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RESUMEN

Aun es muy limitado el conocimiento de los eventos bioquimicos involucrados en la interaccion tanto compatible
como incompatible en el patosistema Musa-M. fijiensis, por ello, el empleo de herramientas que permitan el
estudio de los mecanismos de defensa de la planta ante el patdgeno, de manera rapida y sencilla, resulta
muy necesario. Es por esta razén que el objetivo de este trabajo fue detectar compuestos bioquimicos
relacionados en hojas de plantas de Musa sp. inoculadas con M. fijiensis. Para esto, se emplearon técnicas
histoquimica para la visualizacion de lignina, peréxido de hidrégeno y compuestos fendlicos en los diferentes
estados de sintoma de la enfermedad. Se emplearon plantas de los genotipos de Musa acuminata: ‘Grande
naine’ (susceptible) y ‘Calcutta 4’ (resistente). Como resultado, se observé la presencia de deposiciones de
lignina, asi como la acumulacion de perdxido de hidrégeno y fenoles en el tejido vegetal correspondiente a los
diferentes sintomas de la enfermedad, tanto en las plantas del genotipo susceptible como del resistente. La
presencia de estos compuestos aumenté a medida que evolucionaron los sintomas en ambos, y en el caso
de la acumulacién de perdxido de hidrogeno esta fue mayor en plantas de ‘Calcutta 4’ respecto a las de
‘Grande naine’. Se demostré que mediante técnicas histoquimicas se pudo observar la acumulacion de
compuestos bioguimicos relacionados con la respuesta de defensa de la planta ante la infeccién del patogeno.
Estos resultados, ademas, ofrecen nuevas evidencias de los mecanismos de defensa de la planta en la
interaccion Musa-M. fijiensis.
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ABSTRACT

Knowledge about biochemical events involved in both compatible and incompatible interaction in Musa-M.
fijiensis pathosystem it is still very limited. Then, the use of tools to study fast and simply plant defence
mechanisms against the pathogen is very necessary. The aim of this study was to detect defence related
compounds in leaves of Musa sp. plants inoculated with M. fijiensis, using histochemical techniques.
Histochemical techniques were used to visualize lignin, hydrogen peroxide and phenolic compounds in different
states of symptoms in Musa acuminata genotypes: ‘Grande naine’ (susceptible) and ‘Calcutta 4’ (resistant).
It was observed the presence of lignin deposition and accumulation of hydrogen peroxide and phenolics in
plant tissue in all the disease symptoms either in susceptible or resistant genotypes. The presence of these
compounds increased with the development of symptoms. The accumulation of hydrogen peroxide was greater
in ‘Calcutta 4’ plants compared to ‘Grande naine’. Results showed that using histochemical techniques, the
accumulation of some biochemical compounds related to plant defence response against pathogen infection
could be observed. These results provide further evidences of the mechanisms of plant defence in Musa-M.
fijiensis interaction.
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INTRODUCCION para los programas de mejoramiento

genético. Es por esto que se han realizado
El conocimiento de los mecanismos varios estudios a nivel gendmico en este
involucrados en la interaccion Musa- patosistema. Por ejemplo, en Musa
Mycosphaerella fijiensis resulta de gran  acuminata subsp. burmannicoides ‘Calcutta
interés con el fin de aportar nuevos genes 4’ (Vilarinhos et al., 2003), en Musa
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balbisiana ‘Pisang Klutuk Wulung’ (Safa et al.,
2004) y en Musa acuminata “Tuu’ (Ortiz et
al., 2005). De igual forma, Portal (2008)
identifico varios genes involucrados en la
respuesta defensiva de Musa spp. ante M.
fijiensis, en plantas del cultivar ‘Grande naine’
(AAA).

Adicionalmente, se han desarrollado varias
técnicas para el estudio de este patosistema
como la transformacion de Mycosphaerella
sp. con un gen que codifica la proteina verde
fluorescente (GFP, de sus siglas en inglés:
Green Fluorescente Protein), lo cual
constituye una herramienta importante para
el estudio de la interaccién planta-patégeno
(Balint-Kurti et al., 2001). Ademas, se han
estandarizado técnicas de transformacion
con lo cual se han obtenido plantas de banano
que contienen genes antifungicos (Gémez
Lim et al., 2002).

No obstante, aunque se ha avanzado en el
estudio a nivel gendémico, el conocimiento de
los eventos bioquimicos involucrados en la
interaccion tanto compatible como
incompatible en el patosistema Musa-
M.fijiensis aun es limitado e insuficiente. Es
por esto, que resulta necesario su estudio a
otros niveles, con el fin de lograr un
entendimiento global de esta interaccion. En
este sentido la aplicacién de técnicas rapidas
y sencillas que faciliten dicho estudio resulta
imprescindible.

Se ha demostrado que con el empleo de
técnicas histoquimicas, en varios
patosistemas, que la infeccién inicial del
hongo en el tejido vegetal induce numerosos
cambios estructurales y fisiolégicos en las
células que rodean el sitio de penetracion del
patdgeno, para restringir su avance y
ademas, reducir la pérdida de liquidos
(Ferreira et al., 2007).

Mediante el uso de estas técnicas se ha
observado, ademas, que las primeras capas
de células mas cercanas al patégeno se
modifican a través de la acumulaciéon de
sustancias impermeables y antimicrobianas
como suberina, lignina, polifenoles y otros
(Eyles y Mohammed, 2002). Sin embargo, la
evidencia de estos mecanismos de defensa
en la interaccion Musa spp.-M. fijiensis aun
se desconoce. Por esta razon, el objetivo del
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presente trabajo fue detectar compuestos
bioquimicos relacionados con la respuesta
defensiva en plantas de Musa spp.
inoculadas artificialmente con M. fijiensis.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se utilizaron plantas de ‘Grande naine’ (Musa
AAA)y ‘Calcutta 4’ (Musa AA) propagadas in
vitro via organogénesis segun el protocolo
descrito por Orellana (1994).

El material vegetal para el establecimiento in
vitro de ‘Grande naine’ provino de la empresa
‘La Cuba’, Ciego de Avila y para ‘Calcutta 4’
del Banco de Germoplasma del INIBAP (ITC
0249, Bélgica).

Las plantas se sembraron en bolsas de
polietileno con sustrato compuesto por 50%
de casting, 30% de composty 20% de zeolita
y se mantuvieron en fase de aclimatizacién
durante 45 dias. Posteriormente, se
transfirieron a macetas plasticas de 20 cm
de diametro con un litro de capacidad, con
igual sustrato por 45 dias (en el periodo de
junio-julio) hasta alcanzar como minimo 20
cm de altura y tres hojas completamente
abiertas.

Las plantas se colocaron en una casa de
cultivo con luz solar, con una media en la
intensidad luminosa de 3 841 umol.m?.s
(medido con Extech Light Meter 401025, USA)
y riego tres veces al dia.

Evaluacion del desarrollo y evolucion de
los sintomas

La preparacién de la suspension micelial de
M. fijiensis asi como el proceso de
inoculacién artificial se llevaron a cabo segun
el protocolo descrito por Alvarado et al.
(2003). Se empleod la cepa CCIBP-Pf83 de
M. fijiensis procedente de la Coleccién de
Cultivos Microbianos del Laboratorio de
Microbiologia Aplicada del Instituto de
Biotecnologia de las Plantas, Cuba.

Para cada genotipo, se inocularon las tres
primeras hojas de diez plantas con una
suspension micelial del hongo e igual numero
de plantas con gelatina al 1% (m/v), las
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cuales se usaron como controles. Las
plantas se ubicaron en la casa de cultivo
completamente al azar.

Las plantas se observaron cada tres dias para
describir la evolucién de los sintomas a partir
del dia tres después de la inoculacion (dpi). La
evaluacion cualitativa de los sintomas, en las
tres hojas inoculadas por planta, se realiz6
segun la escala propuesta por Alvarado et al.
(2003).

Se determind el periodo de incubacion definido
como el numero de dias desde el momento de
la inoculacién hasta la aparicidn de los primeros
sintomas (Molina y Castafo, 2003) y el tiempo
de evolucion de los sintomas definido como la
duracion en dias de la evolucion de los
sintomas desde el estado 1 al 6 propuestos
por Fouré (1985) (Hernandez y Pérez, 2001).

Deteccién de compuestos bioquimicos en
los diferentes estados de sintoma

Para el andlisis histoquimico se colectaron al
azar tres lesiones por estado de sintoma de
tres plantas inoculadas, para un total de nueve
lesiones por estado de sintoma, de ambos
genotipos. Se colectaron ademas, igual numero
de fragmentos de tejido sin sintomas de plantas
controles.

Deposiciones de lignina

Las deposiciones de lignina en las paredes
celulares se visualizaron mediante una tincion
con solucion de fluoroglucina al 1% (m/v) en
etanol al 70% (v/v), durante 5 minutos
(Southerton y Deverall, 1990). Posteriormente,
se adicionaron dos gotas de acido clorhidrico
(HCI) al 36%, se enjuagod, se colocd un
cubreobjeto y se observd en un microscopio
Olympus (400x). Ante la presencia de lignina
se observan areas de color rojo/rosado (Gahan,
1984). Las observaciones fueron fotografiadas
inmediatamente.

Acumulacion de peréxido de hidrégeno

Las muestras se sumergieron durante 30 min
en una soluciéon de 1 mg.ml' de 3,3’
diaminobenzidina en HCI, pH 4, con el fin de
detectar la presencia de peroxido de hidrégeno
(H,0,) en el tejido vegetal (Thordal-Christensen
et al.,, 1997) y se observaron a través de un
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microscopio optico (400x). La diaminobenzidina
se polimeriza y forma un color marrén intenso
como producto de la reaccion con H,0O, en
presencia de la enzima peroxidasa. Esta
pigmentacion se observa al remover la clorofila
del tejido vegetal hirviéndolo en una solucién
de etanol al 95% (v/v), durante 5 min. Las
observaciones fueron fotografiadas
inmediatamente.

Acumulacién de compuestos fendélicos

Para la deteccion de compuestos fendlicos se
empled el método colorimétrico descrito por
Reeve (1951). Se agregd una gota de nitrato
de sodio al 10% (v/v), una gota de acido acético
al 10% (v/v) y luego una gota de urea al 20%
(m/v). Después de 3 min, se adicionaron dos
gotas de NaOH 2N. Los fragmentos vegetales
se colocaron en un portaobjetos y se cubrieron
con un cubreobjetos, para ser observados al
microscopio optico (200x). En presencia de los
compuestos fendlicos se observa una
coloracion roja intensa. Las observaciones
fueron fotografiadas inmediatamente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion del desarrollo y evolucién de
los sintomas

El periodo de incubacion en plantas infectadas
de ‘Grande naine’ fue de 14 dias, mientras que
en plantas infectadas de ‘Calcutta 4’ fue de siete
dias aproximadamente. En plantas inoculadas
del cultivar susceptible ‘Grande naine’ se
observé la evolucion completa de los sintomas
desde el estado 1 hasta el 5. El tiempo de
evolucion de estos fue de 52 dias, lo que
coincide con los resultados descritos por
Alvarado et al. (2003) y Leiva-Mora (2008) en
dicho cultivar, bajo condiciones experimentales
similares. En el genotipo resistente ‘Calcutta 4’
se observaron sintomas que solo
evolucionaron hasta el estado 3 de la
enfermedad. Resultados similares fueron
descritos por Leiva-Mora (2008) en el genotipo
parcialmente resistente ‘Yangambi km5’, en
condiciones similares.

En las plantas inoculadas de ‘Grande naine’ se
observo la presencia de lesiones puntiformes
de color pardo-rojizo por la parte abaxial de
las hojas alrededor de los 14 dpi (estado 1)
(Figura 1Aa). Estas evolucionaron hacia la
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formacion de manchas de contornos
irregulares de coloracién pardo-rojizo alrededor
de los 21 dpi (estado 2) (Figura 1Ab), los cuales
fueron visibles por la parte adaxial de las hojas
(Figura 1Ac) a los 30 dpi aproximadamente
(estado 3). A partir de los 38 dpi se observaron
manchas negras con bordes cloréticos y halos
acuosos (estado 4) (Figura 1Ad).
Posteriormente, al cabo de los 52 dpi, se
observo la presencia de manchas grises
circulares o elipticas con centros secos (Figura
1Ae), las cuales en su mayoria, se unieron y
formaron manchas necréticas (estado 5). La
evolucion de los sintomas en el genotipo
‘Grande naine’ asi como sus caracteristicas
coincidieron con lo descrito por Leiva-Mora
(2008) en dicho cultivar bajo condiciones
similares.

En plantas inoculadas de ‘Calcutta 4’ los
primeros sintomas se observaron a los 7 dpi
(Figura 1Ba) y estos presentaron las mismas
caracteristicas observadas en las plantas
inoculadas de ‘Grande naine’, igualmente ocurrié
con los sintomas en estado 2, los cuales se
observaron alrededor de los 14 dpi (Figura 1B
b) y con los sintomas en estado 3, los cuales
se observaron a los 21 dpi (Figura 1B c).

Deteccién de compuestos bioquimicos en
los diferentes estados de sintoma
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Deposiciones de lignina

Se observo la presencia de deposiciones de
lignina en las paredes de las células cercanas
al posible sitio de penetracion del patégeno en
ambos genotipos, solo en el tejido vegetal con
sintomas.

Tanto en el genotipo susceptible como en el
resistente, en los primeros estados de
sintomas las deposiciones de lignina se
presentaron de forma mas localizada, mientras
que a medida que dichos estados de sintomas
evolucionaron, estas aumentaron
gradualmente involucrando un mayor nimero
de células dafadas, lo que estuvo en
correspondencia con la evolucion de los
sintomas observada macroscépicamente
(Figura 2A 'y B).

Al respecto, autores como Smith et al. (2007)
mediante la aplicacion de técnicas de
histoquimica observaron que en lesiones de
plantas de Eucalyptus globulus (Labill)
(susceptible) y Eucalyptus nitens (Deane and
Maiden) (resistente), infectadas naturalmente
con Mycosphaerella spp., ocurrieron

deposiciones de lignina en las paredes
celulares, las cuales se incrementaron a
medida que evolucionaron los sintomas y
fueron mayores en el genotipo resistente.

Figura 1. Sintomas en hojas de plantas de A) ‘Grande naine’ y B) ‘Calcutta 4’ en diferentes estados,
causados por la inoculacion artificial de M. fijiensis., en casa de cultivo. (a) Lesiones puntiformes rojizas
(estado 1), (b) manchas con contornos irregulares de coloracién pardo-rojiza por la parte abaxial de la
hoja (estado 2), (c) manchas con contornos irregulares de coloracién pardo-rojiza por la parte adaxial de
la hoja (estado 3) y (d) mancha negra con borde clorético y halo acuoso (estado 4) y (¢) mancha negra

con centro gris seco (estado 5)
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Igualmente, mediante la aplicacion de estas
técnicas ha sido observada la acumulacién de
lignina y compuestos fendlicos y se ha
relacionado su presencia con la resistencia a
enfermedades en patosistemas tales como:
Tricuticum aestivum-Puccinia graminis f. sp.
tritici (Beardmore et al.,1983), Solanum
lycopersicum-Verticillium alboatrum (Robb et
al., 1987) y Oryza sativa-Xanthomonas oryzae
pv. oryzae (Reimers y Leach, 1991). Estos
autores observaron deposiciones de lignina en
el tejido de plantas infectadas como respuesta
al ataque del patégeno y en algunos casos se
observo que fueron mayores en las plantas con
resistencia al patdégeno, respecto a las
susceptibles.

Se ha demostrad en otros patositemas, que
después que ocurre la infeccién por parte del
patdégeno la planta responde rapidamente
mediante la acumulacion de fitoalexinas en el
sitio de penetracion y produce lignina y otros
productos con el fin de frenar su expansion.
Esto evidencia el papel de la lignificacion de
las células en el incremento de la resistencia
en la planta frente al ataque fungico (Ferreira
etal., 2007).
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En este sentido, existen varios informes en
plantas de cereales tratadas con enzimas
inhibidoras de la formacion de lignina, en las
cuales se favorecié la penetracion del
patégeno en el tejido vegetal (Zeyen et al.,
1995). Igualmente, se ha planteado que la
lignina juega un papel importante en el
mecanismo de respuesta hipersensible
(HR). En plantas de Hordeum vulgare,
Triticum spp. y Avena sativa tratadas con
inhibidores de precursores de la lignina, la
HR se suprimio y la infeccion del patégeno
fue exitosa (Zeyen et al., 1995; Khurana et
al., 2005; Vianello et al., 2007).

Acumulacion de peroxido de hidrégeno

Se observé la acumulacion de peroxido de
hidrégeno en los tejidos de hojas analizados,
tanto en el genotipo susceptible como en el
resistente en los fragmentos foliares

correspondientes a todos los estados de
sintomas, la cual aumenté a medida que estos
evolucionaron (Figuras 3A y B). Sin embargo,
no se observd acumulacion de perdxido en el
tejido sin sintomas analizado.

i",. 4P

Figura 2. Deposiciones de lignina en las paredes celulares en hojas de plantas inoculadas con M. fijiensis, de
A) ‘Grande naine’, en tejido sin sintomas (0) y en diferentes estados de sintomas (1-5) y de B) ‘Calcutta 4’,
en tejido sin sintomas (0) y en diferentes estados de sintomas (1-3), (400 x)
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Figura 3. Acumulacion de peroxido de hidrégeno en hojas de plantas inoculadas con M. fijiensis, de A)
‘Grande naine’, en tejido sin inocular (0) y en diferentes estados de sintomas (1-5) y de B) ‘Calcutta 4’, en
tejido sin inocular (0) y en diferentes estados de sintomas (1-3), (400 x)

La técnica histoquimica empleada permitié
observar diferencias en la intensidad de la
respuesta de la planta. En tal sentido, en
‘Calcutta 4’ se observo una mayor intensidad
en la coloracion del tejido respecto a las
muestras de ‘Grande naine’, lo cual pudiera
estar relacionado directamente con una
mayor acumulacion de peroxido de hidrégeno
alrededor del posible sitio de infeccion
(Figuras 3A y B). Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Asselbergh
et al. (2007) en plantas de Solanum
lycopersicum, quienes observaron una rapida
y mayor acumulacién de peroxido de
hidrégeno en el sitio de inoculaciéon del
patégeno en un mutante resistente al hongo
Botrytis cinerea, al compararlo con el
genotipo silvestre.

Igualmente, la acumulacion de peroxido de
hidrogeno alrededor del sitio de infeccion ha
sido observado y relacionado con el
mecanismo de defensa en plantas en otros
patosistemas como: Sorghum vulgare-
Sclerotium rolfsii (Maurya et al., 2007) y Lactuca
sativa- Bremia lactucae (Lebeda etal., 2008).
Estos autores observaron la acumulacién de

peroxido de hidrégeno solo en las plantas
inoculadas y en una mayor proporcion en las
plantas resistentes respecto a las susceptibles.

El papel del H,0O, en la defensa de la planta
frente al patégeno ha sido demostrado,
ademas, por autores como Cohen et al. (2009),
los cuales observaron en plantas de Lactuca
sativa L. tratadas con acido &-amino-butirico,
con resistencia a Bremia lactucae, un aumento
de la acumulacion de peréxido de hidrégeno
en el sitio de penetracion del patdgeno,
mientras que en plantas no tratadas no se
observo.

Se ha planteado que el incremento en la
concentracion de H,O,y de otras especies
reactivas del oxigeno desencadena la respuesta
hipersensible, asi como la rapida muerte celular
en el sitio de infeccion. Esto se traduce en la
formacion de lesiones visibles en las plantas
(Mateo et al., 2004). Ademas, se ha sefialado
que el H,0, tiene un papel importante en la
restriccion de la penetracion de los patégenos,
asi como en la activacién de varios genes
relacionados con el proceso de defensa de la
planta (Apel y Hirt, 2004).
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Acumulacién de compuestos fendlicos

Se observo que las células cercanas al posible
sitio de penetracion de M. fijiensis se
modificaron con la acumulacion de compuestos
fenolicos, la cual aumentoé gradualmente en la
medida en que evolucionaron los sintomas en
ambos genotipos. La acumulacién de fenoles
solo se observd en el tejido foliar
correspondiente a las lesiones de plantas
inoculadas, no siendo asi en el tejido sin
sintomas de plantas controles (Figura 4Ay B).

Chen et al. (2000) y Mohammadi y Kazemi
(2002), en plantas de Cucumis sativus
infectadas con Pythium aphanidermatum y en
plantas de T. sativum inoculadas con F.
graminearum, respectivamente, observaron la
acumulacion de fenoles en el tejido vegetal en
las plantas inoculadas respecto a los controles
empleando una técnica histoquimica similar.
Igualmente, este resultado ha sido observado
por varios autores en otros patosistemas en el
tejido foliar de plantas inoculadas con el
patégeno (Maurya et al., 2007; Asselbergh et
al., 2007; Cohen et al., 2009).
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En este sentido, se ha sefialado que la
acumulacion de fenoles cercano al sitio de
penetracion es una evidencia del
desencadenamiento de la respuesta
defensiva en las plantas y se ha descrito
como uno de los eventos moleculares mas
importantes como parte del proceso
defensivo ante el ataque por patégenos
(Walters et al., 2005). Ademas, los
compuestos fendlicos se inducen en la
mayoria de los tejidos vegetales como
respuesta de defensa en la interaccion con
el patégeno y al igual que la lignina, los
fenoles son de por si toxicos a los patégenos
(Basha et al., 2006) y su polimerizacion hace
a la pared celular mas gruesa y fuerte
(Ferreira et al., 2007).

Existen evidencias substanciales de que la
rapidez de la respuesta histoquimica esta
relacionada directamente con la resistencia
ante la infeccidon en otras interacciones
planta-patégeno como son S. lycopersicum-
Cladosporium fulvum (Lazarovits y Higgins,
1976) y S. lycopersicum-F. oxysporum

Figura 4. Acumulacion de fenoles en hojas de plantas inoculadas con M. fijiensis, de A) ‘Grande naine’, en
tejido sin sintomas (0) y en diferentes estados de sintomas (1-5) y de B) ‘Calcutta 4’, en tejido sin sintomas
(0) y en diferentes estados de sintomas (1-3), (200 x)
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CONCLUSIONES

Se detecto la presencia de lignina, peréxido de
hidrégeno y fenoles en hojas de plantas de
‘Grande naine’ y ‘Calcutta 4’ inoculadas con M.
fijiensis, mediante el empleo de técnicas
histoquimicas y se pudo corroborar que la
acumulacién de estos compuestos
bioquimicos estaba relacionada con la
respuesta de la planta ante la infeccion del
patégeno.
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