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Influencia de metabolitos fitotoxicos de Altenaria porri (Ellis) Ciferri
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RESUMEN

Con el objetivo de obtener metabolitos fitotoxicos de Alternaria porri (Ellis) Ciferri y conocer su influencia
sobre plantas y callos de ajo con vistas al mejoramiento genético de la resistencia a la alternariosis, se llevé
a cabo el presente trabajo. Para la obtencién de los filtrados de cultivos se utiliz6 el medio de cultivo Fries a
los 30 dias de inoculado el hongo, el cual se cultivd estaticamente a 28+1 °C y oscuridad constante. Los
ensayos biologicos, utilizando varias concentraciones del filtrado de cultivo, se realizaron sobre plantas de
diferentes edades del clon de ajo ‘Criollo’ mediante el método de puncién y sobre callos del clon ‘Chileno’. El
mayor efecto fitotoxico se observd en plantas de 110 dias de edad cuando fueron inoculadas con el filtrado
concentrado al 70% de su volumen inicial. Los callos tuvieron pérdida de peso y cambio en la coloracién
cuando el filtrado se concentr6é por encima del 40%.
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ABSTRACT

In order to obtain phytotoxic metabolites from Alternaria porri and to know their influences on garlic plants and
calli in plant breeding for resistanse to alternariosis, a research was carried out. Filtrates were obtained in
Fries medium 30 days after fungus incubation which was statically cultivated at 28+1 °C and constant darkness.
Biological assays using several filtrate concentrations were developed in garlic plants of different ages (clone
‘Criollo’) through punture method and also in garlic calli (clone ‘Chileno’). The highest phytotoxic effect was
observed in 110 days old plants when they were inoculated with filtrates concentrated at 70% initial volume.
Calli showed weight losses and changed their coloration when filtrate was concentrated above 40%.
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INTRODUCCION

La mancha purpura causada por Alternaria porri (Ellis)
Ciferri es considerada la enfermedad de mayor
importancia en el ajo, la cual ha sido referida como el
principal problema en la mayoria de los paises donde
se cultiva esta lilidcea y tradicionalmente su control se
ha venido realizando utilizando fungicidas, los cuales
ejercen una accion letal sobre el inéculo sin importar la
raza del hongo presente (Rodriguez et.al., 2001).

Se han realizado investigaciones en la seleccion in vitro
de diferentes cultivos resistentes a enfermedades ya
gue los métodos de evaluacion de la resistencia de las
mismas en condiciones de campo resultan lentos y
engorrosos en los esquemas de mejoramiento (Fornet,
1991). Los métodos de seleccién precoz se han
convertido en un complemento muy valioso en cualquier

programa de mejoramiento genético para la obtencién
de individuos resistentes alas enfermedades (Santos,
2000). El empleo de filtrados y toxinas de hongos e
incluso cultivos duales para este proceso son
prometedores (Gémez, 1998). Por tanto los objetivos
del trabajo fueron: determinar la actividad biolégica de
los metabolitos fitotéxicos aislados de Alternaria porri
en plantas y callos de ajo y estudiar la efectividad del
uso de los metabolitos fitotoxicos de Alternaria porri
parala seleccion de la resistencia a la mancha parpura
en ajo.

MATERIALES Y METODOS
Material Vegetal

Se utilizaron los clones de ajo ‘Chileno’ y ‘Criollo’,
los cuales se seleccionaron teniendo en cuenta el
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criterio de campesinos de la zona en cuanto a
susceptibilidad a la enfermedad mancha purpura.

Obtencion del filtrado fitotéxico

Para la obtencion del los filtrados se emplearon
Erlenmeyers de una capacidad de 500 ml que
contenian 200 ml del medio de cultivo Fries
modificado (Luke y Wheeler, 1955). El pH del mismo
fue ajustado a 5.6 previo a la esterilizacion que se
realizé a 121° C por 15 minutos. Posteriormente, se
inocularon con tres discos de micelio de 5mm de
diametro, procedente de los margenes de un cultivo
de A. porri de 8 dias de edad de crecido sobre medio
de cultivo Agar Papa Dextrosa. Los frascos fueron
incubados por un periodo de 30 dias a una
temperatura de 28+1° C en condiciones de cultivo
estético y oscuridad constante. Pasado el tiempo
de incubacidn, se procedi6 arealizar la filtracion del
cultivo através de papel de filtro Whatman # 4. Cada
uno de los filtrados se centrifug6 a 10 000 rpm durante
10 minutos en centrifuga refrigerada con el objetivo
de eliminar los restos de micelio que pudieran existir
y se concentrd al 80% en rotoevaporador a 40 ° C.
Los filtrados fueron recogidos asépticamente en
frascos de 250 ml y fueron conservados a una
temperatura de —20 ° C hasta su posterior utilizacion.

Efecto de diferentes concentraciones del filtrado
de cultivo de Alternaria porri sobre plantas
adultas del clon ‘Criollo’

El método utilizado para la aplicacion del filtrados
fue el de puncion (Borras, 1999). Se probaron
diluciones del filtrado de cultivo de 70%, 60%, 50%,
40%, 30%, 20%, 10% de su volumen inicial y el
control fue el filtrado concentrado al 80% y el agua
destilada estéril. Se estudié el efecto del filtrado crudo
cosechado y diluido sobre plantas adultas del clon
‘Criollo’ de aproximadamente 65 dias de edad. Fueron
utilizadas 20 réplicas por cada tratamiento. Las
evaluaciones se realizaron a las 72 horas de aplicado
el filtrado de cultivo del hongo y se determiné el
grado de fitotoxicidad a través del &rea eliptica de la
lesion alrededor del punto de inoculacion, aplicando
la formula:

A=T.a. b, donde:

A- éareade laelipse (mm?); a-radio mayor (mm);
b-radio menor (mm); m- 3.14

Efecto del filtrado de cultivo de Alternaria porri
sobre plantas adultas de diferentes edades del
clon ‘Criollo’

El efecto fitotoxico de filtrados de cultivo de Alternaria
porri concentrados al 70% de su volumen total fue
determinado sobre hojas intermedias de plantas
adultas de diferentes edades (65; 80 y 110 dias) del
clon ‘Criollo’. Se emplearon 20 repeticiones por cada
tratamiento y la evaluacion se realiz6 a las 72 horas

de exposiciéon de los filtrados, a través de la
medicion del &rea de la lesion necrética.

Efecto del filtrado crudo de Alternaria porri
sobre callos de ajo del clon ‘Chileno’

Se estudio el efecto del filtrado del hongo sobre
callos del clon de ajo ‘Chileno’, que se formaron a
partir de hojas de vitroplantas en medio de cultivo
de multiplicacion de callos (Hernandez et.al.,
1995). Los mismos se subcultivaron cinco veces
con una frecuencia de 21 dias y al cabo del quinto
subcultivo se le afadieron al medio de cultivo
diferentes concentraciones del filtrado; tomandose
como tratamiento diluciones de 80%, 60%, 40% y
20% del volumen inicial. El control fue el medio de
cultivo sin el filtrado del hongo. En cada
tratamiento se emplearon 20 callos que se
colocaron en placas de Petri, a razén de cuatro
en cada unay a 21+ 1° C con fotoperiodo de 16
horas luz y 8 de oscuridad. La evaluacion se realizé
alos 30 dias de realizar el experimento y consistié
en determinar el peso fresco de los callos antes y
después de aplicar los tratamientos, asi como
observar otro cambio en la morfologia de los
mismos.

Andlisis estadisticos utilizados

Los datos se analizaron estadisticamente
mediante analisis de varianza unifactorial. La
comparacion multiple de medias se realiz6 segun
Duncan (Sigarroa, 1985). El paquete estadistico
utilizado fue el STAT-GRAPHICS versioén 4.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de diferentes concentraciones del filtrado
de cultivo de Alternaria porri sobre plantas
adultas del clon ‘Criollo’

A medida que aumenté la concentracion del filtrado,
el efecto fitotéxico, sobre las hojas de plantas
adultas de ajo, fue mayor. Los mejores resultados
se obtuvieron cuando se aplicé el filtrado al 70%
de su volumeninicial (26.84 mm?), los cuales fueron
significativos con respecto a los demas
tratamientos (Tabla 1), por este motivo se
recomienda la utilizacion de ésta concentracion
en los trabajos de seleccion de la resistencia bajo
las condiciones descritas.

Hernandez et al. (1991) obtuvieron que a medida
gue aumentaba la concentracién del filtrado de
Alternaria solani que aplicaban en plantulas de
papa, la frecuencia de aparicién de los sintomas
era mayor. Resultados similares fueron hallados
por Okole y Schulz (1997); Borras et. al. (1998,
1999) y Campanioni (2001) para otros cultivos. Es
importante sefialar que para el establecimiento de
sistemas de seleccion de la resistencia, la



determinacion de una concentracion correcta del
agente selectivo para la expresion de la actividad
fitotoxica entre variedades es necesaria, lo cual
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incrementa las posibilidades de obtener lineas
estables de plantas con resistencia a las
enfermedades (Binarova et al., 1990; Fornet, 1991).

Tabla 1. Efecto de diferentes concentraciones del filtrado de cultivo de Alternaria porri

sobre plantas adultas del clon ‘Criollo’.

Concentracién

Area de la necrosis

Mancha necrética

(%) (mm?’)
Agua destilada estéril of -
40 5.96 d -
50 8.00c
70 26.84a -
80 16.64b -
ES+0.51 CV=12.14%

Medias con letras distintas difieren estadisticamente para p< 0.05 segun

prueba de rangos mdltiples de Duncan

Efecto del cultivo filtrado de Alternaria porri
sobre plantas adultas de diferentes edades del
clon ‘Criollo’

En la Tabla 2 se exponen los resultados del efecto
fitotdxico de filtrados concentrados de Alternaria porri
sobre hojas, de diferentes edades, del clon ‘Criollo’.
En este caso, a medida que aumenta la edad del
cultivo, mayor es el area de la lesion. La mayor area
de necrosis se obtuvo en plantas de 110 dias de edad
(79.8 mm?). Todo parece indicar que la diferencia en
el diametro de la necrosis en los diferentes
tratamientos fue influenciada por el tamafio y vigor
de la hoja. Las plantas de 65 dias de crecidas poseian
hojas delgadas que limitaban la extensién del dafio.

Estudio del efecto del filtrado crudo de Alternaria
porri sobre callos de ajo ‘Chileno’

La accion del filtrado de cultivo se observo en la
pérdida de peso de los callos (Tabla 3). Existié
una marcada relacién entre la concentracion de
los metabolitos y el peso de los callos,
manifestandose una disminucion del peso de los
mismos con el incremento de la concentracion del
filtrado.

Veitia y Dita (1995) obtuvieron resultados similares
al estudiar el efecto de filtrados de cultivo de
Altenaria alternata sobre callos de papa.
Hernandez et al. (1991) hallaron que la
regeneracion de callos, de este mismo cultivo,
disminuia con el aumento de la concentracion de
filtrados de Alternaria solani (Ellis y Martin).

Otra evidencia del efecto de los metabolitos
sobre el tejido, fue el oscurecimiento de los
callos a medida que la concentracion del filtrado
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aunque, en el tiempo evaluado, no hubo necrosis
total del tejido.

de cultivo era mayor (Figura 1). Existié un cambio
evidente a partir del 40 % de concentrado el filtrado,

Tabla 2. Efecto de filtrados fitotoxicos producidos por Alternaria porri sobre plantas de ajo de diferentes edades.

Edad de la planta (Dias) Area de la necrosis (mm?) Mancha necrética

65 15.17c
80 47.62 b
110 79.8 a
CV=3.19% ES+0.77

Medias con letras distintas difieren estadisticamente para p< 0.05. Segun prueba de rangos multiples de Duncan.

Tabla 3. Efecto del filtrado de cultivo de Alternaria porri sobre el peso fresco de los callos de ajo ‘Chileno’.

Concentracioén del Filtrado (%)

Peso Fresco de los callos (g)

0
20
40
60
80

0.069 a
0.043b
0.037c
0.011d
0.014d

ES + 0.0007

CV=5.27%

Medias con letras distintas difieren estadisticamente para p< 0.05. Segin prueba de rangos multiples de Duncan.

Figura 1. Efecto del filtrado de cultivo de Alternaria porri sobre la coloracion de los callos de ajo
‘Chileno’: A-callos en medio de cultivo sin filtrado; B- callos en el medio de cultivo con filtrado (80%).

Urrea (1998) obtuvo que en todos los tratamientos
efectuados con filtrado de Phytophthora infestans
(Mont.), los callos de la variedad de papa susceptible
Se oscurecieron y murieron.

CONCLUSIONES
El filtrado de cultivo de Alternaria porri a través del

uso de la técnica de puncion, produjo el mayor efecto
fitotoxico cuando se emple6 en plantas adultas (110

dias) a una concentracion del 70% de su volumen
inicial, la cual se recomienda para su uso en los
programas de seleccion temprana a la mancha
purpura.

Se determiné el efecto fitotoxico de diferentes
concentraciones del filtrado de cultivo de Alternaria
porri sobre callos de ajo. Se apreciaron reducciones
del crecimiento y del peso de los mismos a medida
gue aumento la concentracion del filtrado. Ademas



hubo un cambio evidente en la coloracién cuando se
aplico el filtrado concentrado a partir del 40% de su
volumen inicial.
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