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RESUMEN. El desarrollo de bioensayos sencillos y repetibles, que permitan evaluar el comportamiento de
diferentes genotipos frente al agente fitopatdgeno o derivados del mismo, permite de forma rapida estudiar
algunas de las propiedades fisioldgicas de la especie afectada, que se ven comprometidas durante el desarrollo
de una enfermedad. A partir del filtrado de cultivo de Mycosphaerella fijiensis Morelet, se han aislado ocho
componentes diferentes. El metabolito Juglone (5-hydroxy-1,4-naphthoquinone), ademas de su efecto fitotoxico,
ha permitido seleccionar genotipos con diferentes niveles de resistencia. En el presente trabajo se logré
estandarizar un método para obtener una suspension de cloroplastos integros, a partir del cv Gran enano
(susceptible). Se pudo establecer un bioensayo para evaluar la integridad fisioldgica en estos organelos,
basado en la evolucion de la absorbancia a 595 nm de una suspension de cloroplastos que contenia DCPIP 10
mM. Se comprob¢ la influencia de la luz en la disminucion del poder reductor de la suspension de cloroplastos
mediante la reduccion del DCPIP através de la evolucion de la absorbancia a 595 nm. La concentracion de 60
mg/mL del metabolito Juglone, provoco una lenta disminucion de la absorbancia respecto al testigo, debido al
desacople en las cadenas de transporte electrénico a nivel de cloroplastos, con la consiguiente pérdida del
poder reductor. Este bioensayo pudiera utilizarse para el estudio de factores abiéticos que provocan estrés
oxidativo a nivel de cloroplastos.
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ABSTRACT. The development of simples and reliable bioassays for evaluating the response of different genotypes
to plant pathogens or its derivates; let us the study of some physiological properties of hosts during the plant
infection process. From the culture filtrate of Mycosphaerella fijiensis Morelet, has been isolated several phytotoxic
compounds. Juglone (5-hydroxy-1,4-naphthoquinone) is the best characterized of all, and this toxins has been
used to discriminate Musa genotypes with different level of resistance to M. fijiensis. In this paper was
standardized a method to obtain a functional chloroplast suspension from healthy leaves of Grande naine
(susceptible). It was possible to perform a biological bioassay to evaluate the physiological integrity of chloroplast
suspension based on reduction of the Hill reaction (10 mM of DCPIP, dichloride-phenyl-phenol-indol) by monitoring
the reaction at 595 nm. It was probed with that bioassay the effect of light in decreasing the reductive power of
chloroplast suspension expressed as a decrease in absorbance al 595 nm. The concentration of Juglone (60
mg/mL), induced a low decrease in the reductive power of chloroplast suspension respect to control without
toxin, due to the uncouple effect of juglone in electronic transport in photosynthetic apparatus. This bioassay
could be used also in the study of other factor related with oxidative stress at chloroplast level.
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INTRODUCCION

El entendimiento del mecanismo de accion de los
metabolitos fitotéxicos de varios agentes
fitopatdgenos, ayudan a una mejor comprension de
los procesos bioquimicos y fisioldgicos que estan
comprometidos en la interaccion entre el patégeno
y los tejidos de la planta.

Jack et al (2000), logr6 separar mediante
cromatografia de columna, cuatro componentes del
filtrado de cultivo de Mycosphaerellafijiensis, con
similar actividad biolégica. Basado en los bioensayos
para la induccion de necrosis foliar y la medicion de
la fluorescencia clorofilica se determind que el
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metabolito Juglone permiti6é reproducir la
respuesta diferencial entre los cultivares Gran
enano (susceptible) y Fougamou (parcialmente
resistente).

Harelimana (1997) comprobo6 la dependencia
entre la respuesta a Juglone (5-hidroxy-1,4-
naphthoquinone) y la iluminacion. En estudios
de microscopia electrdnica, se observo el
hinchamiento de los cloroplastos del cultivar
Gran enano (AAA). El mismo fue inoculado
con diferentes concentraciones de Juglone en
presencia de luz, sugiriéndose los cloroplastos
como sitio de accion de este metabolito.

En general, realizar bioensayos basados en las
propiedades de algunos organelos celulares
requiere de meétodos engorrosos para su
evaluacion; sin mencionar el riesgo de que la
integridad de los mismos pueda verse
comprometida. Los objetivos del trabajo
fueron: desarrollar un método que permita
obtener una suspension de cloroplastos con
una adecuada integridad fisiologica, evaluar el
efecto fisioldgico a nivel de cloroplastos del
Juglone bajo condiciones de oscuridad e
iluminaciony valorar el efecto de diferentes
fracciones del contenido intercelular de
cultivares inoculados en condiciones de
invernadero con las estructuras del agente
causal.

MATERIALESY METODOS

Se utilizaron plantas del cv Gran enano de seis
meses de aclimatizacion en condiciones de
invernadero. La segunday tercera hojas fueron
utilizadas para obtener la suspension de
cloroplastos, segun las indicaciones del protocolo
propuesto por Busogoro (1999).

Con laayuda de un hematocimetro, se ajusto la
concentracion de la suspension de cloroplastos a
un valor aproximado de 14x10°cloroplastos/mL.

Se utilizdé un espectrofotometro de marca
SECOMAN de seis portacubetas. Se ajusto a
595 nm la longitud de onday la absorbancia fue
registrada para cada tratamiento. Se utilizé como
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referencia 891 mL de la suspension de
cloroplastos. Para el tratamiento control ademas
de 891mL de la suspensién de cloroplastos, se le
adicionaron 99 mL de una solucién de metanol al
10 %y 200mL de una solucion de DCPIP 1mM.
Los tratamientos consistieron en 891mL de la
suspension de cloroplastos, 99mL de la solucion
de Juglone (60 ppm) 0 99mL de extractos del
contenido intercelular del cultivar Pisang Berling.

Se empled la cepa |1 perteneciente a la coleccion
de cultivo del CIRAD-FHLOR (Montpellier,
Francia) y se utiliz6 la metodologia descrita por
Leivaetal (1998) para efectuar lainoculacién en
condiciones de invernadero. Se utilizé el clon
Pisang Berling (AAB) como material vegetal.

Para cada tratamiento asi como el control se
emplearon un total de 5 réplicas. Se midio la
absorbancia a diferentes intervalos de iluminacion
(0 min, 5 min, 10 min, 15 min, 20 min). Como
fuente de iluminacion se utilizé una lampara
incandescente de 60 W. Las cubetas fueron
iluminadas a una altura de 30 cm.

RESULTADOSY DISCUSIDON

Se pudo desarrollar un método sencillo y
reproducible para obtener una suspension de
cloroplastos con una adecuada integridad
fisioldgica, los datos finales de absorbancia en
los tratamientos testigos asi lo comprueban
(figura 1,2 y 3). Este procedimiento puede ser
utilizado para cualquier bioensayo que pretenda
estudiar el comportamiento de los cloroplastos
ante factores estresantes (elevada iluminacion,
déficit hidrico, influencia de toxinas o derivados
fitotdxicos de agentes fitopatdgenos, entre
otros), que puedan ocasionar alteraciones en
sus propiedades fisiologicas y bioguimicas.

Se pudo corroborar lo descrito por Harelimana
(1997), acerca de la influencia de la luz sobre
los procesos redox a nivel de cloroplastos
(figura 1). Se observé que en el tratamiento
con iluminacion artificial, disminuyo la
absorbancia respecto a las condiciones de
oscuridad total, lo cual confirma que el poder
reductor de la suspension de cloroplastos,
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monitoreado a través de la reduccién del

DCPIP, sélo se expresa en
presencia de la luz.

Se observo el efecto inhibidor 1

del metabolito Juglone (60 ppm) E 0.8

respecto al testigo, sobre los 5 0.6 - Y L
eventos redox desarrolladosen 1,0 4 _

los cloroplastos (fig. 2). La lenta 8 02 - —=— Oscuridad
disminucion de la absorbancia, :

pudo ser el resultado de la 0 T T .
pérdida del poder reductor,

debido a la inhibicion del 0 Dﬁenpo (mn)zﬂ 30

transporte electronico a nivel de
cloroplastos, ocasionada por la
presencia del juglone. Algunos
autores sefialan la capacidad de
este metabolito de captar
electrones y generar la

Figura 1. Evolucion de la absorbancia de los cloroplastos del banano Gran

enano en diferentes condiciones de iluminacion

formacion de radicales libres, 12
plenamente justificada con la | e
estructura de esta molécula “\\-_,_____‘___‘___‘
(hydroquinona). E 08 \.\ =+ Juglone 60 ppm
5]

Se observé que los extractos § 0 -+ Control sin Juglone
intercelulares de las hojas del : ‘\\

e : . ) 04
cultivar Pisang Berling (AAB)sin -~ = R
inocular, lograron reducir de 03
modo sostenido la densidad
Optica en las distintas 0 ' ' ' ' '
evaluaciones, respecto a los 0 5 10 13 il 2
extractos intercelulares de hojas Tiempo {min)
del mismo cultivar, inoculadas Figura 2. Efecto del Juglone (60 ppm) en la integridad de la suspension de

con M. fijiensis (11) (fig. 3). La
lenta disminucion de la
absorbancia en este ultimo,
confirmo la presencia de Juglone

cloroplastos en el banano Gran enano
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Figura 3. Efecto de diferentes extractos intercelulares obtenidos desde el

cultivar P. berling en la evolucion de la absorbancia

81



Centro Agricola, 35(3): 79-82; julio-sept., 2008

BIBLIOGRAFIA

1. Allen, J. F. and N.G. Holmes: Electron transport
and redox tritation. in Hipkins M.F and Baker N.R.
(eds), Photosynthesis energy transduction. A
practical approach. IRL Prees, Washinton, pp.
103-141, 1986.

2. Harelimana, G; P. Lepoivre; M.J. Jijakli and X.
Mourichon: “Use of Mycosphaerella fijiensis toxins
for the selection of banana cultivars resistant to black
leaf streak,” Euphytica 96(1): 125-128, 1997.

3. Busogoro, J.P;; J.J. Etame; G. Lognay; P.V.
Cutsem and P. Lepoivre: “Selection for banana
resistance to Black Leaf Streak disease,” Infomusa
8(2): 15, 1999.

4. Leiva, M.M; R.M. Ditta y Yelenys Alvarado
Cap0: Estudios bioldgicos de Mycosphaerella
fijiensis Morelet, para el establecimiento de una
metodologia de seleccién en condiciones de
invernadero, Tesis de Grado, UCLV, 1998.

Recibido: 21/diciembre/2007
Aceptado: 12/junio/2008

82



