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ESTANDARIZACION DEL PROCESO
PARA LA OBTENCION DE METABOLITOS DE Fusarium
subglutinans Y SU EFECTO EN CALLOS DE PINA

R. Tapia, R. Santos, Magalis Quincose, L. M. Pena, O. Borras,
Barbara Companioni, Maria A. Blanco y J. L. Gonzalez

ABSTRACT. This experiment investigated the phytotoxic
compound excretion from Fusarium subglutinans, the
causal agent of Fusariose in pineapple. HPLC and UV
absorption analyses revealed the higher levels of metabo-
lites in 21 day-old cultures. Low concentrations of this
compound inhibited callus growth of Smooth cayenne cul-
tivar, while higher concentrations were needed to detect
phytotoxic effect on resistant cultivar Perolera. Such trend
can be used as selection criteria in future plant breeding
programs.
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INTRODUCCION

La fusariosis, causada por Fusarium subglutinans,
constituye la enfermedad fungosa mas importante (Pi-
res de Matos, Mourichon y Lapeyre, 1991; Pires de
Matos, Mourichon y Pinon, 1992) en el cultivo de la pina
(Ananas comosus (L) Merr.) para los principales pro-
ductores.

Varias especies del género Fusarium son capaces
de producir una amplia gama de metabolitos secunda-
rios (Hashmi y Thrane, 1990; Thrane y Hansen, 1995;
Moretti et al., 1995), algunos de los cuales constituyen
potentes toxinas en diversos vegetales (Sutherland y
Pegg, 1995; Jin et al., 1996a), siendo el acido fusarico
la m&s generalizada entre las diferentes especies.

El hecho de que células y protoplastos de plantas
puedan ser seleccionados para la resistencia a una
toxina del patégeno y que las plantas con una respuesta
alterada a la infeccion por el microorganismo puedan
ser regeneradas a partir de estas células cultivadas
(Daub, 1986; Jin et al., 1996b) constituye una ventaja en
los programas de mejoramiento genético, ya que per-
mite la seleccién de grandes poblaciones de plantas en
un tiempo relativamente corto. Sin embargo, pocos
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RESUMEN. Se investigd la produccién y liberacién al
medio de compuestos fitotoxicos durante ¢l cultivo en
medio liquido de Fusarium subglutinans, el agente causal
de la fusariosis en la pifia. El hongo libera los maximos
niveles de metabolitos, comprobado por espectroscopia
UV yHPLC, a los 21 dias de sembrado en el medio de
cultivo liquido. A bajas concentraciones dcl filtrado se
inhibe el crecimiento de callos del cultivar Cayena lisa,
mientras que se requirieron concentraciones superiores
para apreciar este efecto inhibitorio en el cultivar resisten-
te (Perolera). Este comportamiento puede ser empleado
como criterio de seleccion en posteriores programas de
mejoramiento genético.
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estudios se han conducido para determinar lainfluencia
de estas toxinas en células y tejidos de pifa.

El objetivo de este trabajo fue comprobar la in-
fluencia de los filtrados crudos de cultivos, obtenidos a
partir del crecimiento de Fusarium subglutinans en
medio liquido sobre callos de pifia, con vistas a estable-
cer un sistema de seleccidn precoz para la resistencia
a esta enfermedad a nivel de cultivo de tejidos, que
permita la rapida liberacién de nuevos cultivares resis-
tentes.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo. En los experimentos se utilizé una
cepa de Fusarium subglutinans presente en nuestras
plantaciones piferas. Tres discos de 1 cm de didmetro
a partir del microorganismo crecido en papa dextrosa
agar se inocularon en Erlenmeyers de 1 L, que conte-
nfan 300 mL de medio Caldo Czapek. El pH se ajusté a
5.3 y latemperatura a 25+0.2°C, con un fotoperfodo de
12 hluz y 12 h oscuridad.

Produccién de metabolitos. A intervalos de tres dfas se
evaluéla produccion de metabolitos por el patégeno en
el medio liquido, basado en andlisis espectroscépicoy
cambios en el pH, correlacionado con el crecimiento
del microorganismo.

Andlisis de &cido fusérico en filtrados de cultivos. Los
filtrados de cultivo correspondientes al momento de
mayor absorbancia en el espectro UV-vis (Pharmacia
LKB) se analizaron para determinar la presencia de
acido fusarico usando HPLC (Pharmacia LKB) en una
columna RP-18 (5um, 250 x 4 mm), seglin el procedi-
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miento empleado por Loffler y Mouris (1992) con pe-
queias modificaciones. Una alfcuota de 20 xL de filtra-
do de cultivo o 4cido fusarico patrén 1 mM (Sigma) se
eluyeron con MeOH- 2 % H3PO4 (7:3 v/v) durante 10 mi-
nutos a un fiujo de 0.7 mL.min"'. La absorbancia de los
eluatos se midid con un detector UV a 270 nm.

Desarrollo de un bioensayo. Se tomaron callos de
aproximadamente 10 mg de las variedades Cayena lisa
(susceptible) y Perolera (resistente) y se colocaron
sobre placas de Petri de 6 cm de diametro, con 5 mL
de medio MS suplementado con Dicamba (2.5 mg. L
+ BAP (0.5 mg. L y diferentes concentraciones del
filtrado de cultivo (0, 10, 20 y 30 %) (v/v). Transcurridos
siete dfas se determin6 el rango de crecimiento de los
callos sometidos a los diferentes tratamientos, segunla
formula empleada por Arai y Takeuchi (1993).

RESULTADOS Y DISCUSION

El espectro UV de filtrados crudos de cultivo (Fi-
gura 1) muestra los perfiles del medio sin inocular e
inoculado, asf como la absorbancia a 270 nm y el pH
del medio respectivamente.

En la Figura 1A se hace evidente la ausencia de
compuestos que absorban en la regién ultravioleta,
mientras que en la Figura 1B, se puede apreciar una
fuerte absorcién en la zona cercana a los 270 nm, que
nos indica la presencia de grupos orgénicos con insa-
turaciones conjugadas.

Por otra parte, en la Figura 1C se aprecia que a
medida que transcurre el tiempo comienza a aumentar
la absorcién (12 dfas), debido a la produccién de meta-
bolitos en el medio, donde se alcanza un maximo de
absorcién a los 21 dias, a partir del cual la sefial detec-
tada comienza a debilitarse.

Al analizar los cambios ocurridos en el pH del
medio, se aprecia una ligera disminucién en los prime-
ros 12 dfas, a partir del cual se presenta una tendencia
similar a la descrita anteriormente, con un cambio pau-
latino hacia la alcalinidad (pH 8.2), que coincide con el
maximo de absorcién.

La produccion de toxinas ocurre en diferentes
fases de la curva de crecimiento del patdgeno; sin
embargo, esta se encuentra estrechamente relaciona-
da a una fase particular (Durbin, 1983). Al establecer la
relacion entre la produccién del metabolito (Figura 1) y
el crecimiento in vitro del microorganismo (Figura 2), se
puede apreciar que los maximos niveles de sintesis son
detectados en la fase exponencial en las condiciones
descritas.

Numerosos trabajos demuestran la produccionde
varias toxinas por especies del género Fusarium (Blain
et al., 1991; Marasas et al., 1991; Matsumoto et al.,
1995), entre las cuales se encuentra el acido fusarico,
un compuesto fitotéxico con maxima absorbancia alre-
dedor de los 270 nm en el espectro UV, aunque no ha
sido establecido su papel fundamental en la patogéne-
sis (Binarova et al., 1990).

El anélisis por HPLC del filtrado crudo de cultivo
correspondiente al momento de maxima absorbancia,
demostré la presencia de tres picos, uno de los cuales
corresponde con el tr 5.25 = 0.11 del acido fusarico
patrén (Figuras 3A y C), mientras que esta ausente en
ol medio de cultivo no inoculado (Figura 3B).
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Figura 1. Espectro UV de filtrados de cultivo control
(A) y a los 21 dias de inoculados (B).
Absorbancia a 270 nm y pH de filtrado
crudo durante 27 dias (C)

Si se analiza la estructura del Acido fusarico, iden-
tificado por HPLC como uno de los metabolitos presen-
tes en el medio de cultivo, es 16gico asociar el
incremento del pH en el medio a la presencia de este
compuesto en forma de ion dipolar, caracteristico del
anillo piridinico sustituido en el carbono alfa por un
grupo carboxilico.



Al estudiar el efecto de las diferentes concentra-
ciones del filtrado sobre callos de pifa (Figura 4), se
pudo apreciar que concentraciones equivalentes a
10 % y superiores inhibieron el crecimiento de calios del
cultivar Cayena lisa (susceptible), mientras que este
efecto fitotoxico sobre el cultivar Perolera (resistente)
s6lo se aprecié a concentraciones superiores a 20 %
del filtrado.
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Figura 2. Curva de crecimiento del patégeno en
medio liquido durante 27 dias

La selecci6én para la resistencia a filtrados crudos
del patdgeno in vitro puede rendir plantas resistentes,
aunque no se conozcan las toxinas presentes en los
filtrados o el papel que exactamente desempefian (Bi-
narova et al., 1990). En el presente trabajo queda de-
mostrado un efecto selectivo del filtrado crudo del
patdgeno frente a callos de pifia para concentraciones
superiores a 10 % (v/v), asf como la presencia de &cido
fusarico como uno de los metabolitos presente en el
fittrado.

La regeneracion de plantas a partir de células
seleccionadas frente a filtrados crudos de cultivos o
metabolitos purificados del patégeno, puede resultar en
un método eficaz para la obtencién en un corto perfodo
de tiempo de cultivares resistentes a enfermedades.
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Figura 3. Resolucion por HPLC de &cido fusarico puro (A), Caldo Czapek sin inocular (B) e inoculado con
una cepa de Fusarium subglutinans durante 21 dfas (C)
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Figura 4. Efecto de filtrados de cultivo obtenidos durante el crecimiento en medio liquido de Fusarium
subglutinans sobre callos de pifa susceptibles (S) y resistentes (R). Callos S empleados como
Control (A). Callos S + 10 % FC (B), Callos S + 20 % FC (C). Callos S + 30 % FC (D). Callos R como
control (E). Callos R+ 10 % FC (F). Callos R+ 20 % (G). Callos R + 30 % (H)

54



Marasas, W. F. O. /et al./. Toxicity and moniliformin production by
four recently described species of Fusarium and two uncertain
taxa. Mycopathologia 113:191-197, 1991.

Matsumoto, K. /et al./. Race 1 fusarium wilt tolerance on banana
plants selected by fusaric acid. Euphytica 84:67-71, 1995.

Moretti, A. /et al./. Fertility of Fusarium moniliforme from maize and
sorghum related to fumonisin production in ltaly. Mycopatholo-
gia 131:25-29, 1995.

Pires de Matos, A., X. Mourichon y F. Lapeyre. Reaction of pineapple
accesions to inoculation with Fusarium moniliforme var. subglu-
tinans. Fruits 46(6):647-652, 1991.

Pires de Matos, A., X. Mourichon y A, Pinon. Occurrence of Fusarium
moniliforme var. subglutinans on pineapple in Bolivia. Fruits
47(1):3, 1992,

Sutherland, M. L. y G. F. Pegg. Purification of a toxin from Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici race 1. Physiological and molecular
Plant Pathology 46:243-254, 1995.

Thrane, U. y U. Hansen. Chemical and physiological charac-
terization of taxa in the Fusarium sambucinum complex. Myco-
pathologia 129:183-190, 1995.

Recibido: 18 de febrero de 1998
Aceptado: 24 de febrero de 1998

INSITUTO NACIONAL DE CIENC}AS AGRIcoOLAS
CURSO TEORICO-PRACTICO

1998

FITOTECNIA

“Diseno de finca modelo
para la agricultura alternativa”

Fecha: 7 al 11 de julio

8 al 12 de diciembre
Duracién: 40 horas
Precio: 200.00 USD

&
@g{;)

Para mds informacién dirijase a:

Dr. Walfredo Torres de la Noval
Direccién de Educacién y Relaciones Publicas
Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA)
Gaveta Postal 1, San José de las Lajas,
La Habana, Cuba CP 32700
Telf: (53)(64) 6-3867, 6-3773
Fax: (53)(64) 6-3867
e-mail: inca@ceniai.cu
inca@reduniv.edu.cu




	Título
	Autores
	Abstract
	Key words
	Resumen
	Palabras clave
	Introducción
	Materiales y Métodos
	Resultados y Discusión
	Referencias

