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Resumen. En trabajos previos se desarrollé un
método para la diferenciacién a nivel foliar de la
resistencia de cultivares de banano a la marchitez
por Fusarium. El presente estudio se realizo con el
objetivo de evaluar el método para la diferencia-
cion rapida a la enfermedad mediante la utilizacion
del filtrado del cultivo de Fusarium oxysporum f.
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Abstract. In previous works, a method to
differentiate at leaf level the resistance of banana
cultivars to Fusarium wilt was developed. The
present study was carried out to evaluate such
method by using fungus culture filtrates from
Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 1 VCG
[01210] and race 2 VCG [0124/125] strains.
Fungus culture filtrates were obtained during in
vitro growth of the pathogen and the response
of Musa spp cultivars to fungus culture filtrates
was determined. The 15- and 29-days-old host-
specific culture filtrates from both races 1 and
race 2 strains were able to differentiate more than
93% of individuals with a known response to the
pathogen in vivo. We demonstrated that resistance
or susceptibility to banana Fusarium wilt could be
differentiated with the use of culture filtrates from
diverse population of Fusarium oxysporum f. sp.
cubense and a reproducible bioassay on banana
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sp. cubense raza 1 GCV [01210] y raza 2 GCV
[0124/125]. Se procedié a la obtencion de filtrados
del cultivo del hongo durante el crecimiento in vi-
tro del patogeno. Se determind la respuesta de cul-
tivares de Musa spp., a la aplicacion de filtrados del
hongo para ambas razas. Los filtrados del cultivo
del hongo de 15 y 29 dias obtenidos a partir de las
cepas de las razas 1 y 2, lograron diferenciar mas
del 93% de los individuos con una respuesta cono-
cida al patogeno in vivo. Los resultados obtenidos
demostraron que la resistencia o susceptibilidad del
banano a Fusarium oxysporum f. sp. cubense puede
diferenciarse a nivel foliar con el uso de filtrados
del cultivo del hongo para diferentes poblaciones
del patdgeno; lo cual podria ser aplicable en los
programas de mejoramiento genético de musaceas
tanto convencional como biotecnoldgicas.

Palabras clave: seleccion de resistencia, filtrados
del hongo, enfermedad, Musa spp.

Los bananos y platanos (Musa spp.) estan entre
los cultivos mas importantes en los paises del tropi-
co y el subtrépico. Estos ocupan el cuarto lugar en
importancia a escala mundial después del arroz, el
trigo y el maiz (FAO, 2017). Sin embargo, la pro-
duccion de estos cultivos se encuentra amenazada
por el ataque de enfermedades como el Mal de Pa-
nama o marchitez por Fusarium. Esta enfermedad
causada por Fusarium oxysporum f. sp. cubense
(FOC) representa una de las enfermedades mas
destructivas y de importancia econémica en el gé-
nero Musa (Ploetz, 2015). El control de esta enfer-
medad con el uso de agroquimicos resulta costoso
y causa serios dafios al medio ambiente. Por ello,
en los ultimos afios se ha considerado al mejora-
miento genético para la resistencia como la solu-
cion mas adecuada. Toda técnica del mejoramien-
to necesita de un procedimiento para la seleccion
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detached leaves. Such results could be applicable in
both conventional and biotechnological Musaceae
breeding program.

Key words: resistance selection, fungus filtrates,
disease, Musa spp.

Bananas and banana trees (Musa spp.) are
among the most important crops in the countries
of the tropics and subtropics. Worldwide, they are
the fourth most important, after rice, wheat and
maize (FAO, 2017). However, their production is
threatened by diseases such as the Panama disease
or the Fusarium wilt. This disease, caused by
Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FOC), is one
of the most destructive and economically important
in the genus Musa (Ploetz, 2015). The control of
this disease with agrochemicals is costly and
causes serious damages to the environment. Due
to this, in recent years, breeding for resistance has
been considered the most adequate solution. Every
breeding technique requires a procedure for the
positive selection of genotypes with the best traits
(Buddenhagen, 2009). In earlier investigations, a
method was developed to differentiate the resistance
of banana tree cultivars at FOC race 1, at a foliar
level, with the use of filtrates of the fungus culture
(Companioni et al., 2003). However, the results for
their introduction into the breeding programs in the
crop on a massive scale need to be validated for
different races of the fungus (isolations belonging
to the group of plant compatibility (VCG) [01210]
race 1; and the isolation belonging to VCG
[0124/125] race 2. The present work was carried
out with the aim of evaluating the method for the
rapid differentiation of the Panama disease using
the filtrate of the FOC culture FOC race 1 VCG
[01210] and race 2 VCG [0124/125].
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positiva de los genotipos con cualidades superiores
(Buddenhagen, 2009). En trabajos previos se de-
sarrollé6 un método para la diferenciacion a nivel
foliar de la resistencia de cultivares de banano a
FOC raza 1 mediante la utilizacion de filtrados del
cultivo del hongo (Companioni et al., 2003). No
obstante, los resultados para su introduccion masi-
va en los programas de mejoramiento genético en
el cultivo requieren ser validados para diferentes
razas del hongo (aislado perteneciente al grupo de
compatibilidad vegetativa (GCV) [01210] raza 1;
y el aislado perteneciente al GCV [0124/125] raza
2. El presente trabajo se realizo con el objetivo de
evaluar el método para la diferenciacion rapida del
Mal de Panamé mediante la utilizacion del filtrado
del cultivo de FOC raza 1 GCV [01210] y raza 2
GCV [0124/125].

La investigacion se desarrolld en el Laborato-
rio de Interaccion Planta-Patogeno del Centro de
Bioplantas de la Universidad de Ciego de Avila
“Maximo Gomez Baez”, Cuba.

Material vegetal. Se utilizaron muestras foliares de
plantas de banano de ocho a nueve meses de plan-
tadas en el Banco de Germoplasma de Banano del
Instituto Nacional de Investigaciones en Viandas
Tropicales de Santo Domingo, Villa Clara, Cuba.
Todos los cultivares de banano utilizados fueron
clasificados previamente en resistentes o suscepti-
bles a FOC raza 1y 2, por Pérez et al. (2004).

Cepas fungicas. FOC raza 1 GCV [01210]; y raza
2 GCV [0124/125], procedentes del cepario del

Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal
(INISAV), La Habana, Cuba.

Analisis estadistico. En el procesamiento estadis-
tico de los datos se utilizo el utilitario Statistical
Package for Social Sciences (SPSS para Windows,
version 8, Copyright SPSS Inc., 1989-1997).
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Research was carried out in the Plant-Pathogen
Interaction Laboratory of the Ciego de Avila
“Maximo Gomez Baez” University, Cuba.

Plant material. We used foliar samples of banana
trees eight to nine months after being planted in the
Banana Germplasm Bank of the National Institute
of Research in Tropical Foods of Santo Domingo,
Villa Clara, Cuba. All banana cultivars used were
previously classified as resistant or susceptible to
FOC race 1 and 2, by Pérez et al. (2004).

Fungal strains. FOC race 1 VCG [01210]; and
race 2 VCG [0124/125], from the strain collection
of the Plant Health Research Institute (INISAV),
Havana, Cuba.

Statistical analysis. The statistical processing of
data required the use of the Statistical Package
for Social Sciences (SPSS for Windows, version §,
Copyright SPSS Inc., 1989-1997).

In the first part of the investigation, fungus
culture filtrates were obtained during the in vitro
growth of FOC race 1 VCG [01210]; and race 2
VCG [0124/125]. For this purpose, the optimum
moment for the harvest of the fungus culture filtrate
of races 1 and 2 was determined on a daily basis
for 30 days. The following determinations were
carried out: absorbance of the fungus culture filtrate
(A), fresh mass of the fungus culture (g) and the
phytotoxic activity of the fungus culture filtrates.

Filtrations of the fungus culture (FC). In order
to obtain the culture in a liquid medium of the FOC
strains corresponding to races 1 and 2 of the fungus,
we took mycelium discs, 8 mm in diameter near
the periphery of the culture grown in Petri dishes
with a Potato Dextrose Agar culture medium. We
added 100 mL of Czapek culture medium, modified
according to Companioni et al. (2004) with a pH of
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En la primera parte de la experimentacion se
procedi6 a la obtencion de filtrados del cultivo del
hongo durante el crecimiento in vitro de FOC raza
1 GCV [01210]; y raza 2 GCV [0124/125]. Para
ello se determiné el momento 6ptimo para la cose-
cha del filtrado del cultivo del hongo de las razas
1 y 2 de forma diaria hasta los 30 dias. Se realiza-
ron las siguientes determinaciones: absorbancia del
filtrado de cultivo del hongo (A), masa fresca del
cultivo del hongo (g) y la actividad fitotoxica de los
filtrados de cultivo del hongo.

Filtrados del cultivo del hongo (FC). Para obte-
ner el cultivo en medio liquido de las cepas de FOC
correspondientes a laraza 1 y 2 del hongo; se toma-
ron discos de micelio de 8 mm de didmetro proxi-
mos a la periferia de la colonia crecida en placas de
Petri con medio de cultivo Agar Papa Dextrosa. Se
anadio 100 mL de medio de cultivo Caldo Czapek
modificado segun Companioni et al. (2004) con
un pH 5.5, en erlenmeyers de 250 mL de capaci-
dad. Cada erlenmeyer se inoculé con un disco de
micelio, y se incubd a 2842 °C, 56 umol.m™.s! de
intensidad luminosa, y con un fotoperiodo de 12
horas luz/12 horas oscuridad. Los FC del hongo se
cosecharon de forma diaria hasta los 30 dias, para
ambas razas del hongo. En cada uno de los tiempos
de evaluacion se colectaron tres erlenmeyers con
un volumen de 100 mL de medio de cultivo inocu-
lado. El medio de cultivo liquido se filtro en cada
uno de los tiempos evaluados a través de cuatro ca-
pas de gasa y luego por papel de filtro Whatman
No. 1. Posteriormente, se determiné la masa fresca
del cultivo del hongo para determinar el crecimien-
to del microorganismo. Antes de la determinacion
de la absorbancia; y la actividad fitotoxica de los
FC del hongo, el FC se centrifugd a 8000 rpm du-
rante 20 minutos en una centrifuga Sigma-201M
para eliminar los restos de micelio y conidios. El
sobrenadante se paso a través de filtros con poros
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5.5,1n 250 mL Erlenmeyer flasks. Each Erlenmeyer
was inoculated with a mycelium disk and incubated
at 28+2°C, 56 pmol.m?.s! of light density and with
a photoperiod of 12 hours light/12 hours darkness.
The fungal FCs were harvested on a daily basis
for 30 days for both fungal races. In each one of
the evaluation times, three Erlenmeyer flasks were
collected with a volume of 100 mL of inoculated
culture medium. The liquid culture medium was
filtered in each of the times evaluated through four
layers of fat, and then through Whatman No. 1 filter
paper. The fresh mass of the fungal culture was then
determined in order to determine the growth of the
microorganism. Before determining the absorbance
and the phytotoxic activity of the fungus FC, the
FC was centrifuged at 8000 rpm for 20 minutes,
using a Sigma-201M centrifuge to eliminate all the
remaining mycelia and conidia. The supernatant
was poured through filters with pores, 0.22 mm in
diameter (Sartorius, NG, Gottingen, Germany).

Absorbance of the fungal FC. The fungal FCs
obtained for both pathogen races were analyzed for
absorbance in the UV region of the spectrum. For
this, 1 mL aliquots of the fungal FC were diluted
1/25 in sterile distilled water, and the absorbance
was measured from 250 to 300 nm in a UV-Vis
spectrophotometer (LKB-Pharmacia).

Phytotoxic activity of the fungal FC. This was
determined with the bioassay on banana detached
leaves according to Companioni et al. (2003) in
each time evaluated (1 to 30 days). Mid-aged
leaves were collected, according to their position
on the plant (leaves 3, 4, 5) of the cultivar Gros
Michel (group AAA, susceptible to race 1); and
Bluggoe (group ABB, susceptible to race 2). They
were washed for 20 minutes with a commercial
detergent, rinsed with sterile distilled water, and
dried using Whatman No. 1 filter paper. Holes
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de 0.22 mm de diametro (Sartorius, NG, Gottingen,
Alemania).

Absorbancia del FC del hongo. A los FC del hon-
go obtenidos para ambas razas del patdgeno, se les
realizé el analisis de la absorbancia en la region UV
del espectro. Para ello alicuotas de 1 mL del FC del
hongo se diluyeron 1/25 en agua destilada estéril; y
se midio la absorbancia desde 250 a 300 nm en un
espectofotometro UV-Vis (LKB-Pharmacia).

Actividad fitotoxica del FC del hongo. Se deter-
min6é mediante el bioensayo de punteadura segiun
Companioni ef al. (2003) en cada tiempo evaluado
(1 hasta 30 dias). Se colectaron hojas de mediana
edad segln la posicion en la planta (hojas 3, 4, 5)
del cultivar Gros Michel (grupo AAA, susceptible
araza l); y Bluggoe (grupo ABB, susceptible a raza
2). Estas se lavaron durante 20 minutos con deter-
gente comercial, se enjuagaron con agua destilada
estéril; y se secaron con papel de filtro Whatman
No. 1. Se realizaron punteaduras con una aguja es-
téril sobre el lado adaxial del limbo de la hoja con 3
cm de separacion entre ellas. Después del dafio, se
agregaron 5 puL del FC del hongo colectado en cada
tiempo evaluado. Las hojas se incubaron a 28+2 °C,
56 umol.m?.s"' de intensidad luminosa, fotoperio-
do de 12 horas luz/12 horas oscuridad y 70% de
humedad relativa por 48 horas. Transcurridas las
48 horas se evaluo la actividad fitotoxica de los FC
del hongo, a través de la expresion sintomatoldgica
de necrosis formada alrededor del punto de aplica-
cion del FC del hongo, expresada como area de la
lesion eliptica (mm?).

El medio de cultivo Caldo Czapek, no inocu-
lado con el hongo e incubado como se describid,
se utilizd como tratamiento testigo para todos los
experimentos evaluados en este trabajo. En este ex-
perimento, cada tratamiento incluyo tres hojas de
plantas diferentes (18 heridas/hoja). Posteriormente,
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were made with a sterilized needle on the adaxial
side of the limbo of the leaf with a 3 cm separation
between then. After the damage, 5 puL of the fungal
FC of the fungus gathered in each time evaluated,
were added. The leaves were incubated at 28+2 °C,
56 umol.m?s' of light intensity, a photoperiod
of 12 hours light/12 hours darkness and a relative
humidity of 70% for 48 hours. After this time, the
phytotoxic activity of the fungal FCs was evaluated,
through the symptomatological expression of
necrosis formed around the point of application of
the fungal FC, expressed as the area of the elliptical
lesion (mm?).

The Czapek medium, not inoculated and
incubated as described, was used as a control
treatment for all the experiments evaluated in this
work. In this experiment, each treatment included
three leaves from different plants (18 lesions/
leaf). Later, we determined the response of Musa
spp. Cultivars to the application of the fungal FC
of races 1 and 2, evaluated by the bioassay on
banana detached leaves following Companioni et
al. (2003). Fifteen banana cultivars with different
levels of resistance to the in vivo pathogen were
compared, following Pérez et al. (2004). The FC of
race 1 of FOC was harvested after 15 days; and race
2, 29 days after inoculation in the Czapek medium.

Based on the absorbance values (250-300 nm)
of the FC of the fungus obtained during the in
vitro growth of the strain of FOC race 1, there are
three crucial moments of excretion of metabolites
into the culture medium, which correspond to
days 15-16, 21-23 and 29-30 days of cultivation
respectively (Figure 1). The highest level of
absorbance was registered 15 days after planting,
with 0.340. However, in the FOC race 2 culture
filtrates, the highest absorbance levels were found
on days 29 and 30 of cultivation (0.755 and 0.724
respectively), which resulted higher than those
reached by FOC race 1 on day 15 of cultivation
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se determiné la respuesta de cultivares de Musa
spp., a la aplicacion de FC del hongo de la raza 1
y 2, evaluada por el bioensayo de punteadura en
hojas de banano segiin Companioni et al. (2003).
Se compararon quince cultivares de bananos con
diferentes niveles de resistencia frente al patdogeno
in vivo segun Pérez et al. (2004). El FC de la raza
1 de FOC se cosecho a los 15 dias; y laraza 2 a los
29 dias después de la inoculacion en el medio de
cultivo Caldo Czapek.

Sustentado en los valores de absorbancia (250-
300 nm) de los FC del hongo obtenidos durante
el crecimiento in vitro de la cepa de FOC raza 1,
se aprecian tres momentos fundamentales de ex-
crecion de metabolitos al medio de cultivo, co-
rrespondientes a los 15-16, 21-23 y 29-30 dias de
cultivo respectivamente (Figura 1). El maximo de
absorbancia se registro a los 15 dias de cultivo con
0.340. Sin embargo, en los filtrados de cultivo de
FOC raza 2 se detectaron los mayores valores de
absorbancia a los 29 y 30 dias de cultivo (0.755 y
0.724 respectivamente), que resultaron superiores
a los alcanzados por FOC raza 1 a los 15 dias de
cultivo (Figura 2). Las especies del género Fusa-
rium producen una amplia variedad de metabolitos
secundarios (Sieber et al., 2014). También es bien
conocido que la expresion del metabolismo micro-
biano no estd necesariamente asociada al maximo
incremento de la masa del micelio sino a diferentes
momentos en el crecimiento de los microorganis-
mos; en dependencia de sus fuentes nutricionales
y las condiciones de su cultivo in vitro (Etzerodt et
al., 2016)

Las condiciones de cultivo para ambas cepas
de FOC posibilité la excrecidon al medio, de meta-
bolitos extracelulares producidos por el patogeno
en diferentes momentos de su crecimiento in vitro.
Los cuales pudieran estar asociado con la patoge-
nicidad y/o la virulencia de estas cepas patogénicas
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(Figure 2). The species of the genus Fusarium
produce a wide variety of secondary metabolites
(Sieber et al., 2014). It is also well-known that
the expression of the microbial metabolism is not
necessarily related to the maximum increase of the
myceliar mass, but rather to different moments in
the growth of the microorganisms, depending on its
sources of nourishment and the conditions of its in
vitro cultivation (Etzerodt et al., 2016).

The cultivation conditions for both FOC
strains helped the excretion into the medium of
extracellular metabolites produced by the pathogen
in different moments of its growth in vitro, which
could be related to the pathogenicity and/or the
virulence of these pathogenic strains.

When the FOC race 1 [VCG 01210] was
cultivated inaliquid medium, norapid increase inthe
growth of the evaluated microorganism was found
on the fresh mass for the first 18. This result may be
related to a slow adaptation of the fungal strain to
the culture medium, as well as to other conditions
established for their growth and development. After
day 18, the pathogen grows exponentially, and a
maximum of 12.2 g was recorded for its fresh mass
22 days after inoculation (Figure 3A). However,
related to the excretion of extracellular metabolites
by the pathogen, the effect of the FC of the fungus
on the responses of the foliar tissues of susceptible
plants displayed notorious differences in diverse
fungal cultivation times (Figure 3C). In general
terms, although several moments can be observed
with light phytotoxic activity of the FC, the highest
levels were found on cultivation days 15-16, 21-
23 and 29-30. The highest levels of phytotoxic
activity match the increases in the absorbance of
the culture filtrate and therefore, the synthesis of
extracellular microbial metabolites. In general
terms, the FC obtained showed specificity in their
way of action. The highest levels of phytotoxicity
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Figura 1. Excrecién al medio de cultivo de metabolitos durante el crecimiento de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1

GCV [01210] en Caldo Czapek modificado.

Figure 1. Excretion to the metabolite culture medium during the growth of Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 1 VCG

[01210] in a modified Czapek medium.

Cuando FOC raza 1 [GCV 01210] se cultivo en
medio liquido, no se aprecié un incremento rapido
del crecimiento del microorganismo evaluado en
masa fresca en los primeros 18 dias. Este resultado
puede ser asociado a una lenta adaptacion de la cepa
fingica al medio de cultivo; y a otras condiciones
establecidas para su crecimiento y desarrollo. A
partir del dia 18 el patdgeno crece exponencialmen-
te, y se registré6 un maximo de 12.2 g en su masa
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evaluated, such as the area of the lesion on the
susceptible genotype, were obtained when the
FC cultivated on days 15-16 during the growth
of FOC race 1 in the Czapek medium. According
to Brakhage (2013), the production of microbial
metabolites takes place in different phases of the
growth curve of microorganisms, broadly linked to
a particular phase for each one of them, yet highly
influenced by the conditions of cultivation. On the
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Figura 2. Excrecion al medio de cultivo de metabolitos durante el crecimiento de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 2

GCV [0124/125] en Caldo Czapek modificado.

Figure 2. Excretion to the metabolite culture medium during the growth of Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 2 VCG

[0124/125] in a modified Czapek medium.

fresca a los 22 dias posteriores a la inoculacion
(Figura 3A). Sin embargo, asociado con la excre-
cion de metabolitos extracelulares por el patogeno,
el efecto de los FC del hongo en las respuestas de
los tejidos foliares de plantas susceptibles exhibio
notorias diferencias en diversos tiempos de cultivo
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other hand, Zhang et al. (2015) showed that the
microbial phytotoxins are metabolic products of
the pathogen, characterized as pathogenicity and/
or virulence factors. Based on the results obtained
in the present investigation, these metabolical
products are synthesized by the pathogen in a
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del hongo (Figura 3C). De modo general, aunque
pueden apreciarse varios momentos con ligera ac-
tividad fitotoxica del FC, los mayores niveles se
detectaron a los 15-16, 21-23 y 29-30 dias de culti-
vo. Los mayores niveles de actividad fitotdxica se
corresponden con los incrementos en la absorban-
cia del filtrado de cultivo y por ende la sintesis de
metabolitos microbianos extracelulares. En sentido
general, los FC obtenidos mostraron especificidad
en su modo de accion. Los mayores niveles de fi-
totoxicidad evaluados como area de la lesion sobre
el genotipo susceptible, se lograron cuando el FC
que se cosech6 a 15-16 dias durante el crecimiento
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certain growth phase. The growth curve of the race
2 fungus displays increases in the fresh mass of the
microorganism starting on day 9 after cultivation,
reaching maximum values 18 days after inoculating
in the culture medium (16.1 g) (Figure 3B). This
displays a greater adaptation and assimilation of
the components of the culture medium under the
conditions established for its growth in vifro in
relation to the strain of FOC race 1. Meanwhile,
FOC race 2 is able to constantly produce phytotoxic
molecules 10 days after it begins growing under the
same conditions established for both strains (Figure
3D). However, although the evaluation of the
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Figura 3. Actividad fitotéxica de filtrados de cultivo cosechados diariamente durante el crecimiento in vitro de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense raza 1 y 2. Masa fresca del patogeno (A y B), y 4rea de la lesién en cultivares de banano

susceptibles a la enfermedad in vivo (C y D).

Figure 3. Phytotoxic activity of filtrates of crops planted on a daily basis during the in vitro growth of Fusarium oxysporum
f. sp. cubense races 1 and 2. Fresh mass of the pathogen (A and B), and area of the lesion in banana tree cultivars

susceptible to the disease in vivo (C and D).
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de FOC raza 1 en el medio de cultivo Caldo Cza-
pek. Seguin Brakhage (2013), la produccion de los
metabolitos microbianos ocurre en diferentes fases
de la curva de crecimiento de los microorganismos,
estrechamente relacionada a una fase en particular
para cada uno de ellos; pero muy influenciada por
las condiciones de cultivo. Por otro lado, Zhang et
al. (2015) demostraron que las fitotoxinas micro-
bianas son productos metabolicos del patdgeno,
caracterizados como factores de patogenicidad y/o
de virulencia. Basado en los resultados obtenidos
en el presente trabajo, estos productos metabdlicos
son sintetizados por el patogeno en determinada
fase de crecimiento. La curva de crecimiento del
hongo raza 2 muestra incrementos de la masa fres-
ca del microorganismo a partir de los nueve dias de
cultivo, alcanzando valores maximos a los 18 dias
posteriores a la inoculacion en el medio de cultivo
(16.1 g) (Figura 3B). Lo cual evidencia una mayor
adaptacion y asimilacion de los componentes del
medio de cultivo bajo las condiciones establecidas
para su crecimiento in vitro en relacion a la cepa
de la raza 1 de FOC. Mientras que FOC raza 2 es
capaz de producir moléculas fitotoxicas de forma
continua a partir de los 10 dias de su crecimien-
to bajo las mismas condiciones establecidas para
ambas cepas (Figura 3D). Sin embargo, aunque
la evaluacion de la actividad fitotoxica muestra la
excrecion de metabolitos fitotoxicos al medio de
cultivo de forma continua, pudiera existir un pro-
ceso de conversion de los compuestos inicialmente
sintetizados a otros que aiin conservan la mostrada
actividad fitotoxica. En el cultivar Bluggoe (sus-
ceptible) se observan dafios, medidos como area
de la lesion, de forma continua con los FC de 11
a 30 dias de cultivo del hongo. Pero, a los 29 dias
del cultivo del patogeno en medio liquido se apre-
ci6 un mayor dafio sobre los tejidos de las plantas
susceptibles. Varios investigadores en multiples
interacciones planta-patdogeno han descrito la
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phytotoxic activity shows the constant excretion
of phytotoxic metabolites into the culture medium,
there may be a process of conversion of the
initially synthesized components into others that
still maintain the displayed phytotoxic activity. The
Bluggoe cultivar (susceptible) displays damages,
measured as area of the lesion, in a continuous
manner with the FCs of 11 to 30 days of cultivation
of the fungus. Nevertheless, 29 days after the
cultivation of the pathogen in the liquid medium,
a greater damage was observed on the tissues of
susceptible plants. Several researchers, on multiple
plant-pathogen interactions, have described the
extraction of culture filtrates with phytotoxic
activities for their use as precocious selection
agents for resistance. In addition, schemes have
been developed for the isolation and purification of
the metabolites involved in the selective response
of plants (Ramirez et al., 2015). The precocious
selection of resistance in plants faced with different
‘formae specialis’ of Fusarium oxysporum has
been a crucial objective in conventional and
biotechnological breeding. Raw extracts and pure
metabolites of FOC cultivations have been used in
the selection of resistant plants (Companioni et al.,
2003; Saraswathil et al., 2016).

The cultivars observed to be the most susceptible
to the FC of race 1 were Manzano Criollo, Gros
Michel, Pisang Lilin and Yangambi km 5, with no
statistical differences between them, followed by
the del cultivar Paka. All FHIA cultivars evaluated
(01, 02, 03, 04, 18 and 21) were observed to be
resistant to the phytotoxic action of the FC race
1 VCG [01210], without statistical differences in
their respective responses. Cultivars Burro Criollo,
Pelipita, Pisang jari guaya and Bluggoe also proved
to be resistant, with a similar response to those of
the FHIA (Table 1).

Pérez et al. (2004) determined, among other
studies, the reaction of different cultivars towards
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obtencion de filtrados de cultivo con actividad fi-
totoxica para su uso como agentes de seleccion
precoz de resistencia. Ademas, se han desarrollado
esquemas para el aislamiento y purificacion de los
metabolitos involucrados en la respuesta selectiva
de las plantas (Ramirez et al., 2015). La seleccion
precoz de resistencia en plantas frente a diferentes
‘formae specialis’ de Fusarium oxysporum ha sido
un objetivo primordial en el mejoramiento genético
convencional y biotecnologico. Extractos crudos y
metabolitos puros de cultivos de FOC se han usado
en la seleccion de plantas resistentes (Companioni
et al., 2003; Saraswathil et al., 2016).

Los cultivares que se mostraron mas suscepti-
bles al FC de la raza 1 fueron Manzano Criollo,
Gros Michel, Pisang Lilin y Yangambi km 5, sin
diferencias estadisticas entre ellos, seguido del cul-
tivar Paka. Todos los cultivares FHIA evaluados
(01, 02, 03, 04, 18 y 21) se mostraron resistentes
a la accion fitotdxica del FC raza 1 GCV [01210],
sin diferencias estadisticas en sus respectivas res-
puestas. También se mostraron resistentes los cul-
tivares Burro Criollo, Pelipita, Pisang jari guaya
y Bluggoe, con respuesta similar a la de los FHIA
(Cuadro 1).

Pérez et al. (2004) determinaron, entre otros es-
tudios, la reaccion de diferentes cultivares frente a
las poblaciones de FOC de Cuba, y la frecuencia
de plantas enfermas. Sus resultados muestran que
laraza 1 afecta con mayor frecuencia los cultivares
Gros Michel, Yangambi km 5, Paka y Manzano.
Mientras que menores afectaciones mostraron Pi-
sang Lilin, Pisang jari buaya, FHIAO3 y FHIA-18.
En los resultados descritos en este trabajo, el bioen-
sayo del FC del hongo raza 1 en hojas del cultivar
Pisang Lilin mostré una reaccion de susceptibili-
dad, en contraposicion a la respuesta de tolerancia
determinada previamente en condiciones de campo
por Pérez et al. (2004). Por su parte, el FC de 29
dias de FOC raza 2 causoé los mayores dafios a los
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the FOC populations in Cuba, and the frequency
of diseased plants. Their results show that race 1
most frequently affects the cultivars Gros Michel,
Yangambi km 5, Paka and Manzano Criollo,
while Pisang Lilin, Pisang jari buaya, FHIA03 and
FHIA-18 showed the least effects. In the results
described in this work, the bioassay of the FC of
the race 1 fungus on Pisang Lilin cultivar leaves
displayed a reaction of susceptibility, as opposed
to the response of tolerance, determined previously
under field conditions by Pérez et al. (2004). On
the other hand, the 29-day FCs of FOC race 2
caused the greatest damage on cultivars Burro
Criollo, Pisang jari guaya, FHIA-03 and Bluggoe,
while in cultivars Manzano Criollo, Gross Michel,
Pelipita, Pisang Lilin, Paka and Yangambi Km
5, they displayed a similar resistance response to
the evaluated FHIA. The bioassay of the cultivar
Pisang jari buaya revealed a susceptibility
response, unlike the tolerance displayed in the
mentioned field evaluations. In this sense, the
problem concerning the resistance tests under
in vivo is the task of ensuring a homogenous
distribution of the inoculant of the pathogen in
all plants to be evaluated. Some plants may have
received an excessive amount of the inoculant,
while the others may not receive enough inoculant
to develop the disease (Mert and Karakaya, 2003).
Additionally, there are concerns over the effect of
the environment on inoculated plants studied in
the field (Ribeiro ef al., 2011). On the other hand,
it is not always possible to characterize the FOC
populations using pathogenicity tests, due to the
interactions of the plant with the environment. There
is proven evidence of the differential response of
plants under different environmental conditions to
established differential groups (Li et al., 2013). The
FCs of 15 and 29 days obtained from FOC strains
of races 1 and 2, were able to differentiate over
93% of the individuals with a known response to
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Cuadro 1. Respuesta de los cultivares de Musa spp., a la aplicacion de filtrados del culti-
vo del hongo de la raza 1y 2, evaluado mediante el bioensayo de punteadura
en hojas de banano; y en evaluaciones previas de campo frente al microorga-

nismo in vivo.

Table 1. Responses of the Musa spp. cultivars to the application of filtrates of the fungus
culture of races 1 and 2, evaluated with the bioassay on banana detached leaves
and in earlier field evaluations faced with the microorganism in vivo.

Area de la lesion (mm?)

Cultivares FOC razal GCV [01210] FOC raza 2 GCV [0124/125]
(Dia 15) (Dia 29)
Manzano Criollo (AAB) **%53.6a *23b
Gros Michel (AAA) *** 554 a *2.8D
Yangambi Km 5 (AAA) *¥** 553 a **41b
Paka (AA) *Ek 524 *35b
Pisang Lilin (AA) **544a *3.4b
Pisang jari guaya (AA) **4.1b **52.8a
Burro Criollo (ABB) *32b *¥**54.0a
Bluggoe (ABB) *2.1Db ¥k 53.7a
Pelipita (ABB) *34b *2.6b
FHIA-01 (AAAB) *3.6b *23b
FHIA-02 (AAAB) *2.5b *2.6b
FHIA-03 (AABB) #5028 #4% §3 59
FHIA-04 (AAAB) *34b *32b
FHIA-18 (AAAB) **32b *41Db
FHIA-21 (AAAB) *40b **48Db

Medias con letras iguales indican que no existe diferencias estadisticamente significativas
(Analisis de varianza univariante, ANOVA de un factor, ANOVA y HSD de Tukey, p<0.05).
Respuesta de los cultivares en evaluaciones en campo segun Pérez et al., 2004): *Resistente,
**Tolerante, ***Susceptible / Averages with same letters indicate no statistically significant
differences (One-factor univariant analysis of variance, ANOVA, Tukey ANOVA and HSD,
p=<0.05). Responses of the cultivars in field evaluations according to Pérez ef al., 2004): *Re-

sistant, **Tolerant, ***Susceptible.

cultivares Burro Criollo, Pisang jari guaya, FHIA-
03 y Bluggoe. Mientras que los cultivares Manzano
Criollo, Gros Michel, Pelipita, Pisang Lilin, Paka y
Yangambi Km 5, mostraron una respuesta de resis-
tencia similar a los FHIA evaluados. El bioensayo
del cultivar Pisang jari buaya revelo una respuesta
de susceptibilidad, diferente a la tolerancia mostra-
da en las mencionadas evaluaciones de campo. En
tal sentido, el problema que concierne las pruebas
de resistencia en condiciones in vivo es la tarea de
garantizar una distribuciéon homogénea del inocu-
lo del patégeno en todas las plantas a evaluar. Al-
gunas plantas pueden haber recibido una cantidad
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the pathogen in vivo. The remaining 7% consisted,
in both cases, of an intermediate response to the
disease under natural conditions. It is important
to point out that, in order to establish a method to
evaluate the resistance to diseases, it must be better
than the traditional one in terms of work, space and
time, aspects which are considered in this method,
tested for both races of the pathogen.

The results obtained in this work show that the
method to differentiate susceptibility or resistance
to the Panama disease according to Companioni et
al. (2003) can be performed in a quick and non-
destructive way with the use of the FC of the fungus
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excesiva del in6culo, mientras que las otras pue-
den no recibir suficiente inoculo para desarrollar
la enfermedad (Mert y Karakaya, 2003). Ademas,
existe preocupacion por el efecto del ambiente en
las plantas inoculadas estudiadas en campo (Ribei-
1o et al., 2011). Por otra parte, no siempre es posi-
ble caracterizar las poblaciones de FOC mediante
pruebas de patogenicidad debido a las interaccio-
nes de la planta con el ambiente. Existen demos-
tradas evidencias acerca de la respuesta diferencial
de las plantas bajo condiciones ambientales dife-
rentes para grupos diferenciales ya establecidos (Li
et al., 2013). Los FC de 15 y 29 dias obtenidos a
partir de las cepas FOC de las razas 1 y 2, logra-
ron diferenciar mas del 93% de los individuos con
una respuesta conocida al patdégeno in vivo. El 7%
restante consistié en ambos casos de una respuesta
intermedia a la enfermedad en condiciones natura-
les. Es importante sefialar que para establecer un
método de evaluacion de la resistencia a las enfer-
medades es necesario que el mismo sea superior
al tradicional en trabajo, espacio y tiempo aspectos
que son tenidos en cuenta en este método ensayado
para ambas razas del patogeno.

Los resultados obtenidos en este trabajo de-
muestran que el método para la diferenciacion de
la susceptibilidad o resistencia al Mal de Panama
segiin Companioni et al. (2003) puede realizarse de
forma rapida; y no destructiva con el uso de FC
del hongo tratados en las hojas para diferentes po-
blaciones del patdgeno, lo cual podria ser aplicable
para los programas de mejoramiento genético de
musaceas, tanto convencional como biotecnold-
gicas. Por otro lado, constituyen los primeros re-
sultados enfocados a la validacién del método que
rompe el esquema bioldgico natural del ciclo de la
enfermedad. Ademas, propician las bases para fu-
turos proyectos relacionados con la identificacion
de los metabolitos fitotdxicos, y de la especificidad
de presuntos genes de avirulencia del patdgeno. Lo
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treated in on leaves for different populations of the
pathogen, which may be applicable to the breeding
programs of Musaceae, both conventional and
biotechnological. On the other hand, they are the
first set of results focused on the validation of the
method that break the natural biological scheme of
the natural cycle of the disease. In addition, they
lay the foundations for future projects related with
the identification of phytotoxic metabolites, and
of the specificity of alleged avirulence genes of
the pathogen, which will help determine the role
played by the metabolites involved in the response
of Musa spp. to wilt by Fusarium.

End of the English version ~—~—~—~—~

cual permitira determinar el papel de los metabo-
litos involucrados en la respuesta de Musa spp. al
marchitamiento por Fusarium.
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