de 113,9 umol TROLOX/g dw,
mientras que la planta sana y la enferma en estado inicial (E1) tuvieron un nimero

similar de captacion de radicales de DPPH.
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Figura 10

Comparacion de la captura de radicales de DPPH.
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Nota. En la figura se observa la comparacion de la captura de radicales de DPPH en
plantas sanas y enfermas.
FRAP

El ensayo FRAP se basa en la capacidad que poseen los compuestos fendlicos
para poder reducir el complejo tripiridiltriazina férrico de color amarillo (Fe (lll) — TPTZ)
al complejo ferroso de color azul (Fe (Il) = TPTZ), por medio de la accién de
antioxidantes donantes de electrones. Se considera que la coloracion azul obtenida esta
linealmente relacionada con la capacidad reductora total que tienen los antioxidantes
gue ceden sus electrones (Karadag et al., 2009).

Se obtuvo la curva de calibracion usando como solucién estandar Sulfato
Ferroso en agua en un rango de concentracion de 0 — 2,5 mM, cuya ecuacion fue la
siguiente: y = 0,5981 x + 0,0082 (R? = 0,9989). Los resultados obtenidos fueron
procesados en base a la curva de calibracion y se expresaron en unidades de uM de
Hierro con valencia 2+ por cada gramo de peso de muestra seca como se presenta en

la Tabla 16.



Tabla 16

Resultados obtenidos del ensayo FRAP
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Estado Potencial reductor de Fe2+(Fe2+ uM/g dw)
Enfermedad
R1 R2 R3 Media Desviacion
estandar
Sana 35,9097 39,5813 37,4144 37,6351 1,5070
El 39,2201 39,4007 40,6647 39,7619 0,6426
E2 61,5509 59,1432 58,1802 59,6248 1,4175
E3 47,3459 49,9341 47,3459 48,2086 1,2200

Nota. En la tabla se observa los valores obtenidos usando el método FRAP.

En base al analisis de los datos obtenidos representados en la Figura 11, se

pudo determinar que la planta enferma en estado intermedio (E2) fue la que presento

mayor potencial reductor de Hierro con un valor de 59,6 Fe2+uM/g dw, mientras que la

planta sana y la enferma en estado inicial (E1) tuvieron un valor similar de captacién de

radicales de DPPH, con 37,6 y 39,7 Fe2+uM/g dw respectivamente.

Figura 11

Comparacion del poder reductor férrico.
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Nota. En la figura se observa la comparacion de la capacidad del poder reductor férrico

en plantas sanas y enfermas.
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ABTS

Para este ensayo se necesita hacer reaccionar 2, 2'- azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) con persulfato de sodio, para obtener un catién
radical verde azulado (ABTS+). El catidn radical se reduce en cuando hay presencia de
antioxidantes donantes de hidrégeno (Gupta, 2015).

Se obtuvo la curva de calibracién usando como solucion estdndar TROLOX en
un rango de concentracion de 0 — 2,5 mM, cuya ecuacion fue la siguiente: y = 34,102 x
+9,2946 (R? = 0,9612).

Los resultados obtenidos fueron procesados en base a la curva de calibracion y
se expresaron en unidades de umol de TROLOX por cada gramo de peso de muestra
seca como se presenta en la Tabla 17.

Tabla 17

Resultados obtenidos del ensayo ABTS

Estado ABTS (umol TROLOX/g dw)
Enfermedad
R1 R2 R3 Media Desviacioén
estandar
Sana 30,7121 20,4960 37,8189 29,6757 7,1098
E1l 25,9742 28,3431 27,3067 27,2080 0,9696
E2 61,0640 66,0980 60,4718 62,5446 2,5242
E3 34,7096 32,0446 30,8601 32,5381 1,6098

Nota. En la tabla se observa los valores obtenidos usando el método ABTS.

En base al analisis de los datos obtenidos representados en la Figura 12, se
pudo determinar que la planta enferma en estado intermedio (E2) fue la que present6
mayor captura de radicales de ABTS con un valor de 62,5 umol TROLOX/g dw, mientras
gue la planta sana y la enferma en estado inicial (E1) tuvieron un nimero similar de

captacioén de radicales de DPPH, con 29,6 y 27,2 umol TROLOX/g dw respectivamente.
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Figura 12

Comparacion de la captura de radicales de ABTS.
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Nota. En la figura se observa la comparacion de la captura de radicales de ABTS en
plantas sanas y enfermas.
Analisis estadistico

En la Figura 13 se hizo una representacién de los resultados obtenidos con el
ensayo DPPH, FRAP y ABTS mediante un diagrama de cajas, en el que se puede
observar que la Planta enferma en Estado 2 es la que posee una mayor capacidad

antioxidante.
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Figura 13

Capacidad antioxidante

Prueba ABTS E DPPH FRAP

=

125
1001
751

o (] =

254

Concentracién en umol/g dw

Healthy State 1 State 2 State 3
Estadio Enfermedad

Nota. En la figura se observa una comparacion de los valores obtenidos usando el
ensayo ABTS, DPPH y FRAP.

En Tabla 18 y Tabla 19 se representa la prueba ANOVA de dos vias realizada
en el programa R Studio, en las que se puede determinar que existen diferencias
significativas entre las pruebas realizadas por medio de la Prueba de Tukey con un nivel
de confianza del 95%.

Tabla 18

Prueba ANOVA de dos vias

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Prueba 2 5800 2900 31.07 4.90e-08
Estado 3 9810 3270 35.03 6.27e-10
Residuos 30 2800 93

Nota. En la tabla se observa los datos obtenidos mediante el programa R Studio para un

ANOVA de dos vias.
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Tabla 19

Prueba ANOVA de dos vias con interacciones

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Prueba 2 5800 2900 133.75 9.70e-14
Estado 3 9810 3270 150.84 1.05e-15
Prueba: 6 2280 380 17.53 1.06e-07
Estado
Residuos 24 520 22

Nota. En la tabla se observa los datos obtenidos mediante el programa R Studio para un
ANOVA de dos vias con interacciones.

En la Tabla 20 se representa la Prueba por pares realizada en el programa R
Studio, en donde se puede observar que los valores p son diferentes, lo que nos
demuestra que existen diferencias significativas entre los diferentes estados de la
enfermedad.

Tabla 20

Prueba por pares

Sana El E2
El 0.96460 - -
E2 3.6e-05 3.6e-05 -
E3 0.33478 0.33478 0.00058

Nota. En la tabla se observa los datos obtenidos al realizar una prueba por pares en el
programa R Studio.

En la Figura 14 se muestra la Prueba de Homogeneidad de varianzas que se
realiz6 mediante el Test de Levene en el programa R Studio, de donde se obtuvieron los

valores de la Tabla 21.



Figura 14
Prueba de Homogeneidad
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Nota. En la figura se observa la Prueba de Homogeneidad de varianzas de los datos
realizada en el programa R Studio.
Tabla 21

Test de Levene
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pf F value Pr(>F)

group 11 0.8683 0.5806

Nota. En la tabla se observa los datos obtenidos mediante el Test de Levene en el

programa R Studio.

En la Figura 15 se representa la Prueba de Normalidad realizada en el programa

R Studio mediante el Test de Normalidad de Shapiro — Wilk. Se puede ver que los

valores de los residuos siguen la linea de tendencia y en la Tabla 22 se muestran los

valores obtenidos, en donde se obtuvo un valor p mayor a 0,05 lo que indicaria que los

datos siguen una distribucién normal.
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Figura 15

Prueba de Normalidad de Shapiro - Wilk
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Nota. En la figura se observa la Prueba de Normalidad de Shapiro - Wilk realizada en el
programa R Studio.
Tabla 22

Residuos de la Prueba de Normalidad

Data: aoy_residuals
w = 0.95157 p — value: 0.1172

Nota. En la tabla se observa los valores de los residuos de la prueba de Normalidad de

Shapiro — Wilk.
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Capitulo V: Discusién

Musa x paradisiaca L. o comunmente conocida como “platano verde”, es uno de
los cultivos con mayor importancia a nivel mundial, ya que forma parte de la seguridad
alimentaria por su gran cantidad de nutrientes y al ser uno de los productos mas
comercializados, representa la base de la economia de varios paises.

En Ecuador, la mayoria de los cultivos de platano estan destinados al consumo
interno. Sin embargo, una parte de dichos cultivos son dirigidos para exportacion, lo que
permite la generacion de fuentes de trabajo y la mejora en la calidad de vida de los
productores y sus familias (INIAP, 2021).

El platano al igual que otros cultivos de interés, puede verse afectado por
diversas enfermedades causadas por diferentes tipos de hongos, virus o bacterias, que
generan una disminucién en el rendimiento e incluso la pérdida total de las plantaciones
(Garcia et al., 2019). En la actualidad se esta prestando mas atencién a las
enfermedades bacterianas, dado que provocan impactos significativos en el rendimiento
de los cultivos de musaceas a nivel mundial, dentro de este grupo se encuentra la
enfermedad del Moko causada por la bacteria Ralstonia solanacearum raza 2 (Blomme
etal., 2017).

La infeccién provocada por esta bacteria afecta a los cultivos de musaceas
debido al dafio provocado en el sistema vascular y consecuentemente en el resto de las
partes de la planta (pseudotallo, hojas, flores y frutos) (Soto et al., 2018). Los sintomas
mas comunes que presentan las plantas afectadas por el Moko son el amarillamiento y
marchitamiento de las hojas que terminan colapsando (Zulperi et al., 2014). En base a
los sintomas descritos, principalmente con el amarillamiento de las hojas, se realizé la

identificacion de tres estados diferentes de la enfermedad del Moko en plantas de
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platano para la recoleccion de las muestras que fueron utilizadas en el andlisis
nutricional, metabdlico y bioldgico.

El suelo es la fuente de diversos elementos organicos e inorganicos necesarios
para el desarrollo tanto de plantas como de microorganismos. Existen elementos que
son esenciales para el crecimiento saludable de las plantas, ya que su ausencia o
deficiencia harian que la planta sea incapaz de completar su ciclo de vida o se vea
afectado su metabolismo. Dependiendo del requerimiento de un elemento o nutriente,
se los puede dividir en macronutrientes (N, P, K, Ca, S, Mg) y micronutrientes (Fe, Mn,
Zn, Cu, B, Mo, CI, Ni) (Pandey, 2015).

Segun Haifa (2014), el Potasio (K) al ser uno de los elementos con mayor
presencia en el fruto y hojas de las musaceas, es considerado como el nutriente mas
importante para la produccién de estas plantas. El K es requerido como cofactor para
mas de 40 enzimas, contribuye en la formacion de azlcares y almidones, sintesis de
proteinas, division celular y crecimiento. Ademas de estar involucrado en la resistencia
de la planta frente a estrés bidtico y abiotico. Una deficiencia de este nutriente podria
limitar la transferencia de carbohidratos en la planta.

En el analisis nutricional realizado, se determind que existe una deficiencia en la
concentracion de Fdosforo, Magnesio, Zinc y Azufre en las plantas enfermas. Segun
Marschner (2011), el Fésforo (P) es un macronutriente importante en el proceso de la
fotosintesis, el metabolismo de los carbohidratos y la transmisioén de energia dentro de
la planta.

Sirijovski et al. (2008), menciona gque el Magnesio (Mg) se encuentra involucrado
en la fotosintesis al ser un componente importante de la clorofila, interviene en el
metabolismo de los carbohidratos y sintesis de los acidos nucleicos. Ademas de
contribuir con el transporte de carbohidratos desde las hojas hacia otras partes de la

planta, estimula la absorcion y transporte de Fésforo, y ayuda con la activacion de
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varias enzimas. En base a lo establecido por el autor, la deficiencia de Magnesio en las
plantas enfermas de platano estaria relacionada con la disminucién de la concentracion
de Fésforo, dado que ayuda a su estimulacion y transporte.

Segun Haifa (2014), aunque el Zn es un componente esencial de algunas
enzimas, es muy comun que se presente una deficiencia de este nutriente en los
cultivos de musaceas, y también que exista una inactivacion del Zn cuando se registran
concentraciones altas de Fésforo en el suelo. Buchner et al. (2004), establecié que el
Azufre (S) es un elemento que ayuda a la formacion de clorofila y es un cofactor de
varias enzimas. Ademas, menciona que la deficiencia de S no es muy comun debido a
gue se suministra este nutriente por medio de fertilizantes.

La produccién de metabolitos secundarios como alcaloides, saponinas, terpenos,
fenoles, flavonoides es muy importante para que las plantas se puedan defender ante
varios tipos de estrés, ya sea causado por condiciones climaticas o por atagues
microbianos (Falowo et al., 2021). En el analisis metabdlico realizado se evalué la
concentracion de fenoles y flavonoides, se obtuvo una mayor concentracién de estos
metabolitos secundarios en las plantas de Musa x paradisiaca L. enfermas en estado 2.
Las plantas E1 aumentaron ligeramente la concentracién de fenoles y flavonoides a
comparacion de las sanas, las plantas E2 mostraron un aumento significativo en la
produccién de estos metabolitos a comparacion de E1, lo que indicaria que en esta
etapa de la enfermedad las plantas buscan defenderse para poder sobrevivir. En las
plantas E3 que tenian la sintomatologia mas grave disminuy6 el contenido de
metabolitos, probablemente debido a que las plantas estaban casi muertas y ya no se
estaban defendiendo contra el ataque de Ralstonia solanacearum raza 2.

Los compuestos fendlicos presentan propiedades antimicrobianas y
antioxidantes que contribuyen en la defensa de la planta frente a infecciones causadas

por patdgenos y a proteger ciertos tejidos del efecto toxico de las especies reactivas de
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oxigeno (Kumar et al., 2020). El andlisis biol6gico realizado en las plantas de platano
permitié evidenciar valores mas altos de la capacidad antioxidante en las plantas E2,
gue fueron las que presentaron mayores concentraciones de fenoles y flavonoides. En
concordancia con lo que menciona Mandal et al. (2010), una mayor acumulacion de
compuestos fendlicos genera una mayor produccion de especies reactivas de oxigeno,
lo que aumentaria la actividad antioxidante de la planta para permitir la actividad
antimicrobiana y la sefalizacion de defensa.

Segun Zaynab et al. (2019), el metabolismo de las plantas y la infeccién causada
por patdgenos se encuentran relacionados entre si, el abastecimiento de energia es el
elemento requerido para la defensa de la planta contra microorganismos, mismo que se
obtiene gracias a las actividades del metabolismo primario. En la investigacion de
Kabera et al. (2014), se hace énfasis en que la produccion de metabolitos secundarios
usa como fuente los substratos brindados por el metabolismo primario. Ademas, segun
Li et al. (2020), el tipo de suelo y la disponibilidad de nutrientes son algunos factores
gue se encargan de la regulacién de la biosintesis de metabolitos. El suelo es el
proveedor de los macro y micronutrientes necesarios para el desarrollo de las plantas,
por lo que la abundancia y disponibilidad de los nutrientes en el suelo en muchos casos
determinaria el correcto funcionamiento del metabolismo y por consiguiente la
biosintesis de metabolitos secundarios en las plantas (Kolton et al., 2022). En base a lo
establecido por todos estos autores, se puede decir que la nutricion es un factor muy
importante para permitir que las plantas se defiendan frente a patégenos, y habria
concordancia con los resultados obtenidos en el andlisis nutricional de suelo, ya que la
concentracion de la mayoria de nutrientes entre plantas sanas y enfermas no era muy
significativa, por lo que al haber disponibilidad de los nutrientes necesarios para el
metabolismo, las plantas de Musa x paradisiaca L. producirian mayor contenido de

metabolitos secundarios para atacar a Ralstonia solanacearum raza 2.



61

Para la evaluacién de la capacidad de inhibicién contra ROS, se suelen reportar
datos que correlacionan la actividad antioxidante y la concentracion de fenoles, debido a
gue los compuestos fendlicos pueden actuar de manera sinérgica, aditiva o antagénica
para inhibir las especies reactivas de oxigeno (Heo et al., 2007). En varias
investigaciones, se ha establecido la existencia de una correlacion entre el contenido de
fenoles y la capacidad antioxidante. En el estudio comparativo realizado por Velazquez
& Cisneros (2009), se determinaron altas correlaciones entre la actividad antioxidante y
los fenoles totales en base a determinaciones de estudios en plantas de camote (Teow
et al., 2007), durazno (Tomas et al., 2001) y algunos tubérculos (Chirinos et al., 2008),
ya que a mayor contenido de fenoles también habia mayor capacidad antioxidante. Al
realizar el andlisis metabdlico y bioldgico, se obtuvieron valores mas altos de fenoles,
flavonoides y capacidad antioxidante en las plantas E2, lo que permitiria evidenciar que

a mayor cantidad de compuestos fendlicos existiria una mayor capacidad antioxidante.
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Capitulo VI: Conclusiones

Se hizo una identificacién de plantas de Musa x paradisiaca L. sanas y afectadas
por la enfermedad del Moko, en donde en base a la sintomatologia se distinguieron tres
estados diferentes de la enfermedad en las plantas para recolectar las muestras
necesarias para el andlisis nutricional, metabdlico y bioldgico.

El analisis de suelo y foliares no mostro diferencias significativas en la mayoria
de los nutrientes de plantas sanas y enfermas, por lo que el contenido nutricional fue
alto y permitio que las plantas enfermas pudieran producir metabolitos secundarios para
defenderse.

En la evaluacién metabdlica, se determiné un mayor contenido de fenoles y
flavonoides en las plantas de platano en estado 2, debido al mecanismo de defensa
frente a la bacteria Ralstonia solanacearum raza 2 para poder sobrevivir. En el analisis
bioldégico también se obtuvo una mayor capacidad antioxidante en las plantas E2, lo que
estaria relacionado con la cantidad de fenoles y flavonoides.

Con base en los resultados obtenidos y la bibliografia citada, se pudo determinar
la relacion existente entre las caracteristicas nutricionales, metabdlicas y biol6gicas de
las plantas sanas y afectadas por la enfermedad del Moko. El contenido nutricional del
suelo es primordial para abastecer de los elementos necesarios al metabolismo
primario, porque brinda el sustrato a usarse para la sintesis de los metabolitos
secundarios que se encuentran implicados en la defensa de las plantas. Las plantas
recolectadas presentaron niveles altos de la mayoria de nutrientes, por lo que también
presentaron altas concentraciones de fenoles y flavonoides, que generaron una

capacidad antioxidante elevada.
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Capitulo VII: Recomendaciones

Dado que los analisis metabdlicos y bioldgicos son usados comunmente en la
evaluacion de alimentos, seria importante que dichos andlisis sean aplicados con mas
frecuencia a estudios relacionados con la influencia de los metabolitos en la defensa de
las plantas frente a patdgenos.

Se deberia realizar mas estudios que relacionen el contenido nutricional con la
capacidad que tienen las plantas para defenderse, para asi lograr determinar de manera
mas clara si existe algun nutriente que pueda evitar la pérdida significativa de

plantaciones cuando son atacadas por microorganismos infecciosos.
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