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Resumen

La técnica fotoacustica permite evaluar el comportamiento de la razén de evolucion de oxigeno
de las plantas, el cual es un indicador del rendimiento fotosintético. En este estudio se monitored
este parametro y el crecimiento de un grupo de plantas de banano Gros Michel (Musa AAA),
infectadas con Fusarium oxysporum f.sp. cubense, patdogeno causante de la marchitez vascular,
una enfermedad destructiva que amenaza la sostenibilidad de los cultivares sensibles a ella en las
regiones productoras. La infeccion efectiva de las plantas y el progreso de la marchitez comunmente
se evaluan a partir de la manifestacion de los primeros sintomas externos de clorosis en las hojas
bajeras, a los que se asigna un valor cuantitativo seguin su gravedad. Aunque en el analisis de la razéon
de evolucion de oxigeno y del crecimiento no se encontraron diferencias estadisticas significativas
entre las plantas infectadas con Fusarium oxysporum f.sp. cubense y las plantas sanas, se demostrd
que esta técnica permite incluir caracteres fenotipicos relacionados con la actividad fotosintética
en la caracterizacion de los cultivos. Los resultados en cuanto a la afectacion de la enfermedad
se pueden asociar con las condiciones de cultivo en invernadero y con la etapa asintomatica de la
enfermedad en la que se hizo la observacion.

Palabras clave: Banano; Fotosintesis; Marchitez por Fusarium; Razon de evolucion de oxigeno.

Abstract

The photoacoustic technique allows evaluating the behavior of the oxygen evolution ratio of plants,
which is an indicator of photosynthetic performance. In this study, we monitored this parameter
and the growth of a group of Gros Michel banana plants (Musa AAA) infected with Fusarium
oxysporum f.sp. cubense. This pathogen causes vascular wilt, a destructive disease that threatens
the sustainability of susceptible cultivars in producing regions. The effective infection of plants
and the progress of wilt are usually evaluated from the moment of the first external symptoms of
chlorosis in the lower leaves to which a quantitative value is assigned according to their severity.
Although no significant statistical differences between Fusarium oxysporum f.sp. cubense infected
plants and healthy plants were evident in the oxygen evolution ratio and growth analyses, we showed
that this technique allows including phenotypic characteristics related to photosynthetic activity in
the characterization of crops. The results regarding the disease can be associated with greenhouse
growing and the asymptomatic stage in which plants were observed.

Keywords: Banana; Fusarium wilt; Oxygen evolution rate; Photosynthesis.
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Introduccion

La técnica fotoacustica (FA) permite evaluar el rendimiento de la evolucion de oxigeno (O,)
mediante el sonido que emana de las hojas de las plantas cuando estas se irradian directa-
mente con pulsos de luz y se activa o limita la salida del oxigeno desde los cloroplastos a
través de los estomas (Hou & Sakmar, 2010).

En la figura 1 se muestra un esquema del sistema de medicion: la cavidad de una
celda FA cerrada se sella con una parte de la hoja viva y se ilumina periédicamente su haz
para generar una sefial fototérmica y activar simultaneamente el proceso fotosintético, en
tanto que el envés es irradiado con luz continua blanca para saturar la fotosintesis. Debido
a que la energia de la luz modulada es absorbida parcialmente por la hoja, periddicamente
se generan calor y oxigeno en una delgada capa de aire adyacente a esta con la misma
frecuencia de modulacion de la luz, lo que altera la presion dentro de la cavidad de la celda
fotoacustica (Malkin & Canaani, 1994; Herbert, et al., 2000).

El efecto fotoacustico resulta de la generacion de sonido por el cambio periddico
de presion; la saturacion de la fotosintesis permite, entonces, separar la componente
fototérmica de la fotobarica correspondiente a la produccion de oxigeno, para estimar asi la
razén de evolucion de oxigeno (REO) y estudiar su comportamiento en plantas sometidas
a cualquier tipo de estrés, enfermedad o tratamiento.

La técnica fotoacustica se aplica en el campo de la biologia y la agronomia para medir
la actividad fotosintética de algunas plantas; por ejemplo, Han, ef al. (1999), Barja, et al.
(2001) Vargas-Luna, et al. (2003) y Herbert, et al. (2006) hicieron estudios en plantas de
espinaca, eucalipto y tomate, asi como en hierbas y arboles, en tanto que Zakhindov, et al.
(2019) analizaron con este método el comportamiento de plantas bajo ambientes soleados
y de interior de bosque. En otros estudios con plantas de importancia agronéomica, como
el frijol, la cafia de azucar, el tomate y el maiz, se han hecho experimentos en individuos
afectados por hongos patdgenos (Rai, ef al., 2001), en simbiosis con micorrizas (Sanchez-
Rocha, et al,, 2008) y tratados con bacterias promotoras del crecimiento (Gordillo-
Delgado, et al., 2016). Asimismo, algunos autores han reportado resultados de la aplicacion
de la técnica en plantas expuestas a diferentes intensidades de luz (Zakhidov, et al., 2012;
Veljovi'c-Jovanovi'c, et al., 2016).

Fusarium oxysporum Schlechtendal (1824) es un hongo filamentoso que habita
naturalmente en el suelo, reconoce las raices de su huésped e ingresa a través de ellas
hasta alcanzar los vasos del xilema, donde ocasiona marchitez vascular como resultado

Figura 1. Esquema del sistema de medicion de la REO con una celda fotoacustica cerrada
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de la reaccion de la planta, que bloquea el transporte de agua y nutrientes para evitar la
progresion de la infeccion (De Sain & Rep, 2015; Gordon, 2017). Los sintomas visibles
de decoloracion, marchitez y necrosis en las hojas de las plantas infectadas por el hongo
han sido documentados por varios autores como el producto de la alteracion en la apertura
de los estomas o de los procesos fisicoquimicos de captacion y transformacion de la energia
luminica por estrés hidrico (Ghag, et al., 2015; Dita, et al., 2018) (Lorenzini, et al., 1997,
Wu, et al., 2008; Sing, et al., 2017; Dong, et al., 2016).

Ya que la REO es un indicador del rendimiento fotosintético, su comportamiento puede
monitorearse en plantas expuestas a microorganismos patdogenos para evaluar los efectos
de la infeccion. En este trabajo se evaluo el comportamiento de la REO y del crecimiento
de un grupo de plantas de banano Gros Michel infectadas con Fusarium oxysporum f.sp.
cubense (FOC) en funcion del tiempo.

Materiales y métodos
Material vegetal

Se obtuvieron vitroplantas de banano Gros Michel, variedad sensible a las razas 1 y 4 de
FOC, en la Unidad de Biotecnologia de la Universidad Catolica de Oriente en Antioquia,
las cuales se transportaron luego a la Universidad del Quindio en Armenia donde las plan-
tulas se mantuvieron en condiciones de invernadero a una temperatura promedio de 27 °C
y humedad relativa promedio de 60 %; después se sembraron en bolsas plasticas con tierra
y arena (proporcion 50/50) previamente esterilizada y se regaron cada tres dias. Se disefio
un plan de sustentacion edafico y foliar con fertilizante NPK, o triple 15, aplicado en dosis
mensuales de 1g/planta durante los primeros tres meses. La dosis del nutriente se duplico
en el cuarto y el quinto mes utilizando una composicion de 9 % de nitrégeno (N) amoniacal
y 6 % de nitrico, 15 % de fosforo asimilable (P,0.,), 15 % de potasio soluble en agua (K,0),
2,2 % de calcio (Ca0O) y 1,7 % de azuftre (S-SO,). Semanalmente se aplicé un complemento
foliar por aspersion en cantidades de 0,5 g, valor que se incrementé mensualmente en 0,5
g, el cual se prepar6 con 1,2 % de nitrégeno (N) amoniacal y 4,13 % de uréico, 0,056 % de
calcio (Ca0), 0,315 % de magnesio (MgO), 0,450 % de azufre (S), 0,034 % de boro (B),
0,036 % de cobre (Cu), 0,047 % de hierro (Fe), 0,100 % de manganeso (Mn), 0,005 % de
molibdeno (Mo) y 0,100 % de zinc (Zn), disueltos en un litro de agua.

Cultivo in vitro del hongo y preparacion del inoculo

Se cultivaron aislamientos de dos cepas de FOC raza 1 tropical (R1T) proporcionadas por
el Centro de Investigaciones del Banano (Cenibanano) en agar de papa dextrosa (PDA)
durante siete dias alternando 12 horas de luz y 12 de oscuridad a una temperatura de 26 °C;
posteriormente, se prepararon dos suspensiones de esporas en concentraciones de 9,3x10°
y 8,4x10° ufc/mL, determinadas por conteo en un hematocimetro de Neubauer.

Inoculacion de las plantas

Se seleccionaron 11 plantas de banano de un grupo con doce semanas de crecimiento y
se les aplicaron 3 mL de la suspension con 9,3x10° ufc/mL a la altura del pseudotallo, en
tanto que alrededor de las raices se esparcieron 3 mL de la suspension con 8,4x10° ufc/mL.
Once plantas sanas se escogieron como grupo de control y se les aplico agua destilada en
la misma proporcion.

Crecimiento y REO

Durante 20 semanas consecutivas se registrd la REO, el area foliar (largo * ancho * 0,8),
el nimero de hojas activas de color verde oscuro totalmente extendidas y de un ancho
mayor a 10 cm en su parte media (Cayén, 2001; Aristizabal, 2008), asi como la altura y el
diametro del pseudotallo medido a 2 cm del suelo, de cada una de las plantas.

La progresion de los sintomas de marchitez por FOC se evalu6 siguiendo la escala
modificada de 1 a 5 propuesta por Ploetz, et al. (1999), en la que 1 corresponde a ausencia
de sintomas, 2 a decoloracion, 3 a decoloracion y marchitez en las margenes de las hojas
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bajeras con algunos peciolos doblados, 4 a decoloracion y marchitez graves en todas las
hojas y pequeiiez de las hojas jovenes, y 5 a muerte. Se tuvieron en cuenta las descripciones
de la progresion de la enfermedad hechas por Dong, et al. (2014).

El monitoreo de la actividad fotosintética se extendio por ocho semanas durante las
cuales las plantas infectadas con FOC exhibieron decoloracion y necrosis en las hojas
bajeras, en tanto que las hojas superiores permanecian asintomaticas. Las medidas se
efectuaron semanalmente durante tres dias entre las 8:00 y las 10:00 horas y antes de
medirlas se dejaban en la oscuridad por cinco minutos aproximadamente. En cada ocasion
se tomo una planta diferente y la medicion se repitio dos veces con la pentltima hoja
emitida, que, por su ubicacion, tiene mayor superficie fotosintética expuesta directamente
a la luz (Cayén, 2001).

Aunque Dong, ef al. (2014) sefialan que la respuesta de las hojas de banano a la
infeccion con FOC varia segun su posicion en la planta, fue necesario elegir una de ellas
por la dificultad que implica el examen de una mayor cantidad; no obstante, siempre se tuvo
cuidado de medir este tipo de hoja, con el fin de hacer las comparaciones correspondientes.

En la figura 1 se muestra el montaje experimental utilizado: con un led se generaron
pulsos de luz roja modulada con frecuencia de 17 Hz que se hicieron incidir sobre el haz de
la hoja, en tanto que el envés fue irradiado en un periodo intermedio de 30 segundos con
luz blanca continua proveniente de otro led para saturar la fotosintesis. Las contribuciones
fototérmica y fotobarica en funcion del tiempo se detectan con un micréfono que capta
el sonido en la cavidad cilindrica de la celda fotoactstica. La sefial generada, del orden
de los microvoltios, se registra en un computador mediante una interfaz conectada a un
amplificador Lock-in SR830.

Analisis estadistico

Los datos del crecimiento y del monitoreo fotoacustico de las plantas sanas e infectadas se
analizaron en funcion del tiempo con la prueba de hipotesis t de Student. Bajo la condicién
de normalidad e igual varianza se compararon los dos grupos, es decir, plantas infectadas
y plantas sanas, en términos del valor medio. Asi, la hipotesis de partida fue H, es decir,
la media de cada parametro (medidas de crecimiento y REO) era igual en ambos grupos.
Esta hipotesis se considerd cierta si los datos seguian una distribucion t de Student y la
probabilidad (p) de aceptacion se relacionaba con los valores centrales de la distribucion,
para los que p era mayor que 0,05; si p resultaba menor que 0,05, era poco probable que
se cumpliera la hipdtesis y debia rechazarse. Para comparar la media de los datos de
crecimiento dentro de cada grupo se hizo un analisis de varianza (ANOVA) de un factor y
medidas repetidas (Spiegel, 2009).

Resultados

El comportamiento tipico de las curvas obtenidas con la técnica fotoactstica se muestra
en la figura 2a. La amplitud de la sefal fotoacustica es el resultado de llevar la seccion
irradiada de la hoja a su maximo rendimiento en el proceso de evolucion del oxigenoy
después saturarlo al irradiarla con la luz blanca continua, lo que afecta principalmente al
fotosistema II (PS II) (Ducruet, et al., 2007; Moreno, et al., 2008). Esto induce una serie
de cambios reversibles, como la absorcion y el almacenamiento de fotones en los centros
de reaccion de las clorofilas, la continuidad de las cascadas de sefializacion y la hidrolisis
del agua que tienen lugar en la membrana tilacoidal (Herbert, 2006; Jarvi, et al., 2013).

En todos los casos, ante el encendido y apagado de la luz blanca, el tiempo de respuesta
de las plantas fue de aproximadamente tres segundos y la amplitud de la sefial tuvo un
cambio de alrededor de + 6 uV, como se muestra en la figura 2a.

En la figura 2b se observa el comportamiento en funcion del tiempo de la REO de
las plantas infectadas con FOC y en las sanas, con una tendencia similar en las nubes de
puntos correspondientes. Los valores de REO se estimaron a partir de la curva obtenida
en cada medicién y se expresaron como el porcentaje de caida de la sefal fotoacustica al
descontar la componente fotobarica mediante la saturacion de la fotosintesis.
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Figura 2. a) Amplitud de la sefial fotoacustica con irradiacion de luz roja y con luz blanca encendida (1) y apagada (|), emitida por las
plantas infectadas con FOC (triangulos blancos) y sanas (cuadros negros). b) Comportamiento de la REO en funcioén del tiempo. Los datos
graficados corresponden a la media aritmética del total de datos recolectados.

En la misma figura se observa que durante el tiempo de monitoreo, la REO tuvo un
comportamiento oscilatorio en ambos grupos, con un promedio de 21,2 % en el grupo
sano, alcanzando valores entre el 4 y el 76 %, y de cerca de 19,4 % en el grupo infectado,
con valores entre el 10 y el 49 %. Con la prueba de hipotesis t de Student se hallé un
valor de p mayor que 0,05, lo que indica que el comportamiento de la REO de las plantas
infectadas con FOC no se diferenci6 del grupo de control.

En el andlisis del crecimiento de las plantas se observo que durante los primeros 50
dias de monitoreo aquellas infectadas con FOC presentaron un comportamiento similar
a las del grupo sano, seguido de un periodo de 30 dias en los que hubo una disminucién
en los valores de los parametros de desarrollo. A partir del dia 80, el comportamiento
de estos datos tendid a igualarse nuevamente a los del grupo sano (Figura 3). El grupo
infectado con FOC presento reducciones de 19,8 % del area foliar comparado con el grupo
sano debidas a la necrosis del tejido, asi como del 1,8 % en la REO y del 1 % o menos
en el nimero de hojas activas emitidas, la altura y el diametro del pseudotallo. Como se
observa en la figura 3d, este ultimo se redujo durante la etapa media de la evaluacion por
la caida de los peciolos de las hojas muertas. En la figura 4 se muestra la progresion de la
enfermedad en las plantas infectadas con FOC.

Segun los resultados de la prueba de hipdtesis t de Student, la respuesta en el
crecimiento de las plantas infectadas tampoco llegd a diferenciarse significativamente del
comportamiento observado en el grupo de plantas sanas (p>0,05), aunque en el grupo
infectado con FOC se observo una reduccion cercana al 20 % del area foliar, asociada
con los efectos de la marchitez por accion del hongo en las hojas bajeras de las plantas.
Los resultados del ANOVA de medidas repetidas indicaron que la media de las variables
de crecimiento se diferenciaron significativamente al interior de cada grupo (p<0,05) y el
analisis post hoc, que compara la medias entre pares de variables, indicé que el area foliar
explicaba la varianza de los grupos, con p<0,05 en todos los casos. Ello sugiere que este
parametro se ve influenciado por el proceso natural de pérdida y ganancia de hojas durante
el crecimiento de las plantas.

Otros autores han documentado que el patdgeno afecta diferencialmente las hojas
segun su posicion en las plantas de variedades de banano sensibles a la infeccion por FOC
(Dong, et al., 2014, Dong, et al., 2016), lo que concuerda con la afectacion exclusiva de
las hojas bajeras, en tanto que las hojas superiores se mantuvieron asintomaticas. En la
tabla 1 se presentan los valores de la REO, asi como de los parametros de crecimiento y la
significacion estadistica en la prueba de hipoétesis.
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Figura 3. Comportamiento en funcion del tiempo de las variables de crecimiento de: a) area foliar, b) niimero de hojas activas, ¢) altura 'y
d) diametro del pseudotallo de las plantas infectadas (tridngulos blancos) y sanas (cuadros negros) durante las 20 semanas de monitoreo en
invernadero

Figura 4. Imagenes correspondientes al seguimiento de los sintomas de decoloracion y necrosis en las hojas bajeras de las plantas infectadas
con FOC durante el tiempo del monitoreo
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Tabla 1. Significacion estadistica en la prueba t de Student de los datos de la REO y de las variables
de crecimiento correspondientes a los grupos de plantas de banano infectadas y de control

Parametros Grupo infectado Grupo sano Prueba t
con FOC de Student
Media Desviacion Media  Desviacion P
estandar estandar

REO (%) 19,4 8,7 21,2 9,9 0,504
Area foliar (cm?) 309,8 133,2 389,6 1253 0,052
Numero de hojas activas 5,4 2 6,3 2 0,166
Altura (cm) 28,7 7,7 29,6 6,8 0,672
Didmetro del pseudotallo (cm) 2,8 0,5 3 0,5 0,215
Discusion

En el banano y otras variedades de interés comercial, como el tomate, la sandia y el pepino,
sensibles a la marchitez por F. oxysporum, la gravedad de la enfermedad se ha clasificado
en dos etapas segun la progresion de los sintomas de decoloracion y necrosis del tejido
y los efectos en la fisiologia de las hojas, que inicialmente inducen el cierre estomatico
por estrés hidrico, lo que lleva a suponer una reduccion de la eficiencia de la fotosintesis
y dafios estructurales en la maquinaria fotosintética en etapas avanzadas. Esto afecta el
crecimiento y desarrollo de las plantas y la rentabilidad de los cultivos (Ye, et al., 2004;
Pshibytko, et al., 2006; Wu, et al., 2008; Singh, et al., 2017).

La integracion de la informacién concerniente a la REO y la del crecimiento de las
plantas de banano infectadas con FOC permiti6é precisar que los procesos que tienen
lugar en los cloroplastos para la sintesis de la glucosa (responsable del crecimiento en
cualquier parte de la planta) no se vieron afectados por la actividad del patogeno durante
el tiempo de medicion, lo que estaria relacionado con el hecho de que se estaba en la fase
de incubacion de la enfermedad; no obstante, se debe tener en cuenta que la observacion
se hizo a temprana edad y que, probablemente, el método de propagacion y de cultivo, asi
como las condiciones de invernadero, tuvieron que ver en la respuesta al hongo.

Fusarium oxysporum crece en los tejidos de su huésped después de la inoculacion sin
que se presenten expresiones sintomaticas hasta que pasa la fase de incubacion. Aunque
no se encontrd informacion sobre la medicion de parametros fotosintéticos en plantas de
banano afectadas por la enfermedad, si se encontraron estudios en plantas de tomate (Marin-
Ortiz, et al., 2020). En ese estudio los autores presentan datos de la eficiencia fotoquimica,
obtenidos al medir la cantidad de oxigeno producido por las hojas después de ser expuestas
aluz de diversas longitudes de onda, los cuales evidenciaron que el rendimiento cuantitativo
del sistema PSII de las plantas con marchitez no fue significativamente diferente del
correspondiente al control. Por otra parte, el comportamiento de estas medidas en los dias
posteriores a la infeccion es comparable con el hallado para la REO en ese estudio.

Cabe resaltar que el comportamiento de la REO de las plantas de banano fue coherente
con el de las variables de crecimiento, lo que indica que la técnica fotoacustica puede
funcionar como complemento para monitorear el desarrollo de un cultivo, pero es nece-
sario validar el método comparando las mediciones aquellas hechas con otras técnicas
como la espectrofotometria de fluorescencia.

En general, con este método los datos de la REO se deben tomar diariamente en un
intervalo de tiempo adecuado, ya que la actividad fotosintética de las plantas varia en
funcidn de este parametro y es posible hacer comparaciones entre los comportamientos
observados (Gordillo-Delgado, et al., 2019), utilizando, por ejemplo, el analisis de com-
ponentes principales y de regresion por minimos cuadrados parciales, con lo que es posible
validar la dependencia de la REO frente a los tratamientos o la variable que se considere.
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Los resultados reportados en el presente estudio sirven de prueba para consolidar las
bases de la validacion en campo de nuevos métodos de diagnéstico y de evaluacion de
tratamientos de las enfermedades ocasionadas por microorganismos patéogenos y condi-
ciones ambientales desfavorables, como las altas temperaturas y la falta de agua (Ashraf
& Harris, 2013; Madroiiero, ef al., 2019), que continian siendo un reto en la investi-
gacion agronomica.

Conclusiones

El analisis de los resultados indica que durante el tiempo de estudio la marchitez por FOC
no indujo cambios significativos en la REO ni en el crecimiento de las vitroplantas Gros
Michel cultivadas en condiciones de aislamiento en invernadero, lo que se explicaria por
hallarse estas en la fase asintomatica de la enfermedad cuando se hicieron las mediciones.
El uso de la técnica fotoactstica tiene potencial para aumentar la capacidad de caracteri-
zacion de cultivos basada en la medicion de este tipo de caracteres fenotipicos relaciona-
dos con la actividad fotosintética para determinar el periodo de incubacion de la marchitez
vascular al prolongar el periodo de observacion.
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