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Resumen
Las plantas del género Musa como es el banano ocupa el primer lugar en variedades
de frutas producidas y mas comercializada. Debido a esto las plantas son susceptibles
a patégenos como hongos, virus o bacterias. El presente trabajo estudié la capacidad
antioxidante y los compuestos fitoquimicos de plantas del género Musa estado
vegetativo y de fructificacion que presentaban sintomatologia de la enfermedad del
Moko, a su vez se compararon con plantas sanas. Los métodos para la determinacion
de la actividad antioxidante fueron la prueba de DPPH, prueba de ABTS y prueba
FRAP, para la determinacion de los compuestos fitoquimicos fueron la evaluacion de
fenoles mediante la prueba de Folin Ciocalteu y la evaluacién de flavonoides por el
método colorimétrico AICls. Los resultados arrojaron que las muestras con mas alto
contenido de fenoles y flavonoides, asi como la actividad antioxidante fueron FMR2 y
VMRL1 presentando un porcentaje de inhibicién del 53.109% y 38.54% para la prueba
de ABTS, 75.45% y 69.54% para la prueba de DPPH, la capacidad reductora 1376,75
mg Fe,SO./L y 597,18 mg Fe>SO4/L. En el contenido de fenoles totales se obtuvo 0,51
mg GAE/g muestra fresca y 1,15 mg GAE/g muestra fresca para VMR1 y FMR2
respectivamente. Para el contenido de flavonoides totales 3,37 mg Quercetina/ g
muestra fresca y 13,63 mg Quercetina/ g muestra fresca correspondientes a VMR1 y
FMR2. Esto se debe a que la planta aumenta la sintesis de metabolitos secundarios
como estrategia para su defensa contra la enfermedad. Los metabolitos secundarios
también pueden variar su contenido por el estado de desarrollo que se encuentra la
planta, la planta en estada vegetativo utilizara la fotosintesis y los procesos de captura
de carbono para la sintesis de metabolitos secundarios que se almacenaran en los

diferentes tejidos vegetales.

Palabras clave: plantas del género Musa, actividad antioxidante, compuestos

fitoquimicos, mecanismo de defensa
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Abstract
Plants of the Musa genus, such as bananas, are the most widely produced and
marketed varieties of fruit. Because of this, plants are susceptible to pathogens such as
fungi, viruses or bacteria. The present work studied the antioxidant capacity and
phytochemical compounds of plants of the Musa genus in vegetative and fruiting
stages that showed symptoms of Moko disease, and compared them with healthy
plants. The methods for the determination of antioxidant activity were the DPPH test,
ABTS test and FRAP test, for the determination of phytochemical compounds were the
evaluation of phenols by the Folin Ciocalteu test and the evaluation of flavonoids by the
AICI; colorimetric method. The results showed that the samples with the highest
content of phenols and flavonoids, as well as antioxidant activity were FMR2 and
VMRL1 presenting an inhibition percentage of 53.109% and 38.54% for the ABTS test,
75.45% and 69.54% for the DPPH test, the reducing capacity 1376.75 mg Fe2S0O4/L
and 597.18 mg Fe2S04/L. For total phenol content, 0.51 mg GAE/g fresh sample and
1.15 mg GAE/g fresh sample were obtained for VMR1 and FMR2, respectively. For
total flavonoid content 3.37 mg Quercetin/g fresh sample and 13.63 mg Quercetin/g
fresh sample corresponding to VMR1 and FMR2. This is due to the fact that the plant
increases the synthesis of secondary metabolites as a strategy for its defense against
disease. Secondary metabolites can also vary in content depending on the stage of
development of the plant; the plant in vegetative stage will use photosynthesis and
carbon sequestration processes for the synthesis of secondary metabolites that will be

stored in the different plant tissues.

Key words: plants of the genus Musa, antioxidant activity, phytochemical

compounds, defense mechanism.
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Capitulo I: Introduccion

Antecedentes

Las plantas del género Musa ocupan el primer lugar en variedad de frutas
producidas, cultivadas en mas de 100 paises del trépico y subtropico como Africa,
Asia, América Latina y regiones del Caribe; constituyen una de las frutas mas
importante en el mundo con una produccion de mas de 100 millones de toneladas
métricas en el afio 2019 (Frison et al., 2004; Shahbandeh, 2021). Aunque es un
alimento basico en la vida diaria, solo el 13% de la fruta producida se comercializa
internacionalmente (Lescot, 2013). En el afio 2018, de acuerdo con la Organizacion de
las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) (2019), el Ecuador es
el mayor exportador mundial de banano con 6.45 millones de toneladas, seguido de

Filipinas y Guatemala con 3.87 y 2.35 millones de toneladas respectivamente..

Independientemente del manejo del cultivo, la pérdida de rendimiento y baja
productividad de la fruta es causada por varios factores, entre ellos la presencia de
plagas y enfermedades (Blomme et al., 2017). Durante el proceso de obtencion del
banano, la planta puede ser afectado por hongos, virus y bacterias. Las enfermedades
fangicas y el marchitamiento causado por Fusarium son considerados como las
amenazas mas importantes en la produccién de plantas del género Musa. Sin
embargo, las matas son susceptibles a otros patégenos no fungicos provocando
grandes pérdidas econdmicas en el sector agropecuario (Blomme et al., 2017; Teng

etal., 2019).

En América Central, el Caribe y América del Sur, la industria bananera
contribuye con la generacion de fuentes de trabajo y la seguridad alimentaria (Alvarez
et al., 2015). En el siglo XIX, se dieron los primeros registros de la devastacion de
cultivos de banano generados por una enfermedad bacteriana en Guyana y Trinidad.
Para 1960, Centroamérica, Colombia y la Amazonia peruana evidenciaron la

destruccioén de las plantaciones de banano. La causa de la pérdida de los cultivos fue
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la enfermedad del Moko, que actualmente se encuentra en casi todos los paises de

América Central y América del Sur (Alvarez et al., 2015).

La enfermedad del Moko es causada por la bacteria Ralstonia solanacearum
raza 2 Smith (antes Pseudomonas solanacearum). Shomburk realizé los primeros
registros de la enfermedad en 1840. Afios después, Edwin F. Smith caracterizo la

enfermedad, asi como el patégeno (OECD, 2010; SENASICA, 2019).

El marchitamiento bacteriano provocado por Ralstonia Solanacearum ha
causado graves pérdidas en plantaciones grandes como pequefas. Se ha demostrado
gue el patdégeno ingresa a la planta a través de dafios mecanicos o realizados por
insectos, penetra el sistema radical o pseudotallo por medio de heridas. Al ingresar, la
bacteria obstruye los haces vasculares induciendo la pérdida de agua y nutrientes,
causando finalmente la muerte de la planta (AGROCALIDAD, 2015). La dispersion de
la bacteria se da a través de herramientas contaminadas, corrientes de agua, por

plantas infectadas, asi como animales y el ser humano (Mejia-Lotero et al., 2016).

En el Caribe, América Central y América del Sur, el estudio del control y
prevencion de la enfermedad tiene una gran importancia. En el Ecuador, el primer
reporte de la enfermedad del Moko se presentd en el afio 2013 en Manabi. Dicho
reporte describié que las plantaciones de barraganete presentaban necrosis en el
tejido vascular de rizomas y pseudotallos; ademas, de la pudricion de los frutos

(Delgado et al., 2014).

Las medidas fitosanitarias aplicadas van desde el monitoreo y muestreo de la
plaga hasta la utilizacién del control quimico, control genético, cultural y a través de
programas de vigilancia epidemioldgica implementados por entidades como el
Ministerio de Agricultura y Ganaderia. La deteccién temprana del patégeno produce
una disminucién en la diseminacion y dispersién de la bacteria (AGROCALIDAD,

2015).
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Actualmente, no existe un método de erradicacion de la enfermedad sino
medidas de prevencién. Las medidas incluyen la utilizacién de semillas sanas, la
desinfeccion de las herramientas de trabajo, identificacion de las plantas infectadas, la

sefializacion y el aislamiento de la plantas (Alvarez et al., 2015).

Justificacién del problema

El cultivo de banano (Musa AAA) en el Ecuador constituye una actividad de
gran importancia economica. Un tercio de las exportaciones mundiales se origina en el
Ecuador, representando el 3.84 % del PIB total y el 50% del PIB agricola (INIAP,
2015). Segun reportes del Ministerio de Agricultura y Ganaderia, el pais tiene plantado
una superficie de 190.381 hectareas de banano con una produccién de 6.583.477
millones de toneladas, siendo la provincia de El Oro la zona de mayor produccion
(Aguilar et al., 2021; Ministerio de Comercio Exterior, 2017). Por lo cual, el cultivo del
platano genera una importante fuente de trabajo, considerandose el 12% de la
poblacidn econémicamente activa; es decir, cerca de 400.000 plazas directas (Morales

et al., 2020).

La problematica del cultivo de plantas de la familia Musaceae es que presentan
susceptibilidad a enfermedades y plagas lo que disminuye el rendimiento en mas de
un 50%. La incidencia de la enfermedad puede ocasionar la muerte de las plantas
afectando el sistema vascular, radical o la calidad del fruto (INIAP, 2015). Una de las
enfermedades con mayor relevancia econémica es el Moko del platano causado por la
bacteria Ralstonia solanacearum raza 2 (Smith), debido a su persistencia en campo, a
su amplia gama de hospederos, su facil diseminacion puede afectar a una variedad de
cultivos bajando la produccién y el rendimiento (Vera-Aviles et al., 2020). Esta
enfermedad en musaceas induce el marchitamiento que inicia con el amarillamiento y
el colapso de las hojas jévenes, progresa hacia las hojas mas viejas e internamente en

los tejidos vasculares que posteriormente se tornan necréticos, especialmente en la
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zona central del pseudotallo. Finalmente, los frutos inmaduros infectados muestran un

color amarillo y pudricion seca de la pulpa (Ricardo, 2021).

En el Ecuador, la enfermedad del Moko se ha establecido como una amenaza
para los productores, exportadores y demas personas constituidas en la cadena
productiva. La presencia de esta condicién en muséceas se ha detectado
principalmente en provincias de Sucumbios, Manabi y Esmeraldas, siendo el cantén el

Carmen de la provincia de Manabi la zona mas afectada (Delgado et al., 2014).

Si bien es cierto que los productores poseen los conocimientos para manejar
niveles de infeccion mediante procedimientos de bajo costo. La aparicién del Moko del
platano se convierte en un problema grave por la falta de recursos eficaces y la
facilidad de diseminacion de la enfermedad; por lo que, resulta dificil controlar y
contener la infeccién (Vera-Aviles et al., 2020). Muchos agricultores reportan hasta una
pérdida del 100% de los cultivos, debido a que afecta a todos los estados de desarrollo

de la planta (SENASICA, 2019).

Sin embargo, se han realizado estudios en donde se puede verificar la
presencia de cambios bioquimicos que ofrecen resistencia a la patogénesis. Estos
cambios funcionan como una respuesta a la infeccién; pueden presentarse
modificaciones como el refuerzo de la biosintesis de la lignina, induccion de proteinas,
produccién de fitoalexinas desempefiando un papel fundamental contra herbivoros y

patdégenos (Hidalgo et al., 2016).

Por las mismas razones se da la importancia del estudio del andlisis del
caracter antioxidante y compuestos fitoquimicos implicados en la defensa de plantas
del género Musa (Cavendish Valery) frente a la enfermedad del Moko. La investigacion
permitira el desarrollo de nuevas estrategias, aportara con nuevos conocimientos en la
busqueda de soluciones biotecnoldgicas que involucran compuestos de la propia

defensa de la planta para el tratamiento agricola, con el objetivo de generar resistencia
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hacia la bacteria Ralstonia Solanacearum raza 2, causante de la enfermedad del

Moko.

Sistema de Objetivos
Objetivo General

Evaluar el caracter antioxidante y los compuestos fitoquimicos implicados en la
defensa del género Musa (Cavendish Valery) frente a la enfermedad del Moko

causada por Ralstonia Solanacaerum raza 2.

Objetivos especificos

¢ Recolectar muestras de cultivares Musa de la variedad Cavendish Valery en
diferentes estados de desarrollo (estado vegetativo y fructificacion) con
sintomatologia de la enfermedad del Moko.

e Evaluar los compuestos fitoquimicos implicados en la defensa en funcion del
estado fisioldgico de la planta con sintomatologia de la enfermedad del Moko
mediante el ensayo Folin-Ciocalteu y el método colorimétrico de AICls.

e Evaluar el caracter antioxidante de extractos aislados de musaceas mediante el
método DPPH, ABTS y FRAP.

e Comparar el caracter antioxidante y los compuestos fitoquimicos de plantas del
género Musa que presentan la enfermedad del Moko mediante el coeficiente
de correlacion de Pearson.

Hipotesis
El carcter antioxidante y los compuestos fitoquimicos se encuentran
implicados en la defensa de plantas del género Musa frente a la enfermedad del Moko

causada por Ralstonia Solanacearum raza 2.
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Capitulo Il: Fundamentacion tedrica

Cultivo de Banano en el Ecuador

Un tercio de las exportaciones mundiales se origina en el Ecuador
representando un 3.84% del PIB total, generando y beneficiando a mas de 2.5
millones de personas en nueve provincias que dependen de la industria bananera.
Este sector productivo representa un eje central en la actividad econémica debido a la
entrada de ingresos y las oportunidades de empleo (INIAP, 2015; Ministry on

International trade, 2017).

De acuerdo con el registro del Ministerio de Agricultura y Ganaderia el 78% de
todos los productores de banano en el pais son pequefios productores, lo cual sumado
a los medianos productores dan un total del 95.6% del total de la produccion que se

encuentran involucrados en esta industria (Ministry on International trade, 2017).

Los productores de banano se encuentran concentrados principalmente en las
provincias de El Oro, Guayas y Los Rios, produciendo 41%, 34% y 16%
respectivamente. La provincia de El Oro se considera la zona de mayor produccion

(Ministerio de Comercio Exterior, 2017).

El mercado del banano en el Ecuador se caracteriza por 13 empresas
exportadoras que concentran los mayores volimenes de ventas, entre ellas se
encuentran UBESA, PACIFIC CROWN FRUIT, Banana continental, Fruitstylelife y

Reybanpac, que en conjunto suman el 40% de las exportaciones (Borja, 2016).

Taxonomia del Banano

Los platanos y las bananas pertenecen al género Musa en la familia Musaceae,
orden Zingiberales como se observa en la Tabla 1 adaptada de Pillay & Tripathi
(2007). El género Musa abarca a todas las especies comestibles divididas en 5
secciones Australimusa, Callimusa, Rhodochlamys, Eumusa e Ingentimusa con mas

de 50 especies que varian en los cromosomas basicos.
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Tabla 1

Clasificacién taxon6mica del platano

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Subclase Zingiberidae
Orden Zingiberales
Familia Musaceae
Género Musa
Especie Musa acuminata

Nota. Adaptado de Banana en C. Kole (Ed.), Genome Mapping and Molecular

Breeding in Plants, (p. 282), por M. Pillay, L. Tripathi, 2007, Springer

Eumusa es la seccién mas diversificada en donde se encuentra las especies
comestibles. La mayoria de las especies de esta seccién provienen del cruce
intraespecifico e interespecifico entre Musa acuminata (genoma A) y Musa balbisiana
(genoma B). Generalmente los bananos comestibles se derivan de una especie
diploide o de sus hibridos diploides o triploides con otra especie diploide (OECD, 2010;

Pillay & Tripathi, 2007).

Las plantas del género Musa mas importantes para el comercio son los del
subgrupo Cavendish que abarcan especies triploides AAA, entre los cultivares se
encuentra “Grande Naine”, “Williams”, “Valery”, “Robusta”, “Poyo” y “Dwarf
Cavendish”. Estos cultivares abastecen el 95% del comercio de exportacién mundial

(OECD, 2010).

Principales enfermedades bacterianas del Banano
Las enfermedades bacterianas del banano suponen una gran amenaza para

las variedades triploides, son susceptibles al marchitamiento bacteriano. Entre las
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enfermedades que afectan al banano pueden clasificarse en tres categorias: 1)
Marchitez por Xanthomonas causada por Xanthomonas vasicola pv. Musacearum; 2)
Enfermedades asociadas a Ralstonia (enfermedad de Moko/Bugtok y enfermedad de
la sangre del banano) causadas por el complejo de especies Ralstonia solanacearum
y Ralstonia syzygii subsp. Celebesensis; 3) Enfermedades asociadas a Erwinia
(pudricion de la cabeza bacteriana o enfermedad del vuelco, y pudricion himeda del
rizoma bacteriano y del pseudotallo) causadas por Pectobacterium carotovora ssp.
Carotovora; y Dickeya paradisiaca. Ademas, existen otras enfermedades bacterianas
de menor importancia como la marchitez vascular javanesa, la marchitez bacteriana
del abaca y la pudricién bacteriana de la punta de los dedos (Premabati & De Mandal,

2020).

Enfermedad del Moko

El Moko del banano es una marchitez vascular que afecta a las plantas del
género Musa ocasionada por bacterias del filotipo 2 (raza 2) de Ralstonia
Solanacearum (OECD, 2010). La bacteria fitopatégena es considerada como una de
las mas destructivas del mundo, debido a que posee un rango de hospedadores muy
amplio infectando a 200 especies de plantas en mas de 50 familias (Mansfield et al.,

2012).

La enfermedad puede presentarse en cualquier estado fisiolégico de la planta.
El patégeno ingresa a través de heridas naturales o aquellas realizadas
mecanicamente. El Moko induce un marchitamiento que inicia con el amarillamiento y
el colapso de las hojas jévenes; se debe al taponamiento de los haces vasculares del
pseudotallo, producto del crecimiento bacteriano y de la acumulacion de polisacéaridos
bacterianos. La bacteria utiliza los vasos conductores para dispersarse y multiplicarse

(AGROCALIDAD, 2015; SENASICA, 2019).

Ademas del ataque a los vasos del xilema, hay una degradacion de la pared

celular de los vasos conductores y del parénquima; asi como la invasion del floema y
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del tejido cortical, lo que impide que llegue la suficiente agua a las hojas debido a la

disfuncion vascular (Blomme et al., 2017).

Cabe sefialar que el periodo de inoculacién de la bacteria en relacion con la
aparicion de los sintomas puede durar entre 6 semanas a los 3 meses, 0 mas. Cuando
la infeccion se da por métodos mecdnicos, las plantas desarrollaron los sintomas en
dias anteriores comparados con especimenes inoculadas o infectadas por insectos. La
inoculacion a nivel de rizomas no presenta desarrollo de la enfermedad pero si

permanece latente (SENASICA, 2019).

Mecanismo de defensa de la planta

Las plantas a pesar de ser atacadas por una variedad de organismos logran
sobrevivir. La supervivencia de las plantas se encuentra asociada con su capacidad de
utilizar mecanismos de defensa que ralentizan el progreso del patégeno, alejan o
incluso matan al invasor. Estas repuestas pueden incluir mecanismos estructurales y

compuestos bioquimicos (Walters, 2010).

Metabolitos primarios

Las plantas presentan modificaciones morfologicas, moleculares y bioquimicas
al verse afectadas por agentes bidticos y abioticos. Su conservacion depende de la
inmunidad innata que se encuentra compuesta por respuestas de defensa
preformadas e inducidas. Las respuestas preformadas son inespecificas e incluyen
compuestos con propiedades antimicrobianas o barreras estructurales (pared celular y
modificacion del citoesqueleto). El reconocimiento de los patrones moleculares
asociados a patdgenos (PAM) activan las respuestas inducidas, ya que se encuentran

en la superficie del patdogeno (Rojas et al., 20).

Se sabe que durante las interacciones planta — patégeno, la planta necesita de
energia celular para desarrollar la respuesta de defensa, siendo la energia

fundamental en la ejecucién de los procesos de proteccion de la planta con la
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expresion de genes a través de rutas metabdlicas primarias (Rojas et al., 2014). Los
metabolitos primarios realizan su funcién como moléculas de sefializacion para
desencadenar la respuesta de defensa mediante la transduccion de sefales y los
procesos de reconocimiento del patdgeno, interviniendo en la respuesta primaria
mediante la regulacion de carbohidratos, proteinas y lipidos en la infeccion por

patégenos (Zaynab et al., 2019).

La proteccién contra las bacterias comienza desde los receptores de
reconocimiento de patrones (PRR) hasta la inmunidad activada por las PAMP y la
inmunidad activada por el efector. En consecuencia, la identificacién por medio de las
PAMP es eficaz y evita el establecimiento de la enfermedad en el huésped. La
inmunidad activada por el efector desencadena una cascada de sefializacion como la
activacion de la resistencia sistémica adquirida; asi como la produccién de las

proteinas relacionadas con la patogénesis (Zaynab et al., 2019).

Metabolitos secundarios

Los principios bioactivos producidos por las plantas no cumplen un rol
importante en la vida primaria. La planta produce una diversidad de productos
bioactivos 0 metabolitos secundarios que se encuentran involucrados en procesos de
defensa contra depredadores y microorganismos, otros en defensa contra agentes
abidticos y procesos de comunicacién con otros organismos (Mazid et al., 2011). Los
metabolitos secundarios mas importantes son los fenoles, terpenos y compuestos que

contienen nitrégeno y sulfuro (Zaynab et al., 2018).

En el sistema de defensa de las plantas los compuestos ampliamente
distribuidos tenemos a los fenilpropanoides y los flavonoides. Los compuestos
fendlicos contienen un grupo hidroxilo, el cual forma enlaces ionicos y enlaces de
hidrégeno con péptidos y protones, como resultado se tiene una alta astringencia y
desnaturalizacion. Los metabolitos secundarios también se encuentran implicados en

la formacion de enlaces covalentes con los grupos SH, OH o amino libres; en
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consecuencia, va a existir una pérdida de funcién por parte de la proteina o un efecto

en el recambio proteico (Zaynab et al., 2018).

Metabolitos de la banana

Las plantas producen una diversidad de productos naturales o de metabolitos
secundarios con su funcion predominante en la proteccion de depredadores y
patégenos microbianos. Las plantas del género Musa pueden presentar un bajo

rendimiento y produccién por la presencia de enfermedades y plagas.

La investigacion entre la interaccion planta — patégeno permitira a los
cientificos comprender la respuesta fisioldgica desencadenada por la planta. Estos
estudios generaran el desarrollo de nuevas estrategias para combatir organismos
patégenos, disminuir los efectos negativos y el control eficiente de la enfermedad.
(Hidalgo et al., 2016). La produccién de metabolitos secundarios tiene la funcionalidad
de dar la proteccion contra el estrés ambiental y actuar como defensa (Isah & Isah,

2019).

Existen estudios acerca de mecanismos de defensa del banano frente a
hongos, bacterias, nematodos mediante la produccién de compuestos bioactivos. Los
metabolitos secundarios como los compuestos lipidicos, fitoalexinas destacan por su
capacidad nematicida, antifingica y bactericida. Un compuesto nemastostatico es la
fenilfenalonona anigorufona con caracteristicas bioactivas frente a nematodos, como

Radpholus similis (Holscher et al., 2014).

Mycospharella fijiensis es un hongo que afecta la nutricion biotréfica inicial;
realiza una penetracion estomatal y genera un esparcimiento intracelular. Las plantas
gue presentan una alta resistencia se debe a los mecanismos de defensa, en donde
se ha localizado una acumulacion de compuestos fendlicos (Torres et al., 2009).
Ademas, diversos estudios confirman un aumento de la actividad enzimatica de

fenilalanina amonio liasa, 8 -1, 3 glucanasa y peroxidasa como una respuesta frente al
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ataque del patégeno. Entre los mecanismos, la enzima se encuentra involucrada en la
ruta fenilpropanoide en la biosintesis de varios compuestos fendlicos con la capacidad
de hidrolizar uno de los principales componentes de las células fungicas (B-1, 3-
glucan) e implicado en la biosintesis de lignina (Sanchez-Garcia et al., 2009; Torres

et al., 2009).

Actividad Antioxidante

Hoy en dia los consumidores optan por alimentos con altos contenidos de
nutrientes como las vitaminas, minerales, antioxidantes con el fin de prevenir
enfermedades. Especialmente las frutas y las verduras destacan por su versatilidad,

su bajo costo y alto valor energético.

Las plantas del género Musa son una fuente de antioxidantes, como
compuestos fendlicos y minerales. Muchos estudios recalcan sus componentes con
capacidades antiulcerogénicos, antihipertensivos y anticancerigenos; asi como el
contenido de vitaminas A, B, C y E, B- caroteno, catequinas, ligninas, taninos y

antocianinas (compuestos fendlicos) (Borges et al., 2020).

Los antioxidantes inhiben la propagacion de las reacciones oxidativas, detienen
la cadena neutralizando los radicales libres. Los radicales libres se convierten en
moléculas menos dafiinas y reparan el dafio oxidativo; por lo tanto, previenen la

oxidacion celular como mecanismo de proteccion (Lopes et al., 2020).

La propiedad antioxidante de las musaceas se debe a la cantidad de
compuestos fendlicos presentes en la planta, siendo los bioactivos mas predominantes
los flavonoides. Los flavonoides presentan actividad antinflamatoria, antitumoral,
hepatoprotectora y antioxidante debido a la disminucién de los radicales libres de
oxigeno y la inhibicién de las enzimas oxidativas que producen las especies reactivas

de oxigeno (ROS) (Lopes et al., 2020).
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Entre los métodos aplicados para la determinacion de la capacidad oxidativa de
las frutas y verduras frescas utilizados para estudios incluyen el acido 2,2’-azino-bis-3-
etil-benzotiazolina-6-sulfonico (ABTS), 2,2-difenil-1-piril hidrazilo (DPPH), el poder
antioxidante reductor férrico (FRAP), la capacidad antioxidante de trolox (TEAC), la
capacidad de absorcion del radical oxigeno (ORAC), entre otros (Rajurkar et al., 2011;

Thaipong et al., 2006).
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Capitulo lll: Metodologia
Responsable del proyecto
La responsable del proyecto es la sefiorita Vanessa Aracelly Teran Maza,
estudiante de la carrera de Ingenieria en Biotecnologia de la Universidad de las

Fuerzas Armadas ESPE.

Localizaciéon Geografica

El presente proyecto de investigacion se desarrollara en las instalaciones del
Laboratorio CICTE en la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, ubicado Av.
General Rumifiahui s/n y Ambato, Cédigo postal 171103, Cantén Rumifiahui, Provincia

de Pichincha.

Periodo de investigacion
El proyecto contemplé los meses, desde ABRIL de 2022 hasta JULIO 2022,

con una duracién de 4 meses.

Obtencién y tratamiento de las muestras
Las plantas recolectadas se realizaron en la Estacién Experimental INIAP
Santo Domingo con coordenadas 0.0837877, - 79.4424531. Las muestras se

trasladaron en una hielera hasta el laboratorio ubicado en Sangolqui.

Al llegar al laboratorio las muestras frescas se colocaron en tubos Falcon de 50
ml en una relacién de 5 g de muestra fresca por 25 mL del solvente, en este caso se

utilizé Etanol.

Para determinar la relacion del caracter antioxidante y los compuestos
fitoquimicos implicados en la defensa de las plantas frente a la enfermedad del Moko,
se obtuvieron muestras en diferentes estados de desarrollo de la planta que consiste

en la fase vegetativa y de fructificacion
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Extraccion de los principios activos
Para la extraccion de los principios activos se utilizé el método de Zhang y

colaboradores (2018).

Las muestras frescas colocadas en los tubos Falcon con etanol como solvente,
se esperd a que el solvente penetre en la matriz sélida hasta recoger los metabolitos
secundarios al permanecer dos dias de reposo. Después del tiempo transcurrido se

procedieron a realizar las pruebas para su posterior analisis.

Determinacién de la capacidad antioxidante por DPPH

El estudio de la capacidad antioxidante por DPPH se basé en el protocolo
establecido por Sachett y colaboradores (2021) y se maodific6 en base al protocolo
establecido por Thaweesang (2019), en el que consiste en preparar una solucién stock
de DPPH a una concentracién de 0,1 pg/L. La solucion de DPPH se afadira de 2 mL
en cada uno de los tubos de ensayo que contienen 0,1 mL de la muestra de los

extractos crudos. Los tubos se incubaran durante 30 minutos en la oscuridad.

La absorbancia sera tomada a una longitud de onda de 517 nm utilizando un
espectrofotdmetro. El control debera contener etanol en lugar de solucién antioxidante
y el blanco, etanol en lugar de la solucién de DPPH. El porcentaje de barrido del

radical libre de DPPH se calcularéa utilizando la siguiente ecuacion:

_AS

A
%inhibicion = * 100 (1)

C
Donde,
Ac = absorbancia del control

As = absorbancia de la muestra

Determinacion de la capacidad antioxidante método FRAP
La determinacién del poder antioxidante reductor férrico se establecera en base

al método utilizado por Rajurkar ( 2011).
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La solucién FRAP se preparara mezclando tampon acetato 300 mM (pH 3,6)
100 mL de TPTZ en HCI 40 mM y FeCls*6H.0O 20 mM en la proporcién de 100:10:10 a

37°C.

Para la reaccién se pipeteara un volumen de 3 mL del reactivo FRAP y se
mezclard con 100 L de la muestra y 300 pL de agua destilada. Los resultados se
estimaran espectrofotométricamente midiendo el cambio de absorbancia a 593 nm
utilizando la ecuacion 2. La incubacion serd de 30 minutos a 37°C. La curva de
calibracion sera realizada trazando la absorbancia a 593 nm frente a concentraciones
variables de FeSO, (0 mM a 1000 mM). Los valores de FRAP se expresaran como

mmol Fe?*/g de muestra (Dudonné et al., 2009).

_AS

%inhibicion = * 100 (2)

Donde,
Ac = absorbancia del control
As = absorbancia de la muestra

Determinacion de la capacidad antioxidante método ABTS
Para la determinacién de la capacidad antioxidante por el método ABTS se

basara en un estudio realizado por Kuskoski y colaboradores (2005).

El radical ABTS*+ se obtendra tras la reaccién de ABTS (7mM) con persulfato
potéasico (2,45 mM). Posteriormente, la solucion se deja incubar por un tiempo entre 12
— 24 horas para diluirla en etanol absoluto hasta obtener una absorbancia de 0,7 £ 0,1
a 754 nm. Para determinar la capacidad inhibitoria de la absorbancia del blanco se
debe reaccionar 2 mL de solucion ABTS con 20 pL de muestra Trolox durante 7
minutos a temperatura ambiente y oscuridad; el blanco sera etanol absoluto. La curva

de calibracion sera utilizando el reactivo Trolox en un gradiente de concentracion.
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Fenoles totales
Los compuestos fendlicos totales se determinardn mediante el método

colorimétrico Folin-Ciocalteau segun el método descrito por Thaweesang (2019).

El establecimiento de los fenoles totales se demostrara al afiadir 0,4 mL de la
solucién de los extractos con el reactivo Folin-Ciocalteau al 10% v/v (2mL) y Na,COs al
7,5 % (1,6 mL). Se incubara las muestras por 30 minutos a temperatura ambiente, las
absorbancias se mediran a 765 nm utilizando el espectrofotometro. Para la curva de
calibracion se utilizara acido galico y los compuestos fenoles totales se calcularan

como equivalentes de acido galico (EAG), se expresaran como g EAG/g de extracto.

Flavonoides
El contenido de flavonoides se basara en el método descrito por Sun Youn y

colaboradores (2018).

Se utilizara la catequina como estandar y se medira el contenido de flavonoides
utilizando cloruro de aluminio. La solucién de la muestra se afadira a nitrito de sodio al
5% y agua diluyente. Se debe dejar reposar por 5 minutos a temperatura ambiente, se
afiadira cloruro de aluminio al 10% durante 6 minutos. Seguido de hidroxido de sodio
1M con agua diluyente, se medira a una absorbancia a 510 nm, El contenido total de

flavonoides se expresaran como mg de equivalente de catequina (CE)/g de muestra.

Analisis estadistico
Las muestras seran recolectadas en tres diferentes fases de desarrollo:

vegetativo, floral y de fructificacion.

Factores de estudio
Los factores de estudio seran la determinacion de los compuestos fitoquimicos

y el caracter antioxidantes de los cultivares Musa en la variedad Cavendish Valery.



35

Unidad experimental
La unidad experimental sera las dos variedades de las plantas de género Musa

en la fase vegetativa, floracion y de fructificacion de la planta.

Tratamientos

El analisis estadistico de los compuestos fitoquimicos se realizard un disefio
factorial mixto 2x4 en donde se establecera 2 métodos para determinar el contenido
de los compuestos fenolicos, 4 muestras de cada una de las variedades de la planta.

El experimento se realizara con cinco réplicas, asi como lo muestra la Tabla 2.

Tabla 2

Disefio experimental factorial de la variedad Cavendish para la determinacion de

compuestos fitoquimicos.

Cavendish Valery

Métodos Vegetativo Floracion Fructificacion Sana
Fenoles 3 3 3 3
totales

Flavonoides 3 3 3 3

En la evaluacion del caracter antioxidante se establecera tres métodos para
determinar el porcentaje de inhibicién y 4 muestras de cada cultivar; por lo tanto, se
disefiara un experimento factorial mixto 3x4 como lo indica la Tabla 4. El analisis se

realizara con cinco réplicas.

Tabla 3

Disefio experimental para la determinacion del caracter antioxidante en plantas

Cavendish Valery

Cavendish Valery

Metodos Vegetativo Floracion Fructificacion Sana
DPPH 3 3 3 3
ABTS 3 3 3 3

FRAP 3 3 3 3
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Los experimentos se llevaran a cabo siguiendo un disefio completamente al
azar y se estudiara el analisis de varianza para cada uno de los disefios
experimentales. Para realizar la comparacién entre las medias se utilizara la prueba de

Tukey (pvalor < 0,05)

Esquema de andlisis de varianza
El esquema de andlisis de varianza se encuentra presentado en la Tabla 4 para
un disefo factorial mixto 2x4 y 3x4 para la determinacion de los compuestos

fitoquimicos y el caracter antioxidante respectivamente.

Tabla 4

Esquema de un ANOVA para el disefio factorial mixto 2x4 y 3x4 para la variedad

Cavendish Valery

Fuente Grados de libertad Compuestos Caracter
fitoquimicos antioxidante
Método (a) a-1 1 2
Muestras (b) b-1 3 3
Efecto ab (a-1)(b-1) 3 6
Error (e) a.b(n-1) 32 48
Total abn-1 39 59

Ademas, para el estudio de correlaciones y la comparacion entre los
compuestos fitoquimicos y el caracter antioxidante se realizara utilizando el coeficiente

de correlacion de Pearson.
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Capitulo IV: Resultados
Recoleccion de las muestras
Se recolectaron seis muestras de la variedad Cavendish Valery, de las cuales

se les denomind bajo la siguiente nomenclatura (Obsérvese Tabla 5).

Tabla 5

Nomenclatura de las muestras estudiadas de la variedad Cavendish Valery

Muestra Nombre Nomenclatura
Muestra 1 Estado vegetativo de planta sana VS
Muestra 2 Estado vegetativo de planta con Moko R1 VMR1
Muestra 3 Estado vegetativo de planta con Molo R2 VMR2
Muestra 4 Estado de fructificacion de planta sana FS
Muestra 5 Estado de fructificacion de planta con Moko R1 FMR1
Muestra 6 Estado de fructificacion de planta con Moko R2 FMR2

De cada muestra se realizaron tres réplicas los cuales se encontraban en tubos

Falcon de 50 mL.

Actividad Antioxidante
Para la determinaciéon de la actividad antioxidante se utiliz6é tres métodos

DPPH, FRAP, ABTS que fueron descritos anteriormente.

Determinacién de la capacidad antioxidante método DPPH

El método de la determinacion de la capacidad antioxidante con la utilizacion
de a, a-difenil-B-picrilhidrazilo (DPPH) dieron como resultado un poder reductor del
69,55% en la muestra en estado vegetativo con la enfermedad del Moko y 75,45% de

la planta en estado de fructificacion con la presencia de la enfermedad.

El menor porcentaje de actividad antioxidante presenté la muestra sana en
estado vegetativo y la planta en estado de fructificacion con la enfermedad dando un

12,63% vy 25,49% correspondientemente.



Figura 1

Porcentaje de inhibicidn de los cultivares Cavendish Valery por el método DPPH

7822
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3773

% DE INHIBICION
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Para la determinacién del porcentaje de inhibicion se utilizé la curva de
calibracion de Trolox, el cuél expresa la cantidad la actividad equivalente en Trolox
sobre la cantidad de la muestra fresca. De acuerdo a la figura 2, los mejores

resultados de la actividad antioxidante es la planta en estado de fructificacion R2

Porcentaje de inhibicion por el Método DPPH

B Vs

3528

75,45

25,49

69,55
2442
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VKR WMRZ
MUESTRA
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conteniendo 136, 97 mg de Trolox/ g de planta la muestra fresca, seguido de la planta

en estado vegetativo R1 con 126,44 mg Trolox / g muestra fresca.

Figura 2

Media descriptiva de la capacidad antioxidante método DPPH

De acuerdo con el resultado de analisis de varianza de las plantas sanas en

relacion con las plantas enfermas indican una diferencia significativa en la

Medidas resumen

muestra Variable n Media

D.E. E.E.

Mediana

FMR1 Valor 2 0,53 0,0l 3,7E-03 0,53
FMR2 Valor a 0,17 0,01 2,2E-03 0,18
F5 Valor o 0,46 0,02 0,01 0,45
VMR1 Valor o 0,22 0,01 2,5E-03 0,22
VMR2 Valor o 0,54 0,01 2,5E-03 0,54
Vs Valor o 0,62 3,8E-03 1,3E-03 0,82
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determinacion de la capacidad inhibitoria dando un P,;,, < 0,05. Obsérvese en la

figura 3.

Figura 3
ANOVA de la capacidad antioxidante por el método de DPPH

Analisis de la varianza

Variable N R® R® Bj CV
Valor 54 1,00 1,00 2,22

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CH F p-valor
Modelo 1,53 5 0,31 3460,83 <0,0001
muestra 1,53 5 0,31 3460,83 <0,0001
Error 4,2E-03 48 5,8E-05
Total 1,53 53

La prueba de Tukey realiza una comparacion entre las medias para discernir
las diferencias de los resultados. De acuerdo a la figura 4 la muestra de la planta en
estado de fructificacion que posee la enfermedad tanto R1 como el estado vegetativo

con Moko R2, no posee diferencias significativas.

Figura 4

Prueba Tukey para la capacidad antioxidante por el método de DPPH

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,01315
Error: 00,0001 gl: 48
n

muestra Medias E.E.

FMEZ 0,17 9 3,1E-03 A

VHME1 0,22 9 3,1E-03 B

FS 0,46 9 3,1E-03 C

FME1 0,53 9 3,1E-03 D
VHEZ 0,54 9 3,1E-03 D
V5 0,62 9 3,1E-03 E

Medias cor una letra comin me son significativaments diferentes (p > 0,08)

En la figura 5 presenta una comparacion de medias entre las plantas sanas
confrontadas con las plantas en diferentes estados de desarrollo y que presentan la
enfermedad del Moko, evidenciando a las muestras VMR1 y FMR2 como las que

presentan una mayor concentracion de Trolox por gramo de muestra fresca utilizada.
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Figura 5

Comparacion de medias entre plantas sanas y enfermas de la variedad Cavendish

Valery en la actividad antioxidante por el método de DPPH
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Determinacién de la capacidad antioxidante método ABTS
La base del ensayo ABTS es la interaccion entre un antioxidante y el catién
radical ABTS<+ (llyasov et al., 2020). Los resultados fueron la obtencion de 38,54% de

inhibicion en VMR1 y 53,11% por parte de la muestra FMR2.

Al contrario de la muestra VS, la muestra sana presentando un menor poder

reductor con 8,04% y FMR1 con 15,71% en el estado de fructificacion.



Figura 6
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Porcentaje de inhibicion de los cultivares Cavendish Valery por el método ABTS
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Para la determinacion del porcentaje de inhibicion se utilizo la curva de

calibracion de Trolox, el cual expresa la cantidad la actividad equivalente en Trolox

sobre la cantidad de la muestra fresca. De acuerdo a la figura 6, los mejores

resultados de la actividad antioxidante es la planta en estado de fructificacion R2

conteniendo 380, 41 mg de Trolox/ g de planta la muestra fresca, seguido de la planta

en estado vegetativo R1 con 263,76 mg Trolox / g muestra fresca.

Figura 7

Media descriptiva de la capacidad antioxidante método ABTS

Medidas resumen

Muestras Variakble m Media D.E. E.E. Mediana
FMR1 Valores S5 0,67 0,02 0,01 a,87
FMER2 Valores @ 0,37 0,03 0,01 2,37
Fs Valores 9 0,67 0,01 3,6E-03 0,67
VMR1 Valores 9 0,49 0,03 0,01 a,50
VMR2 Valores @ 0,6% 0,01 3,5E-03 0,68

Valores % 0,74 0,01 3,1E-03 0,74

V3
T

De acuerdo con el resultado de analisis de varianza de las plantas sanas en

relacion con las plantas enfermas indican una diferencia significativa en la



determinacion de la capacidad inhibitoria dando un P,;,, < 0,05. Obsérvese en la

figura 7.

Figura 8

ANOVA de la capacidad antioxidante por el método de ABTS

Analisis de la varianza

Variable N R=*

N

Valores 54 0,93

[
o

A =]
[e: ] (AR

3,20

Cnadro de Analisis de la Varianza

(SC tipo III)

F.V. SC gl CH F p—-valor
Modelo 0,90 & 0,18 477,62 <0,0001
Muestras 0,90 & 0,18 477,62 <0,0001
Error 0,02 48 3,8E-04
Total 0,92 53

La prueba de Tukey realiza una comparacion entre las medias para discernir

las diferencias de los resultados. De acuerdo a la figura 8 la muestra de la planta en

estado de fructificacién que posee la enfermedad tanto R1, la planta en estado

vegetativo con Moko R2 y la planta en estado de fructificacién, no posee diferencias

significativas.

Figura 9

Prueba Tukey para la capacidad antioxidante por el método de ABTS

Te=st:Tukey Alfa=0,05
Error: 00,0004 gl: 48
Muestras Mediazs n E.E.

DMS=0,02716

FMR2 0,37 © 0,01 A
VMR1 0,49 9 0,01
FS 0,67 9 0,01
FMR1 0,67 9 0,01
VMR2 0,69 9 0,01
Vs 0,74 © 0,01

]

C
C
C
D

Medias conr una letra comin ne son significativaments diferentes

ip > 0,05}

En la figura 9 presenta una comparacion de medias entre las plantas sanas

confrontadas con las plantas en diferentes estados de desarrollo y que presentan la

enfermedad del Moko, evidenciando a las muestras VMR1 y FMR2 como las que
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presentan una mayor concentracion de Trolox por gramo de muestra fresca utilizada.



Figura 10

Comparacion de medias entre plantas sanas y enfermas de la variedad Cavendish

Valery en la actividad antioxidante por el método de ABTS

Concentracion en mg de Trolox
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Muestras

Concentracién de Trolox (mg Trolox/
mg mf)

Determinacién de la capacidad antioxidante método FRAP

El ensayo FRAP se evalla el efecto de la transferencia de electrones con la
reduccion del Hierro (Mesa-Vanegas et al., 2015). Los resultados obtenidos fueron la
obtencion de la capacidad reductora 1376, 76 de mg de Fe»SO./L y 597,18 mg de

Fe2SO./L en las muestras FMR2 y VMR1 respectivamente.

Al contrario de la muestra FMR1 y VMR2 que obtuvieron un menor valor del

poder reductor con 337,78 mg de Fe>SO4/L y 678,63 mg de Fe;SO./L.
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Figura 11
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Porcentaje de inhibicién del cultivar Cavendish Valery por el método FRAP
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Para la determinacion de la capacidad reductora en las muestras mediante la

utilizacién del método FRAP se muestran en la figura 11. Indicando que mayor sea el

resultado, mayor antioxidante posee. Las muestras con mayor contenido de

antioxidantes son VMRL1 en el estado vegetativo con 1,38 y la muestra en estado de

fructificacién con 2,38.

Las muestras con menor cantidad de antioxidantes son la muestra en estado

vegetativo VMR2 con 1,05 y en estado de fructificacion FMR1 con un valor de 1,49.

Figura 12

Media descriptiva de la capacidad antioxidante método FRAP

Medidas resumen

Muestras Variable n Media D.E. E.E. Mediana
FMR1 Valores 9 1,49 0,04 0,01 1,50
FMR2 Valores 9 2,38 0,03 0,01 2,37
FsS Valores 9 1,67 0,05 0,02 1,68
VMR1 Valores 9 1,38 0,02 0,01 1,39
VMR2 Valores 9 1,05 0,02 0,01 1,06
Vs Valores 9 1,20 0,02 0,01 1,18

De acuerdo con el resultado de analisis de varianza de las plantas sanas en

relacion con las plantas enfermas indican una diferencia significativa en la



45

determinacion de la capacidad inhibitoria dando un P,;,, < 0,05. Obsérvese en la

figura 13.

Figura 13
ANOVA de la capacidad antioxidante por el método de FRAP

Analisis de la varianza

Variable N E= E* 4Lj
Valores 54 1,00 0,9

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. SC gl CH F p-valor

Modelo 9,95 5 1,99 2083,58 <0,0001
Muestras 9,95 5 1,99 2083,58 <0,0001
Error 0,05 48 9, 6E-04

Total 10,00 53

La prueba de Tukey realiza una comparacion entre las medias para discernir
las diferencias de los resultados. De acuerdo a la figura 14 todas las muestras poseen

diferencias significativas.

Figura 14
Prueba Tukey para la capacidad antioxidante por el método de FRAP

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,04324
Error: 0,0010 gl: 48

Muestras Medias n E.E.

0,01 A

VMEZ 1,05 48

V5 1,20 S 0,01 B

VMER1 1,38 9 0,01 C

FME1 1,49 & 0,01 D

Fs 1,67 9 0,01 E

FMEZ 2,38 9 0,01 F

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p = 0,05)

En la figura 15 presenta una comparacion de medias entre las plantas sanas
confrontadas con las plantas en diferentes estados de desarrollo y que presentan la
enfermedad del Moko, evidenciando a las muestras VMR1 y FMR2 como las que
presentan una mayor capacidad de reduccién por la concentracion de sulfato de hierro

por gramo de muestra fresca utilizada.



Figura 15
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Comparacion de medias entre plantas sanas y enfermas de la variedad Cavendish

Valery en la actividad antioxidante por el método de FRAP
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Cuantificacion de fenoles totales

La produccién de fenoles totales se determiné con el método de Folin-

Ciocalteu. La curva estandar utilizada fue acido gdlico, dentro de la curva se pudo

identificar la concentracién de fenoles que se encontraban dentro del rango. Los

resultados de la mayor cantidad de fenoles fueron de las muestras en estado

vegetativo VMRL1 y en estado de fructificacion FMR2 con 0,51 y 1,15 respectivamente.

Los niveles mas bajos de fenoles en la presencia de VMR2 y FMR1.



Figura 16

Contenido de fenoles del cultivar Cavendish Valery por el método Folin Ciocalteu

1,217
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En la figura 16 se observa los datos obtenidos de la prueba de colorimetria.

Contenido total de fenoles

VS

WMR1

0,81

0,50

0,24

T T
VMR2 FS FMRA1 FMR2

Muestra

Mientras mayor sea el valor obtenido, mayor sera la concentracion de fenoles que
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posee la muestra. Los valores coinciden con el registro en la concentracion de fenoles

gue se encuentra en el extracto, dando como resultado que las muestras FMR2 y

VMR1 poseen una media superior con respecto a la muestra sana y con la otra

repeticion.

Figura 17

Media descriptiva del contenido de fenoles

Medidas resumen

Muestras Variable n Media D.E. E.E. Mediana
FMEL Valores 9 1,30 0,06 0,02 1,27
FMEZ Valores 9 2,75 0,11 0,04 2,81
F5 Valores 9 1,55 0,03 0,01 1,56
VMEL Valores 9 1,31 0,12 0,04 1,37
VMEZ Valores 9 0,71 0,12 0,04 0,74
V5 Valores 9 0,78 0,14 0,05 0,82

De acuerdo con el resultado de analisis de varianza de las plantas sanas en

relacion con las plantas enfermas indican una diferencia significativa en la
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determinacion de la concentracién de fenoles de la muestra, dando un P, <

0,05. Obsérvese en la figura 18.

Figura 18

ANOVA del contenido de fenoles

Analisis de la varianza

Variable N

Valores 54 0,98 0,9

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC

gl CH F p-valor

Modelo 24,56 5 4,591 430,52 <0,0001
Muestras 24,56 5 4,91 430,52 <0,0001
Error 0,55 48 0,01

Total 25,11 53

La prueba de Tukey realiza una comparacion entre las medias para discernir

las diferencias de los resultados. De acuerdo a la figura 19 las muestras VMR2 y VS

no poseen diferencia significativa, al igual que FMR1 y VMRL1. Entre las demas posee

diferencia significativa.

Figura 19

Prueba Tukey para el contenido de fenoles

Test:Tokey Alfa=0,05
Error: 00,0114 gl: 48

DM5=0,14544

Muestras Medias n E.E.

VHE2 0,71 9 0,04 &

w5 0,78 9 0,04 &

FHMEL 1,30 9 0,04 B

VME1 1,31 9 0,04 B

FS 1,55 9 0,04 c
FHE2 2,75 9 0,04 D

Msdias con una lstra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05}

En la figura 20 presenta una comparacion de medias entre las plantas sanas

confrontadas con las plantas en diferentes estados de desarrollo y que presentan la

enfermedad del Moko, evidenciando a las muestras VMR1 y FMR2 como las que

presentan una mayor concentracion de fenoles.
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Figura 20

Comparacion de medias entre plantas sanas y enfermas de la variedad Cavendish

Valery en el contenido de fenoles
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Cuantificacion de flavonoides

La produccién de flavonoides totales se determiné con el método de
colorimetria con AICls. La curva estandar utilizada fue quercetina, dentro de la curva se
pudo identificar la concentracién de fenoles que se encontraban dentro del rango. Los
resultados de la mayor cantidad de flavonoides fueron de las muestras en estado
vegetativo VMRL1 y en estado de fructificacion FMR2 con 3,37 y 13,63 mg de

guercetina por cada gramo de muestra fresca, respectivamente.



Figura 21

Contenido de flavonoides del cultivar Cavendish Valery por el método AICl;
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En la figura 21 se observa los datos obtenidos de la prueba de colorimetria.

Contenido total de flavonoides

V5

VMR1

]

2,36

8,21

13,63

WWRZ
uestra

FS

T
FMR1

T
FMR2

Mientras mayor sea el valor obtenido, mayor ser& la concentracion de fenoles que

posee la muestra. Los valores coinciden con el registro en la concentracion de
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flavonoides que se encuentra en el extracto, dando como resultado que las muestras

FMR2 y VMR1 poseen una media superior con respecto a la muestra sana y con la

otra repeticion.

Figura 22

Media descriptiva del contenido de flavonoides

Medidas resumen

Muestras Variable m Media D.E. E.E. Mediana
FMR1 Valores 9 2,09 0,13 0,04 2,05
FME2 Valores % 4,18 0,13 0,04 4,17
F3 Valores % 1,84 0,06 0,02 1,85
VMR1 Valores 9 1,01 0,05 0,02 1,02
VMEZ Valores % 0,72 0,01 4,8E-03 0,72
V5 Valores 9 0,70 0,03 0,01 0,70

De acuerdo con el resultado de andlisis de varianza de las plantas sanas en

relacion con las plantas enfermas indican una diferencia significativa en la



determinacion de la concentracion de fenoles de la muestra, dando un P, <

0,05. Obsérvese en la figura 23.

Figura 23
ANOVA del contenido de flavonoides

Analisis de la varianza

Variable N R® R® BAj CV
Valores 54 1,00 1,00 4,84

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CH F p—-valor
Modelo 78,83 5 15,77 2187,81 «0,0001
Muestras 78,83 5 15,77 2187,81 <0,0001
Error 0,35 45 0,01
Total 79,17 53

La prueba de Tukey realiza una comparacion entre las medias para discernir
las diferencias de los resultados. De acuerdo a la figura 24 las muestras VMR2 y VS
no poseen diferencia significativa. Entre las demas muestras poseen diferencia

significativa.

Figura 24
Prueba Tukey para el contenido de flavonoides
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,11877

Error: @,0072 gl: 48
Muestras Mediazs n E.E.

V3 0,70 9 0,03 A
VMR2 0,72 9 0,03 A

VMR1 1,01 9 0,03 E

FS 1,84 9 0,03 C

FMR1 2,08 9 0,03 D
FMR2 4,18 9 0,03 E

[+
Msdias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

En la figura 25 presenta una comparacion de medias entre las plantas sanas
confrontadas con las plantas en diferentes estados de desarrollo y que presentan la
enfermedad del Moko, evidenciando a las muestras VMR1 y FMR2 como las que

presentan una mayor concentracion de flavonoides.
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Figura 25

Comparacion de medias entre plantas sanas y enfermas de la variedad Cavendish

Valery en el contenido de flavonoides
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Correlacion de Pearson entre las pruebas

El coeficiente de correlacién de Pearson es una prueba estadistica que
predecira la relacién entre dos variables continuas. Las relaciones en dichas variables
pueden estar entre valores de -1 a +1 como expresiones de correlacion negativa y

positiva, el valor 0 significa que no existe una correlacion (Pripp, 2018).

En la figura 26 presenta la correlacion de Pearson entre las variables base del
estudio. La correlacion positiva cercana a 1 presenta las pruebas de ABTS con DPPH,
fenoles con FRAP, presentando unos valores de 0.96 y 0.98 respectivamente. La
correlacion negativa cercana a -1 son las pruebas fenoles con ABTS, FRAP con DPPH

y fenoles con DPPH obteniendo valores de -0.83, -0.70 y -0.76.



Figura 26

Valores obtenidos de la correlacion entre los métodos para determinar la actividad

antioxidante y los compuestos fitoquimicos

Correlacidn de Pesarson: Cosficientes\probabilidadss

DEFFH FELF ALBTS Flavonoidesl Fenoles
DPPH 1,00 5,2E-09 0,00 0,04 2,0E-11
FEAP -0,70 1,00 7,2E-12 0,64 0,00
ABTS 0,96 -0,77 1,00 0,01 0,00
Flavonoidesl ©,29 -0,07 0,37 1,00 0,46
Fenoles -0,76 0,98 -0,83 -0,10 1,00

Los valores de los coeficientes cercanos a 0 no presentan una relacion lineal

entre las pruebas.
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Capitulo V: Discusién
El banano como cultivo clave para la seguridad alimentaria se considera como
el alimento primordial de varios paises en desarrollo (Cellier et al., 2015). Sin embargo,
las plantas del género Musa spp son susceptibles a varios patégenos, entre ellos
Ralstonia solanacearum raza 2. El marchitamiento bacteriano baja el rendimiento en la
produccion del banano (Tripathi et al., 2022), por ello el tratamiento y el control de esta

enfermedad bacteriana implica el desarrollo de nuevas tecnologias e investigaciones.

La enfermedad del Moko se considera una padecimiento grave, afecta a la
planta en cualquier estado de desarrollo y la pérdida de rendimiento puede llegar hasta
el 100% en los cultivos (Tripathi et al., 2022). Si bien es cierto que los cultivos son los
mas afectados, la planta posee mecanismos de defensa como el desarrollo de

metabolitos secundarios para eliminar el patégeno de su sistema.

Las muestras corresponden a plantas del género Musa que se encuentran en
estado vegetativo y de fructificacion, las cuales fueron recolectadas de la Estacion
Experimental INIAP de Santo Domingo. Las muestras enfermas presentaron un mayor
contenido de fenoles, flavonoides y de actividad antioxidante en comparacion con las

muestras sanas.

Las barreras fisicas y quimicas implicadas en la defensa de las plantas tienen
como estrategia ayudar a su supervivencia, que al estar en contacto con algun estrés
ya sea bidtico o abidtico puede derivar la sintesis de metabolitos secundarios. De
acuerdo a Sepulveda y colaboradores (2003), la sintesis de los metabolitos procede
del metabolismo primario (glucdlisis, el ciclo de Krebs o via de shikimato) que
dependiendo del grado de estrés al que se encuentre sometido la planta puede variar
los niveles de metabolitos secundarios, algunos de ellos téxicos almacenados en

diferentes lugares de la célula vegetal.
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Los compuestos fendlicos sintetizados como fenoles simples, acidos fenalicos,
flavonoles y dihidrocalconas son compuestos antibioticos que generan una respuesta
contra patdgenos. Las fitoalexinas, sintetizadas de novo, logran inhibir una diversidad
de microorganismos por su acumulacion en el sitio infectado (Annie Ewané et al.,

2012).

Con base en los resultados, las muestras que mayor porcentaje de inhibicién y
contenido metabdlico son aquellas expuestas a condiciones adversas como son la
presencia de Ralstonia solanacearum raza 2, lo que implica la induccién de
compuestos fitoquimicos para su adaptacion y supervivencia. En este sentido, los
metabolitos secundarios de la planta Cavendish Valery son utilizados como un

mecanismo de defensa.

Asi mismo, existe una considerable diferencia entre los estados de desarrollo
de la planta. El estado vegetativo de las muestras presenta un menor contenido de
metabolitos secundarios y de la actividad antioxidante. Los compuestos bioactivos
producidos dependen de condiciones ambientales para que genere un impacto
adecuado en el desarrollo de las rutas metabdlicas asociadas con su biosintesis (Isah
& Isah, 2019). En el estado vegetativo, las plantas utilizan la fotosintesis y la
asimilacién de carbono para su crecimiento, desarrollo y defensa, al ser expuestas
algun estrés puede alterar en el almacenamiento y sintesis de los metabolitos

(Annie Ewané et al., 2012).

Del mismo modo Annie Ewané et al. (2012) explica que existe un cambio en el
nivel del contenido fendlico en plantas antes y después de la cosecha debido a la
exposicion de factores como la luz, temperatura, potencial osmotico, nutricion,
reguladores de crecimiento, inductores biéticos, el estado de maduracién de la fruta,

entre otros.
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No existe diferencia significativa entre las muestras de estado vegetativo VMR2
gue es una planta enferma y la muestra sana VS, puede deberse a que VMR2
presenta principio de la sintomatologia producida por la bacteria Ralstonia
solanacearum raza 2. De igual manera, sucede con las plantas que se encuentran en
el estado de fructificacién no hay diferencias significativas entre las muestras FMR1

gue es la planta enferma y FS, la sana.

Entre los metabolitos secundarios encontrados en plantas del género Musa se
encuentran flavonoides, lipidos, acidos fendlicos, alcaloides, lignanos, cumarinas,
taninos y terpenos. La fuente de compuestos bioactivos en la planta puede enfocarse
en la realizacion de productos para la industria y la farmacéutica. Ademas, la
caracterizacion fisicoquimica y su valoracion tienen perspectivas potenciales para
evolucionar como fuente de antioxidantes primarios, materia prima bioenergética, y

como compuestos poliméricos (Deng et al., 2020).

La planta Musa con una alta capacidad antioxidante es la muestra FMR2 con
una media en todas las pruebas realizadas de 380,40 mg Trolox/ g muestra fresca,
136,97 mg de Trolox/ g muestra fresca, 1376,75 mg Fe/L, 229,83 mg Acido galico/ L y
13,63 mg de Quercetina/ g muestra fresca para las pruebas ABTS, DPPH, FRAP,

Folin-Ciocalteu y flavonoides respectivamente.

La diferencia entre la prueba de ABTS y DPPH se debe a la naturaleza de la
prueba. DPPH es un método econdmico y sencillo que solo identifica los compuestos
hidrofilicos, dejando de lado compuestos lipofilicos como las grasas insaturadas,
terpenos que pueden ser identificados por ABTS, asi como los compuestos hidrofilicos

(Kedare & Singh, 2011).

La correlacion entre las variables se calculé mediante la obtencion del
coeficiente de correlacion de Pearson. El cuél se obtuvo una fuerte correlaciéon entre

las pruebas de ABTS con DPPH con 0,97, fenoles con FRAP con 0,96 esto se da por
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la cantidad de compuestos fendlicos, lipofilicos e hidrofilicos presentes en las
muestras responsables de la actividad antioxidante de los compuestos fitoquimicos. La
actividad de eliminacién de radicales difiere en cada uno de los métodos. DPPH y
ABTS se basan en el mecanismo de transferencia de atomos de hidrogeno y la
transferencia de un solo electron. Mientras que para establecer la capacidad reductora
mediante el método FRAP se basa en la transferencia de un solo electron (Youn et al.,

2018).

Por lo tanto, las muestras que poseen una correlacion negativa como FRAP
con DPPH, segun los ensayos los compuestos que poseen una alta capacidad
reductora férrica no muestran una actividad de barrido con radicales de DPPH. De la
misma manera los fenoles con ABTS y DPPH. La que refleja la diferencia de los

mecanismos de accion en los ensayos (Kareem et al., 2015).

La importancia de la capacidad antioxidante en las plantas es que evita la
degeneracién producida por el estrés oxidativo, debido a la donacién de un electrén de
los compuestos antioxidantes al radical libre. De esta manera se previene el dafio
oxidativo producida las especies reactivas de oxigeno. El consumo de plantas con un
alto contenido de fenoles prevendra enfermedades degenerativas siendo beneficiosos

para la salud (Haminiuk et al., 2012).
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Capitulo VI: Conclusiones y Recomendaciones
En conclusion, las plantas se recolectaron plantas del género Musa de la
variedad Cavendish Valery en diferentes estados de desarrollo con sintomatologia de

la enfermedad del Moko.

Las muestras de la variedad Cavendish Valery arrojaron que las muestras con
mas alto contenido de fenoles y flavonoides, asi como la actividad antioxidante fueron
FMR2 y VMR1 presentando un porcentaje de inhibicion del 53.109% y 38.54% para la
prueba de ABTS, 75.45% y 69.54% para la prueba de DPPH, la capacidad reductora
1376,75 mg Fe>SO./L y 597,18 mg Fe>SO./L. En el contenido de fenoles totales se
obtuvo 0,51 mg GAE/g muestra fresca y 1,15 mg GAE/g muestra fresca para VMR1 y
FMR2 respectivamente. Para el contenido de flavonoides totales 3,37 mg Quercetina/
g muestra fresca y 13,63 mg Quercetina/ g muestra fresca correspondientes a VMR1 y

FMR2.

De acuerdo con los resultados, las muestras de la variedad Cavendish Valery
con sintomatologia de la enfermedad del Moko (VMR1 y FMR2) presentaron un alto
contenido de fenoles, flavonoides totales y capacidad antioxidante, esto se debe a que
la planta utiliza los metabolitos secundarios como mecanismo de defensa frente a un

patdégeno o estrés abidbtico.

El estado fisioldgico de la planta también influye en la variacion de metabolitos
secundarios. Una planta en estado de desarrollo vegetativo utiliza la fotosintesis y la
captura de carbono para redireccionar a procesos de nutricion, y de formacion de la
planta en donde la sintesis de los metabolitos secundarios se almacenara y

permaneceran en diferentes tejidos vegetales.

No hubo diferencia significativa en muestras de cultivares Musa de la variedad
Cavendish Valery (VMR2, FMR1) con sintomatologia de la enfermedad del Moko con

las muestras sanas, debido al momento de recoleccion de las hojas no presentaban
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una notoria sintomatologia de la enfermedad por lo que se deduce que la planta se
encontraba en los inicios de la infeccion producida por la bacteria Ralstonia

solanacarum raza 2.

La mejor correlacién entre los métodos para la identificacién de la actividad
antioxidante y de los compuestos fitoquimicos en las plantas del género Musa fue la
correlacion positiva de ABTS con DPPH, fenoles con FRAP esto se debe a la

presencia de compuestos fenolicos, lipofilicos e hidrofilicos presentes en las muestras.

Por todo lo mencionado previamente se recomienda:

e Analizar los compuestos fitoquimicos y la actividad antioxidantes en diferentes
temporadas de recoleccion y diferentes condiciones de extraccion.

e Considerar la variabilidad de metabolitos secundarios que puede existir entre
los diferentes estados de desarrollo de la planta como en los diferentes
organos de la planta.

e Realizar un perfil metabdlico con el fin de identificar los metabolitos que se
encuentren implicados en la defensa.

e Aplicar el método de HPLC-MS para la identificacion de estos metabolitos
secundarios, lo que ayudaria en la identificacion de los compuestos que
intervienen en el proceso de defensa. Esto contribuiria en generar alternativas

para ayudar en el manejo de la enfermedad.
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