Comunicacién corta Biotecnologia vegetal Vol. 2, No. 2: 111-113, 2002

Determinacion de la concentracion adecuada de Juglone para
diferenciar dos cultivares de Musa spp.

Michel Leiva Mora*, Jean Pierre Bussogoro, Phillipe Lepoivre *Autor para correspondencia

Instituto de Biotecnologia de las Plantas. Universidad Central ” Marta Abreu” de las Villas. Carretera a Camajuani Km
5 %. Santa Clara Villa Clara. Cuba. e-mail: Imichel@uclv.edu.cu

RESUMEN

La produccién de toxinas por patégenos fungosos puede facilitar la penetracion y la colonizacion del tejido
hospedero asi como reproducir fielmente los sintomas caracteristico de una enfermedad. El Juglone es el principal
metabolito con accion fitotdxica, caracterizado a partir del filtrado de cultivo de Mycosphaerella fijiensis Morelet. En
el presente trabajo se utilizaron concentraciones de 10, 25, 50 y 100 mg.I"* de este compuesto y se empleé como
control una solucion de metanol al 10%. Se realizaron inyecciones foliares en el envés de las dos ultimas hojas
abiertas de plantas aclimatizadas durante cinco meses de los cultivares Gran enano (AAA) y Fougamou (ABB) y se
evaluo a las 24 horas el porcentaje de necrosis foliar por planta. Con la concentraciéon de 100 mg.I' se obtuvieron
sintomas de necrosis foliar en las hojas inyectadas de ambos cultivares, sin embargo la concentracién de 50 mg.I
' fue la Unica que permitié establecer diferencias claras entre los mismos. Este resultado permitié establecer una
concentracion adecuada para la diferenciacion de cultivares de Musa spp. con diferentes niveles de resistencia
frente al agente causal de la Sigatoka negra, mediante el empleo del juglone.
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ABSTRACT

The toxins production by fungal pathogenic can enhance penetration and colonization of the host tissues and reproduce
symptoms of diseases. Juglone is the main and the most toxic metabolite characterized from the culture filtrate of
Mycosphaerella fijiensis. In the present work it was used different concentrations of juglone (10, 25, 50 and 100 mg.I"")
and a control solution of methanol 10%. Foliar injections were performed in the underside of two last open leaves of
Grande naine (AAA) and Fougamou (ABB) cultivars. The percentage of necrosis per plant was evaluated at 24 hours after
the injection. The concentration of 100 mg.I"* was able to produce necrotic symptoms in both cultivars; nevertheless with
the 50 mg.I'" was possible to obtain differences between the two cultivars. This result established a concentration for
screening two Musa spp cultivars with different resistance levels to Black Leaf Streak by the use of juglone.
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INTRODUCCION

La raya negra de la hoja, o Sigatoka negra, como se
conoce en el continente americano, es una de las
enfermedades mas importantes que atacan la superficie
foliar de los platanos bananos, produciendo grandes
pérdidas del area fotosintética tanto por la accion del
patégeno como de las toxinas difundidas por el mismo
(Mourichon, 2000)

Alrededor de cinco compuestos toxicos han sido
aislados y caracterizados a partir del filtrado de cultivo
de Mycosphaerella fijiensis (Upadhyay et at., 1990,
Stierle et at., 1991). El juglone (5-hydroxy-1,4-
naphthoquinone) ha manifestado la mayor actividad
biolégica, induciendo necrosis foliar en varios cultivares
de bananos, es por ello que actualmente constituye la
toxina mejor estudiada y caracterizada de este
patogeno (Molina y Krausz, 1988).

Elempleo de toxinas fungicas ha sido propuesto para
la seleccion in vitro de bananos resistentes a la Sigatoka
negra como una alternativa en los actuales programas

de mejoramiento genético (Escalant, 1990). Los
materiales resistentes referidos hasta la fecha, se han
obtenido mediante la seleccion de callos de tejidos de
bananos expuestos a diferentes concentraciones del
filtrado de cultivo de M. fijiensis (Okole y Schulz, 1997),
sin embargo no se han realizado estudios de seleccion
en condiciones de invernadero o campo mediante las
toxinas purificadas.

Teniendo en cuenta lo anterior el presente trabajo tuvo
como principal objetivo la determinacién de la
concentracion adecuada de Juglone para diferenciar
dos cultivares de Musa spp, propagados por métodos
biotecnoldgicos y aclimatizados en condiciones de
invernadero.

MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se realizé en el laboratorio de Fitopatologia
del Instituto de Biotecnologia de las Plantas (IBP), de
la Universidad Central “Martha Abreu” de las Villas y en
la Unidad de Patologia Vegetal perteneciente a la
Universidad Agricola de Gembloux (Bélgica). El mismo
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se efectud en el periodo comprendido desde
Septiembre del 2000 hasta Abril del 2001.

Material vegetal y condiciones de incubacion

Se utilizaron plantas producidas in vitro de los cultivares
Fougamou (ABB) (parcialmente resistente) y Gran
enano (AAA) (susceptible). Las mismas fueron
aclimatizadas durante un periodo de 45 dias en cajas
de polietilurano y posteriormente fueron transplantadas
en macetas de 20 cm de altura y 20 cm de diametro.
El sustrato empleado estuvo compuesto por un 50%
de humus de lombriz, 30% de compost y un 20% de
vermiculita. Se aplicé un riego mediante
microaspersores colocados sobre la superficie del
soporte empleado para ubicar las plantas en
invernadero. El periodo de riego se programé mediante
un cronémetro de ajuste manual, con cinco minutos
de duracion e intervalos de 30 minutos. Se utilizé una
fuente de iluminacion artificial con un fotoperiodo de 16
horas luz y 8 horas de oscuridad y una intensidad
aproximada de 20 pmol.m?s'. Alos cuatro meses de
edad fueron seleccionadas plantas que tenian un
tamarfio promedio de 30 cm de altura y un total de
cinco hojas activas. Tres dias antes de la inyeccion
con juglone, las plantas fueron trasladadas a una
cadmara con humedad saturante para lograr una
adecuada apertura estomatica de las hojas y asi
minimizar los dafios mecanicos.

Inyeccion del juglone sobre cultivares de Musa
spp.

Se utilizé el juglone (5-hydroxy-1,4-naphthoquinone,
Sigma, Co). Se empled una solucién de metanol al
10% como control asi como para disolver
homogéneamente esta toxina. Se utilizaron

concentraciones de 10, 25, 50, y 100 mg.I". Se usaron
cinco plantas tanto para el control como para los
tratamientos. La inyeccion de las hojas se realizd segun
la técnica descrita por Molina (1989). En cada inyeccion
se utilizé un volumen aproximado de 0.1 ml. En las
dos ultimas hojas expandidas, se inyectaron 20 puntos
por cada una.

Evaluaciones

Se evalud la variable promedio del porcentaje de
necrosis foliar por plantas a las 24h después de la
inyeccion, mediante la férmula siguiente: % necrosis
= 100xn/N, donde n representa el total de puntos por
plantas y N corresponde al total de puntos inyectados.

Analisis estadistico

Se empled un disefio completamente aleatorizado. Se
utilizé el paquete estadistico SPSS\SS version 9.0 para
Windows. Para la comparacion de las medias de los
tratamientos con las diferentes dosis empleadas, se
utilizé la prueba t-student.

RESULTADOS Y DISCUSION

Mediante la inyeccion de juglone sobre la superficie
abdaxial de las hojas, se lograron obtener sintomas de
necrosis foliar en ambos cultivares de bananos. Los
mismos aparecieron con mayor rapidez e intensidad
sobre el cultivar Gran enano.

Al utilizar varias concentraciones de juglone se
obtuvieron diferencias entre los cultivares empleados.
La concentracion de 50 mg.I" fue la Unica que permitié
establecer diferencias claras entre el cultivar Gran
enano y el Fougamou (Tabla 1y Fig. 1).

Tabla 1. Porcentaje de necrosis foliar en cultivares de bananos inyectados con diferentes concentraciones
de juglone a las 24 horas.

Evaluaciones a las 24 horas

Cultivares 10 mg.I" 25 mg.l” 50 mg.I" 100 mg.I"
Gran enano (AAA) 48a 5a 90 a 100 a
Fougamou (ABB) Oa Oa Ob 100 a

Medias con letras iguales en el sentido de las columnas, no difieren estadisticamente para P<0.05 segun la
prueba t-student

Figura 1. Necrosis foliar en la superficie adaxial de hojas inyectadas con la concentracion de 50 mg.I"' de juglone
en dos cultivares de Musa spp. a las 24 horas. A- Fragmento de Hoja del cultivar Fougamou. B- Fragmento de
Hoja del cultivar Gran enano



Las plantas inyectadas con metanol al 10% no
presentaron sintomas de necrosis foliar lo que
demostré que este solvente organico puede utilizarse
como control en estudios futuros acerca de la
actividad bioldgica de esta toxina.

Se pudo comprobar la posibilidad de obtener una
concentracion adecuada de juglone para diferenciar
genotipos de Musa spp. con diferentes niveles de
resistencia frente a M. fijiensis. En este sentido,
Hernandez (1995), al realizar la evaluacion de la
actividad bioldgica del extracto crudo a partir del
filtrado de cultivo de M. fijiensis, logré establecer una
concentracion que le permitio diferenciar los cultivares
de Musa spp. Acerca de los metabolitos fitotdxicos
producidos por M. fijiensis se han desarrollado
ensayos con el objetivo de estudiar la actividad
biologica de los mismos. Sin embargo son pocos los
autores que han empleado el juglone para tales fines
(Cutsem, 1999; Jack, 2000). Algunos han empleado
extractos semipurificados y filtrados de cultivo para
la evaluar la actividad bioldgica de los mismos. Pino
et al. (1996), emplearon este procedimiento en la
seleccion temprana de bananos y platanos
resistentes a M. fijiensis. Harelimana et al. (1997)
mediante el empleo de fitotoxinas de M. fijiensis
lograron evaluar el comportamiento de diferentes
cultivares de Musa spp. con diferentes niveles de
resistencia frente a M.fijiensis.

La importancia de determinar la concentracion
adecuada del agente selectivo para lograr una
respuesta que permita establecer diferencias precisas
entre los genotipos estudiados, ha sido sefialada por
diversos autores en diferentes patosistemas. Abbas
etal. (1995), estudiaron diferentes dosis de analogos
sintéticos de las toxinas de Alternaria alternata y de
la toxinas producidas por Fusarium moniliforme
(fumonosin B) sobre diferentes hospederos. De igual
manera, Evidente et al. (1998), lograron con la dosis
de 30 pg de ascaulitoxin, la inducciéon de manchas
con bordes cloréticos sobre la superficie foliar del
apazote blanco (Chenopodium album). Dyan et al.
(1999), al comparar la fototoxicidad de la toxina
artemisia sobre diferentes especies (Lolium, Lactuca
y Arabidopsis), determinaron que la mayor actividad
biolégica se alcanzo con la concentracion de 1 g.I.

El presente resultado, constituye una etapa
importante en los estudios acerca del efecto de las
toxinas de M. fijiensis sobre diferentes cultivares de
bananos, que posibilitarian la seleccién temprana de
genotipos promisorios, obtenidos en los programas
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de mejoramiento genético de Musa spp. que
actualmente se desarrollan.
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