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RESUMEN

El Mal de Panam@, causado por Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) , se encuentra entre las enfermedades
mas importante de Musa spp. Foc es un hongo necrotrofico, sus fitotoxinas juegan un papel fundamental en
el desarrollo de la enfermedad. Previamente se obtuvo un filtrado de cultivo (FCC) de 15 dias deincubacion
con actividad fitotoxica diferencial frente a dos cultivares de Musa. A partir de este se purificé la principal
fraccién con actividad fitotdxica no especifica frente a ambos cultivares. En el presente trabajo se determiné
la actividad bioldgica de la fase acuosa y de la principal fraccion fitotoxica purificada del extracto organico del
FCC de Fusarium oxysporum f. sp. cubense GCV [01210] raza 1 sobre hojas de bananos cv. ‘Gros Michel’
(susceptible) y ‘FHIA-01’ (resistente). Se corrobor el efecto fitotdxico del FCC de Foc. La fase acuosa no
mostro actividad fitotoxica sobre ambos cultivares, mientras que la aplicacion simultanea de la fase acuosa
con la fraccion fitotoxica principal indujo una respuesta diferencial de los tejidos en los cultivares susceptible
y resistente evaluados. Los resultados indicaron que los compuestos presentes en la fase acuosa se requieren
para inducir la proteccion de los tejidos foliares frente al principal componente fitotoxico del patdgeno.
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Hydrophilic compounds in culture filtrates of Fusarium oxysporum f.
sp. cubense GCV [01210] induce protection to banana leave toward a
main pathogen phytotoxic component

ABSTRACT

Panama disease caused by Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), is among the most important diseases
in Musa spp. Foc is a necrotrophic fungus, their phytotoxins play a role in disease development. Previously
culture filtrate (FCC) 15 days incubation with differential phytotoxic activity against two Musa cultivars was
obtained. From this, the main fraction with nonspecific phytotoxic activity against both cultivars was purified.
In this study, the biological activity of the aqueous phase and the main phytotoxic fraction purified from
organic extract of Fusarium oxysporum f. sp. cubense VCG [01210] Race 1 FCC was determined on banana
leaves of cv. ‘Gros Michel (susceptible) and ‘FHIA-01’ (resistant). Foc FCC phytotoxic effect was confirmed.
The aqueous phase showed no phytotoxic activity on both cultivars, while the simultaneous application of the
aqueous phase with the main phytotoxic fraction induced a differential response of tissues in susceptible and
resistant cultivars evaluated. The results indicated that the compounds present in the aqueous phase are
required to induce the protection of leaf tissue against phytotoxic main component of the pathogen.
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INTRODUCCION agentes conocidos de especificidad en
cualquier interaccién planta-microorganismo,
Durante décadas, las toxinas hospedero- pues provocan los sintomas de la

especificas o selectivas fueron los Unicos enfermedad sélo en plantas que son
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hospederas del patégeno que las produce.
En ocasiones, la secrecion de toxinas por
parte del patdégeno es esencial para la
patogenicidad (Walton, 1996). Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (E.F. Sm.) W.C.
Snyder & H.N. Hansen (Foc) es un hongo
necrotrofico (Ploetz, 2006). Las fitotoxinas en
este microorganismo juegan un papel
fundamental en el desarrollo de la
enfermedad en las plantas susceptibles.

Varios estudios han demostrado la utilidad de
emplear filtrados de cultivo (FCC) de
especies de Fusarium para discriminar entre
cultivares resistentes y susceptibles en
ensayos con plantas in vitro o tejidos
vegetales. En este sentido, Campanioni et al.
(2003) informaron sobre un ensayo de
punteadura en hojas con filtrados de cultivo
de F. oxysporum f.sp. cubense que permitio
clasificar cultivares de Musa en base a su
respuesta y asociarlo a fenotipos de
resistencia a la enfermedad Mal de Panama
observados en condiciones de campo.

Mas adelante, Portal et al. (2011) en
estudios de caracterizacion del FCC de
este patdgeno refirieron que el extracto
organico ocasiond una respuesta
inespecifica de los tejidos de hojas de
ambos cultivares. Cuando se purificé por
cromatografia en columna flash y se
recuperd en una sola fraccién (2E) la
referida actividad fitotéxica inespecifica se
mantuvo. Dando continuidad a dichos
estudios sobre la interaccion de Musa-Foc,
el objetivo del presente trabajo estuvo
encaminado a determinar la actividad
biologica de la fase acuosay de la principal
fraccion fitotoxica purificada del extracto
orgénico de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense GCV [01210] raza 1 (2E) sobre
hojas de bananos susceptibles vy
resistentes a la enfermedad.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se emplearon muestras foliares de plantas de
banano de ocho a nueve meses de plantadas
en el Banco de Germoplasma del Instituto
Nacional de Viandas Tropicales (INIVIT) de los
cultivares ‘Gros Michel’ (Musa AAA) y ‘FHIA-01’
(Musa AAAB).
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Cepa fungica

Fusarium oxysporum f. sp. cubense GCV
[01210] (raza 1), procedente del Instituto de
Investigaciones de Sanidad Vegetal (INISAV),
La Habana.

Filtrado de cultivo

Para la obtencion del filtrado de cultivo se siguié
el procedimiento descrito por Portal et al.
(2007). De igual forma, el extracto organico, su
fraccionamiento y la purificacion de la fraccion
fitotoxica (2E) por cromatografia en columna
flash se realiz6 segun Portal et al. (2011).

El bioensayo de punteadura en hojas
(Companioni et al., 2003) se emple6 para
determinar la respuesta de los cultivares frente
a la fraccion acuosa (FA) y de la principal
fraccion fitotoxica purificada del extracto
organico de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense GCV [01210] raza 1 (2E).

Los tratamientos incluyeron la aplicacion de las
fracciones FAy 2E simultAneamente, asi como
la aplicacién de la fraccion 2E a los 15 y 30
min. del tratamiento con la fraccion FA. Se
utilizaron como control positivo el FCC de Foc
GCV|[01210]raza 1 de 15 dias de incubaciony
concentrado al 80% de su volumen inicial, el
extracto organico (1 mg ml?), la fase acuosa
(FA, 0.25 mg ml*? proteinas) y la fraccién 2E
(Img ml™). Una solucion H,0:MeOH (9:1, v/v)
se empled como control negativo.

El contenido de proteinas totales en las hojas
se determiné mediante el método de Lowry et
al. (1951). El precipitado obtenido de la fraccion
acuosa se resuspendié en 2 ml de agua con
Dimetilsulféxido (DMSO) al 1%. Alicuotas de 0.5
ml de la muestra se mezclaron con 6 ml de
Reactivo C y 0.6 ml del Reactivo de Folin
Ciocalteu diluido dos veces. Se determiné la
A, transcurridos 60 min y la concentracion de
proteinas se expres6 en mg ml?, referido a una
curva patrén de albumina de suero bovino
(BSA).

Andlisis estadistico

En el procesamiento estadistico de los datos
se utilizé el utilitario Statistical Package for
Social Sciences (SPSS para Windows, version
17, Copyright SPSS). La comparacién de
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medias se realiz6 mediante la prueba de Kruskal-
Wallis, Student-Newman-Keuls (p<0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 1 se muestra la respuesta in vitro
de los tejidos de las hojas plantas de Musa sp.
susceptibles y resistentes al Mal de Panama
frente al FCC de 15 dias de cultivo de F.
oxysporum f.sp. cubense GCV [01210] y sus
componentes principales.

El bioensayo de punteadura en hojas empleado
(Figura 1A) corroboré el efecto fitotoxico
diferencial del FCC en la respuesta de los
tejidos de hojas correspondientes a los
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cultivares susceptibles y resistentes al
patégeno in vivo (Figura 1B). Sin embargo, el
caracter selectivo de los FCC no se observé
en el extracto organico, el cual indujo dafios
sobre los tejidos de hojas de ambos cultivares.

Esta pérdida de especificidad se hizo mas
evidente en la fraccion 2E, obtenida durante la
purificacion por particiones sucesivas con
solventes organicos de polaridad variable y
cromatografia en columna flash del extracto
organico del FCC, asociado a una mayor
pureza de la fraccién fitotoxica. Esto supone la
posible implicacion de toxina(s) no-hospedero
especifica(s) como factor de patogenicidad y/
o virulencia de este aislado del patégeno.
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Figura 1. Respuesta de los tejidos de hojas de plantas del cultivar susceptible ‘Gros Michel’ y resistente
‘FHIA-01" a la accion de: FCC de F. oxysporum f. sp. cubense, GCV [01210] (1), Extracto organico del FCC
(2 mg ml?) (2), Fase acuosa del FCC (0.25 mg ml*proteinas) (3), Fraccion 2E (1 mg ml?) (4), FA + 2E
aplicados simultdneamente (5), FA + 2E aplicada 15 minutos posterior a la aplicacion de FA (6), FA+ 2E
aplicada 30 minutos posterior a la aplicacion de FA (7), H,0:MeOH, 9:1 (v/v) (8). Medias con letras iguales no
difieren significativamente segun la prueba de Kruskal-Wallis, Student-Newman-Keuls (p<0.05).
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De este modo, la fraccién responsable de
inducir la respuesta diferencial mostrada por
los tejidos de las plantas resistentes al patégeno
in vivo frente a la accién del FCC fue excluida
en la fase acuosa durante la purificacion de la
fraccion fitotoxica 2E. Adicionalmente, la fase
acuosa no ejercié efecto fitotéxico alguno sobre
ambos cultivares ensayados, indicando que la
actividad fitotoxica total de los FCC fue
recuperada en el extracto orgénico.

La aplicacién conjunta de la fraccién acuosa
resultante de la particion del filtrado crudo de
cultivo y la fraccion 2E purificada a partir del
extracto organico, mostrd la especificidad
mostrada por el filtrado de cultivo de Foc de 15
dias de incubacion en la respuesta de los
cultivares frente al componente fitotoxico
ensayado, similar a la respuesta de las plantas
frente al patégeno in vivo, aunque sin
diferencias significativas en el dafio ocasionado
sobre ambos grupos de plantas. Sin embargo,
con la aplicacién de la fraccién 2E a intervalos
de 15y 30 min posteriores a la aplicacion de la
fraccion acuosa, se redujo el dafio causado
también sobre los tejidos foliares del cv.
susceptible. Estarespuestaretardada, enlugar
de una carencia en el reconocimiento inicial de
componentes del patégeno, parece operar en
la respuesta de susceptibilidad en este
patosistema.

El aislamiento y caracterizacion de estas
moléculas hidrofilicas pudiera aportar nuevos
elementos para el entendimiento de los
mecanismos de respuesta de las plantas a los
patégenos potenciales, y en especial en la
interacciéon Musa sp. — F. oxysporum f. sp.
cubense. Varios autores atribuyen un papel
determinante a los productos de genes de
avirulencia del patégeno o proteinas efectoras
en la resistencia de las plantas a las
enfermedades (Rep et al. 2005; Boller, 2008;
Stergiopoulos y De Wit, 2009; Catanzariti y
Jones, 2010; Zhang y Zhou, 2010).

Adicionalmente, los resultados sugieren tener
en consideracion, para futuros estudios de la
interaccion Foc — Musa sp. basados en la
expresion génica y de las sendas de traduccién
de sefales, enmarcar los procedimientos
analiticos durante los primeros 30 minutos de
exposicién de los tejidos de las plantas a la
accion de estas moléculas protectoras de la
accion de componentes fitotoxicos del
patégeno.
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CONCLUSIONES

Se comprobé que la fase acuosa, resultado del
fraccionamiento del FCC de Foc, no tuvo efecto
fitotoxico sobre hojas de los cultivares
susceptible (‘Gros Michel’) y resistente (‘FHIA-
01’) al Mal de Panama en el ensayo de
punteadura en hojas. Sin embargo, los
resultados indicaron que los compuestos
presentes en ella se requieren para inducir la
proteccién de los tejidos foliares frente al
principal componente fitotéxico del patdgeno.
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