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INFLUENCIA DE FILTRADOS CONCENTRADOS DE
Fusarium subglutinans SOBRE SEGMENTOS DE
HOJAS DE LA PINA (Ananas comosus (L.) Merr)
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RESUMEN

Segmentos de hojas de variedades sus-
ceptibles y resistentes fueron cmploodas
para determinar el efecto fitotdxico de fil-
trados de cultivos concentrados de
Fusarium subglutinons; tambiénse deter-
miné la posibilidad de utilizar dichos fil-
trados como agentes de seleccion de
resistencia sobre hibridos de Cayena lisa
x Perolera. En todos los ensayos realiza-
dos el efecto fitotdxico fue mayor en las
variedades susceptibles que en las resis-
tentes, observéndose zonas necrosadas
alrededor del punto de inoculacién.
Como criterio de seleccion se aprecio que
el filrado crudo concentrado proveniente
del cultivo de una raza cubana pudo
seleccionar individuos resistentes con un
comportamiento similar al realizado con
el microorganismo més virulento,

INTRODUCCION

La fusariosis de la pifia constituye la prin-
cipal enfermedad del cultivo en las princi-
pales regiones productoras del mundo,
especialmente Brasil, con grandes pérdi-
das en el material de propagacion y cose-
cha, siendo Fusarium subglutinans su
agente causal (Matos y col., 1991).

En Cuba a pesar de no contar con las
razas mas virulentas se desarrolla un sis-
tfema de mejoramiento genético de la
pina el cual incluye la obtencion de plan-
tos resistentes a las enfermedades, espe-
cialmente la Fusariosis, por ser esta un
peligro potencial para el cultive. La prin-

cipal proteccién contra esta enfermedad
es la obtencién de variedades resistentes,
para lo cual es necesario contar con un
buen esquema de seleccién por técnicas
biotecnolégicas. Es importante sefalar
que para el éxito del mismo se debe tener
en cuenfa un buen agente de seleccion
(filtrade téxice, toxina, marcadores bio-
quimicos o moleculares), niveles de selec-
cion (plantas, vitroplantas, callos, suspen-
siones celulares, protoplastos) y variantes
genélicas [hibridacion, variacién soma-
clonal e induccién de mutaciones), que
permita en un tiempo breve conocer si
una planta es resistente o susceptib|e,
aspectos que no cumplen los sistemas de
seleccion tradicional, los cuales son len-
tos, poco precisos, dificiles de controlar
los condiciones ambientales y variables

(Jones, 1990).

Los hongos del género Fusorium tienen la
propiedad de preducir filtrados de culti-
vos de gran cantidad de metabolitos
secundarios, biologicamente activos,
mostrando fitotoxicidad en bioensayos
sobre plantas, pero su papel en la pato-
génesis no estq adn completamente claro
(Scheffer, 1983). Para deferminar si una
toxina tiene papel en la patogénesis es
necesario comprobar si tiene actividad
fitotéxica manifestoda @ través de algin
biocensayo, asi como de reproducir todos
o algunos de los sintomas de la enferme-
dad entre ofros aspectos (Fornet, 1991).

Por todo lo anteriormente mencionado el
objetivo de esta investigacién consistié en

examinar y comparar el efecto fifotoxico
de filirados crudos concentrados de
Fusarium subglutinans sobre hojas de
variedades de plantos de pifia con dife-
rentes grados de resistencia al patégeno,
ademas de su posible papel en la selec:
cién de plantas resistentes a la enferme-
dad en los esquemas de mejoramiento
genético del cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal: Las hojas utilizadas en
los experimentos fueron de las variedades
Cayena lisa (susceptible del patégenc),
Primavera (resistente al patdgena),
Perolera (resistente del patdgeno) e hibri-
dos de Cayena lisa x Perclera las cudles
procedian de plantas adultas de aproxi-
madamente 22 meses de edad.

Microorganismo fungal: Lo cepa de
Fusarium subglutinans utilizada en los
experimentos para obtener filtrados toxi-
cos se aislo a partir de tejidos necrosados
de hojas de plantas adultas {raza no viru-
lenta segin reporte de Pérez y col. en
1994). La obtencién e identificacién del
hongo se reclizé a través de la metodolo-
gia cituda por Booth (1971) y conserva-
das en agar papa glucosado ol 2% [PDA)
a 26°C durante una semang, lo ofra cepa
(mas virulenta) empleada fue donada por
el CNPMF-EMBRAPA-Brasil.

Preparacién del filrado de cultive del
hongo: Se tomaren tres discos de 10 mm
de didmetre de cultives monospérices de
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Fusarium subglutinans cultivados sobre
ogar de papa glucosado al 2% (PDA)
durante una semana y se sembraron en
frascos Roux de 1000 mL que contenian
300 mL de Caldo Czapek, incubéndose
durante un periodo de 24 dios a una tem-
peratura de 26°C, luego se procedié ol
filtrado y esterilizacién del medio median-
te gasa, papel de filtro y filtros milipores
de 0.22 micras. A alicuotas del filtrado se
le reclizé un barrido del espectro-UV de
200-300 mm con el fin de determinar la
presencia de metabolifos en el medio,
luego se concentrd por rotoevaporacion a
boja presién y temperatura de 40-45°C y
se diluyd en agua destilada estéril {p/v}.

Bioensayo: El bioensayo empleado se
basa en el punteado de fragmentos de
hojas de aproximadamente 8 cm de lon-
gitud de la parte basal y superior de las
hojas con una aguja estéril, agregando
después en el dafio producide 5 pl del fil-
trado crudo concentrado. Los fragmentos
de hojas se colocaron en camaras hime-
das y condiciones semejantes a los nece-
sitadas por el hongo para reproducir la
enfermedad. Se realizaron siele evalua-
ciones a intervalos de 5 horas, siendo a
las 35 horas el momento de mejor expre-
sién Fitotoxica (necrosis en forma de elip-
se]. Lo expresién sintomatolégica de
necrosis formada alrededor del punto de
aplicacién fue medida a través del tama-
fio de la misma con la siguiente férmula:

A=[Mab
4

A- Area do la elipse en mm?

a- radio de la parte més ancha (mm)
b- radio de la parte menos ancha (mm)
n-3.14

Seleccion de resistencia: Fragmentos de
hojos de hibridos de Cayena lisa x
Perolera fueron inoculades con filtrado
concentrado segin la técnica y condicio-
nes descritas anteriormente, utilizando
como controles las variedades Cayena
liso, Perolera y Primavera. Poralelo a
esto, con los mismos hibridos y festigos, se
montd la técnica de inoculaciones con Ffil-
trado concentrado del microorganismo
més patogénico {raza brasilefia), los eva-

luaciones consisteron en evaluar el com-

portamiento de uno u ofro sistema de
seleccién en cuanto a resultados.

Andlisis estadistico: Se realizaron 30
repeficiones por tratamiento y se procesa-
ron las mediciones del Grea mediante
pruebas no paramétricas aplicando el test
de Mann-Whitney-Wilcoxon a través del
paquete estadistico SPSS  (Stadistical
Package for Social Science).

RESULTADOS Y DISCUSION

El filirado crude concentrado de Fusarium
subglutinans mostrd un efecto fitotoxico
sobre ambas variedades {Tabla 1), aun-
que mucho méas marcado en la variedad
susceptible, evidenciado por el tamaiio
de la lesién y el tratamiento estadistico de
los resultados. Por ofro lado, los segmen-
tos provenientes de la parte basal de la
hoja son los mas susceptibles a este efec-
to, resultado que pudiera estar relaciona-
do o una mayor cantidod de compuestos
fenélicos en la parte mas clorofilada de la
hoja [parte superior) y que tengan una
funcién destoxificadera,

Hay que plantar que a pesor del efecto
fitotoxico del filtrade crudo concentrado
sobre los dos variedades (resistente y sus-
ceptible], existic un efecto selector de
dicho filtrado, asi como su posible utiliza-
cién en lo identificacion de plantas resis-
tentes y susceptibles. Resultados similares
fueron obtenidos por Kour y col (1987)
cuando utilizaron filirados fitotoxicos de
Fusarium oxysporum var. ciceri los cuales
inducian lesiones en plantas de garbanzo
susceptible ol patégeno, siendo estas
lesiones de menor grado en plantas resis-
tentes y no hospederas.

Sacristan (1982), plantes que la seleccién
de resistencia usando filtrados del poté-
geno puede dar como resultado la obten-
cién de plantas resistentes, aungue no se
conozcan gue foxinas estan presentes en
los mismos y el popel que juegan en lo
patogénesis. Como se observa el filtrado
crudo concentrado de Fusarium subgluti-
nans {raza cubana) empleado en este tra-
bajo pudo seleccionar individuos de
acuerdo al grado de resistencia dentro de
una poblacién hibrida (Tabla 2), donde el
64% de las plantas mostrd resistencia, con
una gran similitud al seleccionar con el fil-
trado del microorganismo mas patogéni-
co (Tabla 3).

Binarova y col (1990) emplearon filirado
de culfivo para la seleccion de resistencia
a Fusarium sp. en plantos y suspensiones
celulares de Medicagoe sativa, obteniendo
lineas de plantas que mas tarde incre-
mentaron la resistencia a la infeccién in
vivo con el hongo en cuestion, siendo este
un sistema olternativo de seleccion en el
menor tiempo posible aplicable en los
programas de mejoramiento genético del |
cultivo.

Como se aprecio en los experimentos
existié una correlacién directa entre el
grado de virulencia del patdgeno (raza
brasilefia) y el grado de fitotoxicidad del
filtrado concentrado de la raza cubana,
ya que a pesar de no ser esta la raza més
virvlenta sus filirados si son Fitotoxicos
sobre el material vegetal susceptible. Para
corroborar lo anterior Kauy y col [1987)
encontré que el cislado 162 de Fusarium
oxysporum exhibia una baja virulencia
pero una alia toxicidad de sus filtrados
frente ol materiol vegetal susceptible.

Tabla 1. Efecto del filtrado concentrado de Fusarium subglutinans sobre

diferentes variedades de pifia

Variedad

Area de la lesién en la
parte basal de la hoja

Area de lo lesién en la
para superior de la hojo

(mm?) (mm?)
Cayena lisa (S) 14.7 a 96a
Perolera (R) 78b 346b
Primavera [R) 7.5b 39b

R: resistente S: susceptible. (p< 0.05; es 0.0236)
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Tabla 2. Seleccion de plantas resistentes en el cruzamiento entre las varie-
dades Cayena lisa x Perolera empleando como agente de seleccién filtra-
do concentrado de microorganismo no virulento.

Tamaio promedio de la

Plantas bionensayadas lesién entre la parte basal Reaccion
y superior de la hoja {mm?)
Hibrido 1 8.1 T
Hibrido 2 9.9 T
Hibrido 3 6.6 R
Hibrido 4 8.6 T
Hibrido 5 6.8 R
Hibrido 6 3.9 R
Hibrido 7 9.9 T
Hibrido 8 7.6 T
Hibrido 9 6.8 R
Hibrido 10 5:5 R
Hibrido 11 6.8 R
Hibrido 12 4.7 R
Hibrido 13 8.6 T
Hibrido 14 8 T
Hibrido 15 6.8 R
Hibrido 14 6.8 R
Hibrido 17 4.3 R
Hibrido 18 4.3 R
Hibrido 19 4.8 R
Hibrido 20 7.3 R
Hibrido 21 8.1 T
Hibrido 22 29 R
Hibrido 23 29 R
Hibrido 24 5.8 R
Hibrido 25 10.7 S
Testigo (Cayena lisa) 12.1 S
Testigo (Perolera) 57 R
Testigo (Primavera) 57 R

Escala de evaluacion segin tamaiio de la lesion: Resistente (R] 7.4 mm? <; Tolerante (T) 7.4
mm? - 10,5 mm’; Susceptible {S) 10.5 mm’>

Tabla 3. Comparacién entre los dos sistemas de seleccion de resistencio o
la enfermedad empleados en la obtencion de plantas resistentes en el
cruzamiento Cayena lisa x Perolera

Nedelnik (1988) obtuve un fenomeno
similar en bicensayos sobre plantas,
donde la més baja virvlencia no siempre
fue acompaiiada por niveles més bajos

de fitotoxicidad de sus filtredos.

CONCLUSIONES

- El filtrado concentrade do Fusarium sub-
glutinons tuvo un efecto fitotéxice mucho
mas marcado en la variedad susceptible
que en las resistentes.

- El filtrade concentrado da Fusarium sub-
glutinans raza cubana sirvié para selec-
cionar plantas resistentes.

- No existié correlacién entre el grado de
virulencia del hongo {raza cubana) y el
grado de fitotoxicidad de sus filtrados.
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Tipos de Nomero de Porciento Nomero de Porciento
plantas plantas

Resistentes 16 64% 15 60%

Tolerantes 8 32% 10 40%

Susceptible 1 4% 0 0%
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