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estas toxinas soélo afectan a plantas de genotipos susceptibles y a bajas
concentraciones reproducen los sintomas de la infeccién natural. Los cultivos
resistentes al patégeno no son dafiados, incluso a altas concentraciones por estas
fitotoxinas. Las no-HSTs existen en un nimero mayor que las HSTs y aunque
estos metabolitos no reproducen los patrones de resistencia y susceptibilidad del
hospedero al patdégeno, juegan un importante papel en la expresion de virulencia
de la enfermedad. En este ultimo grupo estan incluidas todas las fitotexinas
bacterianas y la mayoria de las toxinas fungicas (4,5,6).

Dada la importancia del papel que desempefian en el proceso de infeccion,
las HSTs han sido objeto de un mayor nidmero de investigaciones. Esto ha
resuitado en el establecimiento de una serie de criterios para que una fitotoxina
sea considerada como tal, entre éstos se incluyen: 1) que ésta sea un producto
metabolico de un microorganismo patogénico y que sea toxica Unicamente a las
plantas hospederas del hongo; 2) que el patdégeno muestre un paralelismo
cuantitativo entre su capacidad para producirla y su capacidad para causar
infeccion; 3) que la planta sea igualmente susceptible a la infeccion y a la
fitotoxina; 4) que la fitotoxina reproduzca todos los sintomas y respuestas
bioquimicas observadas durante la infeccién; y 5) que la fitotoxina sea producida
durante la germinacién de las esporas del patégeno (2).

Todas las HSTs, excepto la toxina Ptr, son metabolitos secundarios
pertenecientes a diferentes grupos de estructuras quimicas, tales como
policétidos, péptidos ciclicos, terpenoides, sacaridos y productos de biogénesis
incierta. Hasta la fecha se han documentado 20 HSTs (Tabla 1), la mayoria de las
cuales son producidas por especies o patotipos de 2 géneros, Alternaria y
Cochliobolus (también conocido por el nombre antiguo y actual de su etapa
imperfecta, Helminthosporium o Bipolaris, respectivamente). Otras HSTs bien
documentadas son la toxina PM producida por Phyllosticta maydis
(Mycosphaerella zea-maydis), 1a peritoxina producida por Periconia circinata y la
toxina Ptr producida por Pyrenophora tritici-repentis (7).

Entre las principales aplicaciones de las fitotoxinas se incluye su utilizacion
como sondas para comprender mejor los procesos involucrados en la interaccion
hospedero-patogeno. En fisiologia vegetal, estos metabolitos han sido empleados
para mejorar el conocimiento de procesos bioquimicos y fisioldégicos, tales como
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permitido establecer que la activacion de ATPasa presente en la membrana
plasmatica esta mediada por la unién de la fusicoccina a su receptor (7-13).

Uso de las fitotoxinas en agricultura.

En la agricultura, algunas fitotoxinas producidas por patégenos son
consideradas como agentes prometedores en el control biolégico de especies
vegetales no deseables. Las ventajas de utilizar estos compuestos para el control
biolégico de malezas estan dadas por la facilidad para producir y almacenar estos
metabolitos, asi como los aspectos econdmicos y de seguridad para el agricultor y
el medio ambiente (14-16). Una de las principales fitotoxinas con posible utilidad
como herbicida natural es la bipolaroxina, producida por Cochliobolus cynodontis,
patégeno fungico del zacate Bermuda (Cynodon dactylon), maleza que crece
comunmente junto a especies vegetales de importancia econdmica. Se ha
descrito que la bipolaroxina a una concentracion de 38 uM causa lesiones sobre el
zacate Bermuda; mientras que en avena, cafa de azucar y maiz, es necesario
aplicar concentraciones mas altas (0.7mM) para observar dano (17). Por otra
parte, se ha observado también que algunas malezas son susceptibles a las no-
HSTs de diferentes patdgenos, aun cuando éstas no sean hospederas del
patdgeno que produce las fitotoxinas. Como ejemplo de lo anterior, se puede
mencionar el caso de la dihidropirenoforina, producida por Pyrenophora avenae,
agente causal de la mancha de la hoja de avena, la cual causa lesiones en su
hospedero a concentraciones de 10 * M; sin embargo, a concentraciones
inferiores a 6.5 x 10 ® M induce lesiones en zacate Johnson (Sorghum halepense)
(7).

Fitotoxinas como herramientas en los procesos de seleccion.

Una de las aplicaciones mas recientes de las fitotoxinas es su utilizacién
como herramientas en procesos de seleccidn in vitro de lineas de plantas
resistentes a enfermedades; particularmente aquéllas causadas por hongos, las
cuales constituyen una de las principales causas de pérdidas en los cultivos.
Hasta ahora la propagacién epidémica de enfermedades fungicas ha sido
controlada comunmente de tres maneras: a) aplicacion de técnicas de cultivo,
tales como la rotacidon de cultivos, la prevencion de la propagacion de suelos
infestados y la prevencién del acarreo de material vegetal infectado; b) la
produccion de cuitivos resistentes a hongos y c) la aplicacién de fungicidas (18-
21). E! primero es un proceso que consume tiempo y que requiere de trabajo
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Tabla 2. Sistemas de seleccién in vitro para el aislamiento de variantes
resistentes.
PLANTA PATOGENO MATERIAL FITOTOXICO
UTILIZADO
Oryza sativa (25) Helminthosporium oryzae |Filtrado
Avena sativa (26) Helmintosporium victoriae | Fitotoxina AV ]
Lycopersicon esculentum | Fusarium oxysporum f. sp. | Filtrado
27 Lycopersici raza 3
Medicago sativa (28) Fusarium oxysporum f. sp. | Filtrado
Medicaginis
Avena sativa (29) Helminthosporium sativum | Filtrado

Brassica napus (30)

Phoma lingam

Fitotoxina (Sirodesmina
PL)
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Especies reactivas de oxigeno (ROS).

Las especies reactivas de oxigeno: anion superdxido (O;"), peroxido de
hidrogeno (H>O»), radical oxhidrilo (OH’) y radical hidroperoxilo (HO;), se
producen en interacciones compatibles e incompatibles y sirven como agentes de
ataque especifico al ADN, como moléculas sefial y como degradadoras de la
membrana celular, entre otros papeles. En estos casos la produccion de ROS
puede resultar dafiina tanto para el hospedero como para el patdégeno infectante
(9-11).

En estudios recientes en cuitivos de células vegetales,se ha demostrado
que las plantas poseen mecanismos para la produccion de O, que involucran
una NADPH oxidasa similar a la encontrada en neutréfilos de mamiferos. E! O;”
generado es rapidamente dismutado a H;O2, y puesto que el H,O, no tiene
electrones desapareados, puede cruzar membranas bioldégicas mientras que
especies cargadas como O, lo hacen muy lentamente. Tanto O, como el H;0;
son especies moderadamente reactivas, por lo tanto, el dafio celular por ROS es
debido a su conversion en especies mas reactivas como el HO,;' y OH" (12 - 19).

Fortificacion de la pared celular.

El mecanismo de fortificacién de la pared celular aumenta la resistencia a
patégenos en varias formas. Mientras que para los bidtrofos extracelulares, como
Cladosporium fulvum, este proceso impide la fuga de contenido citoplasmatico,
reduciendo asi la disponibilidad de nutrientes para el patégeno; para los
necrétrofos, tales como Botrytis cinerea, este mecanismo retarda la difusién de
toxinas y enzimas a las células vegetales sensibles. Por otra parte, los
precursores fenolicos de la lignina, asi como los ROS producidos durante las
reacciones de polimerizacion en la pared celular, pueden afectar la plasticidad de
la membrana del patégeno o inactivar su produccién de enzimas, toxinas o
inductores (20 - 23).
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7)

El uso de inhibidores quimicos para la sintesis de proteinas o de inhibidores de
enzimas en la ruta biosintética de fitoalexinas da lugar a una resistencia
disminuida.

El aislamiento de inductores especificos de raza, los cuales reproducen la
especificidad en la induccién de fitoalexinas de manera similar al patégeno que
las produce.

La remocién de las fitoalexinas del sitio de infecciéon disminuye la resistencia,
mientras que la adicién exégena de fitoalexinas la aumenta.

Las fitoalexinas son sintetizadas en el sitio de ataque, en el tiempo y a la
concentracién suficiente para inhibir la invasién del patégeno.

Los patégenos en tejidos vegetales resistentes exhiben anormalidades
ultraestructurales similares a las observadas en los mismos patégenos
expuestos a fitoalexinas purificadas de cultivos in vitro.
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Sin embargo, el factor principal que afecta los niveles de produccién en
cultivos de Musa es la enfermedad foliar conocida como Sigatoka Negra (6), la
cual es causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis Morelet, que es reconocida
como la forma mas agresiva del complejo de enfermedades Sigatoka. El complejo
Sigatoka incluye 2 patdgenos fungicos estrechamente relacionados: M. musicola,
agente causal de la Sigatoka amarilla y el M. fijiensis Morelet, agente causal de la
linea negra de la hoja de platano o Sigatoka Negra (7). La infeccién provocada
por la Sigatoka Negra da lugar a una reduccién en la asimilacién de la luz en las
hojas, que resulta en una disminucién en la capacidad fotosintética de la planta y
la maduracion prematura de los frutos (8).

Reportes a nivel mundial indican que la Sigatoka Negra provoca una
reduccién de hasta un 33 % en el rendimiento de la cosecha cuando no se
controla. Se calcula que el costo del control de la Sigatoka Negra, mediante la
aplicacion de fungicidas en América Central, Colombia y México, sobrepasa los
350 millones de dodlares en los ultimos ocho afios, lo que representa un aumento
serio en los costos de produccion (3).

Alternativas para el cultivo de Musa.

El hecho de que las variedades comerciales comestibles de Musa sean
triploides, con frutos partenocarpicos y semilla sexual estéril, reduce la variabilidad
genética y la posibilidad de hibridacion (5). Debido a lo anterior, es dificil aplicar
los métodos convencionales de mejoramiento a esta especie. Sin embargo, el uso
de la técnica de cultivo de tejidos vegetales (10), combinado con la utilizacién de
fitotoxinas como herramientas de seleccién (11), ofrece una alternativa importante
para la obtencién de variedades de Musa resistentes a Sigatoka Negra .

Descripcion general de 1a enfermedad Sigatoka Negra y del agente causal.
Descripcion del agente causal.

El hongo M. fijiensis, agente causal de la Sigatoka Negra, pertenece a la
clase Ascomycete, orden Dothiales, familia Dothiaceas. El| género Mycosphaerella
agrupa aproximadamente 1000 especies, la mayoria saproéfitas y aigunas de las
cuales infectan plantas de importancia econémica (10).
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Estadio 4. Primer estado de manchas; las estrias se ensanchan tomando forma
eliptica, son de color pardo oscuro y estan rodeadas por un halo claro, pardo y
acuoso.

Estadio 5: Segundo estado de mancha, con el centro de la lesion ligeramente
hundido, de color oscuro, a veces con halo clorético.

Estadio 6: Centro de la lesidon necrosado y hundido; la mancha, de forma bien
definida, es rodeada por un halo angosto de color pardo oscuro o negro y éste a
su vez, presenta un halo clorético.

Fitotoxinas de Mycosphaerelila fijiensis Morelet.
Funcién de las fitotoxinas d 1. fijiensis Morelet en la patogénesis.

E! primer estudio utilizando filtrados crudos de M. fijiensis Morelet, describe
como el area de tejido necrotico observado al tratar siete variedades de Musa se
relaciona con la sensibilidad a la enfermedad de éstas observada en campo. Por
otra parte, al tratar especies vegetales no hospederas de M. fijiensis Morelet con el
filtrado crudo no se observa actividad fitotoxica (17). La primera fitotoxina
identificada en cultivos in vitro de M. fijiensis Morelet fue la fijiensina (Fig. 1a),
clasificada como una no-HST (18). Posteriormente se reportd el aislamiento de
seis metabolitos fitotdxicos (Fig. 1b - g) producidos por M. fijiensis. Uno de estos
metabolitos, la 2,4,8 - trihidroxitetralona (Fig. 1b), mostré selectividad por el
hospedero y una clara actividad diferencial, respetando los patrones de resistencia
y susceptibilidad en planta, similares a los observados en campo con el patégeno
(19). Lo anterior sugirié la posible designacion de la tetralona como la HST
producida por M. fijiensis Morelet.

Uso de las fitotoxinas de M. fijiensis Morelet en los estudios de seleccion.

Hasta ahora existe un soélo reporte relacionado con el uso de fitotoxinas
para la seleccion de genotipos resistentes de banano y platano. En este estudio
se emplearon fitotoxinas purificadas y fracciones semipurificadas para la seleccion
de plantas resistentes de Musa a partir de suspensiones celulares y callos. Sin
embargo, mientras que las plantas regeneradas a partir de callos seleccionados
como resistentes no mantuvieron el nivel de resistencia original, el bajo porcentaje
de regeneracion en las suspensiones celulares impidié realizar las evaluaciones /in
vivo (8).
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Un factor limitante de importancia para la obtencién de variedades de
banano resistentes a Sigatoka Negra, utilizando fitotoxinas como herramientas de
seleccion, estad dado por la falta de un procedimiento confiable para la
identificaciéon de genotipos resistentes.

La importancia de contar con una metodologia de bioensayo para la-
identificacion de genotipos resistentes a M. fijiensis Morelet se refleja en dos
estudios recientes. El primer estudio se planteé como objetivo principal evalusr el
efecto fitotoxico del extracto organico crudo, obtenido de filtrados de M. fijiensis,
sobre hojas de vitroptantas de Musa cultivadas en invernadero y sobre cultivos in
vitro de diferentes variedades con grados variables de resistencia a la
enfermedad. E!inconveniente principal de este trabajo residié en el hecho de que
el uso de callos para la seleccion de plantas resistentes incrementd la formacién
de quimeras (12). En el segundo estudio se describié un método para la seleccion
in vitro de plantas de banano resistentes a M. fiiensis Morelet, usando filtrado
fitotéxico crudo del hongo como agente de seleccién en brotes de Musa
previamente irradiados con rayos gamma. Los resultados obtenidos permitieron
observar diferencias en la respuesta al filtrado fitotdxico después de 30 dias. Sin
embargo, el largo tiempo necesario para observar los primeros resultados hace
inapropiado el uso de esta técnica como una primera metodoiogia en los estudios
de seleccidn de plantas de banano resistentes a Sigatoka Negra (20).

Par lo anterior en este proyecto se decididé evaluar diferentes técnicas de
bioensayo con el fin de encontrar aquella que permita la obtencion de resultados
rapidos, reproducibles, cuantitativos y que requiera pequefias cantidades de
muestra para la identificacién in vitro entre una variedad susceptible, tolerante o
resistente.
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Preparacion de “semilla”.

Dos mililitros de agua destilada estéril se adicionaron al cultivo “padre” de M.
Fijiensis y con ayuda de una asa microbiologica, la superficie de crecimiento fue
raspada ligeramente. Luego se depositd un mililitro del sobrenadante sobre 15 mi
de medio PDA contenidos en una caja de Petri. Las cajas se incubaron durante
20 dias a una temperatura de 26+/-2° C, bajo condiciones de luz natural.
Terminado el periodo de incubacion, el inéculo se prepard agregando cinco
mililitros de agua destilada estéril sobre la caja que contenia el cultivo y la
superficie fue raspada ligeramente con la ayuda de un pincel, tomandose 1 mi del
sobrenadante para inocular los correspondientes medios liquidos de cultivo.

Procedimiento de evaluacion de diferentes medios y condiciones de cuitivo.
Evaluacion de diferentes medios en condiciones estacionarias.

Para la optimizacion de las condiciones de cultivo de M. fjiensis se seleccionaron
tres medios indefinidos (V-8, PDB e IBA) y tres definidos (MNS, CZAPEK y M1D),
cada uno con y sin infusidn de banano (para la preparacion de los diferentes
medios definidos e indefinidos, ver Apéndices | y Il, respectivamente). Se
prepararon cuatro frascos Roux conteniendo 250 m! de medio liquido cada uno y
tres de los frascos fueron inoculados con 1 mi del inéculo de esporas y micetio de
M. fijiensis. El frasco restante se dejé sin inocular como control y el pH de los
diferentes medios fue medido antes y después del periodo de incubacién. Los
medios con infusidn se prepararon en una relacidon 1:2 de infusién-medio. Los
frascos se incubaron durante 45 dias, a una temperatura de 26+/-2° C, bajo dos
condiciones de luz: fotoperiodo 12/12 y oscuridad total.

Finalizado el tiempo de incubacién, el medio de cultivo fue separado de la masa
micelial por filtracion a través de dos capas de gasa. E! volumen del filtrado crudo
colectado de los tres frascos Roux fue ajustado a 750 ml con agua destilada y una
parte del filtrado (350 ml) fue liofilizado y redisuelto en agua destilada a una
concentracion de 100 mg/ml; en tanto que 100 ml se congelaron para mantenerios
como control. El resto del filtrado (300 ml) se extrajo con AcOEt, obteniéndose el
correspondiente extracto organico y la fase acuosa residual.
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medio de jugo V-8, su rendimiento de extracto organico crudo resulté ser uno de
los de menor proporcion. Por el contrario, los cultivas realizados en medio M1D
fueron los que produjeron una menor cantidad de micelio y los que registraron la
mayor produccion de extracto organico (Tabla 3).

Tabla 3. Rendimiento (mg/l) de los extractos organicos crudos de los diferentes

medios.

CONDICIONES DE CULTIVO
MEDIOS ESTATICOS AGITACION
I FOTOPERIODO | OSCURIDAD | FOTOPERIODO | OSCURIDAD
V-8 21.3 83.0 8.6 11.0
PDB 18.0 9.6 23.6 54.6
M1D 122.6 46.3 69.6 86.3
MNS - - 11.3 13.0
CZAPEK | 11.0 11.6 12.6 35.3

Al evaluar los filtrados crudos de los diferentes tratamientos mediante el
bioensayo de gota, se encontrd que los filtrados crudos con mayor actividad
fitotdxica fueron los siguientes: CZAPEK en condiciones estacionarias y V-8 en
agitacién, tanto en condiciones de fotoperiodo 12/12 como oscuridad total. Al
reevaluar, mediante el bioensayo de gota, ambos medios y a dos diferentes
concentraciones, se encontroé que tanto el medio V-8 en condiciones de agitacién y
el CZAPEK en condiciones estacionarias, ambos bajo condiciones de fotoperiodo
12/12, son los unicos medios que mantienen su actividad fitotdxica en las dos
concentraciones evaluadas (Tabla 4).
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fitoalexinas de. banano. Sin embargo, en el estudio anterior no se reporta la
evaluacion de la actividad inhibitoria de las fitoalexinas en el crecimiento de M.
fijiensis, por lo que estudios posteriores, haciendo uso de las fitoalexinas, podrian
corroborar los resultados obtenidos en el presente proyecto.

Con base en los resultados obtenidos se puede concluir que las condiciones
Optimas para el crecimiento y desarrollo de M. fijiensis requiere de medio de jugo
V-8 e incubacién en condiciones de agitacion y fotoperiodo 12/12. Es importante
hacer notar que en la literatura se reporta el medio M1D como el mas adecuado
para la produccion de fitotoxinas de M. fijiensis Morelet; sin embargo, los
resultados obtenidos en el presente trabajo, muestran una ausencia de actividad
fitotoxica en los filtrados de este medio, ain cuando el rendimiento de los
extractos organicos crudos obtenidos fueron similares a los reportados en la
literatura.

Es interesante mencionar también que el mayor rendimiento de los
extractos organicos no correlaciona con la expresion de una mayor actividad
fitotoxica. El medio V-8, en el que se encontrd la mayor actividad fitotdxica, resultd
ser uno de los medios con menor rendimiento de extracto organico crudo; en tanto
que, como ya se menciond anteriormente, el medic M1D, que fue el medio con un
mayor rendimiento de extracto organico crudo, no mostré actividad fitotoxica.

Experimentos posteriores, encaminados a la elucidacion estructural de los
metabolitos responsables de la actividad fitotoxica en los filtrados crudos del
medios V-8, permitirid su comparacién con aquellos metabolitos reportados como
responsables de la actividad fitotoxica en los filtrados crudos del medio M1D.
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Bioensayos
Los procedimientos para la realizacion de los bioensayos se llevaron a cabo de
acuerdo a lo descrito en la literatura.

Bioensayo de gota

Método de puncién

La primera o la segunda hoja de plantulas de cuatro y ocho semanas, aclimatadas
en invernadero, se escinden y se desinfectan durante un minuto con un
desinfectante comercial (Cloralex) al 5 %. A continuacién las hojas se enjuagan,
se secan y se colocan en una caja de petri estéril conteniendo en el fondo dos
capas de papel previamente humedecido con agua. Utilizando un pincel o una
asa microbioldgica se raspa o punciona, respectivamente, la hoja en tres sitios
depositando gotas de 15, 20 y 30 ul de cada uno de los siguientes tratamientos:
filtrado crudo, medie sin inocular y agua destilada estéril.

Se utilizan tres hojas por tratamiento y las inoculaciones son llevadas a cabo en la
cara adaxial o abaxial. Los recipientes se mantienen bajo condiciones de
temperatura ambiente y luz natural y los efectos se registran a las 24, 48, 72 y 96
horas después del tratamiento.

Método de incisidn

La primera o la segunda hoja de plantulas de tres, cuatro y cinco meses,
aclimatadas en invernadero, se escinden y se desinfestan durante un minuto con
un desinfectante comercial (Cloralex) al 5 %. A continuacion las hojas se
enjuagan, se secan y se colocan en un recipiente de plastico, previamente
desinfestado con etanol al 70 %, conteniendo en el fondo dos capas de papel filtro
previamente humedecido con agua. Se realizan 10 incisiones (dos por cada
tratamiento) con ayuda de una aguja de diseccién sobre la cara adaxial o abaxial
de la hoja, aplicandose 20 pl de los siguientes tratamientos: filtrado crudo, medio
sin inocular y agua destilada estéril.

Se utilizan dos hojas para cada tratamiento y los recipientes son mantenidos bajo

condiciones de temperatura ambiente y luz natural; los efectos son registrados a
las 24, 48, 72 y 96 horas.
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Resultados y discusion.

Para la optimizacion del bioensayo de gota se evaluaron los siguientes factores:

a) Maxima difusion de muestra y minimo dafio mecanico a la hoja.

b) La edad éptima de las hojas de plantas de banano que permitieran observar
claramente las lesiones ocasionadas por el filtrado crudo.

c) Cantidad minima de muestra necesaria para observar actividad fitotdxica.

d) La mejor cara de la hoja para depositar la gota.

e) Eltiempo minimo requerido para observar actividad fitotdxica.

fy El nimero de hoja mas susceptible al efecto fitotoxico del filtrado crudo.

Los resultados obtenidos permitieron llegar a las siguientes conclusiones:

a) El método de incision con bisturi permite una mejor difusion del filtrado crudo y
por lo tanto, una facil diferenciacién entre el dafo ocasionado por los
metabolitos fitotdxicos y la fenolizacion causada por el dafio mecanico.

b) Las hojas de plantas de banano de cuatro meses, utilizadas en el método de
incision, son las adecuadas para observar claramente las lesiones fitotdxicas
ocasionadas por el filtrado crudo, ya que las hojas de plantulas de hasta 8
semanas, utilizadas en el métodc de puncién, no permiten observar actividad
fitotoxica debido a la alta fenolizacion que presentan.

¢) Una gota de 20 ul del filtrado crudo es la cantidad adecuada para mantener la
integridad de la misma (no se escurre de la hoja).

d) La cara adaxial de la hoja es la adecuada para observar mejor la presencia de
actividad fitotoxica.

e) El tiempo maximo para conservar la integridad de la hoja es de 96 horas y el
tiempo 6ptimo para observar actividad fitotoxica es de 72 horas.

f) No existen diferencias significativas en susceptibilidad entre la hoja 0 y la hoja
namero 4 (Fig. 1).

Para llevar a cabo la estandarizacién del bioensayo de fuga de electrolitos
se utilizaron dos métodos y se planteé evaluar los siguientes factores:
a) El tiempo minimo necesario de incubacién y lixiviacion para observar
conductividad como resultado de actividad fitotéxica.
b) Las condiciones éptimas necesarias para diferenciar la conductividad propia
del medio de cultivo y la conductividad observada como resultado de actividad
fitotoxica.
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c)

a)

b)

La concentracién minima de filtrado crudo requerida para observar cambios en
la conductividad como resultado de la actividad fitotoxica.

Los resultados obtenidos permitieron llegar a las siguientes conclusiones:

Las condiciones utilizadas en el método sin infiltracion al vacio no son las
adecuadas, debido a que no se observaron diferencias en la conductividad
obtenida del tratamiento de los discos de hoja con el filtrado crudo de aquellos
tratados con los controles. Por otra parte, la condicion utilizada en el método 2,
infiltracién al vacio por 30 minutos, permiti6 observar claras diferencias en
conductividad entre los discos tratados con el fiitrado crudo de aquellos
tratados con los controles, después de incubarse durante 18 horas (Fig. 2).
Aln cuando a partir de 30 minutos de lixiviacién se observaron diferencias en
la conductividad entre los discos tratados con el filtrado crudo, y los tratados
con los controles, se establecid que el tiempo éptimo de lixiviacion era de cinco
horas, tiempo en el cual se registra el mayor cambio en la conductividad (Fig.
3).

Las condiciones de incubacion tanto en agitacion como estaticas no mostraron
diferencias significativas.

La concentracion optima que permite diferenciar la conductividad propia del
medio con la observada por el tratamiento con filtrado crudo como resultado de
actividad fitotoxica es de 30 ug/ul (Fig. 4).

Para la evaluacion del bicensayo de infiltracion se tomaron en cuenta los
siguientes factores:

Edad 6ptima de las hojas de las plantas de banano que permitiera diferenciar
entre la fenolizacién natural y la actividad fitotéxica.

Tiempo 6ptimo de incubacién.

Los resultados obtenidos permitieron llegar a las siguientes conclusiones:

Las hojas de cuatro meses son las adecuadas para diferenciar la fenolizacién
natural de la ocasionada por el filtrado crudo.

El tiempo éptimo requerido para observar actividad fitotdxica es de 72 horas.
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Figura 3. Conductividad medida después de 18 horas de incubacion.
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Material vegetal

Plantulas de banano variedad enano gigante (susceptible), fougamou (tolerante), y
yangambi km 5 (resistente), obtenidas del INIBAP fueron muitiplicadas a través de
cultivo de tejidos, utilizando meristemos, en medio MS suplementado con BAP (2
mg/l), repitiendo este proceso cada 15 dias. Para la fase de enraizamiento, las
plantulas de mayor tamaro fueron transferidas a cajas magenta conteniendo
medio MS sin reguladores de crecimiento. Después de tres semanas, las
plantulas fueron transferidas af invernadero en charolas de plastico para su
aclimatacion; cuatro semanas mas tarde las plantulas fueron cambiadas a bolsas
de plastico negro conteniendo una mezcla de abono-tierra (1:4).

Bioensayo de gota

La segunda hoja de plantulas de cuatro meses, aclimatadas en invernadero, se
escinden y se desinfestan durante un minuto con un desinfectante comercial
(Cloralex) al 5 %. A continuacidn las hojas se enjuagan, se secan y se colocan en
un recipiente de plastico, previamente desinfestado con etanol al 70 %,
conteniendo en el fondo dos capas de papel filtro previamente humedecido con
agua. Se realizan 6 incisiones (dos por cada tratamiento) con ayuda de una aguja
de diseccion sobre la cara adaxial de la hoja, aplicandose 20 pl de los siguientes
tratamientos: filtrado crudo, medio sin ionocular y agua destilada estéril.

Se utilizan dos hojas para cada tratamiento y los recipientes son mantenidos bajo
condiciones de temperatura y luz natural; los efectos son registrados a las 72
horas.

Fuga total de electrolitos.

Para determinar la fuga total de los discos de hoja utilizados en el bioensayo de
fuga de electrolitos, éstos se autoclavean durante 20 minutos a 120°Cy 15 b de
presion. Se dejan enfriar y posteriormente se mide la conductividad. La féormula

para determinar el porcentaje de dafio celular es la siguiente:

% DC = (Cf/ Ct) (100)

DONDE:
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Es interesante hacer notar que el presente trabajo es el primero que reporta
actividad en la fase acuosa de cultivos de M. fijiensis, por lo que seria también
importante el desarrollar un proyecto encaminado hacia la identificaciéon de los
metabolitos responsables de la actividad fitotdxica en la fase acuosa.

Por ultimo es importante enfatizar, que las fitotoxinas de M. fijiensis
representan una herramienta importante como agentes de seleccién in vitro de
plantas resistentes. Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican
también que la falta de conocimiento acerca de los eventos basicos que suceden
en la enfermedad y la falta de estudios encaminados para la elucidacion
estructural de los metabolitos producidos por el patdgeno, constituyen dos factores
limitantes para el desarrollo de proyectos encaminados a la bisqueda de especies
de Musa resistentes a la Sigatoka Negra.
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Perspectivas

Los resultados obtenidos en el desarrollo de la tesis “Evaluacion de la
actividad fitotéxica de M. fijiensis Morelet mediante el uso de diferentes técnicas
de bioensayo” nos permiten plantear las siguientes perspectivas:

A corto plazo desarrollar un proyecto encaminado a la elucidacion
estructural de los metabolitos fitotbxicos responsables de la actividad en los
medios de jugo V-8 en condiciones de agitacion y fotoperiodo 12/12, con esto se
descartaria la posible diferencia en la produccion de fitotoxinas con respecto al
medio M1D, que es el reportado en la literatura como el adecuado para la
produccion de las mismas.

Al mismo tiempo podria llevarse a cabo un estudio de estructura actividad,
el cual estaria enfocado a descubrir cual o cuales son los metabolitos
responsables de la infeccion y determinar si se producen toxinas especificas de
huésped (HST) o de lo contrario no especificas de huésped ( no—HST).

A mediano plazo, una vez desarrollados los proyectos anteriores seria
conveniente aislar los metabolitos fitotéxicos producidos “in planta’ y compararlos
con aquellos obtenidos “in vitro” mediante el uso de diferentes técnicas de
bioensayo y observar si las respuestas de sensibilidad al huésped son las mismas
que las observadas en campo.

Por otra parte, seria interesante el desarrolio de un estudio acerca de las
fitoalexinas producidas en la infusion de banano, las cuales impidieron el
crecimiento de M. fijiensis Morelet en todas las condiciones evaluadas donde se le
adiciond dicha infusion, de manera paralela se podrian evaluar las fitoalexinas
parcialmente purificadas y purificadas en estudios de inhibicién * in vitro “, las
cuales nos guiarian para el posible desarrollo de un metodo de control
biodegradable de la Sigatoka Negra.
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KH, PO,
KNO;

Mg S04.7 H,0
KCi
SACAROSA
pH

Medio nutritivo sintético (MNS)

1.00 g!
1.00 g/l
0.50 g/t
0.50 g/l
20.00 g/l
55
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Medio de infusion de banano y azicar

HOJAS DE BANANO 200 g/l
SACAROSA 20 g/l
AGUA DESTILADA c.b.p. 1000 mi
pH 55

Se ponen a hervir 800 ml de agua destilada, cuando comienza a hervir se pican
las hojas y se depositan en el agua dejandolas hervir durante 30 minutos.
Transcurrido el tiempo se deja enfriar, se filtra, se le adiciona el aztcar y se afora
a 1000 ml con agua destilada, ajustando el pH a 5.5. E! medio es autoclaveado a
120 ° C a 15 Ib de presion durante 15 minutos.

Infusion de banano y azlcar

HOJAS DE BANANQ 40 g/l
SACAROSA 20 g/l
AGUA DESTILADA cb.p 1000 ml
pH 5.5

Se ponen a hervir 800 mi de agua destilada, cuando comtienza a hervir se pican
las hojas y se depositan en el agua dejandolas hervir 30 minutos. Transcurrido el
tiempo se deja enfriar, se filtra, se le adiciona el aztcar y se afora a 1000 mi con
agua destilada, ajustando el pH a 5.5. El medio es autoclaveado a 120°C a 15 1lb
de presién durante 15 minutos.

Para la preparacion de los medios con infusion la relacion es 1:1 de medio e
infusion.
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MEDIA 38.3333 | 18.0000 | 11.3333 | 121.6667 | 17.6667 | 12.3333 | 156.6667 [ 20.3333 | 13.0000 | 159.6667 | 24.3333 | 17.3333
DESVEST | 1.5275 |2.6457 ]3.2145 |10.4083 [3.2145 |2.5166 (6.5064 4.1633 | 26457 145082 20816 |2.0816
Continuacion Fig. 3
TIEMPO DE LIXIVIACION (h)
5 7 9

2 2 8

uw = < u = < e = Y
DATO 1 200 28 18 205 30 20 204 30 26
DATO 2 188 30 20 190 32 22 195 33 25
DATQ 3 1893 26 19 190 33 20 188 35 on
MEDIA 183.6667 ; 28.0000 19.0000 195.0000 | 31.6667 20.6667 195.6667 | 32.6667 23.6667
DESVEST |6.0277  [20000 | 1.0000  |8.6602  [1.5275  |11547  |8.0208  |25166 _ |32145

Fig. 4 Conductividad a diferentes concentraciones de filtrado crudo medida
después de 18 horas de incubacién y 5 horas de lixiviacion.

CONCENTRACION (mg/ml)

L 5 10
Q
8 3 =
& o < 3 Q < ] Q <
5 2 3 5 i 3 5 o 3
fr = 4 i s < b s <
DATO 1 15 15 10 22 15 11 23 16 1
DATO 2 17 13 12 20 16 12 25 15 10
DATO 3 13 12 11 21 17 12 24 16 12
MEDIA 15.0000 13.3333 11.0000 21.0000 16.0000 11.6667 24.0000 15.6667 11.0000
| DESVEST | 2.0000 1.5275 1.0000 1.0000 1.0000 0.5773 1.0000 0.5773 1.0000
Continuacion Fig. 4
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o o Q (o] r
S g @] g ] g ]
Q Q Q < Q
- - - T - - A - O -
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27 18 11 112 30 12 137 45 10 153 98 12
25 22 11 106 25 11 140 37 11 143 88 11
36 26 14 123 27 13 128 33 10 148 83 10
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DATO 3 0.7 0.2 0.5
MEDIA 0.6000 0.3000 0.4667
DESVEST 0.1000 0.1000 0.0577
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