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INDUCCION DE LA PRODUCCION DE FITOALEXINAS CON AMINOGLICOSIDOS
EN HOJAS DE BANANO (MUSA PARADISIACA)

RESUMEN
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La aplicacién de varios aminoglicdsidos en hojas de banano (Musa paradisiaca)
Induce la preduccién de varias fitoalexinas. Se discute gsi’ mismo, a la luz de
fos resultados obtenidos, el papel de tales sustancias en la planta v lus fendémenos
de susceptibilidad y resistencia a nivel molecular, postuldndose estructuraimente

un posible inductor general de Fitoalexings.,
INTRODUCCION

Las fitoalexinas son un grupo de sustancias antibidticas
producidas por las plantas como respuesta a Ia invasién por
microorganismos (Paxton, 1981}, Esta definicién se funda-
menta mds en un hecho fisioldgico que en una circunstancia
estructural, pues las fitoalexinas conocidas hasta €l momen-
to incluyen diversos nicleos de productos naturales,

Algunos carbohidratos de microorganismos y de las propias
plantas también inducen la produccidn de fitoalexinas y se
conocen con el nombre de “Elicitors’ (Albersheim y Va-
lent, 1978; Keen, 1975). ~— —

Diferentes autores han inducido ia produccién de fito-
aleximas con varias sustancias; asf, algunas poliaminas y po-
Jipétidos han demostrado este efecto en Phum sativum
{Hadwiger y col., 1974) y algunos carbohidratos de la pared
de Phytopthora megasperma o hacen en soya {Albersheim

y col., 1981}, Partiendo de ésto, hemos examinado algunas °

moléculas que tienen ambos grupos estructurales, esto es,
poseen un residuc de carbohidrato v, unido a él, vno o va-
rios grupos amino, como posibles agentes inductores de
fitoalexinas en hojas de banano, planta ésta que actualmen-
te es afectada por el hongo patdgeno Mycosphaerelia fidien-
sis o Sigatoka Negra, que disminuye notablemente su pro-
ductividad, sin que hasta ¢l momento se tenga un agente
eficaz para erradicarlo.

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten mostrar
otros aspectos de ia funcidn de fitoalexinas en plantas y,
ademds, fundamentar hipdtesis a nivel molecular acerca de
los fendmenos de resistencia y susceptibilidad de las plantas
a los microorganismos, partiendo de la teor(a de la existen-
cia de un receptor en la pared celular vegetal, que es capaz
de interactuar con los elicitors,.

N Se plantea también la posibitidad de inducir fitoalexinas en
. plantas importantes, mediante el disefio de un inductor
“ideal, con fa finalidad de proteger cultivos alimenticios,

industriales y medicinales.

MATERIALES Y METODOS

Se prepararon soluciones de los aminoglicdsidos kanamicina
y amikacina (grupo kanamicinas), sisomlcina, gentamicina
y netilmicina (grupo gentamicinas), lincomicina y clindami-
cin2 (grupo lincomicinas} y dibekacina, a una concentracién
de 10 mg/mi, en aguafTween 80 a! 0.050/0, adicionando
esta ditima sustancia con el fin de solubilizar en el agua las
fitoalexinas producidas por las plantas. Estas soluciones se
aplicaron en la superficie de las hojas de banano, previamen-
te desengrasadas con un algodén impregnado de éter de pe-
wréleo, Transcurridas 72 horas, se recolectaron las gotas de
los inductores y se extrajeron con diclorometano, el cual, al
evaporarlo al vacfo, produce un sdlido resinoso de intenso
color amarilio, sobre el cual se realizé la prueba de Shino-
da. Esta mezcla bruta se separd en varios componenites
cuando se le realizd cromatografia en capa fina sobre sili-
ca gel, 025 mm de espesor, en el sistema CHCl3 - EtOAc
(28:8, v/v), visualizdndose los compuestos separados con
FeCl3 al 50/0.

Para medir 1a potencia relativa de cada agente inductor, se
colectaron al{cuotas de cada uno de ellos a fas 72 horas, se
extrajeron con diclorometano, se evapord éste y se redisol-
vi6 el residuo en un volumen jgual de etanol; luego se midié
la “absorbancia a 263 nm, realizando tres experimentos para
cada aminoglicosido.

La cinética de fa produccién de las fitoalexinas se realizd
tomando alicuotas del inducido con kanamicinaa las 12, 24,
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/36, 48 y 72 horas después de‘[a induccién ; para su cuantifi-
cacion se procedié de manera stmilar a la anterior.

Dado que la definicién ‘estricta de fitoalexina requiere su
produccidn inducida por microorganismos, se inocularon
gotas que contenian aproximadamente 105 esporas de

Aspergiflus sp. por ml de solucidn, se recolectaron las gotas

a las 72 horas y se le realizé cromatografia a esta mezcla
en el sistema descrito anteriormente, para comparar los re-
sultados con los obtenidos en la cromatografia realizadz al
extracto eriginade en la aplicacién de los aminoglicésidos,

RESULTADOS Y DISCUSION

‘La cromatograffa en capa fina de la mezcla de sustancias
obtenidas con la aplicacién de los aminoglicésidos, mues-
tra la presencia de al menos cinco sustancias de Ry= 0.20,
0.33, 0.50, 0.55 y 0.80, siendo fa mds abundante la tercera
de ellas. Esta se purificd por cromatografia en columna so-
bre silica gel, usando como eluente la misma mezcla usada
en capa fina; la prueba de Shinoda para esta sustancia y pa-
ra la mezcla es positiva, lo cual indica un niicleo de flavo-
noide, que por las evidencias de ultravioleta, resonancia
magnética nuclear dé ProtoTes y espectFometria de masas,
parece ser un jsoflavonoide di_sust\ituido en &l anillo B, con
una fuerte absorbancia a 263.1m,) La eludicacion estructu-
ral completa serd objeto de futura publicacién (tabla 1),

La absorbancia de |a alicuota de cada agente inductor (ta-
bla 2), hace posible clasificarlos en tres grupos, de acuerdo
a la cantidad de compuesto de Ry= 0.50 producido:

- Inductores potentes: kanamicina, sisomicina y gen-
tamicina,

—  Inductores de actividad media: netilmicina y dibe-
kacina,

—  Inductores carentes de actividad: amikacina, clinda-
micina y lincomicina.

Tabla 1. Espectro de masas de Ja sustancla de Ry= 0.50, inducida
con aminoglicésidos en hojas de banano (Finmigan 4000, 70 eV),

m/fe Intensidad (ofo)
302 10
287 100
259 12
202 40
185 20
165 10
152 12
151 12
150 10
137 20
135 30
121 35
107 45
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Tabla 2. Absecrbancia de alicuctas de varios inductores de fitoalex)-
nas en hofas de banano. *= No detectable

Inductor Absorbancia a 263 nin
Kanamicina 1.00
Slsomicina - 0.85
Gentamicina 0.80 TN
Netilmicina 0.25 TG
Dibekacina 0.25 - T
Amikaclna * ’ -
LIncomicina .
Clindamicina * ' Tha

Con estos resultados se pueden establecer relaciones entre
la estructura del inductor y la respuesta de Ja planta. Asf,
la kanamicina es el inductor mds patente; sin embargo, la
adicién de una cadena lateral hidrofilica {amikacina}, fa
inactiva completamente, por lo cual se puede pensar que
tal cadena copa los sitios claves del receptor celular, impi-
diendo 1a formacion de enlaces efectivos con el inductor.
La sisomicina es una gentamicina con un doble enlace en
C3--C4, que facilita la formacién de un dipolo entre ol re-
ceptor v el inductor, estableciéndose una unidén mds ntima
¥ por ende una mayor respuesta, pero la adicidn de un gru-
po ~CHoCH3 2 nivel del nitrégenc de Cj {netilmicina),
rebaja notablemente la actividad inductora, demostrando
gue este sitio es clave para una correcta interaccion induc-
torsuperficie celular,

La lincomicina y la clindamicina son prdcticamente inacti-
vas como agentes inductores, demostrindose asf gue se
requiere a presencia de grupos amino en un nicleo de car-
bohidrato, ya que estas (ltimas dos sustancias tienen un ni-
dleo de dcido higrico con un 4tomo de azufre.

En la zona de aplicacidn de Ja gota que contiene los aming-
glicosidos activos se aprecia, al cabo de las 36 horas, una ne-
crosis, que se incrementa con el tiempo,

Se confirma. por. tanto nuesira hipdtesis, ¢onsistente.en que,_
U7 carbohidrato aminado induce la: produccién de fitoalexi-
nas.. o .

Los andlisis de la cinética de produccién muestran un resul-
tado sorpresivo, puesto que después de las 48 horas, la sus-
tancia mayoritaria comienza a desaparecer paulatinamente
(fig. 1). En vista de que no hay otro agente biético dife-
rente a la planta af cual pueda atribuirse esta desaparicién,
se puede pensar que la planta podria usar el compuesto pa-
ra varios fines, a saber: restablecer su bioquimica normal;
asimilarfa en forma parcialmente inactiva, ya que puede ser
fitotdxica; estabilizar su membrana y los procesos de inter-
cambio; o activar otros mecanismos de defensa, La segunda
aiternativa se ha comprobado al menos en un caso (Ishiguri
y col., 1978), pero cualquiera de ellas pone en duda g} papel
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Fig. 1 Cinética de la produccidn de fltcalexinas en banano,

directa gue se atribuye a las fitcalexinas sobre microorga-
nismos, ya que su postulada actividad antibidtica bien pue-
de ser un fenémene adicional al de su verdadero papel en
fa célula vegetal, Una hipdtesis reciente sugiere que los
elicitors estimulan la acumulacién de fitoalexinas al liberar
un elicitor enddgeno de la pared celular de planta {Dar-
vill y Albersheim, 1984). Lo anterior implica entonces
gue se debe abrir otro enfoque a la experimentacion de fi-
toalexinas como agentes protectores de plantas /n_vivo, —.
puesto que la mayoria de los experimentos se han realiza-
do /n vitra (Rhatmeit, 1982; Van Eiten, 1976).

.—/’—

La cromatografia en capa fina de los extractos de fitoalexi-
nos obtenidas con aminoglicésidos y con esporas de Asper-
Gilfus sp., muestra que se producen las mismas sustancias, lo
~cual deja a un lade la posibilidad de que sean productos de
descomposicién o metabolismo de los aminoglicosidos in-
ductores y se refuerza ademds el hecho de que estamos ante
verdaderas fitoalexinas. Al respecto, las condiciones am-
bientales tienen una influencia grande sobre la cantidad de
fitoalexina producida, pués a una femperatura de 18°C hay
poca germinacidn de esporas, paso éste que es definitivo
para una buena produccidn de fitoalexinas.

Con estos resuttados podemos postular varias hipdtesis acer-
ca de la susceptibilidad y resistencia de las plantas a 1os mi-
croorganismos a nivel molecular y ateniéndonos siempre a
la presencia de un receptor celular, La susceptibilidad a un r\
patégeno ocurriria cuando: <,

-
X
w

~

{

T

2. El microorganismo evolutivamente ha cambiado la ™ |
composicién de su pared y no es reconocido por los 1‘/%‘
carbohidratos de [a pared celular vegetal; por ianto,
ia planta no se defiende efectivamente.

b. La céluia vegetal ha cambiado la composicion de su

pared y sus carbohidratos no reconocen los carbohi-
dratos del patégeno.

La célula vegetal, a pesar de detectar el patogeno, es
incapaz de liberar otros compuestos {elicitors inter-
nos), que a su vez activan los mecanismos de defensa.

El microorganismo inactiva las enzimas de ias plantas,
que son necesarias para la produccién y/fo liberacidn
de sustancias de defensa.

El microorganismo tiene mecanismos alternos de ata-
que, generalmente enzimas glucosidasas o peptidasas,
con las cuales altera la bioquimica normal de la planta.

e

4 Dada que se ha demostrado que las fitoalexinas son meca-

nismos activos de defensa_de las plantas (Bell, 1981; Har-
borne y col., T978), actuaimente se examina la posibilidad
de usarlas como agentes protectores de cultivos, Ee_anlg.
zando de esta_manera. ios fungicidas tradicionalmente em-
| pleados (Ward y col,, 1974), con dos altenativas: usar las
L,ﬁtoalexinas como tales o aplicar sustancias que induzcan su
produccion en el momento adecuado, Con ios resultados
de este trabajo, se podria disefiar un inductor que tenga
simultineamente en su estructura un ndcleo de carbohi-
drato y varios grupos amino, v que se puede producir a
partir de una materia prima abundante, barata y con va-
rios grupos susceptibles de ser transformados; excelentes
candidatos serian la sacarosa; el almiddn v la celulosa, con-
venientemente funcionalizados por los métodos de la qui-
mica orginica; asi, los inductores actuarian de manera
similar a coma lo hacen las vacunas en los seres humanos,
esto es, induciendo la produccidn de anticuerpos antes de
que se haga presente el patgeno. En soya, por ejemplo,
s¢ ha inducido la produccidn de fitoalexinas inoculdndola
con un § -glucano, 6 horas.antes de_inocularle un paté-
geno ;anpatible; come resultado, la planta es completa-
mente protegidi’ de los efectos deletéreos del patdgeno
{Albersheim y Valent, 1978).

_?)Del micelio del hongo Phytophtora megasperma f. sp.
i\ glyeinea, que origina la pudricion de 1a rafz y el tallo de la

soya, s¢ hz aislade-unglucano hepta- - § . —giucdsido-aldi-

origina a partir de otro polisacarido, conjuntamente can
otros oligosacaridos que son fnactivos como inductores
tde fitoalexinas (Darvill y Albersheim, 1984), Posterior-
| mente el heptasacdrido fue sintetizado (Ossowski y col.,
: 1983) y su estructura se muestra en la fig. 2.

;
i'La complejidad estructurzl de los elicitors no parece ser
| un requisito esencial para su actividad, aunque de ello si
|

! parece depender su especificidad. La posibilidad de obte- ,
| ner elicitors sintéticos derivados de carbohidratos y. relati-_.
| vamente simples se aumenta ain mds desde que.se demes- -

“tré que la sacarosa a concentraciones de 20 a 35 microgra-

__mos/ml dispara la produccién de fitoatexinas. en Cajanis
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cajanus {L.} Millsp {Cooksey y col. 1983),
dad se habia demostrado que se aumemaba la rﬁisﬁnﬁl
a hongos patégenos si se rociaba una solucién de sacerfosk
antes de inocular el patdgeno (Ruseil, 1967; Cartwright y. .
Rusell, 1980).

o a
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“INDUCTION OF PHYTOALEXINS IN BANANA (MUSA PA RADISIACA) LEAVES WITH AMINOGLYCOSIDES”

ABSTRACT,

The application of several different aminoglycosides Induces the production of
phytoalexins in leaves of benanas (Musa paradisiaca). This article discusses the
date obtained In these experiments as well as the phenomena of stceptibifity
and resistance at he molecular level in the plants. The structure of g possible
inductor of phytoalexins is postulated.
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