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Alteracion de la composicion del fruto de la Musa
cavendishii producida por el Fusarium oxysporum

f. sp. cubense. (I1).

T. FERNANDEZ, M. FERNANDEZ y A. CHORDI*

INTRODUCCION

Los perjuicios que ocasiona la enfermedad del «Panamas
en la platanera pueden equipararse con la media docena de
las enfermedades vegetales mds catastroficas (SIMMONDS,
1973) y su importancia radica en la dificultad de comba-
tirla debido a la constante presencia del hongo en el suelo de
las plantaciones (BLESA y FERNANDEZ-CALDAS, 1973).

La enfermedad del «Panamad» en la banana fue detectada
en América Tropical a principios de siglo, siendo menciona-
da por primera vez por HIGGINS, en 1904, en Honolulu,
haciéndose las postreras descripciones de la misma en plan-
taciones ubicadas en Panama y Costa Rica, en 1919 (BLE-
SA y FERNANDEZ-CALDAS, 1973). SMITH, en 1910,
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RESUME - L’analyse des protéines de la pulpe de bananes (Musa
cavendishii) portées par des pieds atteints de la maladie de Panama
(Fusariym oxysporum f. cubense), n'a pas permis de mettre en évi-
dence dans les fruits, la présence de protéines propres au Fusarium.

En revanche on a observé une modification qualitative et quantitative
des protéines des fruits produits par des pieds malades par rapport &
ceux portés par des pieds normaux, analysés antérieurement. Les
altérations de la pulpe de banane causées par la maladie de Panama
sont discutées.

consiguid aislar el agente patégeno de la planta y le dio el
nombre de Fusarium oxysporum cubense. La presencia del
Fusarium oxysporum f. sp. cubense (actual denomina-
cion del patogeno, debida a MESSIAEN y CASSINI, en
1968) en la platanera puede detectarse externamente por
los sintomas visuales caracteristicos que adquiere la planta
afectada, a la vez que por su inhibido crecimiento, por lo
cual se mantiene la planta en un estado de raquitismo.

Numerosas 1nvesﬁgaaones se¢ han encauzado al estudio
de la hlologla, taxonomia y patogenecuiad del hongo
productor de la enfermedad, asi como a la forma de infec-
cibn, relacionando al invasor con el huésped. Sin embargo,
no hemos sido capaces de encontrar en la literatura deter-
minaciones, ni cuantitativas ni cualitativas, sobre las pro-
teinas de la pulpa de los frutos de las bananas afectas del
«Mal de Panamé». Al producir la micosis una alteracidn
fisiol6gica en el desarrollo general de la planta, y del fruto
en particular, es de esperar que estas alteraciones sean
gimilares a un retroceso en la diferenciacién celular, con la
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consiguiente disminucidn cuantitativa del contenido pro-
teico ; cualitativamente suponemos una simplificacién
antigénica paralela.

Apoyandonos en los resultados a) de la primera parte
de este trabajo (FERNANDEZ y ecol., 1984), y b) de los
estudios que hemos realizado sobre la evolucion de las
proteinas en el desarrollo y durante la maduracién de la
Musa cavendishii var. enana cultivada en Canarias (FER-
NANDEZ y col., 1985 a y b), con la presente investiga-
cion tratabamos de establecer una correlacién entre di-
chos resultados para el desarrollo y maduracién del fruto
normal de la Musa y las alteraciones, en la composicidn

proteica del fruto de las bananas, producidas por la fusa-
riosis.

MATERIAL Y METODOS

Se eligieron muestras de la segunda «mano», mirando
al sol, de «pifias» de la Musa cavendishii var. enana culti-
vada en Canarias que manifestaran claramente los sinto-
mas visuales de la enfermedad del «Panamas : FE 1y FE 2
(frutos enfermos) son los titulos de las muestras de dos
individuos adjuntos de una misma plantacién ; FE 3 res-
ponde a las muestras tomadas, en la misma plantacidn, de
una planta ubicada a gran distancia de las anteriores. Estas
muestras de frutos se dejaron madurar en el Laboratorio
y, posteriormente, se analizaron. También se tomaron
muestras de frutos de bananas en distintos estadios de su
diferenciacién y desarrollo y de frutos de plantas ubicadas
en diversas zonas climatoldgicas y edafoldgicas de las Islas,
(FERNANDEZ y col., 1984).

De todas las muestras de plantas enfermas se aislo el
hongo y se cultivd en el Laboratorio, comprobandose,
ast, que los sintomas visuales de la enfermedad respondfan
a la presencia del Fusarium oxysporum f. sp. cubense
en ellas. Para ello se tomaron porciones del rizoma de las
bananas enfermas elegidas y se llevaban, en recipientes
previamente esterilizados, al Laboratorio, donde se aislaba
el hongo, se comprobaba su desarrollo en medio sélido y
se identificaba el Fusarium oxysporum f. sp. cubense
y se resembraba en medio liquide, siguiendo la técnica
propuesta por MESSIAEN y CASSINI, en 1968, con las
modificaciones introducidas por MORALES (MORALES,
1973).

De la pulpa de los frutos normales de la Musa y de los
frutos de bananas afectas del «Mal de Panamd» se obtu-
vieron antigenos para analizar y para inocular, segin la
pauta descrita por FERNANDEZ (FERNANDEZ y col.,
1973). La obtencién de endoantigenos y exoantigenos del
Fusarium oxysporum f. sp. cubense para analizar se llevo

a cabo por el método formulado por FERNANDEZ (FER-
NANDEZ, 1975).

Se inocularon lotes de conejos de la especie Oryctola-
gus cauniculus, todos ellos animales machos, cuyo peso
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oscilaba entre cuatro y seis kilos. Todos los antigenos para
inocular se prepararon mezclando el correspondiente polvo
cetonico con Coadyuvante Incompleto de Freund y las
inoculaciones se hacian por via subcutdnea e intramuscular,

de acuerdo con la técnica de TORMO (TORMO, 1966).

Para controlar la marcha de las inoculaciones se efec-
tuaban sangrias parciales, en las que se valoraba el nivel de
anticuerpos siguiendo la técnica de Doble Difusion en Gel
de OUCHTERLONY (OUCHTERLONY, 1958), con las
modificaciones introducidas por CHORDI y KAGAN en
1964, CHORDI y colaboradores en 1962 y TORMO y
CHORDI en 1965. Alcanzado el titulo dptimo en anti-
cuerpos en el suero, se interrumpia la inmunizacién y se
procedfa a obtener el miximo volumen de suero de los
animales inoculados.

Las electroforesis simples se hacian sobre agar al 2 %,
tampon veronal pH 8'6 y fuerza idnica 00375, azul de
bromofenol como indicador y SHN y dextrano como
control. La solucion fijadora fue acido acético al 2 % y,
para la tincion de las zonas de desplazamiento electrofo-
rético, se utilizé Negro Amida y Rojo de Thiazida. Las
experiencias electroforéticas en Gel de Poliacrilamida se
llevaron a cabo con geles al 7’5 %, 3 % y el gel de muestra
a pH 8'5. Las bandas se fijaban con icido tricloroacético
al 12 % y se tefifan con solucion de Coomassie Blue.

Las inmunoelectroforesis se efectuaron segun el méto-
do descrito por SCHEIDEGGER (SCHEIDEGGER, 1955),
con las modificaciones de CHORDI y KAGAN (CHORDI
y KAGAN, 1964) y CHORDI, WALLS y KAGAN
(CHORDI y col., 1964), en agar al 1 %. Las bandas de
precipitacién se reforzaron con fcido tdnico al 1 %, se
calculaban sus movilidades electroforéticas respecto al
SHN vy se tefiian.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se aisld e identifico el Fusarium oxysporum f. sp. cu-
bense en las muestras. Se llegd a la conclusion de que el
hongo aislado era, en todos los casos, Fusarium oxysporum
f. sp. cubense porque :

- por un lado,
. estudiado en placas, en medio solido PDA, macroscd-
picamente, presentaba los micelios, de aspecto algodo-
noso, de color pilido. Estos micelio’s, que se m_ostraiban
preferentemente desarrollad(zs, crecian medio centime-
tro (aproximadamente) por dia.

. los macroconidios, al observarlos al microscopio, se
velan de forma fusoide, ligeramente arqueados y, nor-
malmente, poseyendo tres tabiques. El tamafio de los
mismos no excedia de las 4 - 4°5 micras.

- los microconidios, que se manifestaban muy abundan-
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tes, eran de forma eliptica, careciendo nas veces de
tabiques y otras veces, que fueron las mas abundantes,
mostraban la existencia de un solo tabique.

. en todos los casos analizados se evidencio la presencia
de clamidoesporas, globosas, uni o bicelulares, siendo en
unas ocasiones intercalares y, en otras, terminales.

. en las distintas colonias estudiadas, el micelio posefa
finas hifas tabicadas, volviéndose frecuentemente de
aspecto algodonoso, y,

- por otro lado, el hongo fue aislado del rizoma de las ba-

nanas que mostraban manifiestamente los sintomas visuales
de la enfermedad del «Panamé».

Como una de las vias para Ilegar a los objetivos pro-
puestos de este trabajo consistia en localizar las sustancias
antigénicas del Fusarium oxysporum f. sp. cubense pre-
sentes en la pulpa de los frutos de las bananas afectas del
«Mal de Panamd», una vez analizado e identificado el
Fusarium, se procedid a la determinacién de los antigenos
del mismo.

Ahora bien, para que el estudio fuera mds informativo,
la investigacion de dichos componentes antigénicos se
separé en dos fases. Una de ellas correspondia a la bis-
queda de los antigenos propios de Fusarium presentes en
la Pulpa de los frutos de la Musa afecta del «Mal de Pana-
ma», a los , que se denominé <endoantigenos». La otra
fase requeria la localizacién de los componentes antigé-
nicos inducidos por el Fusarium al medio de cultivo sinté-
tico, texoantfgenos».

Se aislaron todos los componentes antigénicos del Fusa-
rium oxysporum f. sp, cubense de su medio de cultivo y
se prepara para su analisis. A los animales se les adminis-
traron dosis antigénicas que contenian la totalidad de los
antigenos presentes en las muestras de los distintos frutos
de plantas sanas y enfermas. Se practicaron sangnas pro-
gresivas y totales a los animales moculados y el inmuno-
suero anti - platanos total (que contenia anticuerpos contra
todos los antl.genos existentes en las pulpas de los frutos
de la Musa en distintos estadios de.,su diferenciacién y
desarrollo y contra los posibles antigenos presentes en la
pulpa de los frutos de las bananas afectas del «Mal de
Panama») se enfrento con los ant]gcnos del Fusarium
oxysporum y con los componentes antigénicos de las
pulpas de los frutos.

Los resultados de las inmunoelectroforesis inmuno-
suero anti - pldtanos totalfantigenos Fusarium oxysporum
fueron satisfactorios, ya que en ningin caso se puso de
manifiesto banda de precipitacién alguna. Este resultado,
en apanenma negativo, indicaba la nusencla de anticuer-
pos especlﬁcos contra los «<endoantigenoss del Fusarium
en los inmunosueros de los animales inoculados. Esta
ausencia de anticuerpos especificos implicaba, a su vez,
la ausencia del Fusarium oxysporum f. sp. cubense en la
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pulpa de los frutos de las bananas atacadas por el Fusarium.

Igualmente se realizaron experiencias inmunoelectro-
foréticas con las sustancias obtenidas (por precipitacidn)
del medio en el cual se cultivg el Fusarium oxysporum f.
sp. cubense en el Laboratorio. Se enfrentaron estos anti-
genos inducidos al medio de cultivo sintético con el inmu-
nosuero anti - platanos total. Las inmunoelectroforesis
efectuadas, como en el caso anterior, tampoco evidencia-
ron la presencm de bandas de precipitacion propias de la
reaccion especifica anhgenofanncuerpo Este hecho ponia
de manifiesto que, entre los anngenos inducidos por el
Fusarium oxysporum al medio de cultivo sintético y los
anticuerpos producidos por los animales inoculados, no
existia especificidad de ningiin tipo, lo cual lleva a la conclu-
sion de que los antigenos inoculados a los animales no
contenian en modo alguno las sustancias inducidas por el
Fusarium oxysporum f. sp. cubense al medio de cultivo
sintético y/o las sustancias inducidas por el Fusarium en
el medio artificial del Laboratorio eran diferentes de las
inducidas por el mismo Fusarium en el medio natural,
como lo es la banana. En el caso de que estos enzimas
inducidos por el Fusarium oxysporum f. sp. cubense en
ambos medios hubieran sido los mismos, éstos no estaban
en cantidad suficiente para ser detectados inmunoelectro-
foréticamente.

Si a estos resultados unimos los obtenidos

1) en otras experiencias en las que se llevd a cabo,
- por un lado, el estudio de la evolucién de las proteinas
durante el «desarrollo» del fruto de la Musa cavendishii
que mostrd, cuantitativamente, un incremento progre-
sivo en el contenido proteico y, cualitativamente, un
aumento paralelo en la variedad de macromoléculas
proteicas (FERNANDEZ y col., 1985 a).

-y, por otro lado, el analisis de dicha evolucidn pmtelca
durante la (maduracmn» de este fruto, que evidencid
un nuevo aumento en el contenido proteico en la pulpa
de los frutos de la Musa durante su maduracién (0'90
mg/ml para los frutos llenos e inmaduros ; 1'38 mg/ml
para los frutos maduros) y, a nivel cualitativo, se observd
un incremento en el niimero de bandas detectadas por
electroforesis en Gel de Poliacrilamida y, por inmuno-
electrofores:s, se manifestd el corresPondlente aumento
en el niimero de bandas de precipitacién (FERNANDEZ
y col., 1985 b).

2) En la primera parte de este trabajo, (FERNANDEZ y
col., 1984), que en la busquedx de los componentes anti-
génicos existentes en la pulpa de los frutos de la Musa
cavendishii del qMal de Panamé> se revelaba que
- la concentracion de macromoléculas proteicas en estos
frutos era de 0’60 mg/ml y

- de las veinte bandas detectadas por la sistematica elec-
troforética en Gel de Poliacrilamida para los extraidos
de los frutos de la banana normal en estado «maduro»,
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catorce se manifestaban en los frutos de la Musa afectada
del «Mal de Panama» (Figura 1).

3) Y en la actual investigacidn que, por inmunoelectro-
foresis, se determiné que, de las cuarenta y cuatro proteinas
antigénicas localizadas en la pulpa de los frutos de las bana-
nas normales y maduras, se presentaban ausencias de diez
y once de estos antigenos en la pulpa de los frutos de las
plantas afectadas por la fusariosis, segin la muestra en-
sayada (tabla 1). En la figura 2 se representan los patrones
inmunoldgicos de las bandas de precipitacién, detectadas de
manera directa por inmunoelectroforesis, de las muestras de
frutos normales llenos y maduros, F N, y de las muestras
de frutos de plantas afectadas por la enfermedad del Pa-
nama : FE 1, FE 2 y FE 3,

tenemos que admitir que la interpretacion de la disminu-
cién proteica y la detencién en la diferenciacién y morfo-
génesis puede ser miltiple. Una explicacidn seria que la
enfermedad del Panami se comporte como ocurre con
otras micosis, como ha descrito GOTTIEHIEB para otras
plantas (GOTTIEHIEB, 1943), de modo que la sintesis de
proteinas puede ser bloqueada por un gran mimero de
toxinas producidas por el hongo en la planta huésped.
Sin embargo, en el caso que nos ocupa, el hecho de no
encontrar en grandes cantidades ni endoantigenos ni exo-
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Figura 1. Bandas, detectadas por electroforesis en gel de
poliacrilamida, para las muestras de pulpas de frutos de la
Musa cavendishii llenos y maduros (FN : normales) y de
pulpas de frutos de bananas afectas del Mal de Panama
(FE : enfermos).

Figura 2. Patrones inmunoelectroforéticos de las bandas de precipitacion, detectadas de manera directa, de
las muestras de pulpas de frutos normales de la Musa (FN) y de distintas muestras de pulpas de frutos de
bananas afectas de la enfermedad del Panamé (FE1, FE2 y FE3). En el canal central se ponia el inmuno-
suero antiplitano correspondiente ; en los pocillos, cada una de las diferentes muestras antigénicas.
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TABLA 1 - Resultados de las inmunoelectroforesis de las muestras de frutos normales (llenos y maduros : FN)
de la Musa cauend;shu de frutos de bananas afectas de la fusariosis (FE1, FE2 y FE3). El signo + indica la pre-
sencia de los antigenos correspondientes en la pulpa de los frutos :
para los localizados por la sistematica de absorcidn. El signo -

tes antigénicos.

«d» para los detectados directamente, «i»

expresa la carencia de los respectivos componen-
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antigenos del Fusarium oxysporum f. sp. cubense en la
pulpa de los frutos de las bananas afectadas del «Mal de
Panama» aunque 1o cierra la posibilidad de que la inhibi-
cién de la sintesis de protcmas pueda ser ocasionada por
las toxinas del hongo patogeno presentes en los frutos
en cantidades tan infimas que no pudieron ser detectadas,
si parece estar de acuerdo con el dato bibliogrifico de que,

-29

hasta el momento, nunca se ha encontrado al hongo en el
fruto de la banana y que, en el caso mas positivo, sSlo exis-
tirian toxinas transportadas a través de los vasos conduc-

tores de la planta.

Desechada la hipétesis que supone que la causa de la
alteracién del proceso normal de la diferenciacién y desa-
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rrollo fuese motivada por la accién de las toxinas del pa-
togeno en el fruto huésped, cabrian dos nuevas interpre-
taciones : la primera de ellas presupone que no se lleve
a cabo la sintesis proteica programada para el desarmllo
normal del fruto ; la segunda parte del supuesto de que si
tenga lugar este programa y que se produzca una degrada-
cién posterior, o lo que es lo mismo, que no ocurra una
degradacién anabolica en la sintesis de proteinas, sino una
alteracidn catabdlica. A favor de esta segunda hipotesis
contamos con el dato bibliografico aportado por GOOD-
MAN, quien describié un aumento inicial y una degrada-
cién posterior de las proteinas en las plantas infectadas por
hongos (GOODMAN y col., 1967).

Ahora bien, los resultados por nosotros obtenidos evi-
dencian que las proteinas que no se sentetizaban en los
frutos de la Musa cavendishii afecta al «Mal de Panamas
eran aquellas relacionadas con los primeros estadios del
desarrollo del fruto normal. Esto significaba que, en los
frutos de las bananas infectadas por el Fusarium, no se
encontraban todas las proteinas existentes en las plantas
sanas, ni siquiera en cantidades pequenas, lo cual seria
necesario si se supusiese que inicialmente se sintetizaban
todas y con posterioridad se degradaran. Por otro lado, el
hecho de presentarse, en los frutos enfermos, prmupal
mente las proteinas mas diferenciadas (las que aparecian
en las dltimas fases del desarrollo de la Musa cavendishii.
(FERNANDEZ y col., 1984) se traducia no en una degra-
dacién posterior de las protemas smtenzadaa sino en la
existencia de una interrupcion de la sintesis de las proteinas
mas diferenciadas. Por tanto, el bloqueo cualitativo de la
smteals ha de ser un bloqueo relacionado con la diferen-
ciacion.
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De estas dos Giltimas posibilidades apuntadas para expli-
car la alteracién de la composicion proteica en el fruto de
la Musa cavendishii, producida por el Fusarium oxysporum
f. sp. cubense, elegimos aquélla que simplemente admite
que lo que realmente ocurre es una interrupcién de su de-
sarrollo. Esta mtt‘rpretacmn de los resultados obtenidos
coincide con algunos datos de la Bibliografia en los que
se concede gran im portanc:a a los inhibidores del crecimien-
to, los cuales, Segurl RODRIGUEZ RAYMOND, (RODRI
GUEZ RAYMOND, 1973), se encuentran en mayor canti-
dad en las bananas afectadas por la fusariosis. Aunque de
manera indirecta se relacione con este tema, el conoci-
miento de la existencia de estos inhibidores esPecfficos
en la sintesis proteica de las bananas, seéhalado por RICH-
MOND y BIALE (1966) y BRADY y colaboradores (1970)
y teniendo en cuenta que Mc GLASSON vy colaboradores
(1971) indicaron que alguno de los componentes que
inhiben la respiracién de los frutos podrian envolver la
sintesis de proteinas, se podria llegar a la conclusion de
que, en los frutos de la Musa cavendishii afecta del «Mal
de Panamax. se produua una alteracién del desarrollo del
programa que consigue un patron predeterminado dirigido
genétlca}mente por las células, el cual en los frutos sanos
conducia a un incremento de la concentracién de las pro-
teinas y a la sintesie de nuevas proteinas relacionadas con
las fases especificas de la diferenciacion.

Todo lo expuesto parace indicar que, en los frutos de la
Musa cavendishii afecta del «Mal de Panamas, el programa
general de la diferenciacion y desarrollo del fruto normal
se detiene en las primeras fases de su desarrollo.
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