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RESUMEN

La enfermedad conocida como Mal de Panama, ocasionada por Fusarium oxysporum f. sp cubense, esta
considerada como una de las que causan mayores dafos en el cultivo de bananos y los platanos a nivel mundial.
Los programas de mejoramiento genético para la busqueda de resistencia a la misma requieren de herramientas
para la seleccion de genotipos promisorios. El presente trabajo se desarrollé con el objetivo de determinar la
actividad fitotoxica y las proteinas totales de filtrados de cultivo de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1. Se
utilizé la cepa de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 perteneciente al grupo de compatibilidad vegetativa
01210, y los cultivares ‘Gros Michel’ (susceptible) y ‘FHIA -01’ (resistente). Se determind la masa fresca del micelio
en cada momento de evaluacion, la absorbancia del filtrado crudo de cultivo en un rango de 200-300nm, la
concentracion de proteinas totales presente en el filtrado crudo de cultivo y la actividad fitotéxica de los filtrados de
cultivo del microorganismo concentrados al 80% de su volumen inicial. Las principales moléculas excretadas al
medio de cultivo registraron sus mayores absorbancias a los 270nm. El maximo crecimiento del microorganismo
se registré a los 21 dias posteriores a la inoculaciéon. ElI microorganismo fue capaz de excretar los mayores
tenores de proteinas luego de 13 dias de la inoculacion y alcanzé niveles de 1.698mg.ml". Se evidencié que F.
oxysporum f. sp. cubense raza1 produce los mayores niveles de actividad fitotoxica extracelular en la fase logaritmica
de su crecimiento. La maxima actividad fitotdxica se obtuvo a los 15 dias de crecido el hongo filamentoso, con una
respuesta genotipica diferencial de los cultivares susceptible y resistente frente a los filtrados de cultivos
concentrados al 80% de su volumen inicial.
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ABSTRACT

Fusarium wilt, caused by Fusarium oxysporum f. sp cubense, is considered the disease that causes most of
damages to bananas and plantains worldwide. The present work was developed with the objective to determine
the phytotoxic activity and protein total of filtrates of Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 1. The strain of
Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 1, which belongs to the vegetative compatibility group 01210 and genotypes
‘Gros Michel’ and ‘FHIA -01’, susceptible and resistant to host, was used. Fresh weight of the mycelia, absorbance
of raw culture filtrate in a range between 200-300nm, total proteins concentration present in raw culture filtrate and
phytotoxic activity of culture filtrates of the microorganism concentrated to 80% of its initial volume were determined
at every moment of evaluation. The principal molecules excreted to culture medium registered the highest absorbance
to 270nm. Maximum growth was observed 21 days after inoculation. The microorganism was able to excrete the
highest value of proteins after 13 days of inoculation and reached levels of 1.698mg.ml"". The highest levels of extra
cell phytotoxic activity are produced at the Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 1 logarithmic stage of growth.
The maximum phytotoxic activity was obtained 15 days after filament fungus was grown with a differential genotype
of the susceptible and resistant cultivars in relation to the concentration of culture filtrates to 80% of its initial
volume.
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INTRODUCCION en los paises tropicales en vias de desarrollo,

ademas, representa una importante fuente de empleo
El platano es el quinto cultivo mas importante a nivel e ingresos para los mercados locales e
mundial, después del arroz, el trigo, el maiz y la internacionales. El marchitamiento de platano o

papa. Es el alimento basico de millones de personas enfermedad de Panama causada por Fusarium
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oxysporum f. sp. cubense es una de las
enfermedades de mayor importancia econémica y
dafiina del género Musa (Pérez, 2004). Parece
evidente que la clave del desarrollo sostenible de la
produccion del platano y banano reside en el uso de
variedades resistentes. Una importante via lo
constituye el uso de herramientas biotecnoldgicas
desarrolladas a partir de estudios de la interaccion
hospedero-patdgeno.

El presente trabajo se desarroll6 con el objetivo de
determinar la actividad fitotdxica y la concentracion
de proteinas totales de filtrados de cultivo de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1.

MATERIALES Y METODOS

La cepa (cultivo monospoérico) de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (Foc) raza 1 perteneciente
al grupo de compatibilidad vegetativa (GCV) 01210,
fue aislada a partir de la corteza exterior y del cilindro
central de plantas enfermas del cultivar ‘Gros Michel’
(Musa AAA, susceptible) del Banco de Germoplasma
de Banano del INIVIT.

Los cultivares utilizados fueron: ‘Gros Michel’ (Musa
AAA, susceptible); ‘FHIA -01’ (Musa AAAB,
resistente). Los cultivares de banano utilizados
habian sido clasificados previamente en resistentes
o susceptibles a Fusarium oxysporum f. sp. cubense
raza 1 por Rodriguez et al. (1991), Novak et al. (1992),
Pérez (1997), Silva et al. (1998), Pérez et al. (2003)
y Companioni (2004).

Crecimiento de Fusarium oxysporum f. sp. cubense
y produccion de filtrados crudos de cultivo

El aislado de Foc raza 1 GCV 01210 que se
encontraba conservado a 4°C se inocul6 en placas
de Petri que contenian medio de cultivo Agar Czapek
(Fluka) y se dejo crecer durante siete dias en
condiciones de oscuridad continua a 28+2°C. Se
procedi6 a la inoculacion de un disco del micelio del
hongo filamentoso, tomado proximo a la periferia de
las colonias, en Erlenmeyers de 250 ml de capacidad
que contenian 100 ml de medio de cultivo Caldo
Czapek (Fluka) segun Companioni et al. (2004). Los
frascos de cultivo inoculados se colocaron en
condiciones estaticas, a 28+2°C, 56 ymol.m?2.s"' de
intensidad luminosa, y con un fotoperiodo de 12 horas
luz/12 horas oscuridad. Se realiz6 la cosecha de los
cultivos de Foc raza 1 cada 24 horas durante 30
dias después de la inoculacion. Se separo el micelio
del hongo fitopatdgeno del medio de cultivo liquido
por el proceso de filtracion por gasa y papel de filtro
Whatmam N° 1. Se determiné la masa fresca del
micelio Fusarium oxysporum f. sp cubense raza 1
en cada momento de evaluacion y para obtener la
curva de crecimiento se graficaron valores
correspondientes a las medias de las tres
evaluaciones obtenidas en cada dia.
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Evaluacién de la excrecion de metabolitos
microbianos al medio de cultivo durante el
crecimiento de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense raza 1 en Caldo Czapek

Alicuotas de 1 ml de los filtrados de cultivo se
diluyeron en 25 de agua destilada estéril. Se
determind la absorbancia en un rango de 200-300nm
en un espectofotometro UV-Vis (LKB-Pharmacia)
segun Novak et al. (1992).

Determinacion de laconcentracion de proteinas
totales de filtrados de cultivos de Fusarium
oxysporum f. sp. cubenserazal

Este experimento se realizd con el objetivo de
determinar la concentracion de proteinas
extracelulares presentes en el filtrado de cultivo de
Foc raza 1 GCV 01210 en cada momento de
evaluacion hasta 30 dias. La cuantificacion de la
concentracion de proteinas se realizé segun Lowry
et al. (1951). Se realizaron tres réplicas por dia
evaluado. Se mezclaron 0.5ml de cada muestra
con 6ml de Reactivo C y 0.6ml del Reactivo de
Folin Ciocalteaus diluido dos veces. Se determiné
la A, .., transcurridos 60min de la preparacion de
las muestras. La concentracion de proteinas se
determind segun la ecuacion de Lambert Beer y se
expres6 en mg-ml”, referido a una curva patrén de
albumina de suero bovino (BSA). Se representaron
graficamente las medias de las concentraciones
diarias obtenidas en las muestra.

Determinacion de la actividad fitotoxica de
filtrados de cultivo de Fusarium oxysporum f.
sp.cubenserazal

Este experimento se realizd con el objetivo de
determinar la actividad fitotdxica del filtrados de cultivo
de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 GCV
01210. El filtrado de cultivo obtenido en cada
momento de evaluacion de de Foc razas 1 se
centrifugd a 8 000 rpm durante 20 minutos en una
centrifuga Sigma-201M para eliminar los restos de
micelio y conidios y el sobrenadante se paso a través
de filtros con poros de 0.22 um de diametro (Sartorius).

La determinacion de la actividad fitotoxica de los
filtrados de cultivo de Foc raza 1 se realiz6 segun el
bioensayo de punteadura en hojas propuesto por
Companioni et al. (2003). Los filtrados de cultivo
obtenidos se concentraron al 80% (v/v) del volumen
inicial por rotoevaporacion a presion reduciday a una
temperatura de 45°C, en rotoevaporador Heidolph
(Bioblock) teniendo en cuenta protocolos anteriores
(Gémez, 1998; Borras et al., 2001).

Se colectaron las hojas de mediana edad segun la
posicion en la planta (hojas 3, 4, 5) de plantas adultas
cultivadas en campo de los cultivares ‘Gros Michel’
y ‘FHIA-01’. La expresion sintomatoldgica de
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necrosis y/o halo clorético formada alrededor de los
puntos de aplicacion se consideré como prueba
positiva de actividad fitotdxica. Se evaluo el desarrollo
del area de la lesion eliptica (mm?) formada a las 48
horas, después de tratadas las hojas de banano con
el filtrado del cultivo concentrado del hongo, y se
calculé teniendo en cuenta la férmula A= 6 -a-b [(A=
Area de la elipse (mm2), a= semi- eje mayor (mm)y
b= semi- eje menor (mm), 8= 3.14)]. Se determiné el
dia de mayor actividad fitotoxica del filtrado de cultivo
concentrado de F. oxysporum sp. cubense raza 1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de la excrecion de metabolitos al
medio de cultivo durante el crecimiento de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 en
Caldo Czapek

En la Figura 1 se muestra el comportamiento de los
espectros de UV de los filtrados de cultivo de
Fusarium oxysporum f. sp cubense raza 1 en los
diferentes tiempos de cultivo. Los mayores valores
de absorbancia registrados en la zona equivalente a
los 270- 280 nm estan asociados a los filtrados
crudos de cultivo obtenidos a los 29 y 22 dias de
cultivo (0.406 y 0.381 respectivamente). Se
observaron diferencias de absorbancia en la region
equivalente a los 210- 220 nm, estas estuvieron
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probablemente asociadas a las ligeras
desproporciones en la dilucion final de la muestra,
dado el consumo diferencial del medio de cultivo y
sus componentes durante el crecimiento del
microorganismo. De cualquier modo, fue evidente el
cambio en la composicién quimica del medio de
cultivo, lo cual sugiere la excrecion al medio de
metabolitos fungicos.

Determinacion de laconcentracion de proteinas
totales de filtrados de cultivos de Fusarium
oxysporum f. sp. cubenserazal

En la figura 2 se muestra la cuantificacion de la
concentracion de las proteinas presentes en el filtrado
de cultivo de Foc raza 1 GCV 01210. A partir de los
11 dias el microorganismo es capaz de excretar al
medio de cultivo moléculas de naturaleza proteica
con varios patrones de excrecion y maximos en los
13, 16, 19, 21, 24 y 28 dias. Aunque los mayores
niveles se alcanzaron a los 13 dias con valores de
1.698 mg.ml", las proteinas excretadas en cada
momento no tienen necesariamente que ser
similares y por ende pudieran participar en eventos
diferentes de reconocimiento y sefializacion para la
resistencia de la planta al patégeno, al tiempo que
pudieran ser utiles en el establecimiento de utilitarios
moleculares para estudios de aislados diferentes del
patégeno.
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Figura 1. Comportamiento de los espectros de UV de los filtrados de cultivo de Fusarium oxysporum f. sp cubense
raza 1 GCV 01210 en los diferentes tiempos de cultivo. A Valores del espectro de absorbancia desde 200- 300nm.
B Ampliacién de los valores de absorbancia en el rango de 250- 290nm
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En trabajos realizados en la interaccién pifia-
Fusarium subglutinans, Santos (2001) demostré
la excreciéon al medio de cultivo de niveles
equivalentes a 0.5 mg-ml" de filtrado de cultivo,
determinado por el método de Lowry et al. (1951),
alos 21 dias de crecimiento del microorganismo
en Caldo Czapek y aparecieron ocho proteinas
diferentes en la resolucién de la muestra por
electroforesis bidimensional.

Las respuestas de defensa en las plantas pueden
ser inducidas por moléculas presentes en la pared
celular de microorganismos fitopatdégenos o en su
medio extracelular (Bottin et al., 1994).

Se ha demostrado la produccion de numerosos
elicitores por hongos o como parte de las
interacciones planta-hongo. Estos son
responsables de la induccién de la respuesta
defensiva o la susceptibilidad, sirviendo como
‘sefiales’ en la interaccion entre la planta y el
patogeno. En este contexto, Huet et al. (1993)
mostraron que tales moléculas son proteinas de
diferentes masas moleculares.
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Determinacion de la actividad fitotoxica de
filtrados de cultivos de Fusarium oxysporum f.
sp.cubenserazal

En la figura 3 se muestra el comportamiento de la
actividad fitotdxica del filtrado de cultivo concentrado
de Foc raza 1 GCV 01210 durante su crecimiento
en medio de cultivo liquido por 30 dias, frente a los
cultivares susceptibles y resistentes respectivamente.
La maxima actividad fitotdxica se obtuvo a los 15 dias
de crecido el hongo con una respuesta genotipica
diferencial frente a los filtrados de cultivos concentrados
a 80% de su volumen inicial. El genotipo ‘FHIA 01’,
resistente a la enfermedad, se mostré mas tolerante y
exhibié una respuesta fitotéxica menor frente al filtrado
de cultivo. El genotipo ‘Gros Michel’ mostré alta
susceptibilidad al filtrado y mayor rapidez de expresion
de los sintomas. Se evidencio, ademas, que Foc raza
1 produce los mayores niveles de actividad fitotoxica
extracelular en la fase logaritmica de su crecimiento
aunque no existio un incremento acelerado del
crecimiento del microorganismo medido en masa
fresca del mismo hasta el dia 15, se alcanzo el
maximo crecimiento el dia 21 posterior a la
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Figura 2. Cuantificacion de la concentracién de proteinas presentes en el filtrado de cultivo de Fusarium oxysporum
f. sp. cubense raza 1 GCV 01210. determinadas por el Método de Lowrv et al. (1951)
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Figura 3. Comportamiento de la actividad fitotdxica del filtrado de cultivo concentrado de Fusarium oxysporum f. sp. cubense
razal GCV 01210 frente a los cultivares susceptible (‘Gros Michel’) y resistentes (‘FHIA 01’). Masa fresca del micelio (— ).
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Aunque Matyn (1991) plantea que en la fase de
crecimiento logaritmico normalmente no se producen
los metabolitos secundarios, otros autores (Durbin,
1983) postulan que la produccién de compuestos
fitotoxicos esta estrechamente relacionada a una fase
en particular en la curva de crecimiento de los
microorganismos, aunque esto difiere para
organismos diferentes.

Varios investigadores en varias interacciones planta-
patégeno han descrito la obtencion de filtrados de
cultivos con actividad fitotdxica, e incluso han
desarrollado esquemas para el aislamiento y
purificacion de los metabolitos involucrados (Ritieni
etal., 1995; Capasso et al., 1997, Borras et al., 2001;
Santos, 2001; Companioni et al., 2003). La
produccioén de estos metabolitos ocurre en diferentes
fases de la curva de crecimiento de los
microorganismos, pero estrechamente relacionada
a una fase en particular para cada uno de ellos y
muy influenciada por las condiciones de cultivo
(Alberts et al., 1990; Jackson y Freer, 1991).

Las especies del género Fusarium producen una
amplia variedad de metabolitos durante su crecimiento
en medio de cultivo liquido (Logrieco et al., 1993;
Altomare et al., 1995; Moretti et al., 1995; Ritieni et
al., 1995), algunos de los cuales se han descrito
como los responsables de la accion fitotoxica
causada por el microorganismo que los produce.

Por otra parte, los metabolitos secundarios se han
recomendado como caracteres para la separacion
de especies en trabajos de sistematica y muy utiles
para la identificacién de grupos particulares de
aislados dentro de una especie (Lauren y Ringrose,
1997; Matsuyama, 1998; Cantalejo et al., 1999).

La produccion de filtrados de cultivos y la determinacion
de la actividad fitotdxica incluye el momento éptimo
para la cosecha del mismo, siendo este un paso
indispensable para la obtencion de agentes de seleccion
precoz de resistencia a las enfermedades, avalado por
el empleo de un bioensayo reproducible que permita
seleccionar en grandes poblaciones genotipos
resistentes y susceptibles a la enfermedad causada
por el microorganismo en cuestion (Li et al., 1999).

CONCLUSIONES

Se obtuvo un filtrado de cultivo Fusarium oxysporum
f. sp. cubense raza 1 GCV 01210 que concentrado
al 80% de su volumen inicial mostré actividad
fitotoxica diferencial sobre dos genotipos de Musa
spp., produciendo los mayores niveles de actividad
fitotoxica extracelular en la fase logaritmica de su
crecimiento, con un valor maximo a los 15 dias de
crecido el hongo y la mayor concentracién de
proteinas totales fue cuantificada para el dia 13 luego
de la inoculacién del hongo filamentoso alcanzando
niveles de 1.698 mg.ml".
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