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1. INTRCDUCCION

§ps Generalidédes.-~La platanera canaria.

L
i

Los recursos naturales de la regién canaria-
est&n fundamentalmente relacionadosiéop el‘clima y la-
orogreiia, factores que permiten cultivar diversos'ye-
getales fuera de su habitat natural, asi como la obten
cion d2 cosechas fuera de época cen fines a la experta
c¢ion. indudablemence, el cultivo que méis importancia -
tiene, tantd nor su produccién neta total, como por la-
superficie a é1 dedicado, es el del platano.

Aunque el conocimiento y cultivo de la plata
nera ¢s nuy éntiguo, la clasificacién y filogenia de -
la misma no se ha establecido hasta épocas relativamen
te rncientgs. Como.consecuencia de una enfermedad que-
asol¢ los cultivos, se inicié un estudio eﬁhaustivo de
las ciferentes especies existentes en todo el mundo, -
con el fia de localizar o cénseguir nuevas variedades-
resistentes a esta enfermedad.

Chesman y Simmond llegaron a la conclusidén -

de que las plataneras eran Monocotiledoneas pertenecien



tes al Orden de las Escitamineas y a la Familia de las
Musaceas.

Lsta Familia comprende dos géneros: Enseto y
Mﬁsa, ambos presentan caracteristicqs norfolégicas ex-
ternas muy parecidas; no obhstante existen dos diferen-
cias muy claras. . ‘

La inflorescencia en las especies del género
Enseto presenta las bracteas y sus flores implantadas-
juntas,mientras que las del género Musa presertan una--
separacion bien pateﬁfe entre las bracteas y las flo--
res por éstas cubiertas. #

‘La otra diferencia radica en la modelidad dc
reproduccién, ya que las del género Enseto se reproda-
cen exdlusivamente por semillas mientras que las del -
género Musa, junto a una serie de especies seminiferas,
presentan una cantidad importante de variedades que se
reproducen vegeitativamente, con las ventajas que ecito-
supone, fundamentalmente, la obtencién de clqnes al te-
ner los distintos individuos la misma dcetacidn genéti-
ca; las posibles mutaciones esponténeas que pueden pre
sentarse, facilmente se eliminan si no son deseables o,
por el contrario, pueden ser el origen de un nuevo ---
clion.

Estas especies, presentan un fruto muy desa-
rrollado y sin pepitas, y a lo largo del tiempo han si

do seleccionadas y cultivadas por el hombre cebido a -



la utilidad  que para &ste presentaban con fines alimen
cios.

La-mayoria de los autores, estan de acuerdo-
en que las variedades de interés comercial proceden de

la Musa acunineta y de la Musa balbisiana, ambas pre--

sentan un numero basico de cromosomas de once.

Los triploides de Acuminata son los que se -
: -

\ 7 A :
cultivan nara la exportacidn de sus frutos. Se inclu--

v el res-

1Y

yen en =2ste girupo las.vaviedddes Gros Michel
to dentro del grupo Cavendish que cdmpfende cuatro ti-
pos: o

Lacatan

Poyb

aran Enano Giant Cavendish, Grande Naine

IEnaro Nain

L.La platanera canaria pertencce a la variedad
Nain caracterirzada por su pequeno tallo que no sobrepa
sa los dos metros, lamina foliar ancha y corta, raci--
mos (e forma troncocdnina, el némero de manos oscila -
entre siete j quince, frutos curvos y compactos, pseu-
dotallo con franjas de color vinoso oscuras sobre fon-
do verde; su ciélo biolbégico es corto,de ocho a once -
meses,aunque puecde alargarse o acortarse segun las con

diciones amhientales.

Nuestra variedadpresenta un conjunto de ca--



racteristicas, ias cuales han permitido su cultivo fue
ra de su habitat natural, entre las mas importantes te
nenos: ‘

- Resisteéncia a los vientos dada por su peque-
na talla. .

- amplios limites de tolerancia a los cambios-
de temperatura. -

- Ménores necesidades de agua debido a su su--
perficie externa mas reducida. .

- Facilidad de adaptacidén a suelos pobres.

- Rendimiento alto. T
-..Resistencia a la enfermedad del Panama, bas-
tante ¢lta, annaue no total.

- Como contrapartida presenta.una serie de pe-
quenos incnnvenieﬁteé minimos, coﬁparados con las ven-

tajas que presenta para las caracteristicas generales-

de la regidn canaria.

1.2, La enfermedad de Fanana.

Por la amplitud de los dainos que ha produci-
do,y que todavia produce, lé enfermedad del Panamé&, --
llamada también marchitez del platano, puede ser clasi
ficada entre el pequeiio nimero de enfermncdades verdade

ramente graves de las plantas cultivadas. De hecho es-



responsable de la desaparicién de varios cientos de mi
. 1lares de hectéreas de plantaciones de plataneras, in-
fluyendo intensamente en el cultivo,Ainvestigaéién,in—
tercambio y comercio del platano durante los Wltimos -
cincuenta anos. -

Es muy probable que la marchitez del plétano
sea originaria de la.regién Indomalasia’y que fuera —-
evolucionando alli en la antiguc«ad. Las introduccio--
nes de plataneras realizadas a las Antillas hacia 1.800,
‘principalmente a Marfinica, soa probablemente el ori--
gen y difusidén en Jamaica, Amlrice Central y luego ‘des
de a)lli hacia Amércia del Sur, O2ste de Africa, Cana--
rias, etc.

Aungue la enfermedaed fué mencionada por prime
ra vez en 1.904 por Higgins er Hoholulu, sin embargo -
lqyprimeras descripciones se¢ .iicicron sobre plantacio-
nes afectndas on Panama y Costa liica en 14909, de ahi-
el nombre de Mal del Panamé, dado también a esta enfer

medad.

Fué Smith (1.910) el prinero en aislar el --

agente patdgeno, al cual da el norbre de Fusariun cu—-
bense. Pbsteriofmente nuitcros os autores dan deséripcig
nes nas o menos exactas sbbre la sintomatologia de la-
enfernedad, aunque no todos opinan lo misno sobre la -
identidad y clasificacién del agente patdgeno. Morales

(1.9753) hace una extensa revisidén bibliografica sobre-



el tema e idencifica el hongo signiendo la sistematica
dada por Messiaen y Cassini (1.968).

En cuanto a las investigaciones sobre la pla
ténera cultivada en Canarias y en lo que respecta al -
Mal de Panama, han sido escasas y sepavadas en el tienm
ro. La prirera cita que encontrancs en Canarias sobre-

el Fusarium oxysporum f. sp. cubense aparece publicada

en el Tropical Agriculture por v Andénimo en 1.926. Pos
teriormente Cafizo y Sardina (..933) sefialan gque duran

"te el periodo 1.925—36 se realizan los’ primeros esta--

dios en las plataneras del Valle de la Orotava que ‘mos

traroﬁ esta enfermedad. Champion y Monet (1.962), Fer-

nandez Caldas y Trujilio (1.962) sefialan la enfermedad

corno tal en diversas plantaciones plafaneras en Cana--

rias.

Morales (1.970) sefinla mediante estudios his
tolégicos‘realizados en plantas, que mostruban los sin
tomas del Mal del Panama, la prescacia de traumatismos
en el sistema ccnductor asceidente, asi como la apari-
cién de geles filtrantes.

En 1.972 Blesa y Fernandez Caldas hacen una-
revisién del Mal del Panamd con especial referencia a-
la platanera canaria. Moralcs (1.973) realiza un estu-
dio de la distribucidén del hongo en el suelo en rela--

cion con las plantas sanas y enfermas, asi como la re-

lacidén huesped-narisito.



En cuanto a la sintomatologia externa, ésta—
comienza alrededor de los dos a cinco meses después de
la penetracién del patégeno a través de las raices, --
con la‘aparicién de 6lorosis o armarilleamicntos margi-
nales cn 1as.hojas jévcnes, aunque las hojas mas vie--
jas o basales} nuestran estos siniomas,a medida que pa
sa el tiempo, con mayor intensidad y claridad.

Eh las hojas viejas, la élorosis,va dando --
progresivamente paso a éreas necrdticas, terminande --
las misnas por adquifir un aspecto chamuscado que reo--
cucrda cstados de profﬁnda marchitez. Finalmente, las-
hojas 1fcctadas se hacen extraordirariamente fragiles,
especialmente en la base de los puciolbs, y acabando -
por de¢sprenderse.

IE1 péeudotfonco y el eje vegetativo se carac
terizan por su extraordinuria fragilidad y basta s6lo-
una ligera presiéon sobre éllos para que sc quiebren,de
jancdo cnteuces al descubiertc los tejidos internos nmuy -
afectados y de color pardo-rojizo, ¥ desprendicendo un-
olor muy desagradable. Y, aparte de todos los tejidos,
los mas afectados son los conductores, mOstrandq las -
zonas correspondientes a su localizacibén, pigmentacié-
nes intensas de color amarillo rojizo. Esias manifesta
ciones son igualmente visibles en cortes transversales

y contrastan con los realizados en las matas sanas.



Los rizomas o cabezas son extraordinariamente
sensibles a los ataques cdel hongo, y,cn cortes, muestran
una sintomatologia caracteristica, en forma de amplias
Arcas o vetas amarillas, rojizas o negras, de donde to
ma la enferiedad el nombre de vetado, con el cual se -
conoce en ¢l Archipiélage Canario.

En las matas afectadas el crecimiento esta -
ﬁarticularmentc inhibido, especialménte en las mas jo-
venes, que adoptan un porte arrosetado o achaparrado, -
al no establecerse el.alargqmiento de los entrenudos -
dei pseudotronco. ~

J.as actividades reproductoras de la platane-
ra, floracién y fructificacion, se alteran en caros de
fusariosis, En los mas graves, pugden.estaf totalmente
impedidas, aunqﬁe, lo mis normal, es que la floracidn-
no seca abundante, lo que provoca una disminucidon del -
numero de nmanos en la pina, Igualmente, el lleaado de-
los frutos es anormal, impidiéndose, con nayor o menor
intensidad, la movilizacidén de substancias que contribu
yen a élld; desde las hojas fotosinteticamente activas,
siendo el resultado final la formacién de pihas peque-—
nas con frutos parcialmente llcnos, de mal sabor y for
ma irregular, los cuales son inservibles para el consyu
rio .

"La penetracion QQl hongo en la planta se rea

liza por las raices diferenciadas, principalmente rai-
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ces secundarias viejas, que han sufrido traumatismos o
parasitacién por nénatodos u otros microorganismos. Al
rededor de las heridas causadas por algunas de estas -
causas, se producen pecrosamientos mas o menos exten--
so0s, debido a lo cual se¢ producen exudados, que atraen
quimiotécticémente a diversos tipos de bacterias sapro
fitas existentés en la microfloré del suelo -alriendo -
n-a via de penctfacién hacia el sistema vascular- y al-
r2i smo tiembo,favorecen la gefmjnacién de las clamidos-
poras del hongo, con lo cual el micélib alcanza réapida
mente el metaxilema, para producir a coptinuacidn una--
esporulacisn -originada ya en el irterior de los vasos-,
1o que permite una mayor eficacia en la invasién.

La planta reacciona a eéta invasi6n, inducien
¢o la formacidn de geles pécticos que se acumulan so0--
bre los tilides, a los cuales le dan mayor consiéten--
cia. Si la variedad de plataneré cultivada es ruy re--
sistente, tal éomo sucede en Canarias, la velocidad de
formacion de los geles es muy rapida y los microccrni--
dios ven frenada su marcha por la resistencia mccanica
que presentdn estas zonas gelificadas, las cuales, ac--'
tiian como verdaderas cribas filtrantes. El hongo reac-
cioifa ante este obstaculo, segregando una serie de en-
zimas —pectinmetil esterasa, poligalacturonasa y poli-
galacturonato-trans-climinasa- que producen la hidroli

sis de estos geles y, por tanto, rompen su estructura,
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con lo cnal micelio y cuerpos fructiferos pueden prose
guir avanzando en la colonizacion de la planta.

Cuando el hongo llega al rizoma, por ser éste
uﬁ o6rgano de reserva con gran cantidad de energia dispo
nible, se desarrolla.enonmmame,por lo que no solc asg
gura ya la invasién sino que ésta se hace mas rapida--
mente, alcanzando al‘resto de la planta,por el mismo -

s

L
sistema cue'utilizd en llegar al rizoma (Morales 1.973).

1.3. Fusarium oxygpofum.

Es la especie nas importante del género Fusa
rium -I'amilia Tuberculariaceae, orden Moniliales de --
los Fuﬁgi.ﬁmperfecti-, ya que en ella se agrupan un --
gran rmmern de formas eSpecializadas capaces de produ-
cir iraquecnicosis en nunerosas plantas de interés eco
noémico, siendo un gran problema desde el punto de vis-
ta agricola.

Wole cber (1.913) incluye al Fusarium oXvspo

rum, junto con otras ocho especies mas, dentro de la -
seccisn Elegans. Mas tarde, Snyder y llansen (1.940) --
agrupan a todas. las especies de la seccib6n Elegans, cn

una espccie unica, Fusarium oxysporum, y en la que dis

tinguen 25 variedades segin su virulencia y especiali-
. 7 , . ;
zacion patogcnica.

Posteriormente, Meésiaen y Cassini (1.968) -
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1laman a las variedades incluidas en la especie Fusa--

rium oxysporun, formas especializadas y aumenta su ni-

mero a 68, una de las cuales es la Fusarium oxysporum-

f. sp. cubense.

El PFusarimi oxysporun f. sp. cubense, se ca-

racteriza por poseer un aparato vegetativo incoloro o-

débilmente tefiido cuéndo se observa aislado en prepara

cién microscépica, pero presenta una coloracidn més o-

menos variada cuando se cxamina en masa. El micelid. -

aéreo, velloso, con hifas fiaas y tabicadas, da lugar o
fructificaciones variadas, llamadas conidios, los cua-

les nacen sobfe conidibéforos cortos y tabicados, rami-

ficados irrecgularmente y agregodos en masas ccempactas,

Los conidios, segin sus tamafios, sc aérupan en: nacro-

conidios y microconidios.

Los macroconidios son elipticos, con o sin -
tabique, dispuestos en falsas cabezas sobre los coni--
dioforos.

En condiciones, generalmente adversas, los "u
sarium formanAclamidosporus, organos de resistencia -
que nacen sobre el micelio, o bien sobre macroconidics.

Puedcn ser intercalares o terminales, y en general, ce

forma globosa.
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1.4. Repguladores de creciniento.

La complejidad de los scres vivas se pone de mani-
fiesto, iancluso en lbs mas primitivog; para mantener -
su medio interno en condiciones fisioldgicas, asi como
para mantener, la posibilidad de rcaccionar ante las va
riaciones del medio gubiente que le rodea. Indudable--
mente, en los seres superiores, 6é£a ha de ser mucho -
suyor. la diversificacidon de tejidos y la distribucién
del trabajo fisiolégico a ¢llas encqﬁepdadas, exigen -
la accién e necanismos nis complejos que mantengaq'su
homocstasia y regulen el trabajo integrado de los dis-
tintas partes que la componen.

Las reacciones de los vegetales a los estimu
los procedentes del medio externo estén ruy limitadas,
ya gue la nayoria dc‘éllas, estan fijas a un sustrato-
nediante las raices; éstas cumplen asi la doble misidn
de fijar al vegetal y absorver los nutrientes del sue-
lo.

- |

EL crecimiento vegetal es nuy Qistinté al --
que prescﬁtan los animales; continuamente, se forman -
nuevas partes que sustituyen a ctras que dejan de sar-
funcionales; es, por tanto, continuo y localizado. Sin
enbargo, este creciniento no es anarquico, sino quc\af
un periodo vegetative le sigue otro de floracidén y fruc
tificacion, ?{nalizado el cual, la planta nuere o ini-

cia vn nuevo ciclo después de una etapa de reposo in--
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vernal.

La potencialidad de desarrollo de grupos de-
células vegetales es inhibida. La dominancia de la ye-
ma apical sobre las axilgres'es debida a algunas sus--
tancias rue el épice.dcl brote forma. Y,‘a nedida que-
éste se alceja de las yemas axilares, el inflnjo que --
ejercen es menbr; con lo cual lléga un momento en que-
se anula, provocando el crecimicnto de las mismas; la-
eliminacién del Apice provoca la misma respuesta. -

La inhibicién es provocada pbr una sustancia
formada ¢n el apice de esta yenma, ejerciendo su accidr
en una zcna del lugar de origen, y constituyendo un --
verdaderc nensaje quinmico anilogo a los conocidos cowo
hormonas en los organismos animales. Sachs, en 1.880,--
predijo la existencia de estas sustancias responsables
del crecimiento organizado de los vegetales, liamadas-
hormgnas vegetalces.

Las hormonas vegetales son sustancias proece-
dentes de la planta, las cuales se forman en diversos-
Jugares de-la misma, actuando en regiones distintas dec

las de formacidén y siendo activas en cantidades nini--

S mas.

El estudio del fototiropisno positivo de las-
partes alérecas de los vegetales, inicié cl conocimiento
de los reguladores de crecimiento conocidos como auxi-

nas. Darwin, estudiando ¢l movimiento que experinenta-
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ba una graminea (phalaris'canaraensis), desarrcllada en

la oscuridad, al iluminarla lateralmente, comprobd que
el estimulo venia del apice, aunque la curvatura esfa—
ba en una zona algo inferior al mismo. Ura serie de ex
periencias mostraron‘la naturaleza quinica de las sus-
tancias formadas por el colecptiic. Went,_probé la -—-
existencia de esta hormona al dejar que la misma difun
diese desde los apices decapitados a blorues de agar, -
observando que dichos bloques ienian la misma propie--
"dad de los coleoptilbé. 2

La ceterminacién quimica, fué realizada por-
Kogl y col., en 1.934. Aisleson de la orina humana una
sustancia muy activz en Jos test hioldgicos, a la que-
llamaron heteroauxina, que resulté ser el 4cido indol-
acético, conocido desde ¢l aiic 1.835, aunque sin sospe
char su actividad en la regnlacidn de los vegetales; -
tenia la_ﬁisma actividad que la Auwxina A, aislada por-
¢llos antériormente, también de 12 orina. Otro comno--
nente activo, la llsmade auxina B, la habian.. eztraido
de aceites de semillas dq na’z y malta. Estas auxinas-
A y B, janids han sido encoutradas, y si el acido indol
acético, en diversos materiales.

Cono consecuencia (2 cste descubrimiento, se
ensayaron una scrie de sustancias, al principio quini-
camente relacionadas con el a&cido indol acético, y des

pués sin relacién con la estructura del mismo, con cl-
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fin de cobservar la posible actividad biolégica de las-
migmas.

Asimisno, serealizan investigaciones cncamina
das a dilucidar la forhacién, distribucidén y transpor-
te de las auxinas‘en'lcs diferentes oOrganos de la nlan
ta y los precﬁrsdrcs y productos de degragacién forna-
dos en la inactivacign de las misnmas.

-

LAS efectos fisioldgicos que las auxinas pro
vocan, v los de los productos obtenidos ﬁon sintests -
Quimica, permitieronlla utilizacioén de’ éstos, en el --
contro. de ]né yegetalcs cultavados pof el horbre. En-
tre ocras aplicaciones tenemos: la induccibén o inhibi--
cién del desorrollo de flores y frutos; la utilizacion
cono lherbicidas hormonales selcctivosial provocar tras
tornos drasticos en ias plantas pérjudicjales al hom--
bre, Gue cenducen a la muerte de las nismas, ctc.

La orgdnogénesis estd infiucenciada por la --
presencia de otros factores, asi como de la proporcion
relativa entre éstos y la auxina. 5

Otro grupo de susfancias regﬁladoras de cre-
cimiciato son las kinetinas. puy relacionadas con los -

cidos nucleicos; son las estimulantes fundamentalmen-

C s

te de la divisién celular; la leche de‘coco, agregada-
a los medios de cultivo de tejidos, perﬁitia que éétos
prospc;asen; con respecto_a‘estas técnicas, es de des-
tacar que 1935 estractos de pulpa de platano en creci--

.miento, mostraban esta nisira actividad, creciendo sa--



tisfactoriamonte cultives de estos téjidos y siendo inne
cesaria la accién de leche de coco; en medios que te--
nian los principios nutritivos usuales, ailadiendo finica
mente auxina sintética, no habia formacidén de brganos-
y los cxplantes, cuaﬁdp se llegaba al climaterio, no -
prosperaban.

Lgs kinetinas provocan en las hojas la perma
nencia.de las zonas verdes en las partes tratadas, a -
diferencia del resto de la misma, Jue amarillea, la --
"aparicién de "islas verdes" en ngunas-infecCioncs Jde-
"plantas indica alteraciones de cste tipo; en los teji-
dos afectados tienden a acumularse aminoacidos, estinu
landose la biosintesis de prceteinas.

El creciniento anorral aac experimentaban al
gunas plantas de arroz (bakanae, saginae), provocd el-
conocimicnﬁb de otro grujpo do sustancias conocidos co-

mo giberelinas que tieren accién hormonal. La enferme-

dad era producida por un hongc, Giterella fujikoroi,--
el estudio del misno en medics nhtritivos,,aislamiento
de las suStancias.segregadas #l necio y manifestacion-
de los sintonas, que’}prGSGntabah Las piantas atacadas,
mediante estas sustancias,fevolaron su naturaleza qui-
mica.

Las giberelinas actian sobre la elongacidn y
nultiplicacidén celular, a diferencia de las auxinas, -

que inhiben los meristemos primarios y estimulan los -
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secundarios. Restauran la talla rormal de los nutantes
enanos, provocan caulescencia e induccién floral, des-
plazando, envparte, a la vernalizaciodn.

Adenis de las variacionces cuantitativas de -
las hornonas que afeétan al creciniento de lasrdifereg
tes.partcs del vegetal, existe un COnjuntq de sustan--
cias gue provocan inﬁibicién-del‘mismo; su naturaleza-
quimica eos %ariable,‘muchos de éstgs son sustancias fe
nbélicas siaples. derivadas déilos Acidos cinémicos-o -~
benzoicos; algunos flﬁvonoides pucden.actuar como regu
laderes socundarios del crecimiento, asi, el canferol-
inhibe la Indol acético oxidasa, miéntraé que los glué
co de quercetin acthan cono sinergistas; los mneca
nismos de accién de cstes inhibidores>son debido a:

- Activacién de la indol acético oxidasa.

- Fornacién dc¢ conmplejos con el acido indol-

- Conmpetencia por los lugares de accion de - -
las auxinas.

Una scrie de hechos nos permiten suponcr cue
el centenido de los reguladores de crecimiento, en las

plateneras parasitadas por Fusarium oxysporum f. sp. -

cubense, estad fuertemente modificado. Asi, la produc--
cidén de enzimas pectoliticos y celuliticos por dicho -
Fusarium (Dawson y cecl. 1.961) provoca la destruccién-

de la pared celular, liberando las ligninas, cuya es--
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tructura quinica esta relacicnada con compucstos del ti

po fenil-propanos; posibles transformaciones posterio-
res modificarian el contenido en sustancias de tipo fe
nélico.

Por lo Que-rcspecta a los fenoles libres con
tenidos cn la'pldtanera,‘el que se éncuentra en mnayor-
cantidad es la 3-hidmxitiramina (Mace, 1.963).

Asimismb, se estudid la actividad enzimitica
per las oxidasas de las propias raices y del Fusarium-

sebre los fenoles procedentes de las raices de platane

‘ra, couprobandose que ambas son capaces de realizar'le

oxidacién (liace y Wiléon, 1.953), contribuyendo ambas-
al obscurecinicento.

En las enferuaedades producidas por hongos, -
se presehta una rcacéién general ﬂe hiperactividad au-
xinica; 105 altos niveles de auxinas,'eﬂ los tejidos—-
atacados, pueden Ser'debidos a un.incremento en su sin

tesis por parte de la propia planta, del patdégeno ¢ de

_ambos, o hien a que se impida su degradacion. Ll Fusa-

.

- . : 4 P & . ’
riun oxysnorw f. sp. cubense producia acido indol ace

tico cuando se desarrollaba en un medio que contenia -
triptofano 1072 X (Mace, 1.965).

La formacibén de tilosas es estimulada por el
dcido indol acético; ni la hidroxitiramina, ni sus pro
ductos de ofidacién inliiben esta actividad (Mdce y E.-

Solit, 1.965).

Técnicas en microscopia 6ptica y electroénica
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nuestran la distribucién-de este‘fenol -3-hidroxitirami
na- en células especializadas de la raiz (Beékman, -—
1.969).

! Todo lo expuesto anteriormente, sc¢ ha realiza
do en varicdades distintas a la nuestra, y no hemos en
contrade ui estudio global de los regﬁladores de creci
miento en las hismas; '

.EA lo que respecta a la platanera canaria,—-—
-Musa Cavendishii, var. Fnana o Nain-, al igual que —-
ocurre con la nmayoria de las plantas eﬁdémicas de —-——-
nuestirn zona, estudiadas en otros aspectos, no lo han-
sido dcsde el punto de vista de sus reguladores de cre
cinientn. s

Yor ello, siguiendo una de las lineas de in-
vestiguéién ¢e nuestro Labératorio, propuesta por Ble-~
sa, A. C. y Fernindez Caldas, E., (1.972), nosotros, -
¢ ¢l preserie trabajo iricianos el estudio de los re-
guladeres de creciniento, medionte valoraciones biolé-
gicas, de la plaliancra canaria, aéi cono, las modifica
ciones que en dichos reguladores se producen al ser el

vegetel parasitado por el Fusarium oxvsporum f£. sp. cu

-

Lense. De igual-modo, la obsecrvacion de diferencias cua
litativaus deteétables entre sustancias procedentes de-
los fejidos sanos, los parasitados y los procedentes -
del cultivo del hongo, identificando algunas mediante-

técnicas cromatograficas.
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II. MATERIALES Y METODOS

.

2.1. lMateriales bioldgicos empleados.

“Aunque debemos considerar que cualquier ser-
vivo‘es un todo unico, en el cual sus diferentes p;r—-
tes estan intimamente relacionadss entre si, para mante
ner en equilibrio todo su uedio internq'nosotros nenos
recogidd luos tejidos de las platancras en los que se -
mnanificsta mds intensamente la sintomatologia caracte-
ristica del "Mél de Panand", es decir, la zona besal -
del "rolo" (pseudotronco) y la "cabeza" (rizoma ¢ bul-
bo); esta Gltima, muy rica en sustancias de rescrva,y-
por tanto, un sustrato nutritivo iddéneo para 2l desa---
rirollo del hongo (Fusarium), cuando éste ha pasaco a -
la fase de colonizdcién del huésped.

Con fines comparativos, en reclacién con la -
fusariosis, se han seleccionado plataneras, que cens. -
blemente tenfan la misma edad fisioldgica, ligeramenie
antes de la;paficién, unés sanas y las otras que mos--
traban toda la sintomatologia caracteristica del "Mal-

de Panand", y ademas, en un estado muy avanzado de de-

sarrollo. Las hejas presentaban clorosis muy acusada,-



con Areas necriticas y peciolos nuy cdebilitados, cayen
do éstos practicamente adosados al pscudotronco. Los -
cortes realizados en el pscudotronco, a niveles com---
prendidos entre 40 y 50 cm. de su base, mostraban los-
tipicos anillos pigméntados amarillo-rojizos o negrus-
cos, de donde tona el ncmbre de i'\-'etatdo", con el gue -
se conoce a la enfermedad en el Archipiélago Canario.
Se ha utilizado también, una cepa del agehte
patégenq aislado en huestro leboratorio, de la planta -
“enferna. v ¢
En los ensayos biologicos se empled semilias

de Avena sativa, varicdad Victoria, procedente de Sva-

lof (Suecia), suninistrada por "The General Swedish --

Secd Conmpany Ltad".

2.2.1. Toma de ruestras 2 inactivaciodn.

Las plataneras fueron recogidas en una plan-
tacidén situada al Norte de 1i isla de Tenerife (La Ve-
ra), ¢ inmediatamente traidas al laboratorio.

De los tejidos de luc plantas enfermas se to
maror. unas muestras, que posteriormente fueron emplea-

das paraaslar el Fusarium oxysporum {. sp. cubense. E

23
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resto fué congelado a -302 C. Con este tratamiento con
seguimos practicamente inactivar todos los procesons ecn
ziﬁéticos, facilitando ademads la extraccidén posterior-
al provocar la ruptura de las células, por congelaciébn
y descongelacion répida.

Y.0s- fragmentos de los tejidos enfermos se --
cortaron en rodajas e incubaron en una caja Petri, la-
cual contcﬂia el medio nutritivo PDA (patata-dextrosa-

agar), especifico para el crecimiento del Fusarium oxys

porum f. sp. cubense. Una vez que se desarrollé el hon

go, se rcalizaron siembras ea tubos de ensayo con ¢l -
mismo nedio nutritivo, distribuido éste en forma de --
"pico de flauta". Identificado plenamente el agentie pa
tégeno, se procedid a cultivarle en medio Czapek des--
provisto de agar. EstasAtécnicas fueron utilizadas con
antecrioridad en nuestro Laboratorio en un estudio ex--
haustivo que entre otros incluia estos aspectos (Mora-
les, 1.973).

La composicion del caldo nutritivo emplcado-
fué la siguiente:

NO Na T T T R R R R N R R 3,0 g‘l"./lit]‘()

3
PO,IIK, «iswseineeviossose 10 "
SOME sssnssersnvvasaiias 0,5
CIK esvvs isamonvesmneies | O,

Sacarosa @ % & & & & & 8 8 S8 F N

A\
£
= 9] |

50,Fe al 1% wsvsmesmseens Lebi Gefiitro

T e
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Fesadas las diferentes sustancias y anadida-
el agua corresppndiente, se dejé reposar durante media
hora, al cabo de la cual se procedid a recalizar una --
pfimera esterilizacién en autoclave a 1152 C durante -
20 ninutos. A continﬁapién, se ajustd el pll de 7,5-8,-
con>NaGH o N,'repartiéndose el medio en los frascos de
cultivo (botellas Roux), previa filtracibén. Posterior-
‘mente, se realizd una segunda esterilizacién a 11ce C-
durante 15 minutos. "

Una vez fribg se sembraron, o fueron guarda-
dos, para ser utilizados posteriornente. .

'El1 cultivo se mantuvo en la oscuridad a ten-
peratura ambicnte, dcjﬁndose envejecer por ospacio de-
tres meses. Pcriédicamente se movia para éstimular el-
crecimiento.

Posteriormente, o1 caldo nutritivo fué some.-
tido a une centiifugacién a 3.500 r.p.m. durante una -
hora, con el objeto de-depositar los materiales en sus
pension. Tanto el sobrenadante como el sedimento fue---
ron conservadons a continuacidén en el cengelador.

Por lo que respecta a los tejidos de la pla-
‘tanera, sc procedidé a la preparacion de los mismos pa-
ra su estudio posterior. Esta consistid fundamentalmen
te en:

- 'Eliminacidén de residuos no descables.

-~ Troceado para facilitar la extraccidn.

e - - o e SRR -
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- Determinacion del peso fresco.

Se tomaron las méximas precauciones encamina
das a cvitar posibles modificaciones de las diferenfes
sustancias presentes, y Que podrian falsearnos los re-
sultados en relacién.al estado fisioldégico del vegetal,
sobre todo los relacionades con ia luz y ;a tenperatu-

-

Ird.

2.2,2, Extraccidn y concentracion. »

Se han utilizado con, agentes extractantes -
alcohol metilico purisimo (99,5%). el cual, juntd a —-
sus buenas cualidades cdmo disolvente, éiene la parti--
cularidad de paralizar el sistema enzimatico polifenolé
oxidasa (Nitsch, 1.956), dandcnos por tanto, en las va
leraciones postceriores, cantidades de sustancias ce ca
récter fendélico que se zorresponden ceon las existentes
‘en el. .omento de la extrac:idén, asi cvitawos, ade--
mas, modificaciones en les mismas.

El sedimento procelente Jde la centrifugacién

de 750 cc. del medio de culiivo dei Fusarium oxyvsporuil

f. sp. cubense, fué.repartjd( en frascos Erlemmeyer y:-
se extrajo con metanol. Se hicieron extracciones secpa-
racas de rizdma y pseudotroncos. vos Kg. de cada uno de
estos tejidos, fueron colocados en recipientes pléti~*
cos de boca ancha, convenientemente entiquetados, ex--

trayéndolos de modo analngo con mctanol.
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L.Las extracciones se¢ han realizado en la oscu
ridad a 72 C en el interior de una nevera, periddica--
mohte, se agitaba para facilitar la extraccién. Esta -
se repiti6é tres veces en las mismasvcondiciones, fil—-
trando previamente el gxtracto metandlico. Estos fueron
1 continuacidén concentrados en rotavapor a 362 C y pre
siéﬁ reducida, obtenléndose asi los extraéfos acuosos.

Quedaron, ademas,del obtenido directamente -
del medio nutritivo del hongo, otros cinco: una praoce-
dente d¢l hongo y cuatro de las plataneras. Estos Glti
mos fucron diluidos con agua destilada a 40C cc y, a---
continuacién se mididé el pil de los mismos; éstos fue--
i VB :

vl rizoma enfermo ...eee0s.0 6,5

IIII rizolna SANO s s e s s 222232 S,S

¥4 nseudotronco enfermo ... 6,3

(@]

nH pseudotronce sano ...... 6,

©.2.3. Fraccionamiento.

Los extractos obtenidos tienen una cemposi--
cién muy compleja, por lo cual se ha realizado un frac
cionaniento que nos separase grupos de sustancias de -
qaracteristidas cuinicas andlogas.

Cada extracto acuoso fué aciduladoe con clor-
hidrico 1N, hasta pl de 3,5 ¥y extraido cén cter sulfi-

rico desperoxidado en una ampolla de decantacion (Viei

"tez y €ols, 1.966). Esta extraccidén, se repitié por --
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-

tres veces, reajustando el pH a su valor original en -
cada una de éllas, el volumen total de'éter empleado -
fué igual aladel extracto acuoso.

De este modo, las sustancias acidas, neu----
tras y fendlicas, paéan a la capa etérea; quedando en-
la acuosa, 1us'alcalinas, junto a ‘ina serie de conipues-—
tos no solubles en éter. Las alcalinas se extrajeron -
con éter, llevando previamente 1.; capa acuosa a pil al-
calino (pH 8), con carbonato scdico 0,5 N, y guedando-
"un residuo acuoso. y

Las sustancias Acides, neutras y fendlicds, -
contenidas en la capa etéreg sec separaron del siguien-
te modo: |

Se agita con carbonato -6dico 0,5 N para pa-
sar a la fase acuosa.las écidas,‘ias cuales son roex;-
traidas con éter acidulado previamente con clorhidrico
1 N hasta pll 3,5. Posteriormente .a capa etérca fué --
agitada con hidrdéxido sédico 0,5 Ji, quedandose en la -
fase etérea los compuestos arutres; los fendélicos, han
pasado a la acuosa siendo txbraidos de modo an&logo a-
los compuestos acidos.

El procesc de fraccionawiento descrito esta-
esquematizado en el cuadro do la pagina siguiente.

Las fracciones, una vez deshidratadas, se --
concentraron a sequedad en rotavapor y posteriormente-

-

se redisolvieron en 4 cc. de metanel para su utiliza--



FRACCIONAMIENTO

Hidrolisis Extracto acuoso
Ba(OH), pi 3,5 con C1H 0,5 N
C[ aduosa A C. .eterea
[ h
'pH 8 con C03Na20,5 N Agitar con COsNa
R. acuoso— A——C, eterea F.1
C. eterea . acuosa

Agitar con NaCiH

C. acuvsa—-1—C. eterea

C

0,5 N

F.3 j
F.4 —A

C. eterea

pH 3,5 con CIH 0,5 N

C. acuosa--A— C. eterea F.2

F.l1 Fraccion alcalina

F.2 " " fenolica
e L " neutra
F.4 " " acida

(A) Agitar con eter

29

5 0,5 N

v 3,5 con C1H 0,5 N

ecuosa
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ciéﬁ en cromatografia y bioensayos.

Aunque se hicieron fraccionamientos separa--
dos, en lo que se refiere al cxtracto acuoso del hongo
y al sobrenadante obtenido directamente del medio nu--
tritivo, las fraccioﬁes obtenidas fueron combinadas --
posteriornente, debido a la dificultad de cdncentrar——
éste sobrenadante (fase eminentemente acuosa) sin ele-
var la températura y a la relati?a'facilidad con que -
se puece concentrar uno metandlico. -

2.2.4. Hidrdlisis de los residuos acuosos.

Los diferentes residuos acuosos fueron pre--
viamenle concentrados, en rotavapor a 802 C, y soneti-
dos a ana hidrolisis con hidroéxido bérico 1 N en auto-
clave durante una hora y media a 115¢ C, repitiéndose-
¢con lcs hidrolizados el fraccionamiento anteriormente-
descr:to. ’

Con esta hidrélisis provocamos la liberacion

de sustancias complejas, que la planta por si misma —-

puede realizar por procesos de tipo enzimatico, en res

puesta a diferentes estimulos que resultan de alguna al

teracion fisioldgica, la de productos formados por la-
misma paira bloquear a los metabolitos del hongo, o las-

scgregadas por éste al medio nutritivo.

.
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2.2.5. Cromatografia.

Las técnicas' cromatograficas, en sus diversas
nodalidades, vienen utilizandose con magnificos resul-
tados para la separacibén de mezclas de sustancias.

Iengps utilizado prefercentemente las de papel
y capa fina sobre gel de silice, las primecras sobre pa
pel Wathman n? 1 y 3MM; en cépa fina se han emplecado -
cromatofolios PL F 254, de la casa Merck. Las cromato-
_grafias en capa fina presentan la antaja de necceitar
un tiempo de desarrollo mucho acner, descomposicidn mi
nima de las sustancias incstables, Separacién'de sus--—
tancias en su cstado nafivo, ¢s decir, sin’la formaciodn
de derivados; mejor separacioér, posibilidad de detec--
cidén de sustanqias en cantidaces de nanogramos al apli
car reactivos que harian sh aulicaziobn imposible en pa
pel, debido a ser corrosivos para el mismo, preéentando,
incluso para los test bioldgizos, sensibilidad en el mis
mo orden de magnitud (Mardava, 1.973).

En papel hemos utilizado la cromatografia mo
nodimensional descendente. Dependiendo del objetivo --
que se¢ pretendia realizar, sc han seguido dos modalida
des mediante la colocacién d¢ puntos sobre el origen,-
situado a siete centimetros dei borde, con la ayuda de
una micropipeta o bandeando la muestra para 1& realiza

cién del bioensayo. En este segundo caso, se¢ ha utili-

" zado un cromatocargador Cemag para cromatografia; este
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dispositivo nos ha permitido depositar le muestira uni-
'fo?memente y con precision. In estos bandcos se han --
distribuido lés extractos, de modo que un centimetro -
dé la banda se correspondiese con cincuentra gramos de
~planta (peso frcséo):,

tn 1osAensayos bioldgicos de las fracciones-

procedentes de Fusarium oxysporum f. sp. cubense, he--

mos valorado 0,01'cm3, procedente dél fraccionamiento-
de 750 cc. del cultivo desarrollado en las condiciones
mas arriba reseﬁadas; -

i.as muestras al depositarlas se secan, con -
la ayuda dcl aire caliente suministrado por un secador
de pelo, procurando que el diémefro de la mancha © la-
superficie de la banda sean lo nas pedueﬁﬁ posible.

A continuacién viene la llamada etapa dc sa-
turacién, para lo cual el cromatograma se coloca en la
cubeta de cronatografia en la barquilla que ésta pre--
senta; en el fondo de la cubeta se encucntra ei miswo -
solvente con'd que sc¢ va a desarrollar el cromatugra--
ma, el papel se¢ satura por tanto, del vapor del sdven-
te que se va a emplear.

El tiempo de saturacion fue rnuy variable de-
pendiendo del solvente empleado y de la temperatura a-
la que se han realizado las experiencias. No son conve
nientes los tiempos excesivamente largos, ya que pre--
sentan una mayor difusién de las manchas de salida.
Finalizada esta etapa, se dispara la cromnato-

/

grafia, depositando el eluyente sobre la barquilla, a-
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través de los orificios que presenta la tapa de la cu-
beta cramatogrﬁfiba, el solvente arrastra las diferen-
tes sﬁstanciaé en funcién de las caracteristicas que -
ééta presenta. El tiempo de desarrollo es, en gencral,
bastante largo, dé déce a quince horas, al cabo de las
cuales Seimarba éon lapiz la zona hasta la que ha lle-
gado el solvenfe; el°papel es enfonces secado en'una -
astufa para cromatografia aque, en esencia, nos pernite
evaporar el solvente sin clevar excesivamente la tempe
ratura, para lo cual; esti provista de” un termostato y
un ventilador que elimnina el solvente. = =

.os cromatogramas se utilizaron inmediatamner
te para la realizacidn de los bioensayos o se probaron
los reactivos mas abajo resciiados, coﬁ.la idea de obt:z
ner datos encam?nadoé a la identificacién de los dife-
rentes compucstos que en €1 existian.

Las muestras se depositaron de modo anilogo-
al ya mcncionédo sobre papel en las placas; éstas, s€-
depositaron a veinte milimetros del borde.

Las técnicas seguidas para las placas, fue--
ren de dos tipos, de desarrollo ascendénte‘ y de desia-
rrollo horizontal. En el primer tipo sz utilizaron las
modalidadesnonodinensional y la bidimensional; en este
segundo caso, la mezcla dc¢ sustancias se deposita en -
vna de las diagonales del. cromatofolio, a veinte mili
metros de cada borde desarrollada en el primer solven-

. te; se procede de idéntico modo al resenado para las -
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cromatografias en papel, a continuacioén se procede al-
desarrollo en cl otro solvente.

Los cromatogranas en placa fina de desarro--
1lo horizontal se han realizado en una canara VAﬁIO KS;
esta camara permite iahbtencién de valores de Rf repro
ducibles, debidoba una serie de controles que permiten
un comportaﬁiehto idéntico de las diferentes sustan-—-
cias, en ]ag condiciones de trabajo fijadas.

Los'biuyentes gue se han empleado para papel
son los siguientes: | v

Isopropanol Amoniaco Agua 10 : 1 : 1 v.v

Acido acético Agua ' 49 : 1 V.V

os cromatogramas realizados sobre gel de --
silice se han destinado_fundamentalmeﬁte a fines anali
ticos, ﬁor lo cual sé ha enpleadd un conjunto de elu--
yentes constituido por una sustancia, o a lo sumo mnez-
clas de dos, con un aumento creciente de la polaridad.

Los eluyehtes enpleados en este caso han si-

do lcs siguientes:

Eter de petroleo

“ter de petrdleo-Benceno -
Benceho
Benceno-Acetato de etilo I

Acetato de etilo
Acetato de etilc-lietanol ! o PN N
Las cromatografias que se emplearon con fines

~analiticos, se dispusieron distribuyendo todas las mues
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tras de una misua fraccién en la misma placa o papel,-
tanto las procedentes del primer fraccionaniento como-
las obtenidas después de realizada la hidrdlisis, De -~
este nodo, la observacion posterior al desarrollo se -
nos faciiitaba al'présentarnos una visién general de -
ila distribuci%n y presencia de-las diferentes sustan—-
cias separadas, Y, en 1as mismas cond1c1ones, al ser -
observadas dlrectamcnt,. Bajo los efcctos de longitu--
des de onda ultravioleta. (254, 360 mp,*susténcias«———
fluorescentes), o alréer reveladas con’ algin reactivo-
especifico para determinado tipo de compuestos (reac--
cioncs cromogénicas).

Las pocas disponibilidades de patrones de in
doles, que nos sirviesen cono elementos conparativos -
para 12 identificacién de sustancias de ceste tipo, nos
indujo a utilizar dos sistemas no mencionados para cl~-
desarrollo de las placas, ya que las caracteristicas -
cronatogrilicas y reaccioués cromogénicas de buen nime -
ro de sustancias de este tipo, estdn recogidas por Pi-
let y Dulmchet (1.964).

&stos sistemas fueron:

Cloroformoe acético 96% a5z 5

Acetétq de Metilo-isopropanol-amoniaco

21% 45 : 35 : 20

2.2.6. Valoracién bioldgica.
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Los ensayos bioiégicos utilizando material -
vegetal para valorar la actividad de sustancias aisla-
das, bien de organismos animales, de organismos vegeta
les o de sustancias obtenidas en quimica por sintesis,
se caracterizan por éu extraordinaria sensibilidad y -
perniten conocer la actividad de éllas a nuy bajas con
centraciones, las cuales son muy'dificiles de detectar
utilizando los métodos quinicos tradicionales. Indada-
blemente,la respuesta a clegir dependera del tipo de -
encsayo utilizado en éada caso. La utilizacidén de cepas
auxotroficas para algunos principios nutritivos de'mi-
croorganisimnos, nos pernite, en fuhcidon del crecimiernto
de los misnos, bajo la agcién_de dichos principios, va-
lorar cualitativa y cuantitativamente“la riqueza del -
producto a ensayar. . .

Especialmente utilizades son los cnsayos bio
légicos para medir la actividad de sustdncias regiiadn
~as del crecimiento vegetal o fitohormonas. Lstos méto
dos se emplecan por su extraordinaria scusibilidad y -~
perniten determinar sustancias activas, sin efecto, o-
inhibidoras del crecimiento vecctal. 5in embargo, unc-
misma sustancia, puede mostrar una diferente actividad
segun el material vegetal que se ha seleccionado para-
el ensayo; asi, sustancias que estimulan el crecinien-
to del tallo, o secciones:aisladas del mismo, inhiben-
el crecimiento radical. Esto, cstéa determinado esen---

. ¢ialmente por les umbrales de accién en los tejidos ve
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getales de eéstimulacién o inhibicidén. Por ejemplo, las
raices son mucho mas sensibles que las partes aéreas -
de la planta a la accion de las sustancias reguladoras
de crecimiento, por lo que, concentraciones que care--
cen de efecto o estiﬁulan ligeranente el crecimienfo -
del tallec o sccciones dei nisnc, producen un efecto fuer
temente inhibidor sobre el crecimiento de las raices,-
ya que el n&vel para que estinule gu creciniento es mu
cho mis bajo que el correspondicnte a las partes éaéreas.
llosotros héﬁos enpleado el test clésico de -
elongacidn cclﬁlar de‘segmentos aislados de coleoptilos
de avena; el test fué iniciado por Donner (1.933), uti
lizacdo y parcialmente modificadd por diversos autores,
‘Thimau y Schneider (1.938); Rietsema (1.949), Dentley-.
(1.9507, Lefford (1.955), Nitsch y Nitsch (1.956), Bar
low, llancock y Lacey (1.957), entre otros. En esencia,
consiste en pyedir el efecto que experimentan las sec--
ciones aisladas de colecoptilos de avena a las difcren-
tes sustancias ensayadas, cn relacién a un control.
Naturalmente estos ensayos con materiales --
biclbézicos estan totalmente condicionados a los facto-
res que inciden sobre el mismo, tales como la luz, la-
temperatura, la humnecdad, ctc., por lo que es no solo -
conVeniente, sino esencial. entandarizar aquellos fac-
tores que puedan influenciar el crecimiento de las sec
ciones de coleoptilosg de avena, aunque en todas las ex

~periencias debe haber, ademds de un ensayo control, --



otro en blanco, para medir todas las posibles inciden-
cias del mismo.

A continuacién vamos a exponer el material -
uéado por nosotros, su obtencién, asi como la regula--
cidén de los factofes'que incidian sobre la seunsibilidad
el mismo. '

Como hemos indicado anferiormente, nuestros-
ensayos se¢ basan en el uso de secciones aisladas de --
coleoptilos de avena, por lo cval, tenjamos que obte--
‘nerlos en las mejoreé condiciones y a 1a vez, de un ta
mafno determinéﬁo, para que las secciones respondiesen-
de igual manera a la accidén del producto a ensayar, o-
lo que es lo mismo, mestraran idéntica o parecida sen-
sibilidad.

En nuestraé experiepcids hemos utilizade se-

milla de avena {(Avene sativa, variedad Victoria proce-

dente de . Svidlof, Suecia); ias semillas se desglumaron-
y se¢ imbibieron en un vaso de precipitados con agua --
destilada en el interior de una germinadora, La¥ulow ;, B
252 C durantc dos horas, cocn el objeto de facilitar la
germinacién de las mismas.

A continuacién las semillas se dispusicron -
sobre un papel de filtro humedecido que recubria a una
placa de cristal de 30x40 centimetros cuadrades de su-
perficie, la cval sc colocaba como.base de una bandeja

de plastico de aproximadamentc las mismas dimensiones,
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de ias que cominmente se utilizan en los laboratorios-
fdtogréficos.

El sistema se introdujo en la germinadora, de
modo que el sistema estuviese en un ambiente de hume--
dad relativa del 100%,_y no en contacto con el aguna --
del bafio do germinacién. La temperatura se reguid me--
diante el corréspbnd{ente termostato, de tal manera, -
que fuese de 259 C al nivel del sjsfema de germinacidn
donde sc encuentran las semilles. Aunque la parte supe
rior de la germinadofé esta cubierta pdr un vidrid ro-
jo désde las primeras horas de la germinacion, el cris
tal se cubrid con un pafio negro para evitar todc pasou-
de luz; cuando comenzaban a obsprvarée los coleontilos,
se quitaba el pafio negro, jiluminando bor eircima del ---
cristal durante 22 horas con un tubo fluorescente de -
40 vatios colccado a 80 centimetros sobre el baio; és-
to, tenia por objeto inhibir al maximo el creciniento-
del pricer esﬁacio internodal; después, la germinadora
se cubria de nuevo para estimnular el crecimiento de --
los coleoptilos.

En nuestro caso, y en las condiciones anterior
mente expuestas, al cabo de unas 80 horas, los colcon-
tilos alcanzaban la longitud éptima, ya que en ensayos -
previos, las secciones de ¢llos obtenidas mostraban --
una sensjbilidad adecuada. De los coleoptilos obteni--

dos por el procedimiento anteriormente expuesto, noso-

-

- . — - = a R - B e e L
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tros elegimos aquellos qué tenian una ;ongitud compren
diQa entre los 20 y los 30 nilimetros, ya que éstos, -
mostraron mejor sensibilidad y respuesta, pues la edad
fisiolégica’es la que se ha de tener en cuenta y no la
édad cronologica del.cnleoptilo; la edad fisiolégira -
estémés ¢strechanente ligada a la longitud del coleop-

tilo que al tiempo que tarda en alcanzar un tamaiio de-

[

_ \
terminads .

£n los ensayos bioldégicos en los cuales se -
trabaja con tejidos éonstituidos por células vivas, hay
que tener muy en cuenta la sensibilidad de los misrios-
a los canhios de pll. Segin nunerosos autores, el il 6p

timo pura un ensayn como el nuestro, es el de 5; los -

A

pll progresivamente mas alcalinos, mosfraban por si so-
los un efecto inhibidor sohre el crecimieato de seccio
nes a:sladas de coleqptilos de avena sin la adicion de
sustarcia alguna. Igualmente, hay que tener en cuenta,
en la reguiacidon del pi, qﬁe la concentracién de la so -
lucién tampén utilizada para el mantcnimiento del mis-
mo, tiene también una gran influencia; las concentra--
ciones altas (dentro de los limites fisiolégicos), re-
‘tardan considerablemente la respuesta, con el consi---
guientie peligr6 en cuanto a contaminaciones bacteria--
nas; las cuales inutilizarian la experiencia. En nues-
tros ensayos, nosotros siempre henmos utilizade una so-

lucién buffer, pll 5, de fosfatos monopotésicos - disd-

. dicos, a una concentracion 0,001 Molar,
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Seleccionados los coleoptilos; cuyos tamailos
eran los adecuados y entre los limites de longitud in-
dicados con anterioridad, se separaron de los restos -
de las serillas, con ayuda dc una tijera, siendo alma-
cenados en una caja de.Petri que contenia la solucidn-
bampén a pil 5.

y Una vez que disponiamos de la cantidad sufi-
ciente dc cklcoptilds, cantidad qué se habia tenido ‘en
cuénta al realizar las siembraé, se procedié a obtener
lés secciones que se'iban a utilizar enh c¢l ensayo.

Las secciones se obtuvieron con la ayuda'de;
un cor-ador construido cn el Laboratorio, disenado de-
nodo tel, que todas se obfuvieran de isuales caracte--—
risticas, oste aparato, comsta de un éonjunto de pla--
cas de nmaterial plésfico de espeébr varicble, que lle-
va intercaladas unas cuchillas'(thas de afeitar), cu-
ya separacién puede ser regulada intercalando entre --
é11las placas del espesor deseado. El conjunto estd uni
do, por unc de sus extremos, medianté un eje a uno de-
los lados de un perfil angular recto, también de plas-
tico, que le sirve de guia. (ver esquema en la pagina-
siguiente);

Los éoleoptilos se disponen sobre la base --
del aparato de plastico en filas paralelas, con objeto
de que el corte se realice a_la nisma distancia del --

dpice y, a su vez, estin en posicion perpendicular con
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respecto a las cuchiillas. Esta disposicién de los coleop

tilos, sobhre el aparato, se logrod manejandolos con ayu
da de unas pinzas. Las cuchillas del aparato, y con la
disposicién indicada para los coleoptilos, actuan al -
hacerlas girar como dna verdadera guillotina, produ---
ciendo dos cortes perpendiculares al eje longitudinal-
del coleoptilo; el primero de 4 mm., incluye el apice-
que es,elim&nado para cvitar la acéién de las sustan--
cias reguladoras del crecimiento sintetizadas en el --
mismo; la porcion sigﬁiente, que es la' conprendida cn-
tre 'las dos cuchillés, en nuestro caso separadas entre
si 5 an., fué la que se selecciond para el bioensayo.-
Las sececicnes asi obtenidas se recogieron con un pin--
cel, colocandose en una cdja Petrt, que contenia la so
lucién tampén descrita con anterioridad, durante dos -
horas, para eliminar los restos de las sustancias acti

vas presentes en lo: mismos. Todas cstas operaciones -

se han realizado en una canmara provista de iluminacidn

con luz verde.

Le los cromatogramas handcados y desarrolla-
dos o1 isopropanol-amoniaco-agua (10:1:1 V.V.), ¥ una-
vez sccos, se cortaron unas tiras de un centimetro de-
ancho a todo lo largo de los mismos, incluyendo su zo-
na superior, por lo cual, solo ha pasado el eluyente,-
Yy que carece por %anto de.la_presencia de cualquier -—--

otro tipo de sustancias ajenas al mismo. Esta tira de-
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-

croﬁatograma, Gesde su origen hasta su frente, se divi
didé en 20 partes iguales correspondientes'cada una de-
éllas a 0,05>unidades de Rf; de igual manera y para --
qﬁe nos sirviera‘de control, se cortdé una porcién de -
papel idéntica a la de.estas secciones de la zona ante
rior al origenh del cramaiograma por la que solo habia -
pasado ei eluyente. Ygualmente y'pafa observar si las-
condiciones que actuaban sobre todo el sistema influen
ciaban la respuesta de las secciones, se rcalizé un en
"sayo en blanco, utiliéando pape.l cronatogrifico de las
mismas caracteristicas al empteado, pero que estaba --
virgen.

Para la realizocidn del ensayo se empled una
placa de porcelana excavada eir una serie de pocillos,-
en cada uno de los cﬁaleé se coloc) una de las porcio-
nes del papel del cromatogranmai, adenas de las corres--
pondientcglal emplcado comc contrecl y al blanco. A ca-
da uno de.estos pocillos se¢ 12 anadicron 2 cc. de la -
solucién tapdn mediante una vipeta automatica, a conti
nuacidén se le asignaron a cada seccidén, dispuestas del
modo ya indicado, diez scccicnes cue traspasabamos des
de la caja Petri, donde estal an almacenadas, con la --—
ayuda de un pincel.

En estas condicioncs, se colocaron en bande
jas de plastico cubiertas con un cristal, introducien-

do el conjunto en las germinadoras, en las mismas con-
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diciones qﬁe las descritas para la germinacién de las-
semnillas de avena.

Las secciones se permitieron crecer durante-
22 horas cn la germinadora, al cabovde las cuales se -
da por terminada la éxperiencia. Durante este tiempo, -
las sustancihévpresentes en las secciones‘devpapel y -
que difundieron atla.solucién tampén, han actuado so--
bre las seccionecs aisladas de coleoptilos de avena; el
efecto de las-mismas dependeréd, no solo-de su constitu
"cion quimica, sino qﬁé tanbién influiréd la concentra--
cién de las mismas, o sea, su efecto serd cualitativo-
¥ cuantitativo; Naturalmente, la respuesta de las sec-
ciones de coleoptilos a estas sustvancias sera diferen-
te, unas veces provocan el crecimientd.de las mismas, -
en otras habrad inhibicién ¥e finalmente, existird un -
tercer grupoe, en los que nc habri ningun cambio en re-
lacién al control y al blanco empleado.

Los resultados de 12 expericncia estan en --
funcién de la medida de estos grupos de secciones de -
colcoptilos, para ésto,existen difcrentes técnicas. No
sotros hemos optado por fotografiar los diferentes en-
sayos con una.cémara provista de chbjetivo de aproxima-
ciodn, para lo cval, después (¢ realizado el ensayo, co
locébamos_los segmentos de coleoptilos de cada pocillo
sobre una placa de vidrio, que tenia en su parte infe-

rior un papel milimetrado tipo vegetal, iluminando el-
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conﬁunto por dehajo.

Teniendo en cuenta lo laborioso que es la rea
lizacién total del ensayo y, para evitar su repeticion,
procediamos inmediatamente al revelado de la pelicula-
para tecner la certezd'gbsoluta de que la impresion de-
la misma cra lo suficientemente buenra para, en dias si
guiéntes, proceder al positivado y medida'de las sec—-
ciones de cbleoptilos. Durante el }evclado, que apenas
duraba dos minutos (pelicula ortocromatica AGFA COLEX-
POSITIVE), los ensayos eran guardados en el bafio de —-
germinacioén. Adends de su gran comodidad, presenta.la-
?entaja de una medida simulténea dé toda la experien--
cia. La ccmparacion de las medidas de las longitudes -
de caca podillo en relacién con la de los controles --
que se toman como el 100% de crgcimiento, nos expresa-
el porcentaje o inhibicion.

Todo este cadlculo viene resumido por la apli

cacidr. de la formula siguiente:

ILm - Lec

x 100
Lc - Li
En donde:
Lm és la longitud media de la nmuestra,
Lc es ia longitud media del control, Yy
Li es la longitud inicial (en nuestro caso,
5 mm.).
( Pilet y Dulmchet, 1.962 ).
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Los resultados se expresan mediante un histo
grama, en el cual, el ejec de abcisas representa Rf, --
fragmentados en unidades de 0,05 unidades desde O has-
ta 1, y cn ordenadas el porcentaje de estimulacidn o -

inhibicién (Positivos y negativos, respcctivamente).

2.2,7. AnAdlisis estadistico.

Hemos utilizado el ciilculo de la "Diferencia
ninina significativa", el cual, establece las zona; -
del histograma que son representativas del mismo. Es—-
tos calculos, se han recalizado en un ordenador T.3.M.-
1130, con un programa surinistrado por el Departamentc
de Biologia de la Facultad de Ciencias de la Universi-
dad de Santiago de Compostela, al que se lc hicieron -
pequeiias modificaciones para adaptarlo a las posibili -
dades de nuestro ordenador.

IEn Yus histogramas, las zonas punteadas en -

negro representan los valores significativos.

2.2.8. Estudio quinico.

Aunque el estudio analitico, tante cualitawi
vo como cuantitativo, de los productos existentes en -
. :
los materiales objeto de estudio (plataneras enfernas-

y sanas en-Sﬁs diferentes tejidos, cultivo del Fusarium

oxysporun f. sp. cubense) esta fuera, por el momente,-
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de nuestro actual trabajo; liemos empleado una serie de
regctivos que, mediante la formacidén de complejos colo
reados, con las sustancias presentes en los cromatro--
gfamas y no detectadas a simple vista por no mostrar -
coloracidén alguna o ﬁor no presentar fluorescencia a -
la luz ultravioleta, nos las pusiera de manifiesto.

La identificacién total de todas las sustan-—
cias prescntes en los materiales usados, con suficien-
te garantia, exige unas cantidades minimas de las mis-
nas aisladas en estaao de gran pureza. Consultado el -
Departamento de Quimica Orgénica y Bioquimica de miés-
tra Universidad, se observdé la poca riqueza de sustan-
cias en ios materiales, la cual no permitia la purifi-
cacién y posterior identificacian de ias nismas, asi -
cono variaciones cualitativas entre los extractos obtge
nidos Jde plantas sanas y los procedentes de las parasi
tadas por el hongo. Por ello, es nuestro proposito, de
sarrollar un estudio quimico en colaboracién con el ci
tado Departanento, el cual, en funcién de la identifli-
cacidon de las sustancias, proponer un posible mecanis-
mo bioquimico en relaéién a la interaccién planta~hué§'
ped-hongo, y probablemente, aclarar la fisiopatologiea-
del "Mal de Panami". En esencia, consistird en la rea-
lizacidn QO dos marcas paralelas, an&logas a las segui
das en el presente trabajo, aundue partiendo de canti-

dades mucho mayores de los materiales objeto de estu---

.
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dio, realizandc cl fraccionaniento eu columnas cromato
gréficas y recogiendo las difercntes fracciones, para-
su posterior identificacién nediante las técnicas fisi
cé—quimicas enpleadas actualmente, espectros ultravio-
letas, infrarojos, resonancia magnética nuclear, obten
cién de derivﬁdos, ate.

Comio ya meﬁcionamos, existen un conjunto de~
caracteristicas en la fisiopatolnria de las plantus --
atacadas por hongos, que‘nos'permiten suponer quc las-
"constantes bioquimicés del misuo pueden estar seriamen
‘te dafiadas; entre otras, se han ercontrado alteracio--
nes en el contenido de sustancias de caracter fendlico
en gencral asociadas a mccanisuos de resistencia, modi
ficaciones en el metabolisno rormal de las auxinas, --
acumulandose éstas pér_encjma de niveles fisiolégicos,
debido & que el patdgeno impide la accidén de la indol-
acético ovidasa, o bien la forma &1 mismo. Bien conoci

do es el casoc de las enfermedodes de las plantaciones-

arroceras (Bakanae) producida por Giberella fujikuroi-
(fusariun moniliforme) base c¢el corocimierto de un nue
vo grupo de reguladores de creciniento que se agrupa--
ron bajo la deronminacidén comin de "Giberelinas", de --
las cﬁales se conocen 22 perfectamente identificadas -
(Andus, L.J., 1.970),

Por ello, los reactivos que hemos empleado -

en el revelado dc cromatogramas, detectan fundamental-
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mente indoles, fenoles y giberelinas.

Los diferentes cromatogramas, una veCz SecCo0sS,
se observaron bajo la accidén de luz ultravioleta, ya -
qﬁe muchas sustancias nuestran fluorescenqia a ella, -
Nosotros, hemos empléado una lémpara "UVATOM", provis-
ta de las iongitudes de onda de 360 y 254 mu. Las zo--
nas fluorescentes, asi como la tonalidad de las misnmas,
en cada una de las longitudes de onda eﬁpleada, se nrar
caban con lapiz sobre el cromatograma. Esta observa---
cidn se repite, pero'sometiendo los cronatogranas a la
accién de vapores de amoniaco, ya que mnuchas sustan-—----
cias cambian asi el tono de su: fluorescencia o la --—-
acentian, siendo estos cambios caracteristicos para ca
da tipo de sustancias. E; objeto de senalar las zonas-
fluorescentee, es obéervar si existe corrcspondencia -
entre éstas y las reaccioncs cromogénicas positivas ob
tenidas mediante el uso de reveladores, facilitindonos
por tanto 1la iéentificacién de algunos compuestos al -
ser esta correspondencia caracteristica de los mismos.

A continuacién_vamos a exponer los reactivos

empleados, asi couo la forma de utilizarlos.

12, - Reactivos para sustancias de carécier -

fendlico:

“A. Reaccidén de indofenol.
Se prepara cl reactive disolviendo 2-6-diclo

roquinonclarimida en alcohol etilico absoluto (29--100%)
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en ﬁna proporcién del 1%.

Se procede pulverizando esta disolucibén so--
bre el cromatograma poniéndolo en la estufa a 452 C, -
hasta secado total. Para provocar una mayor sensibili-
daf en la reaccién, ée:pulveriza nuevamente con una di
solucién acuosa saturada de bérax.

El color predominante, al revelar siguiendo-
esta técnica, es el azul, variando ia tonaljdad y el -
tiempo de aparicién seglin las caracteristicas del com-
ruesto. :

P

B. Reaccidén con n-nitroanilina diazotada.

El procedimicnto consiste en la formacidn de
una sal de diazonio. Debido a la gran labilidad de es-
ta sal, es necesario prepararla en el momento de ser -
usada, mantenicendo los reactivos en el frigorifico (ia
temperaturﬁ ambiente es suficiente para su descomposi-
cidn).

La sal se prepara nezclando los tres reacti-
vos siguicntes, observando la proporcién y el orden --
" que se indica:

5 ml. de disolucién en CLI 2N de p-nitroani -
lina al 0,8%.

0,5 ml. de disolucién acuosa de NOzNa al 5%.

15 ml. de disolucién acuosa de aciqto sb6dico
al 15%.

Se pulveriza el cromatograma con esta mezcla

R atddiebatad [ g
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Yy se scca a terperatura suave. Se pulveriza nucvamente
con disclucion acuosa de COSNnB al 15% para acentuar -
los colores.

Los colores predominantes con este reactivo-
son el rojo anarahjado.y el violeta, dependiendo,en —-—
parte, de la proporcién de los reactivos cmpleados en-

la confeccidén de la sal de diazonio.

29,- Reactivos para sustancias de tipo indo-

[
e
0

|
|

A. Reactivo de Ehrlich.

.

Su aplicacidén estd algo limitada, pues algu-

I4 * i . ”» .
nos conpuescos fendlicos reaccionen con ¢l. Consiste -
en pulverizar el cromatograma con una mezcia formada -
por un volumen de¢ una solucidn al 10% de p-dimetilami-
nobenzaldehido en C1llI concentrade, al cual se le agre-

gan cuatro volimenes de acetora (Jepscn, 1.958).

B. Reactivo de Salkowski.

Este reactivo se prepara mezclando:
- 3 c.c. de solucién 1,Y M de ClzFe.G 11,0.
— GO CQCI de 504112, d = 1’84.'.

-100C c.c. de agua destilada.

Las coloraciones pucden aumentarse por un ca

lentaniento a 602 C, 5 minutos.

C. Reactivo de Van Urk.

Se prepara una nezcla de:
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- 1 grano de p-dimetilaminobenzaldehido.
=50 csc. de C1lH al 25%,

- 50 c.c. de etanol de 95%.

Su empleo necesita eliminar totalmente el --
NHS’ nmediante un calentamicnto previo a 3502 C, durante

10 minutos.

-

b& Reactivo para giberelinas.

Su apllcac'én en cromatografia esta limitada,
debido & ser corrosivo, a las placas de gel de silice.
Las giherclinas, al ser calentadas con acido sulfirico,
forman sustancias fluorescentes cuando sc¢ iluminan con
luz ul=ravioleta. Los colores de ostas fluorescencias,
asi coho el tiempo necesario para inducirlas, son para
metros careccteristicos Para cada giberelina.

Consiste en pulverizar con una disolucidén de
sulflirico ¢n etanol 5:95 v.v., calentar a 1202 C, du--
rante 30-40 minutos, y observar en habitacidn oscura a

la luz ultravioleta.
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enana. Biotest de la fraccibén alcalina hidrolizada. (Extraccidén de Rizoma sano)
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IV, DISCUSION

-

A continuacidén vamos a exponer los resulta--

des de las valoraciones bioldgiras de las distintas ex

tracciones. Teniendo ¢n cuenta jue nuestro estudio es-

eminentemente conparativo, los hemos agrupado indepen-

dientemente de su material de origen.

|

4,). FRACCICKNES DIN#CTAL.

4.1.1. Fracciones Alcalinas.

- Extraccién de rizoma sano &g Y. lj.— Pre--
senta dos-.zonas de estimuiacion a un valor de Rf 0,35,
cor un maximo del 35%; y a un Rf 0,75 es del 27%. L1 -
resto del histograma presenin zonas de estimulacibén e-

inhibicién que no superan la D. M. S., que es del 24%.

o]

- Extraccién de rizona enfermo (fig. 5).- L
que nds caracteriza a este histograma, es la inhibiciodn
a lo largo del nismo. Se observan dos fuertes zonas de

inhibicién, una a Kf 0,60, con un néxino del -50% y la
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otra a If 0,85 con -31%. La D. M. S. en este caso es de

.
1.

- Extraccién de pseudotronco sano (fig. 9).-

El histograha nos muestra que hav estimulacién general

a lo largo de él. En los Rf 0,X¥a G,15, emr 0,y en --

0,T presenta un crecimiento del 44%; y en- los Rf 0,85~

a 0,9, eltprecimicnto es del 55%..La D. M, S. es del-
_ \ :

35%.

u

« Extraccién de pseudo-tronco enfermo (fig.-
13).- También hay estimulacidn en general. Sdlamente,-
en el I'f 0,85, se superara la D. M. S., cue es del 33%

con un maximo del 55%.

- Extraccién de Fusariun (fig. 17) = Al ——e
igual que cn los dos césos anteriorcs, sc ohserva una-
estim lacién general en todo el histograma. La D. M. S.
es de! 53%,essperada a un Rf 0,55, con un naximo del -

. a Rf 0,20 a 0,25 el creciniento es del 71%. Otra

(<28

869

zona significativa es a Rf €,5C a 90,60, que presenta -

>

4]

L4
4

un ndxino del 86%. El resto del histogramna es poco sig

ni fight ivios

En general, por lo que respecta a las frac--
ciones alcalinas, lo mis interesante radica en la gran
jnhibicidn que experimenta la proccdente cdel rizoma cn

ferno.
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4.1.2, Fracciones fendlicas.

Extraccidén de rizoma sano (fig. 1).- Obser
vado el histograma, gncontramos que la nayor parte del
mismo, presenta una estirulacidn gencral aunque débil,
unicamente sé supcra la. b, M. 8,

-

dos zonas; la prlmcra de eqtlnula01on a Rf O, 35 del

, que es.del 34%, en

47%, y la otra de inhibicibn a If 0,20 de - 43%.

- Extraccidn de rizoma enfermo (fig¢-5) =
Los valores significativos nmuestran una marcada inixibi
04

cibén, los mAximos, de - 32, estén en los Rf C,55 y

0,85; a uf 0,75 c¢s de - 26%. La D. M. S. es del 19%,

- Ixtraccidn de pseudotronco sano (fig. 9)..-
La mayor parte del histograma presenta zonas significa
tivas de estimulacién, los valores niximos de ésta es-
t4n en los Rf 6,3C, 0,40 y 0,80 con un 80% de crecimicn

tor., La D M., S. cs del 48"

- P%trac01on de pseudotronco enfermo (fig. -
13).- El interés de este histograma radica en gque se -
obscrva una inhibicién general; unlcamcnte se supera
la D, M, 8., qﬁe es del 29%, en los Rf 0,55 y 1,00 con

- 33% de la misma.

. - Ixtraccién de Fusarium (fig. 17).- Inhibi-

cidn generaly la D. M. S., que es del 29%, cs superada
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en los Rf ©,20 y 1,00, con un -~ 40%, y a Rf 0,65 con un

Resuniendo, en lo que se reficre a las frac-
ciones fenélicas,‘es_do destacar la coincidencia que -
presentan, en.producir'inaibicién general, los fejidos
de plataneras parasi@adas como las prbcedcntes del cul
tivo del patégeno) existiendo muchas zonas comunes. —-
L s extracciones procedentes de tejidos sanos muestiran

B

regiones de estimulacién superponibles entre si.

.

i

4,1.3. Fracciones Neutras.

- Extraccién de rizoma sano (fig. 2).- Incen
tramos una ligera zona de inhibicion, a un Rf 0,00 a -
0,20, con un mAxino en el Rf 0,05 del 43%. El resto --
del histograma presenta una ligera estimulacién,no su

pera la D. li. S., que es del 25%.

- IExtraccidén de rizoma enfermo (fig.IG).- -
HHay inhibicidén general en las zonaévsignificativas. L=
Rf 0,05, la inhibicién de - 28% apenas supera la D, M.-
S., que es del 26%, Ticne una amplia zona de inhibi---

cién desde Rf 0,65 hasta Rf 0,95, qgue presenta nAxinos

Ji

de - 43% en la If 0,65 y 0,75.

. - Extraccién de pscudotronco sanc (fig. 10).

s e e e —



120

En el histograna existen zonas de estimulacién e inhibi
cidn poco significativas. Iis de destacar dos zonas bien
definidas, una a Rf 0,40 a 0,50, con un mixino de 31%-
y la otra a Rf 0,65 a 0,80, con un mAximo del 38%. La-

D. M. S. es del 26%.

- Extraccidn de pseudotronco enfermo (fig. -
14).- Aunque poco_significativo, hay predominio de in-
h.bicibén con un maxino de - 31% a Rf 0,05. La D. M. S.
es del 22%,

- Extraccién de Fusarium (fig. 18) .- Inhibi-
cioén generel a todo lo largo del histograma, a Rf 0,05
a 0,10, (,55 y 0,70; dicha inhibicién es de - 40%: y a-

Rf 0,90 es de - 5C%. La D. M. S. es del 3C%.

Destaca el predominio de la inhibicidn del -
crecimiento en los tcjidos enfermos y en los histogra-
mas procedentes de Fusarium.

4.1.4. Fracciones Acidas.

- Extraccién de rizoma sano (fig. 2).- Se --
nos nucstra aqui una estimulacidén gencral a lo largo -
del mismo. La D. M. S., que es del 465, es superada cie-
los Rf €,35 a 0,40 y C,85, con maximos del 71%; en 0,25

y 0,75 es del 57%.
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- Extraccién de rizoma cnfermo (fig. 6).- Se
observin dos zonas bhien definidas, una de cstimulacidn-
de Rf‘C,OO a Rf 0,25, con un maxino significativo del-
33%, y otra de inhibicién de 0,60 a 0,80, con un méxi-

mo de - 33%. A Rf 0,45 prescenta inhibicidn de - 42%. -
LA |

La D. M. S. es del 25%.

- Extraccién de pseudotronco sano (fig. 10).
licuios de indicar que observamos inhibicidén general a -
lo largo del histograma, aunque poco significative. La

D. M. S., del 23%, solo es superada a un Rf 0,50 con -

- 39% y a un I'f 0,65 con - 33%.

- Extraccién de pscudotronco enfermo (fig. -
14) .- Es poco significativo, presentaﬁdo inhibicidén ge
neral en todo cl hisfograma. La diferencia minina sig-
nificativa es del 29 y solamente es superada e If ©,7VS8

con un - 4%,

- Extraccién de Fusariwm (fig. 18).- No es -
. . . . . ’ 0]
significativa a ningin nivel, presentondo zonas de e:-

timulacidén e inhibicidén con predoninio de las priuncras.

Resunicendo este apartado de las fracciones -
Acidas, venos que hay una marcada iphibicidén en las zg
nas significativas de los distintos materiales de ori-

-on. a oxcepcidn de las presentadas por la procedente-
9 1
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del rizoma sanc; auncue pocun significativas, son super
ponibles en muchas zecnas las procedentes de tejidos en

fermos, no ocurriendo asi en las de los tecjidos sanos.

4.2, FRACCIONES PROCEDENTES DE HIDROLISIS.

e —— — _........._._._..-— 0 S a.-a.-——.———-..-.——

4.2.1. Uracciones_glCalinas.

- Extraccion de rizoms sane (fig. 3).- Chser
d "t‘ 1 . 2’ P ]..,.‘.l df._.__
vamos zonas de estimulacion e inhioicion poco definl
I 4 .

das y que no superan la difereacia nminina significati-

va que cs del 43%,

~ Extraccidn de rizoma cnfermo (fig. 7).~ Es
timilacion genecral a lo largo rel histogranu, presen—-
tando tres regiones que supcrsn la D. M. S., que es
del 55%; la primera regién, presenta un crecimiento a
Rf 0,1C del 67%; las otras (o5 cue comprenden.de G,35

a 0,45 y -le 0,65 a C,75 ticne niximos del 83%.

- Extracéion de pscudotronco sance (fig 11).
Del mismo medo yue la obtenila del rizoma, estd nmuy
poco definido, sin superar iua U. M. S., ¢ue cs del

o’

52%, en ninguna zona.

~ Extraccibn de pszudetronco enfermo (fig.-
15) .~ Cstimulacién general aunque solo se supera la

'D. M. S. 55%, en los Rf 0,05 y G,85 con 78%, inhi-
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. bicidn no significativas, a 0,25 y 0,75.

- Extraccién de Fusariun (fig. 19).- Presenta
dos zonras que rmestran estimulacién,-éuperando 1a-D. Ks
S. del 32% a un Rf de 0,40 y 0,65, con niximo de esti-
mulzcién en esta segunda del 45%. También hay dos zonas
de inhibicién a 0,60 y 0,90, la prirera de las cuales-
tiene un —3@5%. 51 resto del cromatograma presenta es-

\ .

i

timulaciones e inhibiciones débiles, que no son signi-

o

ficativas., ; ;

s de seiialar, por lo ‘expuesto anteriormente,
que c¢s resaltante el efecto general de estimulacion --

gue jresentan los tejidos parasitaaos por el hongo.

4.2.2, ¥racciones Fenblicas.

- Extraccién de rizora sano (fig. 3).- Prac-
ticarente todo el hist grana nmuestra una narcada esti-
malac:on. La D. M. S. es del 42% y presenta dos zonﬁs—
que la supcran,una de Rf 06,20 é Rf 0,40, en cuyo valor
alconrza un maxino del 90%; la otra desde 0,50 a 0,70 -

con un naxino del 70% a un Rf de C,65.

- Extraccidn de rizona enfermo (fig. 7).— —-
Inhibicidn general a todo lo largo del mismo. La D. M.
S. de 22% es superada generalmecnte; los porcentajes Ra

yores de inhibicidén se encuentran a Rf 0,15 y 0,80, --
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siendo de -45% y - 50%.

- Extraccién de pscudotronco sano (fig. 11).
También en este caso vemos una inhibicién.genoral. La-
D. M. S. es del 30% y solo es supcrada en los Rf 0,70,
0,75 y 1,00, poh un - 37% de inhibicién y en If C,95, -

con un 57%.

‘-\ -
~-'Extraccién de pseudotronco enferno (fig. -
15) .- Presenta una estimulacién general del crecinien-
to, destacandose una zona a Rf 0,35 a 0,40, que supera
ampliasente la D. M. S., del 38%, con un maximo de ' --
) b

'
114%.

- Extraccion de Fusarium (£ig. 19).- Presen-
ta zonas poco definidas de estimulacidén e inhibicidn -
que ne supcran nunca la diferencia minima significati-

va, que e¢s del 29%.

Tor lo que se reficere a estas fracciones, pa -
rece existir una cerrelacidén entre las procedentes de-

rizona sano con las de pseudotronce enfermo y vicever-

4,2,%, I'racciones Ncutras,

- Extraccién de rizoma sano (fig. 4).- El --

5

histograma muestra inhibicioén general. La diferencia -
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minima significativa es del 27% v es supcrada en la zo

na de Rf 0,45 a 0,60, con maximos de - 36%.

- Extraccidn de rizoma enfermo (fig. 8).- --

Acui, al countrario que la anterior, presenta estinula-
5 9 - q 3 I

cién general del mismo; la D. M., S. es del 34% y ape--

nas es superada en un 36% en los Rf 0,55 y ©,SC.

- Extraccidn de pscudotronco sano (fig. 12).
llay zonas de cstlmulaclon e inhibicién que no superan-

la dePrep01a ninina significativa, del 31».

=) &

- Extraccién de pseudotronco enfermo (fig. -
16) .- Al igual que el anterior no es significativo a -

ningin nivel, siendo la D. M. S. del 25%.

Extraccién de Fusariwa (fig. 20).- Se nos-

muestra cn este histograna una cstimulacion general a-

lo largo del miswo y la Diferencia liinina Significeti-

va cs del 52%. Esta es superada a un Rf de 0,50, con -
,

un maxino del 100%; ctra zona de Rf 0,65 a 0,75 tam---

bién la supera, con un nixino del 83%.

De todo 1o dicho anteriornente, hemos llega-
do a la conclu,10ﬁ>de que en las fracciones ncutras de
hidrolisi& prescentan correlacién las procedentes de ri
zona enfermo y las de Fusarium; en anbas hay estimula-

cibn. Por el contrario, las procedentes de rizoma sano
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presentan inhibicidn general.

4,2.4, Fracciones Acidas.

- Ixtraccidn de rizoma sano (fig. 4).- Obser
vamos una zona creciente de inhibicién de 0,00-a 0,265
donde la Diferencia Minima Significativa, -del 27,5%, -
es superada con un - 33%; a continuacidén ocurre una cs
timulacién débil, con un méxine de 33% a un valor de.—
Rf 0,35. El resto cel histograna prescata zonas dégi——

les de estimulacién o inhibicifén, solo superada a Rf 1
con una estimulacién del SC%. '

- Extracecién de rizona enfermo (fig. 8) .- —-
Zonavdocreciente de inhibicior de O,dO_a 0,20 con un -
- 39%, siendo superada la D. M. S}; que es del 19%., A-
un valor Rf de 0,30 haj ana fuerte zona de inhibicidn-
del - 61%; a'continuacidn viene una ligera zona de es~-
timulaciéﬂ, que apenas supera la diferencia minina sig

. + 7

nificativa; seguida de otra amplia zcena de inhibicion-

desde 0,50 a 0,80 con un néxino de inhibicidn del - 39%

al Rf C,65.

- Extraccién de pscudotronco sano (fig. 12).
Vemos una zona de estimulacién LiIen patente desde cl -
Rf 0,25 hasta ¢l Rf. 0,55 con un maximo del 64% en cl-

Rf 0,45. A continuacién aparece una decreciente zona -
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de inhibicién a Nf 0,60 con un - 45%. La D. M. S. es -

del 42%.

- Extraccién de pseudotronco enfermo (fig. 16)

Presenta zonas de inhibicién desde 0,00 a 0,25 con mi-
ximos de la misma que superan la D. M. S. del 21%. A -
Ef 0,10 es del ~ 37%; le sigue una débil estimulacidn-
con su maximo a Rf 0,40, decreciendo a continuacién. -

\ .
<y e e opBC R EC . o il - 7 e 1,
fiay otrn zona de inhibicién que alcanza un wlxino de--

n

44% a Pt ©,85.

.

o

- IExtrdccién de Fusarium (fig. 20).- lay ‘in-
hibicién general a Yo largo del nismo; solo se supera-
la diferencia minina significativa a Rf 0,95 con un --

-~ 47% 4e inhibicidn. La D. M. S. es del 37%.

Las fracciones acidas procedentes de hidréli
sis, muestran :n nar-cadc efecto inhibitorio en las ob-
tenidas de tejidbs enfernos y de Fusarium. Las zonas -
de estimulacion presentes, se corresponden en los his-

togramas de todas las fracciones.



128

4.3. ESTUDIC QUINICO.

En la identificacién de las sustancias qui--
micas, mediante técnicas cromatograficas, surge el in-
conveniente de que, en general, muchas de ¢éllas presen
tan, en los distintos solJentes, los mismos IIf; no obs

tante, existen otras caracteristicas, tales como la --

'fornacién de complejos coloreados y las fluorescencias
q e aparcceﬁ, que nos permiten sicmpre, con algunas rg
servas, proceder a la caracterizacién de las nisnas.

- En nuestro caso particulaf, ﬁos ha pareccido-
incluso mucho nas intercsante que la idontificaciéﬁ.-u
cromatogrifica de los conjuestos qu'nicos existentics,-
siempre poco precisa, la presencia de sustancias cn urn
extracto procedente de un tejido enfermo, o a la inver
s8a, asi como la coincidéncia en los productos proccden
tes de los tcjidos enfermos y los procedentes de Fusa-
riun.

La situacién ideal seria la identificacidn -
de todas las sustancias presentes en los diferentes 1g
jidos; los datos que ésta nos diese permitirian formu-
lar una hipbtesis de la fisiopatologia del vegetal, es
ﬁablcciéndose pfobablcngnte eslabones de cadenas bio--
quinicas.

La capacidad que nuestran los microorganis--

nos para metabolizar los diferentes productos, estd —-

S
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fucftemcnte irducida por la nuturaleza de los nisnos,
por lo cual, el cultivo de &llas con un sustrato déteg
ninado, solo nos indicaria su capaciQad.}ara utilizar-
1o, asi como los preductos de degradacién formodos; --
por é&sto, la aclaracibén fisiopatoldégica del "llal de Pa
ramf", exige wn estudio quimico ¢n los productos de la
planta atacada, asi como las de la planfa.sana, para -
lo cual, consideranos nuy importante seleccionar un —-
conjunto de plantones de matas saras desarrolladas ecn-
. condiciones controladas de nutricién, luz y temperatu-
ra, recalizar inoculaciones experirentales, procediéndo
se, cuando comience a manifertarsé»la sintomatologia, -
al estudio quinico simuitineco entre las plantas testi-

gos y las inoculadas.

La disnosicidén de las nuestras, en la misma-
s i )
placa, de cada una de las fra:ciones, asi como el em--

pleo de gradientes progresivos de nelaridad, nos ha --

permitido detectar sustancias que no eran coincidentes

en los cxtractos de tejido de platanera sana y enferma,

o gue rostraban corrdacibén ertre Jos parasitados y el-
cultivo del hongo.

Desde el punto de vista de la variabilidad -
de estos productos, las fraccicnes que nds interés han

mostrado han sido las 4cidas y las neutras.
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llemos dc¢  destacar la presencia de dos nanchas
muy fluorescentes, una violeta fuerte y la otra azul -
claro, presentes ¢n los hidrolizados de las fracciones
néut“us del rizoma enfermo y del cultivo del hongo. —-
Aunque no han podido-scr caracterizadas, su comporta--
miento con los reactivos enpleados nos indica que son-
idénticas. P

La observacién a la luz ultravioleta de lus-
diferentes placaé, nostro un'conjunto de sustanciag -—-
qu”? no se correspondiun en las fraccioches de la misna-
clase. - ’
fe ha identificado en la extraccion directa-
de los tejidos de rizona enfermo el S5-hidroxi-incel, ¥
en los proccdentes de los hidroliZadoé, el escatol, --
sustancias no presenfes en las hohélogas correspondier
tes a los tejiidos sanos.

Destaca la abundancia de sustancias colarea--
das, probablemente flavonas, en las extracciones de¢ ---
pseudotronco enfermo, asi como la pobreza del mismo on
fenoles libres.

Se han identificado los acidos protocatéqui-
cos y p-hidroxi-benzdico en las fracciones &cidas de -
rizomas sanos y enferros y en las de pscudotronco sano.

En los hidrolizadoes se han encontrado en nucha mayor -

proporcién, siendo muy posible en éstos la presencia -
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de m-hidroxi-benzdico.

Los tratamientos con reactivos para gibercli
nas, nos nostraron una sustancia con fluorescencia ver
de.brillante en la fraccién neutra (extraccién dirce--
ta) del Fusarium y del rizoma enferno, no obstante, --
creenos que debe tratarse de un glucbdcido, debido a su
nula movilidad. Sin embargo,Aen ¢l rizoma enfermo, se-

f: rmd una sustancia coloreada de azul, que no estaba -

.
n

presente en ninguna de las demas fracciones.
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_ V. CONCLUSIONLS

-

12,~ Se estudian por primera vez, las actividades bio-

légicas de las sustancias reguladoras de crecimiento -
de la platanera canaria, procedenies dael rizora del

o ) A - A

pseudotronco separadamente, er plantas sanas y ataca--

das por el "ilal de Panami”.

2% .- Se realizan valoracioncs bioldgicas de las sustan
cias obtenidas del Fusarium,a.slaco de las plantas en-

fermas, al crecer en un nedic nutritivo.

32,- La fraccién alcalina directa de rizoma enfermo,
presentd. inhibicidén generai a lo iargo de todo el his-
tograma, nientras que las preccedentes del resto de los

materiales estudiados mostraban estimulacidn.

42 ,~ Se encuentra una gran sinilitad en las fracciones
dircctas fenbélicas de los teijidos enfermos y del Fusa-

3 . . . > 2
rium, con narcada inhibicion.

52,- Las fracciones necutras directas procedentes de ri
zoma enfermo y de TFusarium, muestran en los histogra--

mas, zonas de inhibicién comunes o muy préximas.
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62.~ La inhibicidn que presenta el histogrona de la
fraccidén Acida directa de rizoma enfermo, aunque poco-
significativa, contrasta con la marcada estimulacidén--

que muestra el de rizoma sano.

72,- Las fracciones alculinas de hidrélisis de los te-
jidos parasitados presentan en sus histogramas cstimu-
lacidn; los tejidos sanos, ademés. de estar poco defini
das, no son significativas a rangOn nivel. A
82.- Los histogramas de los extractos fcnélicos nroce-
dentes de hidrdlisis, muestran cfectos opuestos entre
si, los de rizoma sano c¢stimulan el crecimicnto mien-—
tras que los de rizoaa enfermo lo inhiben, invirtiendo

se ésta accidén en los de pscucCotronco.

98 ,- Los bioensayos de las frrccioanes dcidas hidroliza
das de tejidos enfermos, al ijual que los de Fusariuum,
presentan inhibicién general.

102 ,~ Se identifican mediantc técnicas cromatogrificas
cl S—hidroxi—indolAy el escalol en tejidos de rizona
enferno y en hidrolizados dc¢! mismo, no estando en el
resto de las fracciones al mcnos en cantidades sensi--

bles a los reactivos cmpleedcs,

112.- Se inicia una nueva linca de investigacidbn, cenio
etapa siguiente al presente trabajo, orientada hacia

la Biocuimica del "Mal de 'anami".

i
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