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I - CARACTERIZACION DEL PROYECTO.

1. Lineas de Accion.

Puestas en marcha de nuevos procedimientos para la sintesis, produccion y obtencion de
metabolitos y bioproductos, caracterizacion y evaluacién de sus propiedades para su
aplicacion industrial como una iniciativa para mejorar la eficiencia energética, el uso de
las energias renovables y la adaptacién al cambio climatico.

2. Entidad argentina responsable.

Nombre y Direccién:
Facultad de Bioquimica, Quimica y Farmacia — Universidad Nacional de Tucuman -
Argentina (FBQYF-UNT).

Nombre del responsable y sus funciones:
Dra. Graciela Inés Cerutti

3. Objetivo General.
Desarrollar tecnolégicamente la obtencidon de bioproductos que puedan ser

empleados como aditivos en la industria alimentaria, excipientes o principio
activos en la industria farmacéutica y fertilizantes y pesticidas en la industria
agroalimentaria, que puedan contribuir contra enfermedades y plagas y
favorezcan el desarrollo de una agroindustria sustentable.

4. Presupuesto inicial 35,000.00 USD

5. Temporalizacion

Fecha de inicio de proyecto: Marzo 2016
Fecha de finalizacion de proyecto: Octubre 2018



II - INFORME TECNICO FINAL DEL PROYECTO

El presente Proyecto comenzd su ejecucién en Marzo de 2016 con la adjudicacion
de los fondos y concluyé en el mes de Octubre de 2018. Los avances realizados en
las Actividades 1, 2 y 3 correspondientes los dos afios de ejecucién del mismo son
los siguientes:

ACTIVIDAD 01. GESTION DEL PROYECTO

ANO 2016

. Entre el 15 y 25 de Mayo de 2016, se realiz6 la primera reunién de
investigadores del Proyecto en Tucuman, Argentina. Estuvo presente la responsable
cubana, Dra. Michelena Alvarez y los integrantes argentinos. En esta reunién se
planificaron las actividades a realizar por cada pais integrante.

La comunicacion y planificacion con los integrantes de México se realizo via Skype.
Se adjunta foto de la reunion donde participaron la Dra. Georgina Michelena Alvarez,
Ing. Patricia Albarracin y la Directora del Proyecto, Dra. Graciela Cerutti.

o En el marco de esta visita, se dictd el Curso de Posgrado y Actualizacion
BIOPRODUCTOS DE APLICACION INDUSTRIAL entre las Facultades de
Bioquimica, Quimica y Farmacia y la Facultad de Ciencias Exactas de la UNT e
ICIDCA (Cuba). ElI Curso tuvo una duracién de 40 horas con evaluacion final.
Participaron todos los integrantes extranjeros y argentinos en calidad de
organizadores y disertantes. Se realizé una amplia difusién del Curso y hubo
numerosos participantes.

Se adjunta Programa del Curso y Resolucion del mismo en ANEXO 1.

o Entre el 03 y 12 de Noviembre de 2016, la Ing. Patricia Albarracin asistio al
Instituto CIEMAT de Madrid, Espafia donde visitdé este Centro de Investigaciones
Energéticas, Medioambientales y Tecnoldgicas, sus laboratorios y plantas pilotos en
la sede central y el Centro de Desarrollo de Energias Renovables (CEDER) en
Soria, provincia de Castilla, Espafia. Ademas, realizé la presentaciéon de las
actividades de investigacion del presente Proyecto y se acordd la asistencia y
cooperacién en tareas de investigacion y desarrollo entre ambos grupos de
investigadores.



Se adjunta el Informe y Certificado de la visita realizada por la Ing. Albarracin a
CIEMAT en ANEXO 2.

ANO 2017

o Durante el 03 y 19 de Junio de 2017, tres de las Integrantes del proyecto (Dra.
Georgina Michelena Alvarez del grupo cubano de investigacion, Dra. Norma Barnes
y Dra. Graciela Cerutti del grupo argentino) participaron en el Instituto CIEMAT de
Madrid de encuentros cientificos a los fines de planificar Convenios de Asistencia y
Cooperacion en tareas de investigacion y desarrollo entre ambos grupos de
investigadores. Aprovechando este encuentro, se realizé una reunidon de avance
entre los integrantes cubanos y argentinos del Proyecto para consensuar los
resultados obtenidos hasta el mes de Mayo de 2017 y planificar las actividades a
seguir.

o Durante esta estancia en CIEMAT, se participé en el evento “2"° BIOMASS
RESOURCES FOR RENEWABLE ENERGY PRODUCTION - RESTOENE-2-CM
WORKSHOP” donde la Dra. Michelena Alvarez fue conferencista y las Dras. Barnes
y Cerultti participaron de los distintos grupos de trabajo.

Se adjunta Certificados de Asistencia. ANEXO 3.

o Entre el 06 y 19 de Noviembre de 2017, tres investigadoras argentinas
integrantes del Proyecto (Ing. Patricia Albarracin, Ing. Ménica Coronel y Dra.
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Graciela Cerutti) realizaron una estancia de trabajo en la Facultad de Ciencias
Quimicas de la Universidad Autonoma de Coahuila en Saltillo, México. Durante la
misma, ademas de llevar a cabo la Segunda Reunién de avance del proyecto junto
al Dr. José Luis Martinez y su grupo de investigadores participantes, se realizaron la
siguientes actividades:

a) Reunion con el Sr. Rector y Secretarios Académico y de Posgrado de la
Universidad Autbnoma de Coahuila — UAdeC. Durante la misma, se informé a
las autoridades de los objetivos y avances de ejecucion del presente
Proyecto. El Sr. Rector solicité que se diera amplia difusién del mismo con los
alumnos de grado y posgrado de la Universidad a los fines de estimular la
investigacion cientifica y el intercambio cientifico-tecnolédgico entre los paises
integrantes.

b) Se realizaron tres Reuniones cientifico-académicas con los integrantes de
distintos estamentos de la Facultad de Ciencias Quimicas de la UAdeC:
Autoridades (Decano y Secretario de Posgrado), Investigadores y Alumnos de
Grado y Posgrado.

c) Durante la estancia, se participé como Disertantes-Conferencistas en el 3
FORO INNOVACHEM - Innovacion Cientifica, en el marco del cual, las
investigadoras argentinas disertaron sobre resultados obtenidos durante la
ejecucion del presente Proyecto. En el Foro participaron 150 asistentes entre
los cuales se encontraban Docentes, Investigadores, estudiantes de posgrado
y estudiantes de grado.

SFORO

INNOVACHEM

DESARROLLO DE UN BIOFERTII.IZA?!
AGROALIMENTARIO DE LIBERACIONA

GRACIELA INES CERUTTI

- DRA. EN BIOQUIMICA - FARMACEUTICA
POSGRADO EN PLANIFICACION ESTRATEGICA Y EN NEGOCIACION.
)~ (ARGENTINA)
P’ . %7

el 2

=y O Ww oz B8




Se adjunta certificados. ANEXO 4.

d) Ademas, se firmaron Actas Acuerdo de Cooperacién y Asistencia Cientifica
entre la Facultad de Ciencias Quimicas de la UAdeC y la Facultad de
Bioquimica, Quimica y Farmacia de la Universidad Nacional de Tucuméan —
UNT (Unidad Ejecutora del Proyecto en Argentina).

Se adjunta Acta Acuerdo. ANEXO 5.

. En la ciudad de Saltillo, Coahuila, México, se realiz6 la Segunda Reunién de
Avance del Proyecto el dia 14 de Noviembre de 2017 en el Salon Internacional de la
UAdeC. Durante la misma, se informaron los avances realizados por los paises
integrantes del proyecto, se realizé el informe financiero y se acordaron las acciones
a seqguir hasta la finalizacién del mismo. Participaron de la misma, los Investigadores
de México Dr. José Luis Martinez, Dra. Mayela Govea y Dr. Tirso Flores y las
Investigadoras de Argentina: Dra. Graciela Cerutti, Ing. Patricia Albarracin e Ing.
Monica Coronel.

La comunicacion y planificacion con los integrantes de Cuba se realizo via Skype.

Se adjunta Acta de la Reunién en el ANEXO 6.

ANO 2018

o Entre el 06 y el 19 de Junio de 2018, la Dra. Georgina Michelena Alvarez,
coordinadora del Grupo Cubano de Investigadores que participan en el Proyecto,
realizo una estancia en la UNT de Argentina.

a) Durante la misma, se realizaron reuniones de avance y coordinacién a los
fines de cumplir con la planificacion final del proyecto. Se acord6 que la
Reunion Final del Proyecto se realizaria en la ciudad de Saltillo, México
durante el mes de Setiembre de 2018.




b) Durante la estancia de la Dra. Michelena Alvarez y en el marco del Proyecto,
el 14 de Junio de 2018 dict6 la Conferencia “BIOTECNOLOGIA INDUSTRIAL
APLICADA AL SECTOR DE LOS DERIVADOS DE LA CANA DE AZUCAR”
donde mostro la vision integral del desarrollo de bioproductos de aplicacion
agricola e industrial y las principales lineas de desarrollo y resultados del
proyecto. En el Curso participaron 47 asistentes entre los cuales se
encontraban presentes Docentes-Investigadores de la UNT, estudiantes de
posgrado, doctorados y maestrias y alumnos de grado de las Carreras de
Ingenieria, Bioquimica, Quimica, Farmacia y Biotecnologia.

o Entre el 06 y 23 de Setiembre de 2018, se realizO una estancia cientifico-
académica en la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Autébnoma de
Coahuila - UAdeC en Saltillo, México. Durante la misma, se realizaron las siguientes
actividades:
a) Reunion con las nuevas Autoridades del Rectorado de la UAdeC, donde
participaron el nuevo Rector, el Decano de la Facultad de Ciencias Quimicas,
el Secretario Académico y el Secretario de Investigacion y Posgrado.

b) Las investigadoras argentinas participaron como Disertantes en el SIMPOSIO
DE BIOTECNOLOGIA llevado a cabo el dia 11 de Setiembre de 2018 y
organizado por la Coordinacion General de Estudios de Posgrado e
Investigacion y la Facultad de Ciencias Quimicas de la UAdeC.
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c) Ademas, se realizaron reuniones de avance relacionadas con el Acta Acuerdo
de Asistencia y Cooperacion firmada en el afio 2017 y se planificaron futuras
actividades a realizar entre los Grupos de Investigacion de México y Argentina
para dar continuidad al trabajo en equipo y publicaciones.

Se adjunta Acta de Avance en ANEXO 7.

o REUNION FINAL DEL PROYECTO: se llevd a cabo en la Facultad de
Ciencias Quimicas de la UAdeC en la ciudad de Saltillo, México. Estuvieron
presentes Investigadores del Grupo mexicano integrante del Proyecto (Dr. José Luis
Martinez, Dra. Mayela Govea y Dra. Anna llind) y los Investigadores argentinos: Dra.
Norma Barnes, Ing. Constanza Arreguez, Ing. Daniel Borkosky y Dra. Graciela
Cerutti.

Los Investigadores cubanos participaron via Skype.

Se presentaron los avances y resultados finales de los tres paises integrantes. La
Directora argentina del proyecto realiz6 una exposicion detallada de todas las
actividades realizadas durante la ejecucion del Proyecto, los resultados obtenidos y
el estado financiero final del Proyecto.

Se adjunta Acta de la REUNION FINAL en ANEXO 8.




ACTIVIDAD 02. ANALISIS DEL ESTADO DEL ARTE EN EL
MUNDO

Para satisfacer las necesidades humanas actuales en tanto se preserva el medio
ambiente y los recursos naturales para las futuras generaciones, es necesaria una
agricultura acorde con las actuales urgencias e intereses de nuestros paises. Debido
a esto, ha surgido la necesidad de buscar nuevas alternativas, a través de
metodologias seguras y con menor impacto ambiental, con el empleo de
biofertilizantes y bioplaguicidas, los cuales pueden ser obtenidos a través de
procesos biotecnoldgicos. Son productos que contienen un microorganismo como
ingrediente activo o bien se extraen de un ser vivo mediante procedimientos que no
alteran su composicién quimica. Pueden estar constituidos por toda o una parte de
la sustancia extraida, concentrada o no, adicionada o0 no a sustancias coadyuvantes.

Las consecuencias ambientales del desarrollo agricola actual constituyen un motivo
de preocupacion para los agricultores, industriales y poblacion en general. Los
pesticidas quimicos y nitratos residuales de la fertilizacion mineral sobre los
alimentos estan ganando cada vez mas detractores, impulsandose el precio de los
alimentos orgéanicos.

La agricultura necesitara responder de una manera que va mas alla del foco
tradicional de lograr altos rendimientos. Debera involucrarse en la proteccion de los
recursos naturales, necesitara responder a los consumidores que cada vez estan
mas preocupados por la seguridad y calidad de los alimentos, ademas, de la
busqueda de una mejor calidad de vida en los sectores rurales.

Por lo antes expuesto, ha venido cobrando fuerza la produccion de alimentos libres
de fertilizantes y pesticidas sintéticos, teniendo en cuenta que el uso de estos en los
productos agricolas de consumo humano comprometeria la salud al quedar trazas
de estos en los alimentos que llegan al consumidor final. Asi, se han establecido
practicas tendientes al logro de una agricultura basada en el uso de agentes
naturales para la fertilizacion y el control de plagas.

El sistema de préactica agricola a partir de productos biolégicos involucra la
fertilizacion a partir del uso de inoculantes biol6gicos o compost excluyendo lo mas
posible la fertilizacion quimica, el manejo adecuado de plagas y control de
enfermedades con el uso de biopesticidas y un perfil mas amplio de uso de métodos
de cultivo que conserven el suelo y el agua, el mejoramiento genético vegetal para
resistir plagas y el uso de nutrientes mas eficientemente, la aplicacion de
reguladores de crecimiento vegetal que induzcan una respuesta agronémica en los
cultivos, etc

Dentro de este marco se ha dedicado una buena parte al desarrollo de la
biotecnologia agricola en los dltimos afios, que no se ha limitado al mejoramiento de
especies, sino que también se ha enfocado a la potenciacion y optimizacion del
poder fertilizante, bioestimulador y biocontrolador de algunos agentes
microbiolégicos.

Los biofertilizantes son inoculantes bacterianos fijadores de nitrdgeno atmosférico,
gue aumentan la densidad de poblaciones de bacterias fijadoras de nitrégeno o de
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hongos que interactian con las raices, facilitando la captacion de nutrientes por
parte de las plantas, e incluso activando en ellas los procesos de resistencia
inducida. Por otra parte, es conocido que algunas bacterias del suelo pueden ejercer
un efecto benéfico sobre el crecimiento de las plantas, como es el caso de la
solubilizacion del fésforo mineral que se encuentra en forma insoluble en grandes
proporciones en la mayoria de los suelos, asi como del fésforo organico presente en
forma de compuestos organicos no asimilables directamente por la planta.

Los bioplaguicidas forman parte de los mecanismos de control biolégico de plagas y
enfermedades de las plantas. Son agentes biol6gicos que parasitan o compiten con
los patégenos bacterias, hongos, nematodos o insectos que afectan las plantas
desde la raiz o que atacan directamente frutos, semillas y hojas, o pueden ser
también los metabolitos producidos por estos agentes.

Los bioestimulantes, entre los que se encuentran, los reguladores del crecimiento de
las plantas, también conocidos como fitohormonas, son sustancias quimicas que
participan en el control del normal desarrollo de la planta o un delicado balance entre
el crecimiento y los factores que lo coordinan. Las auxinas es un término genérico de
un grupo de compuestos que se caracterizan por inducir alargamiento celular,
division celular e iniciacion de la raiz.

Teniendo en cuenta los aspectos antes mencionados, la tendencia en el mundo
actual, es hacia el reemplazo al menos parcial de los fertilizantes y pesticidas
guimicos por los bioproductos correspondientes cuyo impacto en el mercado,
depende esencialmente del desarrollo de las metodologias para producir biomasa
y/o los metabolitos activos asi como formulados que reunan los requisitos de
viabilidad si se trata de productos constituidos por la biomasa y en general que sean
compatibles con las plantas hospederas y de eficacia probada.

La Biotecnologia juega un papel primordial en la busqueda de alternativas a los
pesticidas quimicos tradicionales, seguros al medio ambiente y econdmicamente
viables. La Biotecnologia puedes ser usada para proteger los cultivos comerciales
del ataque de pestes y enfermedades.

El empleo de la biotecnologia agricola ofrece grandes oportunidades no sélo para
los agricultores, sino para instituciones y compariias que desean vender servicios de
proteccion de plantas y biofertilizacién, asi como productos para el publico en
general que demanda alimentos seguros.

La biotecnologia no es, en si misma, una ciencia; es un enfoque multidisciplinario
gue involucra varias disciplinas y ciencias (biologia, bioquimica, genética, virologia,
agronomia, ingenieria, quimica, medicina y veterinaria entre otras).
Hay muchas definiciones para describir la biotecnologia.

En términos generales biotecnologia es el uso de organismos vivos o de
compuestos obtenidos de organismos vivos para obtener productos de valor para el
hombre.

Tradicionalmente la biotecnologia tiene muchas aplicaciones. Un ejemplo sencillo es
el compostaje, el cual aumenta la fertiidad del suelo permitiendo que
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microorganismos del suelo descompongan residuos organicos. Otras aplicaciones
incluyen la produccion y uso de vacunas para prevenir enfermedades humanas vy
animales. En la industria alimenticia, la produccion de vino y de cerveza se
encuentra entre los muchos usos practicos de la biotecnologia.

La palabra "biotecnologia" es el resultado de la union de otras dos: "biologia" y
“"tecnologia”, y es que la biotecnologia es exactamente eso: tecnologia biolégica. Los
seres vivos pueden ser considerados maquinarias bioldgicas. La biotecnologia
consiste precisamente en la utilizaciébn de la maquinaria biolégica de otros seres
vivos de forma que resulte en un beneficio para el ser humano, ya sea porque se
obtiene un producto valioso o porque se mejora un procedimiento industrial.

La Biotecnologia ademas, tiene importantes aplicaciones en otros campos, entre
ellos, la aplicacion en diferentes industrias como lo son las industrias alimenticia y
farmacéutica, donde los bioproductos son utilizados como aditivos en alimentos y
como excipientes en la formulacién de medicamentos.

La creciente demanda alimentaria genera la necesidad de crear nuevas tecnologias
para la industria ganadera y avicola, ya que existen diversos factores que afectan la
calidad del producto, principalmente la susceptibilidad de los animales a diversas
enfermedades. El uso de antibidticos que han mostrado ser efectivos en la
disminucién de patologias y en la promocién del crecimiento animal. Sin embargo,
se ha restringido el uso de algunos antibioticos debido al aumento de resistencia de
las bacterias, ademas de que posee un efecto residual en el desarrollo del animal, lo
gue puede traducirse a pérdidas econdmicas por la baja calidad del animal de
produccion. También genera posibles desbalances bacterianos entéricos que
merman su desarrollo por la insuficiente conversion de los alimentos, que reduce la
produccion del animal y por lo tanto, genera grandes pérdidas econémicas.

En el presente Proyecto y en cumplimiento uno de los objetivos propuestos, se

desarrollaron investigaciones en ambos campos a los fines de evaluar la utilizacion
de los bioproductos obtenidos en las industrias alimenticia y farmacéutica.
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ACTIVIDAD 3. DESARROLLO Y EJECUCION.
GESTION DEL_ CONOCIMIENTO

AVANCE DEL PROYECTO

Durante los dos afios de ejecucion del Proyecto (2016-2018) se ha trabajado
fundamentalmente en la produccion, sintesis, estudio y caracterizacion de
metabolitos con aplicacion fitosanitaria y de bioproductos con posible aplicacién en
las industrias alimenticia y farmacéutica.

Los principales avances, resultados obtenidos y publicaciones se presentan a
continuacion:

BIOCONTROL DE MALEZAS CON FITOTOXINAS DE

PSEUDOMONAS AERUGINOSA PSS
INTRODUCCION

El control de las malezas resulta de vital importancia para poder maximizar la
produccion agricola. Para combatir las mismas se emplean diferentes métodos entre
los que se encuentra el uso de herbicidas quimicos, que si bien es efectivo, la
tendencia es hacia su disminucion debido a la contaminacion ambiental y dafos al
hombre que producen, por lo que la tendencia en el mundo es hacia el desarrollo de
un programa integrado de malezas donde se incluye el control biologico.

Existe una variedad de microorganismos, entre los que se encuentran hongos y
bacterias patégenos de plantas, que reciben considerable atencion con el fin de
utilizarlos, junto a las fitotoxinas que ellos producen, como herbicidas bioldgicos
(Duke y Abbas, 1994; Duke et al., 1991). En muchos aspectos los patogenos de
plantas ejercen el mismo efecto sobre las malezas que las fitotoxinas producidas por
ellos, por lo que potencialmente pueden emplearse como herbicidas uno u otro, sin
embargo las toxinas ofrecen un espectro de accion mas amplio que el patdogeno que
las produce, lo que resulta de mayor interés pues es conocido que los cultivos son
atacados por distintos tipos de malezas que deben ser eliminadas (Abbas y Duke,
1995; Kremer, 1998).

Entre los microorganismos que pueden inhibir selectivamente el crecimiento de las
plantas indeseables e impedir la germinacién de las semillas, y/o el desarrollo de las
mismas, mediante la produccion de fitotoxinas, se encuentran las del género
Pseudomonas (Bender et al., 1999). La produccion de bioherbicidas constituidos por
las fitotoxinas producidas por cepas de Pseudomonas, ofrece una alternativa para su
aplicacion en el manejo integrado de malezas. La Pseudomonas aeruginosa PSS,
produce metabolitos fitotdxicos en cultivos liquidos promisorios para el control de
malezas (Diaz de Villegas et al., 2002).

El presente trabajo tuvo como objetivos la sintesis, caracterizacion y evaluaciéon de
la efectividad de las fitotoxinas producidas por Pseudomonas aeruginosa PSS para
el control de malezas cubanas.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo y condiciones de cultivo

Se empled la cepa de Pseudomonas aeruginosa PSS de la coleccion de cultivos del
ICIDCA aislada del suelo. Los fermentadores de 5 L que contenian 2.5 L de medio
optimizado con glicerina, como fuente de carbono, y urea y fosfato de amonio, como
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fuente de nitrégeno, fueron inoculados con 250 mL de inéculo crecido en medio KB
(King et al., 1954). Las condiciones de cultivo fueron: pH ajustado a 7 a inicio y
después libre, temperatura 300C agitacién 250 rpm y aireacion 0.2 vvm, durante 24
horas.

Procedimiento experimental

El crecimiento celular se estimé6 mediante la medicion de la absorbancia a una
longitud de onday, de 600 nm en un espectrofotometro PM 2A.

La concentracion de fitotoxinas se expresa como mg/mL de proteina. La
determinacion se realizo en los sobrenadantes libres de células (SLC) por el método
del microbiuret (Frankhauser, 2004).

Separacidn y caracterizacién de los metabolitos con actividad fitotoxica

Se realizaron los siguientes estudios para verificar la naturaleza peptidica de las
fitotoxinas.

> Precipitacion del SLC con TCA al 5, 10 y 20%

» Influencia de la temperatura sobre la actividad fitotoxica del SLC durante 60

min. de incubacién a 28, 80, 100 y 1200°C.

» Separacion de las fitotoxinas por filtracion en gel (Sephadex G-50 y G-15).
Determinacion de la actividad fitotoxica in vitro
La actividad fitotoxica expresada como % de inhibicion del tamafio de la radicula
(%ITR), se le determind a los SLC por la prueba de semillas de lechugas en placas
Petri.
Evaluacion de la efectividad bioldgica en condiciones controladas
Los experimentos se realizaron en el Laboratorio de Herbologia del Instituto de
Investigaciones de Sanidad Vegetal. Se evalu6 el efecto del bioherbicida
concentrado 10 veces, “in vitro” sobre la germinacion de diferentes semillas en
placas de Petri de 14 cm de diametro, a temperatura ambiente entre 24-30 grados
Celsius, y el efecto del producto sobre el suelo y el follaje de plantulas se realizé en
pruebas con macetas plasticas de 12 cm de diametro rellenas de suelo Ferralitico
Rojo donde se sembraron semillas de malezas, para la aplicacion posterior del
producto a evaluar. Las semillas de las malezas empleadas para los ensayos fueron
colectadas en el campo y beneficiadas para su utilizacion en el laboratorio. Las
malezas empleadas en las evaluaciones aparecen en la Tabla 1.

Tabla 1 Malezas empleadas en los experimentos de evaluacion de la efectividad de las

fitotoxinas
Maleza Nombre vulgar
Amaranthus dubius Mart Bledo
Bidens pilosa Lin Romerillo
Euphorbia heterophyla L Lechosa
Euphorbia hirta Lin Lechera
Echinochloa colonum (L.) Link Arrocillo
Eleusine indica L Pata de gallina
Parthenium hysterophorus L Escoba amarga
Portulaca oleracea Verdolaga
Oxalis violacea Vinagrillo

La evaluacion del efecto del bioherbicida concentrado 10 veces, sobre cultivos
econdmicos sobre el follaje de plantulas se realiz6 en pruebas con macetas plasticas
de 12 cm de didmetro rellenas de suelo Ferralitico Rojo donde se sembraron
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semillas de los cultivos, para la aplicacion posterior del producto a evaluar. Los
cultivos empleados aparecen en la Tabla 2.

Tabla 2 Cultivos empleados en los experimentos de evaluaciéon del efecto del
bioherbicida sobre los mismos

Cultivo Nombre vulgar
Solanum melogena Berenjena
Lactuca sativa Lechuga
Cucumis sativus Pepino

RESULTADOS Y DISCUSION

La cinética de produccion de fitotoxinas y el crecimiento celular en fermentadores de
5L ala temperatura de 300 C y pH 7 ajustado al inicio y después libre, aparece en la
Fig.1. La sintesis de fitotoxinas y el crecimiento celular tienen un comportamiento
asociado, la velocidad especifica de crecimiento maxima (n max) alcanzada por el
microorganismo, bajo las condiciones antes descritas fue de 0.73 h-1.

—A— Fitotoxina mg/mL
—e— D0O600nm
10 T25
o 8 T2
£
S E6 L 15 £
2% S
2 E4 L1 8
w a
2 105
0 —————T— 0
0 4 8 12 16 20 24 28
horas

Fig. 1 Produccion de fitotoxinas y crecimiento celular de la Pseudomonas aeruginosa
PSS

Caracterizacion de las fitotoxinas

Los resultados obtenidos en el tratamiento térmico del SLC, que aparece en la Tabla
1, muestran una retencion de la actividad después del tratamiento superior al 50%
en todos los casos.

Tabla 3 Influencia de la temperatura sobre la actividad fitotéxica del SLC durante 60
min. de incubacion.

Temp°C = %ITR

28 100
80 64.8
100 57.5
120 57.4
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Se conoce que muchas proteinas solo retienen su actividad biologica dentro de una
fluctuaciébn muy limitada de temperatura ya que las proteinas solubles experimentan
cambios conocidos como desnaturalizacion cuando se exponen a elevadas
temperaturas (Lehninger, 1981). Solo los péptidos o proteinas de bajo peso
molecular compuestas por cadenas polipeptidicas sencillas, son usualmente mas
estables al calor que las de alto peso molecular (Chavez y col., 1990).

Los resultados del tratamiento térmico al SLC que aparecen en la Tabla 1 sugieren
gue estamos en presencia de proteinas de bajo peso molecular o incluso pudieran
tratarse de péptidos, ya que como se explica anteriormente hay una retencién de la
actividad biol6gica en mas de un 50% a las diferentes temperaturas de incubacion a
gue fue sometido el SLC, comparado con el control a 280C que tiene un 100 % de
ITR.

En la tabla 2 se muestra el resultado del tratamiento al SLC con TCA a diferentes
concentraciones. Usualmente las soluciones de TCA son empleadas para
desnaturalizar y precipitar proteinas. Solo péptidos pequefios son capaces de
mantenerse en el sobrenadante a valores altos de TCA en solucion (Lieske and
Konrad, 1996). Se pudo observar que la concentracion de proteinas y actividad
fitotoxica no se afectaron significativamente, comparado con el control sin
tratamiento (sobrenadante sin TCA), aun a valores de 20% de TCA afadido, por lo
gue se puede inferir que se esta en presencia de péptidos biologicamente activos.

Tabla 4 Influencia del TCA sobre la concentracion de proteinas y el % ITR

% TCA pH Pr(mg/ml) %ITR

5 7 5.25 87
10 6.9 5.89 64
20 7 5.49 90

control 7 10.41 100

El perfil de elusibn que aparece en la Fig. 2 corresponde a la aplicaciéon en
Sephadex G-15 de la muestra tratada al 20% de TCA. EI mismo refleja tres picos, de
los cuales el Ultimo que aparece sefalado, mostrd actividad fitotoxica. EI Sephadex
G-15 es empleado en separaciones de proteina o péptidos de bajo PM ya que su
rango de exclusion es de 1500 Da, (Pharmacia) por lo que al haberse detectado un
pico que mostro actividad herbicida al final del cromatograma, pudiéndose concluir
gue se tratan de moléculas muy pequefias de PM por debajo de los 1500 Da.

Por otra parte, se puede considerar este ensayo como un paso de purificacion al
poder eliminar los contaminantes que corresponden a los dos primeros picos.
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Fig. 2 Perfil cromatogréfico de elusion de las fitotoxinas presente en el SLC tratado
con TCA al 20% en una columna de Pharmacia (35 x 2.5 cm) empacada con
sephadex G-15. La columna se eluy6 con agua.

CONCLUSIONES
e Pseudomonas aeruginosa PSS produce, producto de su metabolismo
secundario, fitotoxinas de naturaleza peptidica de muy bajo peso molecular, las
cuales pudieron ser purificadas parcialmente.
e EIl producto evaluado presenta efectividad in vitro sobre la germinacion y el
desarrollo de las semillas de malezas A. dubius, B. pilosa, E. colonum, E. hirta 'y
E. heterophyla
e No se observo efectos de accion pre-emergente cuando se aplico el
bioherbicida al suelo infestado con semillas de malezas.
e En aplicaciones foliares el bioherbicida ha demostrado diferencia en cuanto al
comportamiento sobre las distintas especies. Las dicotileddéneas han sido mas
sensibles que las gramineas.
e Las aplicaciones de post emergencia mostraron efecto bioherbicida sobre las
malezas aplicadas, con mayor efectividad sobre E.indica.
e Entre los cultivos econdmicos estudiados la lechuga y la berenjena mostraron
ser mas susceptibles que pepino.
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SINTESIS Y CARACTERIZACION DE FERTILIZANTES ORGANICOS
A PARTIR DE BIOPOLIMEROS

INTRODUCCION

La cafia de azucar (Saccharum officinarum) constituye el cultivo sacarifero mas
importante del mundo, siendo responsable del 70% de la produccion total de azucar.
En Argentina, la agroindustria azucarera se concentra en el noroeste (NOA), en las
provincias de Tucuman, Salta y Jujuy, existiendo ademas un pequeiio desarrollo en
el Litoral del pais. Tucuman es la principal productora de cafia de azucar, con el 62%
de produccion (Pérez et al., 2007), un 37% le corresponde a las provincias de Salta
y Jujuy; y un 1% a las provincias del Litoral (Centro Azucarero Argentino, 2012).
Ademas, en Tucuman la cafia de azucar tiene una significativa trascendencia
econdmica y social, ya que es una de sus principales actividades, estimandose, en
los dltimos afos, que su participacion en el Producto Bruto Geografico provincial es
del 10,5% (3,1% cafay 7,4% azucar) (Pérez et al., 2007; Ordofiez, 2003).

El sector azucarero presenta dos actividades marcadas: la primera, representada
por la produccion de cafia de azUcar y la segunda, por la elaboracion de azucar y
subproductos. En el crecimiento y desarrollo del cultivo de la cafia de azlcar
intervienen numerosos factores externos que condicionan su producciéon y
rendimiento, incidiendo sobre el resultado productivo (Fontana, 2010). Entre ellos, la
presencia de microorganismos, los cuales al consumir el azucar producen
polisacaridos que elevan la viscosidad de las mieles y ocasionan la pérdida directa
de azlcar en hasta un 4% (Michelena et al., 2003). Entre los microorganismos
principales se encuentran Leuconostoc mesenteroides y Streptococos mutans, que
sintetizan un polimero, el dextrano, en un medio que contenga sacarosa (Vettori et
al., 2012).

Leuconostoc mesenteroides es la bacteria lactica que fundamentalmente agrede a la
cafia (Rodriguez Jiménez, 2005). Se clasifica como coco Gram positivo dispuesto de
a pares o en cadenas cortas inmoévil, no esporulado, no produce indol, no reduce
nitratos, heterofermentativo y facultativo. Carece de catalasa y citocromos, tolera
concentraciones altas de azucares, lo cual facilita su multiplicacién en el jarabe y
realiza una fermentacion heterolactica, convirtiendo la glucosa en D-lactato y etanol
0 acido acético, por medio de la via fosfocetolasa (Kandler, 1983; Sneath et al.,
1991).
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El dextrano que se forma durante la produccion de sacarosa es un polisacarido
formado en condiciones no controladas, por lo que el peso molecular y la mayoria de
las propiedades fisicas y quimicas no son homogéneas (Echeverria Valenzuela,
2006).

El problema de los polisacéridos ha cobrado un creciente interés y dentro de él quién
ocupa un lugar destacado es el dextrano, considerado el principal enemigo de la
cristalizacién y de la calidad de los crudos y responsable de las dificultades de la
refineria (Michelena et al., 2003).

Las propiedades de los dextranos pueden variar dependiendo de las condiciones en
las que se producen y convertir las desventajas que provocan en la industria
azucarera en propiedades favorables para otras industrias.

Como consecuencia de los grandes avances de la biotecnologia en las dltimas
décadas, se han desarrollado estudios en la produccion y caracterizaciéon de
polimeros de origen microbiano (biopolimeros), destacandose los polisacaridos y
particularmente los dextranos (Michelena et al., 2007).

El desarrollo de una agricultura sustentable, basado en la preservacion y/o
mejoramiento de la calidad de suelo, agua, y atmosfera, (Delgado et al., 2005),
demanda un nuevo enfoque para el manejo de la fertilidad del suelo mediante la
dosificacion y empleo de enmiendas organicas naturales o quimicas utilizadas para
suplir los requerimientos de los cultivos (Castillo et al., 2007; Thimmanagari et al.,
2010).

Los llamados bioproductos o bioinsumos agricolas son productos econdmicos y
ambientalmente aceptables, ya que ademas de reducir costos, contribuyen a la
obtencion de producciones inocuas asi como a mejorar la fertilidad nativa del suelo.
De ahi la importancia de potenciar su utilizacion agricola (Terry Alfonso et al., 2010).
Los fertilizantes son uno de los productos mas importantes en la industria
agroguimica. Sin embargo, la aplicacidon convencional de agroquimicos nunca
alcanza su objetivo de producir la respuesta biologica deseada en el momento
adecuado y en las cantidades especificas requeridas, debido a la no especificidad y
a la aplicacion periodica del agente activo. Estos factores ademas de aumentar el
costo de tratamiento, producen efectos indeseables sobre las plantas y el medio
ambiente (Dubey et al., 2010).

La industria de fertilizantes enfrenta un desafio permanente para aumentar la
eficacia de sus productos, mejorando los fertilizantes en uso o desarrollando nuevos
fertilizantes especificos (Maene, 1995; Trenkel et al., 1988).

Un fertilizante es todo producto que incorporado al suelo o aplicado a los vegetales,
suministra en forma directa o indirecta sustancias requeridas por aquellos para su
nutricion, crecimiento, aumento de productividad o para mejorar la calidad de la
produccion (CASAFE).

Uno de los fertilizantes organicos mas utilizados es la urea, que puede ser empleado
como fertilizante foliar ya que proporciona un alto contenido de nitrégeno, esencial
para el metabolismo de las plantas, y se adapta a diferentes tipos de cultivos (Grant
et al., 2002).Su principal uso es en la industria agroquimica. El 90% de la urea
producida industrialmente es utilizada como fertilizante por su elevada concentracion
de nitrégeno (N) por unidad de producto (46% de Ny).

Una de las limitaciones del uso de este fertilizante es su aplicaciéon en superficie, ya
gue pueden ocurrir pérdidas de nitrégeno por volatilizacion del amoniaco (NH3)
(Accidén enzimatica) si no se incorpora en el suelo (Sangoi et al., 2003; Rochette et
al., 2009). La cantidad de nitrégeno volatilizado después de la aplicacion superficial
de urea es muy variable y depende de numerosos factores. Entre ellos, las
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condiciones climéticas y atributos relacionados con el suelo. Ese fendmeno puede
ser pequefio, 1 a 15% (Sangoi et al., 2003; Cantarella et al., 2008) o alcanzar
valores extremadamente altos, mayores a 50% de nitr6geno aplicado. Ademas
puede producir efectos indirectos en el ecosistema, como por ejemplo la
eutrofizacion, la contaminacion del agua subterranea, la acidificacion del suelo y la
emision de amoniaco a la atmésfera (Reyca Corredores, 2012).

A medida que ha aumentado la competencia en la industria de fertilizantes, ha
avanzado también la diversificacion, especializacion y el agregado de valor a los
productos. Estos fertilizantes permiten la transferencia lenta, moderada o gradual, de
un material activo, desde un sustrato de reserva, hacia otro medio; es decir que
estos fertilizantes no liberan el cien por ciento de los nutrientes disponibles al
momento de su aplicacion.

En este trabajo se desarrolla productos asociados a la agroindustria, mediante el uso
de biopolimeros como los dextranos, que tienen excelentes propiedades tales como
la biocompatibilidad, biodegradabilidad y no-toxicidad; acomplejados con minerales
y/lo compuestos organicos (urea) para ser utilizados como fertilizantes en la
agricultura, logrando un impacto favorable en el medio ambiente.

MATERIALES Y METODOS

El dextrano utilizado para la sintesis fue provisto por ICIDCA (Instituto Cubano de
Investigaciones de los Derivados de la Cafia de Azucar) de La Habana, Cuba en el
marco de Convenios Bilaterales de Cooperacién e Investigacion.

En el Laboratorio de la Catedra de Garantia de Calidad de Drogas y Medicamentos
de la Facultad de Bioquimica, Quimica y Farmacia de la UNT se realizé en escala de
laboratorio la sintesis de complejos constituidos por el biopolimero dextrano
complejado con compuestos organicos y/o inorganicos.

Sintesis del Complejo Dextrano-Urea.

El dextrano de uso farmacéutico (5000 Dalton) obtenido biotecnologicamente fue
complejado con urea de tipo agricola segun procedimiento (Diaz et al., 2005). El
biocomplejo obtenido fue sometido a un proceso de molienda fina hasta la
consistencia de polvo granular.

Para la sintesis del complejo que contiene hierro (complejo dextrano-hierro-urea), se
procedio de manera similar, adicionando el hierro en forma de cloruro férrico (FeCls)
Merk. El procedimiento de sintesis quimica se continla de la misma manera que
para el complejo dextrano-urea (Diaz et al., 2005).

Determinacion del contenido de dextrano.

Se utilizé el Método colorimétrico del Fenol-Sulfurico (Dubois et al., 1956) con final
espectrofotométrico, empleando dextrano Sigma de Peso Molecular 9000 como
patron.

Determinacion de Nitrogeno.

Se utiliz6 el Método de Kjeldahl (APHA, AWWA, WEF, 1999).

Determinacion de Hierro.

Se utilizé el método modificado de Bell (1992).

Estudios de Estabilidad de los complejos.

Se realizaron estudios de estabilidad acelerada segun se indica en FA VII Ed. (2013)
a 35°C durante 180 dias (6 meses). En periodos de tiempo predeterminados (0, 15,
45, 60, 120 y 180 dias), se tomaron alicuotas de los complejos en estudio para su
determinacion fisica y quimica. En cada alicuota se determind, dextrano nitrégeno,
urea y hierro por la metodologia antes mencionada.
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Estudio de la solubilidad de los componentes dextrano y urea y de los complejos
dextrano-urea y dextrano-hierro-urea empleando 3 solventes polares distintos: agua,
etanol y acido acético.

El proposito de estudiar la solubilidad de los componentes es determinar su
alteracion o no, durante la sintesis de los complejos y saber si dichos complejos son
solubles a solventes polares como el agua para ser empleados como fertilizantes en
fertirriego o aspersion (Ferreyra et al., 2005). Las condiciones de ensayo
contemplaron el control de la temperatura en 30°C y la agitacion magnética a una
velocidad de giro de 25 - 150 rpm durante 30 minutos (Farmacopea Argentina VIl ed.
2013).

Estudio de los grupos funcionales presentes en los complejos.

La determinacion de los grupos funcionales dentro de los complejos se realizé por
espectroscopia infrarrojo utilizando un espectrofotometro (marca Spectrum GX
Perkin Elmer) por transformador de Fourier (FT-IR). Los espectros se registraron en
un intervalo de 4000 — 400 cm™ mediante la técnica de fase sélida utilizando pastillas
de bromuro de potasio (KBr), cuya caracteristica es su capacidad de ser trasparente
(no absorbe) a la radiacion infrarroja utilizada.

Determinacion del punto de fusién.

Para la determinacién de la “Temperatura de Fusidon” se empledé el método de
superficie caliente, empleando un Microscopio de Fusion Ernst Leitz Wetzlar 350.

Evaluacién del crecimiento vegetal.

Para el estudio de crecimiento (biomasa) de plantines de pimientos (Capsicum
annuum) se utilizé un invernaculo en un rango de temperaturas de 30°C a 35°C,
usando un disefio experimental exploratorio de 1 planta por tratamientos, empleando
un control sin tratamiento (T1), urea de uso agricola como testigo (T2) y los
complejos dextrano-urea (T3) y dextrano-hierro-urea (T4). Se tomaron muestras
cada 15 (quince) dias desde el momento de la aplicacion de los fertilizantes y hasta
el primer fruto de 1 centimetro de diametro, muestreo final (Tf). La experiencia tuvo
una duracion de aproximada de 80 dias.

Se evalud peso fresco y peso seco, para lo cual se extrajeron raices, tallo y hojas de
los plantines; el material fue llevado a estufa a 90°C durante 2 horas hasta peso
constante.

RESULTADOS

Por primera vez en Tucuman, en la Catedra Garantia de Calidad de Drogas y
Medicamentos de la Facultad de Bioquimica, Quimica y Farmacia de la UNT, se
formularon y sintetizaron dos complejos quimicos a escala de laboratorio. El primero
constituido por el biopolimero dextrano (PM 5000 Dalton), como vehiculo y/o matriz
inerte, y urea agricola como fuente de nitrégeno. El segundo complejo posee igual
composicién al anterior, pero al mismo se ha adicionado un micronutriente de origen
mineral, el hierro, dando lugar asi a un nuevo bioproducto: dextrano-hierro-urea
(Lizéarraga et al., 2011).

Los complejos se disefiaron con el fin de estudiar sus propiedades e investigar su
posible aplicacion como fertilizantes de mayor eficiencia en cultivos agricolas de
estacion. La técnica de sintesis que se empleé fue la realizada por Diaz et al., 2005
modificada. Entre las modificaciones realizadas, se procedié al secado de los
productos en estufa termostatizada, en reemplazo del tambor de secado rotatorio
termostatizado utilizado por Diaz. Este cambio llevé a reducir los volimenes de
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complejos sintetizados a los fines de adecuarse a la capacidad de la estufa de
secado empleada (Lizarraga et al., 2011).

De la evaluacién fisico-quimica de los complejos, caracteristicas organolépticas, los
biocomplejos presentaron forma de polvo granular de consistencia mucilaginosa al
tacto, de color marrén oscuro para el complejo con hierro y un marrén-beige para el
complejo sin hierro, no mostraron un olor caracteristico. (Lizarraga et a., 2011).
Estas cualidades difieren del producto obtenido por el ICIDCA, ya que el mismo
presentd forma de polvo fino de consistencia seca al tacto, un color marrén mucho
mas oscuro y con olor caracteristico (Diaz et al., 2005).

Evaluacién de solubilidad

La formacién de complejos produce cambios en algunas de sus propiedades; entre
ellas la solubilidad, lo que se manifiesta en una disminuciéon de la misma en los
biocomplejos obtenidos. Asi, se determin6é que los mismos son Poco Soluble (P.S.),
segun Farmacopea VIl (2013), para los 3 solventes (agua; etanol y acido acético
glacial) ensayados en las condiciones de estudio (Lizarraga et a., 2011) como se
observa en la Tabla 1. Para comprobar la hipotesis del efecto observado en la
solubilidad, se realizé una espectroscopia infrarroja (IR).

Tabla 1. Solubilidad de los bio-complejos. Comparacién con la solubilidad del
complejo ICIDCA, Cuba.

SOLVENTES
PRODUCTO
AGUA ETANOL Ac. ACETICO

DEXTRANO M.S. M.S. M.S.

UREA M.S. M.S. M.S.

DEXTRANO-UREA P.S. P.S. P.S.
(CATEDRA)

DEXTRANO-HIERRO-

UREA P.S. P.S. P.S.
(CATEDRA)

DEXTRANO-HIERRO- P.S. P.S. P.S.

UREA (ICIDCA)

M.S: muy soluble; P.S: poco soluble

Evaluacién Quimica

La evaluacién quimica realizada a los biocomplejos arrojo para el complejo con
hierro un contenido de dextrano que oscila entre 16 - 18% (mismo valor present6 el
complejo sin hierro); en cuanto al contenido de nitrégeno oscilé entre 20 - 21% vy
urea 43 - 45%; para el complejo sin hierro los valores fueron 22 - 23% para el
nitrégeno y 47 - 49% para urea. Estas concentraciones son mayores a las obtenidas
por Instituto Cubano de Investigacion de los Derivados de la Cafia de Azucar
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(ICIDCA) para su complejo dextrano-hierro-urea (Tabla 2) (Lizarraga et a., 2011,

Diaz et al., 2005).

Tabla 2. Composicién quimica de los biocomplejos sintetizados, expresados en

g/100g de muestra. Comparacién con el biocomplejo obtenido en Cuba.

COMPLEJOS
COMPONENTES Dex-Fe-Urea
Dex-Urea Dex-Fe-Urea
(ICIDCA)
DEXTRANO 16 - 18 16 - 18 8- 10
NITROGENO 22 -23 20 - 21 11,5- 18,5
UREA 47 - 49 43— 45 25 - 40
HIERRO ~ 1,2-1,5 04-25

Estudio de estabilidad

El estudio realizado permitié estipular un periodo de vida media de 6 meses (180
dias), tiempo durante el cual no se evidencio cambios en el contenido de sus
componentes (dextrano; nitrogeno y urea) (Figuras 1y 2). Ademas mantuvieron las
caracteristicas fisicas originales como ser: forma de polvo granular de color marrén
oscuro para el biocomplejo con hierro y marron-beige para el que no contiene hierro
ambos de consistencia mucilaginosa al tacto (Lizarraga et al., 2011; CECMED, 2005;
Farmacopea VI, 2013).
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Fig. 1. Concentracion quimica del complejo dextrano-urea en el tiempo
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Fig. 2. Concentracion quimica del complejo dextrano-hierro-urea en el tiempo

Espectroscopia Infrarrojo - Estudio de grupos funcionales

La determinacion de grupos funcionales se realizé por una espectroscopia infrarrojo
por transformador de Fourier, mediante la técnica de fase solida utilizando pastillas
de bromuro de potasio (KBr). Los espectros se registraron en un intervalo de 4000 -
400 cm® (Figura 3). Del estudio se infiere que el bio-complejo dextrano-urea
presenta posibles grupos funcionales del tipo amina (-C-N-) (1155 cm %), entre el C
del dextrano y el N de la urea. También enlaces formados entre el carboxilo-
nitrégeno (O=C-N-) de la urea con el C del biopolimero en la regién 1677 cm™ o
bien un enlace de tipo imino C=N, como lo indica Garcia Chavez et al., (2010) para
su red hibrida de polimeros (1668 cm™).

Los resultados obtenidos por Ashraf Malik et al., (2010) para su complejo formado
por el biopolimero almidén y la urea, cuyo valor de frecuencia del carboxilo-nitrogeno
es 1778 cm’ y del enlace C-N 1250 cm™ son similares a los observados para
nuestros complejos.

La banda 2927 cm™ corresponde al movimiento simétrico y asimétrico del metileno
(-CHy) en el dextrano. Esta region se asemeja a la expresada por Vettori et al., 2012
para el dextrano (2926 cm™).

Para el bio-complejo con hierro, el enlace amina (-C-N-), presentd un
desplazamiento de la banda de 1250 cm™ a 1235 cm™, probablemente debido a la
presencia del idn hierro, el cual realizaria un impedimento estérico entre los &tomos
de CyN.

A su vez, se destacan los enlaces formados entre el metal y el oxigeno (M-O) y
metal y nitrégeno (M-N) en la zona de menor frecuencia del espectro (580 cm™y 555
cm™ respectivamente) (Ashraf Malik et al., 2010).
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Fig. 3. Espectro IR de los componentes y de los bio-complejos. Se grafico
Transmitancia vs frecuencia (cm™). Siendo las bandas mas caracteristicas las que se
muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Bandas mas caracteristicas encontradas en los bio-complejos, dextrano y

urea.
Muestras -O-H | -C-O | -C-N | -CH>» O=C-NH -N-H | M-O M-N
Dextrano 3444 | 1151 _ 2927 _ _ _ _
Urea _ 1680 | 1160 _ 1635 -1605 | 3400 _ _
3441-
Dextrano-urea 1880 | 1155 | 2920 1677 1475 _ _
3346
Dextrano-Fe- | 3444- 1682 -
1879 | 1160 | 2890 1466 580 555
urea 3348 1614

C: carbono; O: oxigeno; N: nitrégeno; M: metal (Fe™)

Evaluacién del punto de fusién

Permitié utilizar la temperatura de fusion como criterio de pureza de las sustancias
sélidas (dextrano y urea) y como criterio de identidad de compuestos organicos (bio-
complejos) (Stanford Research Systems; Farmacopea VII, 2003). El ensayo se
realizé por triplicado (Tabla 4). En el caso de las moléculas de urea en los tres
ensayos se registraron temperaturas similares (134.5°C - 135°C - 134.3°C),
indicando que la sustancia se encontraria pura. Segun UNEP Publication, para urea,
la misma tiene un valor de 135 °C.

En las muestras de dextrano y de los complejos sintetizados no se observo
moléculas cristalinas ya que son polimeros y se presentan como moléculas amorfas
por que los resultaros arrojaron rangos de temperatura de fusion amplios debido a la
naturaleza de las moléculas. Para el biopolimero los valores de temperatura de
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fusion oscilaron entre 190.6°C — 192.4°C; 180.3°C — 182.5°C y 224.8°C — 225.7°C
(Lizarraga et al., 2011).

Los complejos presentaron valores de temperatura por encima del determinado para
urea y por debajo del registrado para el biopolimero dextrano los valores fueron
155.2-160.1°C; 158.5-164.7°C; 160.3 — 168.4°C para el complejo sin hierro y 138.2-
142.6°C; 145.3-150.2°C y 155.4-158.2°C para el complejo con hierro.

Tabla 4. Rango de fusién hallado para cada muestra por triplicado.

MUESTRAS Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio
Temperatura | Temperatura | Temperatura | Temperatura
(°C) (G (°C) (°C)
DEXTRANO | 190.6-192.4 | 180.3-182.5 | 224.8- 225.7 199.38
UREA 134.5-134.8 135-135.5 134.3-134.8 134.82
DEX-UREA 155.2-160.1 | 158.5-164.7 | 160.3-168.4 161.20
DEX-Fe- 138.2-142.6 | 145.3-150.2 | 155.4-158.2 148.32
UREA

Esto corroboraria la hipotesis que los complejos estan formados por una estructura
donde intervienen distintos componentes con distintos tipos de uniones entre los
mismos, lo que permite concluir que los bioproductos sintetizados en este trabajo
son nuevos complejos constituidos por nuevos enlaces entre urea, dextrano y hierro,
formados durante el proceso de sintesis quimica de los mismos (Lizarraga et al.,
2011).

CONCLUSIONES

Se realizd por primera vez en la Catedra Garantia de Calidad de Drogas y
Medicamentos de la Facultad de Bioquimica, Quimica y Farmacia UNT la sintesis de
2 nuevos complejos formados por el biopolimero dextrano de peso molecular 5000
Dalton, urea agricola y/o hierro (FeCls3).

Se obtuvieron con una buena produccidén de sintesis acorde al equipamiento del
laboratorio. Son poco solubles en agua, etanol y acido acético.

Presentaron forma de polvo granular de color marrén oscuro para el complejo con
hierro y marrén-beige para el complejo sin hierro, de consistencia mucilaginosa al
tacto, sin olor caracteristico. Los mismos son estables durante 6 meses en un rango
de 25°C — 35°C de temperaturas, manteniendo sus caracteristicas fisicas y quimicas
originales.

El complejo dextrano-urea presentd una Temperatura de Fusién de 160.80°C
mientras que para el complejo con hierro fue de 150.2°C.

La composicién quimica mostrd que el contenido del biopolimero (dextrano) fue igual
para ambos complejos siendo su valor comprendido entre 16 — 18%, mientras que el
contenido de nitrogeno y urea fue de 22 — 23% y 45 — 47% para el complejo sin
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hierro. Para el complejo con hierro fue de 20 — 21% para el nitrogeno; de 43 — 45%
para ureay 1,2 — 1,5% de hierro.

Concluyendo que los bio-complejos sintetizados en este trabajo, por sus
caracteristicas fisicas y quimicas prometen ser grandes candidatos para su uso en la
agricultura como fertilizantes.
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GLUTICID: FUNGICIDA BIOQUIMICO PARA EL
CONTROL DE FITOPATOGENOS

El Gluticid es un fungicida de naturaleza bioquimica constituido por metabolitos a
partir de la bacteria Pseudomonas aeruginosa, cepa PSS, obtenido por via
biotecnologica mediante estudios realizados a escala de laboratorio y planta piloto,
segun disefio experimental y el ajuste de diferentes parametros de fermentacion. El
medio de cultivo disefiado asegura la maxima expresion de los metabolitos (Villa et
al. 2001, Friasy Villa 2007).

Caracteristicas: Polvo blanco grisaceo fino, soluble en agua, pH 7 y un peso seco
entre 93-95%.

Sustancias activas: Metabolitos secundarios antimicrobianos:
monoacetilfloroglucinol, sideréforos del tipo pioverdin Il y &cido salicilico.

El sideroforo pioverdin 1l, pigmento amarillo verdoso fluorescente, actia como
agente quelante especifico del ion férrico. Esta constituido por el grupo croméforo,
2,3-diamino-6,7-hydroxiquinolina, unido a un péptido de 6 a 10 aminoacidos que
contiene grupos hidroxamatos (Budzikiewicz 1999). ElI compuesto antibiético
monoacetilfloroglucinol, caracterizado por grupos fendlicos, se identific6 mediante
diferentes técnicas cromatograficas y de biologia molecular (Frias et al, 2007).
Ambos metabolitos se producen durante el proceso biotecnoldgico, a partir de las 6
horas comienza la excrecion del monoacetilfloroglucinol y alcanza su valor maximo
(100%) a las 24 horas, la produccidén de sideréforos esta asociada al crecimiento,
con concentraciones cercanas a los 130 uM/L al final del proceso (Villa et al. 2000,
Diaz de Villegas 2007).

La identificacion taxonémica de la cepa es resultado de pruebas bioquimicas y
estudios moleculares por comparacion con patrones reconocidos, la cepa fue
seleccionada en la fase inicial por el efecto antagoénico in vitro frente a diferentes
hongos patdgenos como Alternaria solani, Phytophothora infestans, Sclerotium
rolfsii, entre otros (Utra y Stefanova 1994), y por la elevada produccion de
sideroforos (Villa 1999, Diaz de Villegas 1999). El producto no es téxico para las
personas, animales y medio ambiente, segun constan los resultados de las pruebas
toxicoldgicas y ecotoxicoldgicas realizadas en instituciones especializadas.

La tecnologia posee Certificado de Invencion de la Oficina de Patentes y Marcas de
Cuba: No0.22805 Resolucion No0.1079/2002, Procedimiento de obtencion de los
metabolitos antifUngicos de Pseudomonas aeruginosa PSS por via biotecnoldgica, y

28



el producto Certificado de Marca de la Oficina de Patentes y Marcas de Cuba No.
2000-1742 Resolucion: 963/2002: Gluticid.

La eficacia del producto ha sido probada y demostrada en condiciones controladas y
de campo durante varios afos (Villa y Diaz de Villegas 1996, Villa et al. 2000a, Villa
et al. 2000b, Stefanova et al. 2001a), algunos de los resultados obtenidos se
exponen a continuacion.

En las condiciones controladas de laboratorio, con una aplicacién del producto
biolégico a 200 ppm, la infecciébn en las plantas de tabaco por el moho azul
(Peronospora tabacina) disminuy6 en 50%, en comparacion con el testigo, la eficacia
resulté superior en la variante de 400 ppm (Figura 3). En pruebas de discos de hojas
con la concentracion de 100 ppm se redujo en un 50 % la infeccién por P.
nicotianae.

100 S
S 80 §
g § 0200 ppm
2 -
2 40 % 8400 ppm
= % @Control
22 A \%I

Variantes

Figura 3. Efecto de Gluticid sobre Peronospora tabacina en condiciones de
laboratorio

En condiciones de campo aplicado cada siete dias a la dosis de 3,0 Kg/ha ofrece
efecto igual sobre el moho azul que el tratamiento estandar de mancozeb, con la
misma periodicidad de aplicacion. Los resultados obtenidos en dos provincias
sefalan la posibilidad de utilizar el producto biolégico al igual que el quimico de
contacto mancozeb, bajo una moderada incidencia de moho azul, dentro de la
estrategia del manejo de la enfermedad.

El producto bioldgico reduce la incidencia del tizon temprano (Alternaria solani) en la
papa en un 39,18 % con respecto al testigo sin tratamiento y con una efectividad
técnica de 48, 82 %. En la provincia de Matanzas (Cuba), introducido en un area de
produccidn con manejo organico en el cultivo de la papa, disminuyé el ataque de A.
solani y P. infestans con resultados similares obtenidos en las areas de manejo
convencional. En el cultivo del tomate se registré igualmente un buen control contra
el tizon temprano (Almand6z 2001). En condiciones de cultivo protegido, en diversas
variedades, la intensidad de ataque por A. solani resultd de 60.25% bajo
tratamientos con mancozeb y de 58.25 % en la variante protegida con Gluticid a
dosis de 3,0 kg /ha, sin diferencia significativa en la eficacia entre ambos
tratamientos (Tabla 1). El producto biolégico se mostrd igualmente efectivo, para el
control de Cladosporium fulvum, segun los resultados el producto se considera una
alternativa bioldgica, con efecto similar al mancozeb, para la lucha contra A. solani y
C. fulvum en tomate (Castellanos et al. 2005).
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Se registra un control alentador del mildiu velloso (Pseudoperonospora cubensis) del
pepino con la aplicacién de Gluticid, donde su efecto fue igual al de zineb (Stefanova
et al. 2001). El producto reduce las especies Curvularia senegalensis y Curvularia
gudauskasii en la semilla botanica de la cafia de azucar entre el 90 y 100%.

Tabla 1. Resultados de las evaluaciones de la eficacia de Gluticid contra Alternaria
solani en tomate protegido, variedad Aro 84-84

Intensidad de ataque de Alternaria solani

60 dias 80 dias 100 dias 120 dias
VARIANTES % 2 arc % |2arcsen| % 2 arc % 2 arc
sen vp vp sen vp sen vp

Tebuconazol 37.25 1.30b | 39.0 1.35b 39.1|1142c 47.11151b

Mancozeb 60.25 | 1.77a | 62.5 182a |73.2|204a |(768|2.13a

Gluticid 58.25 | 1.71a | 585 | 1.75a |66.0|1.89b |76.0|21la
ET * 0.0331 0.28 0.24 0.30
CV (%) 4.26 3.30 27.4 31.2

Letras desiguales difieren para p < 0,05 segun la prueba de rangos multiples de Duncan (Lerch, 1977)

El Gluticid resulta una opcion promisoria para el control de hongos foliares en
especies ornamentales, fundamentalmente en las cultivadas bajo condiciones
protegidas, segun la informacion en plantas de Hibiscus rosa-sinensis, Alpinia sp,
Isora sp, Pandanus utilis, Crysalidocarpus sp, Gardenia sp, y Conotegia sp, controla la
afectacion por el hongo Capnodium sp entre un 70 y 100 %, y en Tithonia sp., el
hongo Cercospora sp en un 70% (Stefanova et al. 2001a).

Otro campo de aplicaciéon del biofungicida es el cultivo de hongos comestibles,
aplicado al substrato agroindustrial de Pleurotus ostreatus reduce los contaminantes
al 100 % con un incremento del rendimiento entre 28 y 33 % Yy una sustitucion total
del fundazol, siendo una préactica en las plantas de produccion de esta especie en el
pais (Gutierrez y Villa 2000).

Ensayado para el control de patdgenos fungicos en postcosecha en bananos el
Gluticid, a 200 ppm, registré resultados comparables con los alcanzados por el
producto quimico tiabendazol (TBZ) a 400 ppm, redujo el porcentaje de afectacidon
aproximadamente en un 50 % en comparacion con el testigo. Aplicado en éareas
productivas dedicadas al cultivo de banano organico en la Peninsula de Santa Elena
en la Republica de Ecuador detuvo el desarrollo de la enfermedad, las nuevas hojas,
gue surgieron después de la aplicacién del producto, no manifestaron sintomas
visibles de la enfermedad, observdndose en general un buen aspecto de las
plantaciones plataneras tratadas (Pifion 2009).

Los resultados de los estudios realizados para el control de patdgenos flngicos
demuestran la eficacia del producto biolégico en prevenir, retardar y reducir la
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incidencia en diversos cultivos, su efecto es comparable con los productos quimicos
de contacto, ademas se registra efecto colateral estimulante sobre las plantas y su
resistencia, esta Ultima inducida por el acido salicilico. Se recomienda a dosis de 3,0 -
3,5 kg/ha., solo o en alternancia con productos quimicos, dentro del manejo integrado
de los cultivos.

El biofungicida Gluticid se obtiene mediante un proceso biotecnoldgico desarrollado en
el Instituto Cubano de Investigaciones de los Derivados de la Cafia de Azlcar
(ICIDCA), en colaboracion con el Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal
(INISAV). Su produccién a gran escala y comercializacion, sera asumida por el Grupo
Empresarial LABIOFAM.

CARACTERIZACION Y BIOENSAYOS EMPLEADOS
EN EL CONTROL DE LOS PRODUCTOS

La produccion de productos biolégicos para la agricultura, dentro de los que se
encuentran los bionutrientes, requiere la implementacion de métodos quimicos y
biologicos para el control de su calidad, entendida como el conjunto de propiedades
y caracteristicas de un producto o servicio que lo hacen apto para satisfacer las
necesidades para lo cual fue creado.

Los tradicionales métodos quimicos, permiten la caracterizacion de las materias
primas y los productos obtenidos; los bioensayos con plantas, complementan estos
analisis en la deteccion y control de los contaminantes toxicos ambientales por los
efectos que ejercen estos productos sobre los organismos estudiados, asi como
permiten conocer la efectividad de los bioproductos obtenidos, mediante ensayos in
vitro y en condiciones controladas.

Los bioensayos son herramientas de diagnostico adecuadas para determinar el
efecto de agentes fisicos y quimicos sobre organismos de prueba bajo condiciones
experimentales especificas y controladas. Estos efectos pueden ser tanto de
inhibiciébn como de magnificacion, evaluados por la reaccion de los organismos, tales
como muerte, crecimiento, proliferacion, multiplicacién, cambios morfolégicos,
fisiol6gicos o histoldgicos.

La literatura reporta el empleo de bioensayos con semillas para conocer el efecto
estimulador de diferentes productos biolégicos dado por los indicadores del
porcentaje de germinacion, indice de vigor, y longitud del hipocotilo y radicula en las
plantulas.

Por otra parte, los bioensayos se emplean también para detectar la presencia de
metabolitos fitotbxicos en un producto aplicado en la agricultura, o que puede
provocar efectos negativos en las plantas, como ocurre cuando se aplica compost
sin un adecuado grado de madurez, los que se deben a diversos factores, entre los
cuales se encuentran los contenidos de amonio, acidos volatiles organicos, metales
pesados y sales. Estas sustancias, en elevadas concentraciones, pueden generar
efectos perjudiciales en el desarrollo de las plantas, inhibiendo la germinacion de
semillas o el crecimiento de raices por lo que es altamente riesgosa su utilizacién en
los cultivos.

Diferentes especies modelo se emplean en los bioensayos, entre las que se
encuentran: la lechuga (Lactuca sativa L.), por la alta sensibilidad de la especie,
germinan rapido y uniformemente, bajos costos asociados, no requiere equipamiento
sofisticado, alta disponibilidad y los datos obtenidos a partir de la aplicacion de esta
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prueba son en gran medida representativos de los efectos en semillas o plantulas en
general.

La variedad de semillas que se utilice debe tener un alto porcentaje de germinacion,
siendo recomendado por Sobrero y Ronco (2004) que el mismo sea superior al 90%.

Procedimiento experimental del bioensayo in vitro

En placas Petri esterilizadas, se ponen 20 semillas de lechuga por placa, sobre
papel de filtro humedecido con 2.5 mL de cada variante y un testigo con 2.5 mL de
agua destilada para cada variedad de lechuga, por triplicado. Las placas se ponen
dentro de una bolsa plastica para evitar la pérdida de humedad, en incubadora a una
temperatura entre 27 + 2 0C, durante 3 dias.

Efecto en la germinacion

Terminado el periodo de exposicién (3 dias), se procede a registrar el nimero de
semillas que germinaron normalmente, considerando como criterio de germinacion la
aparicion visible de la radicula.

Efecto en la elongacion de la radicula e hipocotilo

Para facilitar la medicion de la radicula e hipocotilo, se procedido a congelar las
placas Petri una vez terminada la incubacion (Sobrero y Ronco 2004). Las plantulas
con una consistencia blanda, se colocan sobre una lamina de vidrio transparente y
se fotografian a una altura de la camara de 32 cm.

Las mediciones de longitud de radicula e hipocotilo, se realizan de forma digital
mediante el programa computacional Adobe Photoshop.

Célculos

Los efectos estimuladores o fitotoxicos, se evaluaron mediante los siguientes
indicadores: Porcentaje de Germinacion Relativo (PGR), Crecimiento Relativo de
Radicula (CCR), Crecimiento Relativo de Hipocotilo (CCH), indice de Germinacion
(IG) (Tiquia 2000):

Porcentaje de Germinacion Relativo (PGR)
Promedio de semillas germinadas en la muestra

PGR = X 100
Promedio de semillas germinadas en el testigo

Crecimiento Relativo de Radicula (CCR)

Promedio elongacion de radicula en la muestra
CRR = %X 100
Promedio elongacion radicula en el testigo

Crecimiento Relativo de Hipocotilo

Promedio elongacion de hipocotilo en la muestra
CRH = X100
Promedio elongacion hipocotilo en el testigo

PGR X CCR

IG=
100
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EVALUACION DE LA EFECTIVIDAD DEL BIOHERBICIDA
SOBRE MALEZAS APLICADOS EN CULTIVOS EN CAMPO

Ensayos a nivel de placa

Al evaluar el efecto inhibitorio del crecimiento de la radicula de las semillas, en los
ensayos a nivel de placas, se observé que el bioherbicida ocasioné la necrosis o el
desarrollo atrofiado de las radiculas que emergieron, mientras que los testigos
presentaron un crecimiento y desarrollo normales (Figura 3). Este comportamiento
es similar al producido por los herbicidas de tipo hormonal, los cuales atrofian el
crecimiento y desarrollo de la radicula, cuando no lo inhiben completamente
(Caseley).

EUPHOREIA

HETEROPHYLLA EUPHORBIA HIRTA
{Lechosa) BIEEL I CE Lechosal

{(Romerillo)

BioHerb L

BigHerb
BioHerb
Testigo Testiga

Testigo

~

Fig.3 Efecto del bioherbicida sobre la germinacién de las semillas de
malezas en condiciones de laboratorio.

Como puede observarse, se presentd una afectacion total del producto sobre la
germinacion de las semillas, o que implica que el bioherbicida, mostré efectos
inhibitorios sobre la germinacion de las malezas en placas y en condiciones de
laboratorio.

Efecto del herbicida en aplicaciones al suelo

En tratamientos con aplicacion al suelo, después de la siembra de semillas de
malezas, no se observaron efectos sobre la germinacidn y brotacion de las plantulas.
El efecto de inhibicién de la germinacién y de la radicula observado “in vitro” pudiera
estar dado por su accién de contacto directo con la testa y el embrion de las semilla,
gue no ocurre en las aplicaciones de pre emergencia, pues estas estan a distintas
profundidades de la superficie en que se aplica el producto, ademas de que debe
tenerse en cuenta la posible interaccion de los microorganismos del suelo, que
actian en la degradacién de los productos en contacto con el mismo. (Abbas y
Duke, 1995).

Efecto del herbicida en aplicaciones foliares en condiciones controladas

En tratamientos del producto puro al 100%, sobre malezas de 2 a 4 hojas, se
observo una ligera quemazén en el borde de las hojas de E. indica, P. oleracea y
Oxalis spp. En A. dubius el efecto sobre los bordes fue mas pronunciado, con
presencia de necrosis a partir de las 24 horas de la aplicacién. Se pudo apreciar un
fuerte efecto en dicotileddnea y ligero en graminea, lo que indica una seleccion en la
accion del mismo (Figura 4). Este comportamiento es similar al que se reporta por la

33



Nepl, que es una proteina extracelular producida por el hongo Fusarium oxysporum
que produce necrosis en plantas dicotiledéneas en aplicaciones foliares con un
efecto semejante al producido por los herbicidas de contacto (Keates y col , 2003 ).

BIOHERBICIDA \ .
5l MJ/m{

| BloHERS

l 51 my/ml TesTic0

| Blngf{BICH)A
51 mg/ml

Fig. 4 Efecto de la aplicacion foliar del Bioherbicida sobre (1) Eleusine indica,
(2) Amaranthus dubius, (3 Portulaca oleracea, (4) Oxalis violacea

Efecto fitotoxico sobre cultivos econdémicos (Fig. 6)

El efecto fitotoxico del bioherbicida sobre los cultivos econémicos lechuga, berenjena
y pepino comparado con el efecto sobre la maleza Amaranthus dubius se muestra
en la Fig.6.

El bioherbicida se comporté de diferente modo al aplicarlo sobre distintas especies
de plantas, ocasion6 dafios locales en los extremos y bordes de las hojas, o en
algun punto interior de las mismas, pero de forma diferenciada.

La lechuga y la berenjena mostraron ser mas susceptibles que pepino. Se corroboré
su accion sobre el Bledo el cual mostré una buena susceptibilidad a la accion del
bioherbicida. Evidentemente algun factor bioquimico, arquitectonico o fisiolégico de
la superficie foliar de las diferentes especies vegetales estudiadas, determina la
posibilidad del efecto dafino del producto en unas u otras.

Esta experiencia preliminar, demuestra que la fitotoxicidad del producto puede estar
determinada por la especie vegetal.
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Fig. 5 Efecto fitotoxico del bioherbicida (BIOMAL) sobre los cultivos econdmicos
lechuga, berenjenay pepino comparado con el efecto sobre la maleza Amaranthus
dubius

Etapas comprendidas en el desarrollo de un bioproplaguicida

Una comercializacion exitosa de los bioplaguicidas y biofertilizantes es el resultado
de los procesos de desarrollo de los mismos y frecuentemente esta limitada por la
falta de conocimientos y experiencia en la producciéon y formulacion de los
microorganismos y/o sus metabolitos.

Miles de potenciales microorganismos, han sido aislados en campos y cosechas
durante los ultimos 80 afios, pero son pocos los que se comercializan, debido
fundamentalmente a las diversas etapas que comprende el desarrollo de estos
bioproductos.

Etapas que comprende el desarrollo de estos bioproductos.

1. Aislamiento e identificacion de microorganismos efectivos y que no dafie las
cosechas. El aislamiento debe comenzar por las areas donde ellos
naturalmente crecen. La evaluacion de un nimero mayor de microorganismos
promisorios, incrementan las posibilidades de encontrar una cepa efectiva.

2. Desarrollar procesos de fermentacion minimizando el costo con un maximo de
rendimiento y calidad.
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Los factores de calidad incluyen:

Eficacia en el control de plagas y enfermedades
Eficacia como biofertilizantes o bioestimulantes
Estabilidad durante el secado y almacenamiento
Compatibilidad con el hospedero

Adecuada persistencia en campo

AN N NN

3. Generalizacion de la aplicacién del producto y registro del mismo.
4. Comercializacion

Seleccion de cepas comerciales para el biocontrol y la biofertilizacion

El hecho de que solo una pequefia proporcién de cepas hayan llegado a
productos comerciales en parte se debe a diversas caracteristicas comunes a
la siguiente estrategia de seleccion

Poco conocimiento de las caracteristicas de la plaga, como su resistencia a
los pesticidas quimicos

Evaluacion de pocos microorganismos como candidatos a agentes de
biocontrol

Los microorganismos seleccionados por los resultados in vitro y en
condiciones controladas, no replican en condiciones de campo.

El aislamiento de las cepas debe comenzar en areas donde ellos
naturalmente estan presentes. La evaluacion de un numero mayor de
supuestos agentes de biocontrol, incrementa las posibilidades de encontrar
una cepa efectiva.

Las cepas que se emplearan para producir los inoculos biologicos para
incrementar la productividad de los viveros y plantaciones no se encuentran
fisiolégicamente adaptadas a las condiciones de clima-suelo locales y por
ende no logran competir efectivamente con la microflora de la rizosfera,
impidiendo la colonizacion las raices de las plantas en el lugar de
establecimiento.

Estudio de las condiciones de cultivo para producir biomasa y/o metabolitos
activos empleando las medidas de bioseguridad

Optimizacion de los parametros de fermentacion: pH, temperatura, luz,
aireacion, agitacion, tiempo y tamafio del inéculo.

Tipo de fermentacion a emplear : sumergida o en estado sélido

Estudios de efectividad del producto en ensayos in vitro, condiciones
controladas y campo

Evaluacion econdmica preliminar y del proceso tecnolégico

Escalado del procedimiento tecnolégico cumpliendo las medidas de
bioseguridad.

Aislamiento e identificacion de los metabolitos activos

Evaluacion técnico- econémica y de mercado

Pruebas toxicolbgicas

Registro

Comercializaciéon
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Desarrollo de formulaciones adecuadas

La aplicacion exitosa de un microorganismo y/o los metabolitos que ellos producen,
requiere del desarrollo de adecuadas formulaciones, adyuvantes y soportes.

En el caso de los microorganismos se requiere que el mismo se mantenga Vvivo y
activo en el suelo, para lo cual es necesario encontrar y desarrollar apropiadas
matrices soélidas y formulaciones liquidos para estabilizar las bacterias y hongos
durante los procesos de almacenamiento y aplicacion.

EFECTOS DE LAS APLICACIONES DE ACIDO JASMONICO EN LA
ACLIMATIZACION DE PLANTULAS DE CANA DE AZUCAR
(SACCHARUM SP. HIBRIDO) PROVENIENTES DE
BIORREACTORES DE INMERSION TEMPORAL

INTRODUCCION.

La cafia de azucar (Saccharum sp. hibrido) generalmente se clasifica como un
cultivo que crece en areas tropicales y subtropicales. Los productos que mas se
obtienen de ella son: alimentos, fibras, bagazo, combustibles y electricidad (Clarke y
Leslie, 1996).

Este cultivo ha sido el principal renglon de la produccion agricola en Cuba. Las
condiciones desfavorables en que se desarroll6 la agricultura cafiera en los ultimos
afios, provocaron que la produccion se haya limitado considerablemente. No
obstante a la reestructuraciéon que se lleva a cabo en la agro-industria azucarera
cubana, la aplicacion de las técnicas biotecnoldgicas seguira siendo una poderosa
herramienta para alcanzar en corto tiempo grandes cantidades de plantas, para el
fomento de nuevas variedades, ya sean introducidas al pais u obtenidas mediante el
programa nacional de mejoramiento genético,.

La necesidad de obtener semillas con alta calidad, pureza genética y libre de
enfermedades en un tiempo relativamente corto, ha permitido la introduccion de las
técnicas de micropropagacion en diferentes especies. Esto motivo que la produccion
masiva de plantulas en varios laboratorios comerciales, asi como la ejecucién de
proyectos cientificos que generen nuevos protocolos de cultivo in vitro, con el
empleo de la organogénesis, donde se destacan las tecnologias basadas en el uso
de biorreactores de inmersiéon temporal (Lorenzo, 1998; Escalona, 1999; Etienne et
al., 1999; Escalona et al., 2001; Jiménez et al., 2000: Etienne y Berthouly, 2002) y a
través de embriogénesis somatica (Castillo, 2001; Nieves et al., 2003).

Lorenzo (1998) desarrollé un protocolo para la propagacion de cafia de azucar por
organogénesis con el empleo de biorreactores de inmersion temporal que
revoluciona en gran medida las técnicas de micropropagacion convencional
empleadas en Cuba, ya que aumenta de forma significativa los coeficientes de
multiplicacion. La aplicacion de este protocolo a escala productiva es de suma
importancia para la rapida introduccion de las nuevas variedades existentes y la
renovacion de las cepas con bajos rendimientos a escala comercial.

El empleo de este nuevo protocolo incentiva un mayor esfuerzo en el estudio de los
aspectos relacionados con las caracteristicas eco-fisiolégicas de las plantulas en
condiciones in vitro y durante la etapa de aclimatizacion, para asi lograr que las
mismas alcancen altos porcentajes de supervivencia y la calidad comercial en un
tiempo relativamente corto en esta fase. A pesar de la gran produccién de plantas en
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los laboratorios comerciales, la cifra que llega a los campos es baja por deficiencias
en las metodologias precedentes de aclimatizacion, entre otras razones.

La metodologia de aclimatizacién de plantulas de cafia de azlUcar que se comenzo a
aplicar en los laboratorios comerciales cubanos desde 1994, ha presentado
dificultades en los niveles de supervivencia, el sustrato empleado y el crecimiento
de las plantulas. Por estas razones muchos laboratorios han buscado alternativas
segun sus posibilidades productivas y sus capacidades en las areas ex vitro.

De la Fe et al. (1998) hicieron aportes a la metodologia de aclimatizacion antes
citada, al emplear bioestimulantes y biofertilizantes para aumentar el ritmo de
crecimiento de las plantulas en esta fase. También se trabajé intensamente en el
desarrollo de diferentes sustratos con vistas a aumentar la supervivencia y la calidad
de las mismas (Ortiz, et al., 1998 a,b), pero aun estas metodologias pueden ser
mejoradas en algunos de sus componentes.

A pesar de los avances, en la aclimatizaciéon de la cafia de azlUcar no se han
realizado estudios que profundicen sobre los efectos de las condiciones ambientales
en los aspectos fisiol6gicos, anatomorfoldgicos y bioquimicos de las plantulas desde
el momento de salida de las condiciones in vitro hasta la permanencia final en esta
fase.

Por todo lo anteriormente planteado, se propone la siguiente hipétesis de trabajo:
Elevar la eficiencia en la aclimatizacion de plantulas de cafia de azUcar provenientes
de biorreactores de inmersion temporal, con el empleo de acido jasmonico para
favorecer el cierre estomatico y la supervivencia de las plantulas.

Para validar esta hipotesis se desarrollo este trabajo que persigue cumplir los
siguientes objetivos:

- Determinar los efectos de las aplicaciones de acido jasmonico sobre el cierre
de estomas de plantulas de cafia de azlcar propagadas en biorreactores de
inmersion temporal.

- Establecer los porcentajes de supervivencia de las plantulas de cafa de
azucar provenientes de biorreactores de inmersion temporal durante la
aclimatizacién cuando previamente son asperjadas con acido jasmonico.

MATERIALES Y METODOS.

Los experimentos se realizaron en el Centro de Bioplantas de la Universidad de
Ciego de Avila, Cuba. Para el desarrollo de los mismos se emplearon como modelo
plantulas de cafia de azucar (Saccharum sp. hibrido) var. C91-301 propagadas en
biorreactores de inmersion temporal (BIT) segun protocolo establecido por Lorenzo
(1998). Las plantulas se transfirieron para las condiciones de aclimatizacion luego de
ser sumergidas en una solucion de Score 2% durante cinco minutos. Se empled
bandejas plasticas de 144 pocillos (52,5 cm de ancho x 29,5 cm de largo y 4,0 cm de
alto) con una capacidad de 25 cm?® cada uno.

Se emplearon plantulas con mas de 0,3 g de masa fresca y 4 hojas, que se
colocaron en un sustrato constituido por cachaza + ceniza (1:1, v:v). Las condiciones
de aclimatizacién fueron con control de la humedad relativa y luminosidad (90% HR
y 1 000 pmol m?s™?) durante los primeros 21 dias, luego de esta fecha se
trasladaron a condiciones de exteriores (80% HR y 2 000 pmol m? s™), donde
permanecieron otros 21 dias.

En el momento de salida de los frascos de los BIT se aplicé acido jasmonico
(producido por ICIDCA) a razén de 1mg.L™" a 144 plantulas, mientras otras 144
plantulas sé6lo se asperjaron con agua.
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Se evalud la supervivencia en porcentaje y el comportamiento estomético. Para el
analisis de los estomas se aplico esmalte traslucido a la parte central de del envés
de la hoja, pasados 15 minutos se retir6 para a interpretacién y toma de fotografias
en un microscopio Nikon microphot-FX.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las aplicaciones de acido jasmonico ejercieron influencias sobre el cierre de
estomas de plantulas de cafia de azUcar propagadas en biorreactores de inmersién
temporal, como se muestra en la figura 1.

A B
Figura 1. Comportamiento de estomas en hojas de plantulas de cafia de azlcar. A.
Estomas abiertos en el control. B. Estomas cerrados en el tratamiento con acido
jasménico (Img.L™).

En las hojas tratadas con acido jasmonico los estomas estaban en su mayoria
cerrados en comparacion con los que soélo se asperjaron con agua (control). Este es
un efecto deseado por muchos propagadores evitar la muerte masiva del material
vegetal cultivado in vitro en el momento de salida a exteriores.

En general se reconoce que el transito de ambientes in vitro a ex vitro y variaciones
en estas condiciones, provocan estrés en las plantas, expresados en términos de
acumulacion de ABA, prolina y especies activas del oxigeno (Van Huylenbroeck et
al., 1995; Hronkova et al., 2003; Talbott et al., 2003; Gonzalez-Olmedo et al., 2005).
Como quiera que el primero influye en el cierre del estoma, el comportamiento del
grupo control demostré que sus niveles fueron insuficientes y por ello se requirié de
estimulos adicionales favorecidos por el acido jasmdnico exdgeno.

En cafla de azlUcar se observé que en los primeros 14 dias deben tomarse las
medidas que eviten la transpiracion descontrolada, caracteristica del material que
entra en esta fase proveniente de condiciones in vitro (Yue et al., 1992; Ziv, 1995;
Donnelly et al., 1995), para lo cual es determinante la alta humedad relativa, unido a
la adecuada seleccion y tratamiento del sustrato, de modo que evite las infecciones
fatales de las plantulas. Sin embargo, se requiere su reducciéon gradual, unida al
manejo de la luz, de modo que favorezcan la formacion y funcionalidad de
estructuras que se involucran en el control de las relaciones hidricas y en el
incremento de la actividad metabdlica conducente al autotrofismo (Desjardins et al.,
1996; Kozai y Zobayed, 2000).

De lo antes expuesto se desprende el valor del establecimiento de una tecnologia
que contemple todas las medidas que garanticen primero altos porcentajes de
supervivencia, y luego dindmicas tasas de crecimiento.
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La tecnologia de aclimatizacion aplicada alcanzd niveles maximos de supervivencia
con el empleo de acido jasmoénico. En la tabla 1 se puede observar el efecto del
acido jasmonico en la supervivencia de las plantulas de cafia de azucar durante la
aclimatizacion.

Tabla 1. Efectos del acido jasménico sobre la aclimatizacién de plantulas de cafia de
azucar provenientes de BIT.

Tratamientos % supervivencia | Z;=2,58
Sin acido jasmonico 95 Z05=1,96
Con 4acido jasmonico (1mg.L™") 99 Ze=5,26

La aplicacion de &cido jasmoénico incrementdé aun mas el porcentaje de
supervivencia de las plantulas de cafia de azucar provenientes de BIT, con una
diferencia significativa al nivel del 1% de error. Los resultados demuestran el valioso
efecto de este nuevo bioproducto, similar a otros discutidos por Preece y Sutter
(1991), basados en el cierre de los estomas y la reduccion de la deshidratacion de
las plantas que se evita con esta regulacion estomatica.

Una vez mas se demuestra la eficiencia de esta tecnologia de aclimatizacion
(Rodriguez, 2005) y la posibilidad de elevarla con el empleo un nuevo bioproducto
de la industria azucarera cubana.

Efecto del acido jasmoénico como madurador de cafia adulta en parcelas
experimentales.

Para cumplir este resultado se planificO6 montar un ensayo en parcelas
experimentales con la variedad C 87-51. En cultivos de inhibidores de la cafia de
azucar CV CP 5243, se logré un incremento de la germinacion de los embriones
aumento del % de supervivencia en 4,5 veces con relacion al control (ISACA).
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EFECTOS DE APLICACIONES DE BIOJAS® EN PLANTAS
BAJO CONDICIONES DE ESTRES.

INTRODUCCION

La produccion comercial de clones de Musa spp. es muy importante en numerosos
paises porque es un alimento basico para los pobladores y una fuente de ingreso
por las exportaciones, sin embargo sus rendimientos se disminuyen por la presencia
de enfermedades de origen fangico. En la biotecnologia el empleo de bioproductos
como el &cido jasmonico para inducir respuestas de defensa en las plantas ante el
estrés abidtico y bibtico, permite utilizar alternativas que responden a tecnologias
limpias que no afecten el ambiente. Con estas premisas se ejecutd esta
investigacion con el objetivo de

determinar los aspectos fisiologicos y bioquimicos de la respuesta defensiva
provocada por acido jasmonico Biojas® en plantas de platano (Musa AAB) clon
CEMSA 3/4 durante la aclimatizacion y contra Fusarium oxysporum f. sp. Cubense
raza 2.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron plantas provenientes de biorreactores de inmersion temporal (BIT) y las
evaluaciones se realizaron durante la aclimatizacion. Se determino el efecto de
aplicaciones exégenas de acido jasmonico (1y 2 mg L™) frente al estrés abiético que
representa la transicion in vitro-ex vitro en indicadores fisiolégicos y bioquimicos en
las hojas, y la mejor dosis en la induccion de mecanismos de defensa en las plantas
tratadas.

Procedimientos:

Material vegetal: platano clon CEMSA % (Musa AAB), plantas micropropagadas a
partir de las originalmente provenientes del banco de germoplasma del Instituto
Nacional de Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT).

Cultivo en BIT segun resultados previos de Roels et al. (2005), Cejas et al. (2005) y
Aragon et al. (2005), incluyendo 14 dias en aclimatizacion.

Biojas®: nombre comercial del producto con &cido jasmonico producido por el
ICIDCA a partir de fermentaciones por hongos Botryodiplodia theobromae. Se aplico
en tiempo considerado 0 en la investigacion.

Aislado de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 2 perteneciente al grupo de
compatibilidad vegetativa (GCV) 0124 que se logré a partir de plantas enfermas del
cultivar Burro CEMSA (grupo ABB, susceptible), procedentes del Banco de
Germoplasma de Banano del INIVIT. El aislamiento del hongo se realiz6 a partir de
la corteza exterior y del cilindro central de las plantas enfermas. La patogenicidad del
aislado se comprobd en plantas cultivadas en campo segin Sun y Su, 1984. La
identificacion de la raza y el grupo de compatibilidad vegetativa del aislado se llevé a
cabo por especialistas del Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal (INISAV).
Se inoculé en raices de las plantas seleccionadas a las 24 horas de iniciada la
investigacion, por lo tanto al dia siguiente de aplicado el Biojas®.

Los indicadores fisiolégicos: fotosintesis neta (umol CO, m? s) y la transpiracion
total (mmol H-O m? s™) con el equipo CIRAS-2 (Sistema Portatil de Fotosintesis,
Europa, PP Systems, UK) acoplado a una cubeta universal (PLC6 de 2.5 cm?).
Fecha de medicion: dia 42 de la aclimatizacion (28 de la investigacion) a las 09:00
horas.

Los indicadores bioquimicos: Actividad superoxido dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1)
(McCord y Fridovich, 1969). Actividad fenilalanina amonio-liasa (PAL) (EC 4.3.1.5)
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(Jorrin y Dixon, 1990). Contenido de proteinas solubles (Bradford, 1976). Fecha de
medicién: dia 42 de la aclimatizacion (28 de la investigacion) a las 09:00 horas.

El andlisis estadistico de los resultados se obtuvo con el empleo del utilitario
“Statistical Package for Social Science” (SPSS) version 11.5. En el pie de cada tabla
aparecen los analisis y las transformaciones de los datos que se utilizaron en cada
caso.

RESULTADOS

Los resultados relativos a los efectos de la aplicacion del bioproducto durante la
aclimatizacién se muestran a continuacion. En primer lugar la tabla 1 refiere los
datos relacionados con las dos dosis ensayadas sobre la supervivencia y
comportamiento foliar.

Tabla 1 Efectos de las dosis de acido jasmonico Biojas® sobre la supervivenciay
comportamiento foliar.

Biojas® (Img L™ % de Supervivencia* Numero de hojas
0 92 b 46D
1 96 a 5.6 a
2 96 a 412b
ES 0.12 0.05

Letras diferentes indican significacion (ANOVA, prueba Tukey, Eg 0.05). n=20,
* dato transformado segin y'= 2 arcsen ((y/100)°>).

Como se aprecia el bioproducto elevd la supervivencia de las plantas en los
primeros 28 dias en la fase de aclimatizacion y la dosis mas baja ademas favorecié
la emision de nuevas hojas. Es una evidencia mas de la accion antiestresante del
Biojas®. No obstante se reconoce que puede implicar cambios en elementos
vinculados con la fotosintesis no siempre favorables (Poonam et al., 2013, Ananiev
et al., 2004), a tenor de ellos se interpretan los resultados de la tabla 2.

Tabla 2 Efectos de las dosis de 4cido jasménico Biojas® sobre el intercambio
gaseoso foliar.

Biojas® (1mg L~ Fotosintesis Transpiracion Conductancia
D) (umol CO, m?s™ | (mmol H,O m? s Estomatica
b > (mmol H,0 m?s™)
0 7a 1a 60 a
1 7a 0.5b 30b
2 3b 0.4b 30b
ES 0.11 0.14 0.11

Letras diferentes indican significacion (ANOVA, prueba Tukey, p< 0.05). n=120

Los resultados demuestran que los efectos dependen de la dosis. La mas baja
favorecié la mejor combinacién de fotosintesis/transpiracion, fijacion de asimilatos
con menor pérdida de agua, también asociado con la mas baja conductancia
estomatica. La mayor dosis parece que motivdo cambios no favorables a pigmentos y
fotosistemas que redujeron la actividad fotosintética. De esta forma se demuestra la
utilidad de emplear el Biojas® a la dosis baja para evaluar ademas sus efectos ante
situaciones estresantes bidticas, cuyos resultados se muestran en las tablas
siguientes.
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Tabla 3. Manifestaciones foliares en plantas de platano clon CEMSA % con cuatro
combinaciones de dosis de Biojas® y de inoculaciones con Fusarium oxysporum f.
sp. cubense raza 2 en el dia 28 (42 de la aclimatizacion).

Biojas® (Img L™ | Inoculacién Hojas Plantas con hojas
marchitas/planta marchitas
0 NO 0 0
0 SI 2a 1a
1 NO 0 0
1 SI 05b 04b
ES 0.04 0.02

Letras diferentes indican significacion (ANOVA, prueba Tukey, p< 0.05). n=12

Biojas® redujo los valores de las hojas marchitas en las plantas inoculadas con el
hongo después del dia 14 segun la evaluacion realizada a los 21 dias (dia 35 en la
fase de aclimatizacion). Aunque no se lograron igualar los niveles del testigo, la
reduccion es aun mas notoria a los 28 dias de experimentacion.

No caben dudas del efecto positivo de este producto en el control de la marchitez
gue provoca en las hojas la presencia del hongo Fusarium oxysporum f. sp cubense
raza 2 en las plantas de platano previamente tratadas, lo que evidencia su empleo
eficiente con accion protectora ante esta enfermedad fungosa, como antes se valoro
ante plagas (Nabity et al., 2013).

El significado de la disminucién de la presencia de la patologia en las hojas en
términos del importante intercambio gaseoso que se desarrolla en estos érganos se
muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Intercambio gaseoso en plantas de platano clon CEMSA % con cuatro
combinaciones de dosis de Biojas® y de inoculaciones con Fusarium oxysporum f.
sp. cubense raza 2 en el dia 28 (42 de la aclimatizacién).

Biojas® (Img L™) Inoculacién Fotosintesis Transpiracion
(umol CO, m?s™) | (mmol H,O m?s™)
0 NO 14 a 09a
0 SI 1d 0.4b
1 NO 8b 0.4b
1 Sl 5c¢ 0.2c
ES 0.14 0.02

Letras diferentes indican significacion (ANOVA, prueba Tukey, p< 0.05). n=120

Las aplicaciones de Biojas® (acido jasménico, 1 mg L™) a plantas de platano (Musa
AAB) clon CEMSA %4, disminuyeron los niveles de asimilacion de CO; en las plantas
gue nunca fueron inoculadas. Esta respuesta se ha identificado previamente con la
induccion de enzimas degradantes de clorofilas y su implicacién en los fotosistemas
involucrados en actividad fotosintética (Poonam et al., 2013, Ananiev et al., 2004).
Sin embargo la manifestacién de la enfermedad fungosa reduce mucho mas este
proceso vital para las plantas, mientras que las previamente tratadas con la
formulacion de jasmonatos atenuaron los efectos estresantes de la patologia con
una capacidad fotosintética seis veces superior a las de las plantas sin la accién
protectora del producto.
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La transpiracién también se redujo en las hojas de los grupos de plantas tratadas
con Biojas®, se hizo evidente que el intercambio gaseoso fue mas eficiente al fijar
mas CO, con menores pérdidas de agua. En especial los efectos del producto fueron
muy favorables en esta proporcién en las plantas inoculadas con el hongo,
justificando su accién protectora en este proceso fisiolégico.

Las aplicaciones de Biojas® (acido jasménico, 1 mg L™?) a plantas de platano (Musa
AAB) clon CEMSA %, atenuaron los efectos estresantes en esta etapa de transicion
in vitro-ex vitro porque también promueven hojas con un intercambio gaseoso mas
eficiente en cuanto a la fijacién del CO, con menores pérdidas de agua.

La participacion de enzimas involucradas en mecanismos de defensa puede ayudar
a la interpretacion de estos efectos, son los resultados expuestos en las siguientes
tablas.

Tabla 5. Actividad de la super6xido dismutasa en plantas de platano clon CEMSA %
con cuatro combinaciones de dosis de Biojas® y de inoculaciones con Fusarium
oxysporum f. sp. cubense raza 2 en el dia 28 (42 de la aclimatizacion).

Biojas® (Img L™ [ Inoculacion | Actividad | Concentracion Actividad
Enzimatica Proteinas Especifica
(Umg™ MF) | (mg prot g*MF) | (U mg™ proteina)
0 NO 2.2ab 10b 0.2b
0 Sl 2.3ab 18 a 01c
1 NO 1.1b 12b 0.08 c
1 SI 2.7a 10 b 0.3 a
ES 0.07 0.47 0.02

Letras diferentes indican significacion (ANOVA, prueba Tukey, p< 0.05). n=6

Tabla 6. Actividad de la fenilamonio liasa en plantas de platano clon CEMSA % con
cuatro combinaciones de dosis de Biojas® y de inoculaciones con Fusarium
oxysporum f. sp. cubense raza 2 en el dia 28 (42 de la aclimatizacion).

Biojas® (Img L™) | Inoculacion | Actividad | Concentracion Actividad
Enzimética | Proteinas (mg Especifica
(U mg™* MF) prot g"*MF) (U mg™* proteina)
0 NO 2.2ab 10b 0.2b
0 SI 2.3ab 18 a 0.1c
1 NO 1.1b 12b 0.08 c
1 SI 2.7a 10 b 0.3a
ES 0.07 0.47 0.02

Letras diferentes indican significacion (ANOVA, prueba Tukey, p< 0.05). n=6

La igualdad de los contenidos de las proteinas solubles en las plantas sin tratar con
acido jasmonico ni el hongo y aquellas con aplicaciones de ambos, permite la mejor
comparacion de las respuestas enzimaticas como mecanismos bioquimicos
defensivos. Las actividades especificas de SOD y PAL fueron las mayores en el
segundo grupo de plantas antes citado.

Biojas® indujo reacciones de defensa en las plantas de platano de este estudio que
justifican la reduccion de los sintomas que se evaluaron en las mismas ante la
inoculacién del hongo. Estas son las primeras evidencias de la induccién de estos
mecanismos en Musa producto de aplicaciones exdégenas de acido jasmoénico. La
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accion de enzimas como la PAL después de la inoculacion fangica, pudo provocar
incrementos en fenoles involucrados en la lignificacion de las células como antes se
ha asociado también por elicitacion con &cido jasmonico (Jalalpour et al., 2014;
Gadzovska et al., 2007). Esta es considerada la primera linea de defensa contra un
amplio rango de patdégenos. Ademas la elevada actividad de enzimas oxidativas, en
este caso la SOD, se asocia con mecanismos de defensa para detoxificar especies
reactivas del oxigeno, rasgo comun de condiciones estresantes y en especifico ante
el ataque patogénico. La actividad SOD super6 cuantitativamente y ejercié efectos
presumiblemente més tempranos (Hancock et al., 2001) que la actividad PAL en
defensa de las plantas de platano ante el atague de Fusarium oxysporum f. sp
cubense raza 2.

En la tabla 7 se completa la informacion relativa al comportamiento del metabolismo
de fenoles.

Tabla 7. Compuestos fendlicos en plantas de platano clon CEMSA %, con cuatro
combinaciones de dosis de Biojas® y de inoculaciones con Fusarium oxysporum f.
sp. cubense raza 2 en el dia 28 (42 de la aclimatizacion).

Biojas® (Img L™ Inoculacion Fenoles libres Fenoles
(mg g™ MF) asociados a
pared celular
(mg g MF)
0 NO 7b 32b
0 SI 4c 20c
1 NO 75D 33b
1 SI 10 a 42 a
ES 0.27 1.17

Letras diferentes indican significacion (ANOVA, prueba Tukey, p< 0.05). n=6

Los datos corroboran que la accion de enzimas como la PAL después de la
inoculacién fangica, pudo provocar incrementos en fenoles involucrados en la
lignificacion de las células como antes se ha asociado también por elicitacion con
acido jasmonico (Jalalpour et al., 2014; Gadzovska et al., 2007), mientras enzimas
como las polifenoloxidasas tendrian una menor actividad en el metabolismo donde
catalizan la conversion de fenoles a sus correspondientes quinonas, que son
compuestos altamente reactivos que finalmente se polimerizan a melaninas (Davila
et al.,, 2016). En suspensiones celulares de Taxas baccata, el metiljasmonato
estimul6 la produccion de compuestos fendlicos y en paralelo a ella, en las células
elicitadas se aprecid un incremento de la actividad enzimatica PAL, lo que lo
evidencia como un efectivo elicitor (Jalalpour et al., 2014).

CONCLUSIONES

1. El Biojas® (&cido jasménico, 1 mg L™) indujo respuestas defensivas que
disminuyeron los sintomas en las hojas de plantas de platano clon CEMSA %
provocados por Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 2 en condiciones de
aclimatizacion.

2. Las aplicaciones de Biojas® (&cido jasmonico, 1 mg L™) a plantas de platano
(Musa AAB) clon CEMSA 9%, atenuaron los efectos estresantes en la
transicion in vitro-ex vitro porque promueven hojas con un intercambio
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gaseoso mas eficiente al fijar mas CO, con menores pérdidas de agua y en
especial en las inoculadas con el hongo.

La induccién de respuesta defensiva por Biojas® _(&cido jasménico, 1 mg L™)
en plantas de platano clon CEMSA % inoculadas con Fusarium oxysporum f.
Sp. cubense raza 2 es un proceso multifactorial que incluye reacciones del
metabolismo oxidativo catalizadas por SOD, y del metabolismo fendlico por la
accion cuantitativamente inferior de la PAL.

REFERENCIAS

1.

10.

11.

12.

Ananiev E. D.; K. Ananieva; |. Todorov, 2004. Effect of Methyl Ester of Jasmonic
Acid, Abscisic Acid and Benzyladenine on Chlorophyll Synthesis in Excised
Cotyledons of Cucurbita pepo (Zucchini). Bulgarian Journal of Plant Physiology, Vol.
30: 51-63.

Aragon, C. E.; M. Escalona; I. Capote; D.Pina; I. Cejas; R. Rodriguez; M. J. Cafial; J.
Sandoval; S. Roels; P. Debergh; J. Gonzalez-Olmedo. 2005. Photosynthesis and
carbon metabolism in plantain (Musa AAB) plantlets growing in temporary immersion
bioreactors and during ex vitro acclimatization. In Vitro Cell. Dev. Biol.Plant. 41: 550—
554,

Bradford, M. M. 1976. A rapid and sensitive method for the quantification of
microgram quantities of protein utilising the principle of protein-dye binding. Anal.
Biochem. 72: 248-254.

Cejas, I.; I. Capote; M. Escalona; C. Noceda; R. Rodriguez; M. J. Cafial; J. Sandoval;
S. Roels; P. Debergh. 2005. Protocolo para la proliferacion del platano (Musa AAB)
clon CEMSA % con el empleo de Meta-topolina en Biorreactores de Inmersion
Temporal. Bioveg 2005. Biotecnologia Vegetal y agricultura sostenible. ISBN 959-16-
03300-2. 3-4.

Davila, R. M.; R. Cortés; J. H. Gil. 2016. Cambios fisicos y fisico-quimicos durante el
almacenamiento en platano impregnado al vacio con soluciones antioxidantes.
Biotecnologia en el sector agropecuario y agroindustrial. 14 (2): 125-134.

Gadzovska S.; S. Maury; A. Delaunay; M. Spasenoski; C. Joseph; D. Hagege. 2007.
Jasmonic acid elicitation of Hypericum perforatum L. cell suspensions and effects on
the production of phenylpropanoids and naphtodianthrones Plant Cell Tissue and
Organ Culture. 89(1):1-13.

Hancock, J.T., Desikan, R.; Neill, S.J. 2001. Role of reactive oxygen species in cell
signalling pathways. Biochem. Soc. Trans. 29:345-350.

Jalalpour Z.; L. Shabani; L. Afghani; M. Sharifi; S. A. Amini. 2014. Stimulatory effect
of methyl jasmonate and squalestatin on phenolic metabolism through induction of
LOX activity in cell suspension culture. Turk J Biol (2014) 38: 76-82

Jorrin, J.; R. A. Dixon. 1990. Stress Responses in Alfalfa (Medicago sativa L.). Il
Purification, Characterization, and Induction of Phenylalanine Ammonia-Lyase
Isoforms from Elicitor-Treated Cell Suspension Cultures. Plant Physiology. 92:447-
455

McCord, J.; I. Fridovich. 1969. Superoxide dismutase: an enzymic function for
erythrocuprein. J. Inorg. Biochem. 244: 6049-6055.

Nabity, P. D.; J. A. Zavala; E. H. DelLucia. 2013. Herbivore induction of jasmonic acid
and chemical defences reduce photosynthesis in Nicotiana attenuata. J. Exp. Bot.
2013 64(2):685-94.

Poonam, S.; H. Kaur; S. Geetika. 2013. Effect of Jasmonic Acid on Photosynthetic
Pigments and Stress Markers in Cajanus cajan (L.) Millsp. Seedlings under Copper
Stress. American Journal of Plant Sciences, Vol. 4 No. 4: 817-823.

a7


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23264519
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23264519
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23264519

ENSAYOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL ACIDO
JASMONICO EN LA MICROPROPAGACION Y EL CONTROL
BIOLOGICO DE PLANTAS DE INTERES COMERCIAL

INTRODUCCION.

El Acido Jasmodnico (AJ), su metil ester (metil jasmonato, MeJA) y su amino acido
conjugado son reguladores del crecimiento vegetal enddgeno, sintetizados de
manera natural por una gran variedad de plantas.

El MeJA fue descubierto e identificado como componente aromatico de aceites
esenciales de la flor del jazmin (Jasminum grandiflorum) (Demole et al., 1962),
mientras el AJ libre fue aislado en 1971 a partir de sobrenadantes de cultivos del
hongo Botryodiplodia theobromae (Aldridge et al., 1971).

Conocido por algunos como hormona del estrés (Witek et al., 2002; Suhita et al.,
2004, Van Dam y Bezemer, 2006) y promotor de defensa y de la senescencia (Ueda
y Kato, 1980; Chen et al., 2004), el 4cido jasmonico se ha convertido en uno de los
reguladores de crecimiento mas estudiados en los ultimos afos, aunque el
conocimiento actual acerca de su papel, su modo de accion en las plantas y los
mecanismos moleculares de transmision de sefales relacionados es aun muy
limitado (Lorenzo y Solano, 2005)

En el marco del proyecto cubano "Produccion y aplicacion de jasmonatos producidos
por hongos Botryodiplodia sobre cultivos de células y plantas de interés
economico’, se desarrolld la presente investigacion con el objetivo de Establecer los
efectos de jasmonatos en la micropropagacion de plantas de interés comercial.

MATERIALES Y METODOS

l. PINA: La investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Transferencia de
Tecnologias BIOPLANT-EXPORT vy en las areas de Aclimatizacion del Centro de
Bioplantas de la Universidad de Ciego de Avila (UNICA), Cuba, durante el periodo
comprendido entre el 23 de Noviembre de 2006 y el 23 de Mayo de 2007.
Técnicas y procedimientos generales.

- Seleccion del material vegetal.
Se utilizaron vitroplantas de pifia (Ananas comosus (L.) Merr.) variedad MD-2,
micropropagadas segun la metodologia propuesta por Daquinta y Benegas (1997)
modificada con el empleo de la inmersion temporal en la fase de multiplicacion (un
mes) y en la preelongacion (21 dias).

- Composicion de los medios de cultivo.
Se empleé como medio basal las sales MS propuestas por Murashige y Skoog
(1962), con un suplemento especial constituido por: el myoinositol (0,1 g. L™), el
acido naftalenoacético (ANA) (0,5 mg. L™), la tiamina. HCI (1 mg. L™) y la sacarosa
(30 g. LY. El pH se mantuvo en el rango de 5,7 a 5,8 en todos los casos.
Acido jasmonico
El acido jasmonico empleado en todos los casos se corresponde con el producto
proveniente del proyecto: Produccion y aplicaciéon de jasmonatos producidos por
hongos Botryodiplodia sobre cultivos de células y plantas de interés econémico,
coordinado por ICIDCA en el marco del PNCT en Biotecnologia Agricola. Las dosis
empleadas se relacionaron al considerar resultados previamente logrados por
Gonzélez-Olmedo et al. (2002).
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- Condiciones de Cultivo
Las manipulaciones se realizaron en un medio totalmente aséptico en una cabina de
flujo laminar. Los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave a 121°C y 1.2
kg/cm? de presién segun las indicaciones y el tiempo sugerido por Sigma (1992) de
acuerdo al volumen del medio. El pH del medio se ajusté en todos los casos a 5,7
previo a la esterilizacién. Las vitroplantas fueron cultivadas en magentas plasticas
transparentes (7,2 cm de didmetro inferior, 8,6 cm de didmetro superior y 9,2 cm de
altura), con 35 mL de medio liquido en cada una. La fase de elongacion y
enraizamiento se llevd a cabo en una camara de cultivo de luz artificial con un flujo
de fotones fotosintéticamente activos (FFF) de 120 pmol.m?.s™ y una temperatura de
27 + 2°C durante 45 dias.

- Aclimatizacion.
Para la adaptacion de las plantulas, se aplicé el protocolo propuesto por Yanes et
al., (2000) con modificaciones, utilizando como sustrato la mezcla de zeolita +
cachaza 1: 1 (v: v) en bandejas plasticas con 60 orificios (V=160 cm®). No se utilizé
ningun control biologico tal como Trichoderma, ni biofertilizante (Micorrizas o
Azotobacter), ni cualquier otro fertilizante u hormona de aplicacion foliar, propuestos
por este autor.
Las vitroplantas se colocaron en camaras experimentales protegidas, equipadas con
un sistema automatizado de riego por nebulizacion automatizado. Durante los
primeros 30 dias, se mantuvo la intensidad luminica promedio a 458 umol.m?.s™ |
medidos a las 12:00 meridiano, y el intervalo de riego fijo de 30 minutos. El tiempo
de riego fue variando: tres minutos en la primera semana, dos minutos en la
segunda y 30 segundos en las dos ultimas semanas. Pasados los 30 dias se
incrementé hasta el FFF de 920 umol.m?.s™ y el riego fue de una a dos veces al dia
a saturacion del sustrato, siempre acorde con lo recomendado por Yanes et al.
(2000).

- Biologia de Phytophthora nicotianae var. Parasitica.
La cepa de Phytophthora nicotianae var. parasitica fue aislada de las plantas de pifia
en las areas de la Empresa Pifia de Ciego de Avila. Se tomaron hojas que
presentaban los sintomas tipicos de la enfermedad, las lesiones se lavaron con agua
corriente, se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 1%, durante 3 minutos, luego
se pasaron por alcohol al 70% y se lavaron con agua destilada estéril. Las muestras
se colocaron en agar papa-dextrosa (PDA) y se incubaron a 28 °C durante 48 horas,
el micelio observado se transfiri6 a placas con agar papa-dextrosa (PDA) para
obtener un cultivo puro de hongo.

Efectos del acido jasmoénico sobre la calidad de las vitroplantas de pifia
Ananas comosus (L.) Merr.) variedad MD2 cultivadas in vitro en la fase de
elongacién y enraizamiento.

El primer experimento se realizé en un disefio experimental de bloques al azar de
tres tratamientos con diez réplicas cada uno.

Las vitroplantas se encontraban en la fase de multiplicacién (listas para el
enraizamiento) segun la metodologia anteriormente mencionada. Se llevaron a la
fase Il segun el mismo protocolo, afiadiendo al medio de cultivo el acido jasmdnico
(AJ) arazén de 1 mg. L™,

Para el cultivo se utilizaron 30 magentas en total, es decir cada tratamiento con diez
magentas (cada magenta representé una réplica). En cada una se colocaron diez
plantas.

Los tratamientos fueron:
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= Sin &cido jasmonico: Testigo.

= Con &cido jasménico sin filtrar (Img. L™): Tratamiento 1.

= Con &cido jasménico filtrado(1mg. L™): Tratamiento 2.
En el tratamiento 1, el acido jasmonico sin filtrar se afiadié antes de la coccion del
medio de cultivo. Los medios se cocinaron a 80°C antes de afadirle el G-1 como
agente desinfectante. Para et tratamiento 2, se le adicion6 la misma dosis
previamente filtrada con el filtro Nalgene® de 2 ym después de cocinar el medio, y
en la cabina de flujo laminar.
Se evaluaron:

e La contaminacion y supervivencia in vitro.
Las variables anatomo-morfoldgicas.
La actividad fotosintética y la transpiracion
La concentracion de las clorofilas
La supervivencia ex vitro.

- Contaminacion y supervivencia in vitro.
Una vez colocadas en la camara de cultivo para la elongacion y el enraizamiento, las
plantas se evaluaron cada 24 horas durante los tres primeros dias, y luego cada
siete dias hasta los 45 dias. Se observaron para apreciar la presencia de
contaminantes visibles: es decir cualquier colonia de hongos (esporas) o bacterias.
Ademas se evaluo la posibilidad de plantas muertas o con necrosis.
Indicadores anatomo-morfoldgicos de la calidad de vitroplantas
Finalizada la fase de enraizamiento (a los 45 dias), las plantulas se clasificaron para
establecer su competencia. Se consideran competentes las plantas que miden mas
de 4 cm e incompetentes las de menos de 4 cm, segun la metodologia de
micropropagacion propuesta por Daquinta y Benega (1997) y Escalona et al. (1999).
Se escogid de cada tratamiento un grupo de 20 plantas mas representativas
(competentes e incompetentes) de las cuales se evaluaron: el nimero de hojas, la
longitud de la hoja mayor, la altura de las plantas, el diametro del tallo, el namero de
raices, la longitud de la raiz mayor, la masa fresca, la masa seca y la fotosintesis.
Las longitudes fueron medidas con una regla graduada en mm mientras la masa
fresca se determind con una balanza analitica Saltorio.
Para la determinacion de la masa seca, se tomaron de las 20 plantas anteriormente
pesadas con la balanza analitica, una muestra de 10 plantas, las cuales se
envolvieron en papel y colocaron en una estufa a 105°C durante 72 horas para su
secado, y se pesaron cada 24 horas con la misma balanza analitica hasta obtener el
peso constante.

- Actividad fotosintética y la transpiracion.

Para la evaluacion de la capacidad fotosintética maxima, se escogieron dentro de las
plantas de mas de 4 cm de altura, cinco plantulas mas representativas, de las cuales
se tomaron las hojas totalmente extendidas, evaluadas entre 10:00 y 11:00 am. La
capacidad fotosintética y la transpiracion estomatica se midieron con el empleo del
equipo CIRAS-2 (Sistema Portatil de Fotosintesis, Europa, PP Systems, UK) acoplado
a una cubeta universal (PLC6). El area de la cubeta se cubrid totalmente con las
hojas jovenes completamente expandidas (2.5 cm?). La concentracién de diéxido de
carbono, la humedad relativa y la luz fueron valores ambientales. Las variables
determinadas fueron la fotosintesis neta (FN) (umol CO, m?s™), la evapotranspiracion
(EVAP) (umol H.O m?s™) y la conductancia estomatica (CE) (umol H,O m?s™).
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- Evaluacion de la concentracion de las clorofilas.
Para esta evaluacion se tomaron hojas (con caracteristicas similares a las utilizadas
para la determinacion de la fotosintesis) de 15 plantas (tres repeticiones de cinco
plantas cada una) por tratamiento, para la extraccién de las clorofilas a, b y totales.
De ellas se tomé 1,0 g de hojas frescas, previamente maceradas en nitrégeno
liquido, se utiliz6 como solvente extractivo acetona al 80%. La absorbancia de la
solucion extraida fue medida a longitudes de ondas de 663,2 y 646,8 nm segun
protocolo descrito por Porras (1991). El contenido de las clorofilas (ug.g™ MF) se
calculo de la forma siguiente:
Clorofila a = 13,19 x Absorbancia a 663,2 nm — 2,57 x Absorbancia 646.8 nm.
Clorofila b = 22,10 x Absorbancia a 646,8 nm — 5,26 x Absorbancia a 663,2 nm.
Clorofilas totales = 7,93 x Absorbancia a 663,2 nm + 19.53 x Absorbancia a 646,8.

Supervivencia de las plantulas en condiciones de aclimatizacion.

Las plantulas provenientes del enraizamiento in vitro se plantaron en tres bandejas
plasticas de 60 orificios (V=160 cm®) en un sustrato compuesto por una mezcla de
zeolita + cachaza 1: 1 (v: v). En la primera bandeja (Testigo) se colocaron plantas
gue venian del medio sin acido jasmonico, en la segunda las que tenian el acido
jasmonico sin filtrar y la tercera la que tenian el acido jasmonico filtrado.

Se plantaron sesenta plantas por tratamiento (tres repeticiones de veinte plantas
cada una). Se evalu6 el numero de plantas muertas por tratamiento cada siete dias
durante 28 dias.

Efectos del acido jasmonico en la interaccion de plantas de pifia Ananas
comosus (L.) Merr.) variedad MD2 con Phytophthora nicotianae var. parasitica
en lafase de aclimatizacion.

Para evaluar la interaccion con la Phytophthora, se consideraron dos casos: uno
con las plantas provenientes del experimento anterior, es decir que habian recibido
el AJ in vitro, y el otro con plantas que se propagaron sin JA.
El &cido jasmonico en la interaccidon pifia- Phytophthora nicotianae var. parasitica en
plantulas previamente cultivadas con él in vitro, a los dos meses en aclimatizacion.
Las plantas procedentes del primer experimento, después de haber cumplido dos
meses en adaptacion, se dividieron en seis grupos. Tres de ellos se asperjaron con
el cido jasmoénico (Img. L™) y a otros con agua potable sin AJ, 24 horas antes de
inocularlas con Phytophthora nicotianae var. parasitica.
Los tratamientos fueron:

= Sin acido jasménico in vitro sin AJ en aclimatizacién + Phytophthora

= Sin acido jasmonico in vitro + AJ en aclimatizacion + Phytophthora

= Con acido jasmonico sin filtrar sin AJ en aclimatizacion + Phytophthora

= Con acido jasmonico sin filtrar + AJ en aclimatizacion + Phytophthora

= Con acido jasmonico filtrado sin AJ en aclimatizacion + Phytophthora

= Con acido jasmonico filtrado + AJ en aclimatizacion + Phytophthora
El hongo se aislé de la misma forma antes descrita y fue multiplicado en placas de
Petri con agar jugo de tomate picante. En ellas se sembraron discos de 10 mm de
diametro, colocando éstos en el centro de cada placa hasta 72 horas.
Para la inoculacion, se utilizé la técnica de puncion en la base de las hojas bajo
condiciones estériles, y sumersion de las vitroplantas en una solucion con una

51



concentracion de 10° zoosporas. mL™, elementos de la metodologia propuesta por
Rodriguez et al. (2002).
Se evaluaron y se determiné el porcentaje de las plantas muertas cada 24 horas
hasta las 144 horas. Se utilizaron 18 vitroplantas por cada tratamiento (tres
repeticiones de seis plantas cada una).
El acido jasménico en la interaccion pifia - Phytophthora nicotianae var. parasitica en
plantulas de dos edades diferentes en aclimatizacion, con el empleo de diferentes
dosis.
Se utilizaron dos grupos de vitroplantas de pifia de diferentes edades que no habian
recibido el acido jasmonico in vitro: las primeras con tres semanas y las segundas
con dos meses en aclimatizacion, segun las metodologias previamente descritas
en micropropagacion y en aclimatizacion, respectivamente. Ambos grupos fueron
asperjados con diferentes dosis del acido jasmoénico 24 horas antes de inocularlas
con Phytophthora nicotianae var. parasitica segun los siguientes tratamientos:

= Sin acido jasmonico + Phytophthora :Tratamiento O

= Con Acido jasmonico (Img. L™ + Phytophthora :Tratamiento 1

= Con Acido jasmonico (2 mg. L™) + Phytophthora: Tratamiento 2

= Con &acido jasmonico (3 mg. L™) + Phytophthora: Tratamiento 3
Se utilizaron 15 vitroplantas por cada tratamiento (tres repeticiones de cinco plantas
cada una).
El aislamiento, la siembra y la técnica de inoculacion del hongo fueron realizados
segun el protocolo anteriormente descrito. Se evaluaron y se determind el porcentaje
de las plantas muertas cada 24 horas hasta las 144 horas.

- Procedimiento estadistico
El analisis estadistico de los resultados se desarroll6 con el empleo del utilitario
“Statistical Package for Social Science” (SPSS). Se realizaron andlisis no
paramétricos (ANOVA de clasificacion simple, prueba C Dunnett P< 0,05) después
de chequeada la distribucion normal y la homogeneidad de las varianzas (Kruskall-
Wallis, P< 0,05) para la variables anatomo-morfolégicas, la competencia in vitro, y la
supervivencia en aclimatizacion, luego de transformados los datos de estas dos
Ultimas variables. Para el segundo experimento, se aplico el ANOVA de
clasificacion simple, prueba Tukey P< 0,05) después de transformados los datos. El
tipo de procesamiento y transformaciones realizados en cada caso aparecen
reflejados en las tablas y figuras de Resultados y Discusion. Las variables se
transformaron sélo para el andlisis estadistico, no para la presentacion de los datos.

II. SPATHYPHILLUM

Los experimentos se desarrollaron en el Area de Adaptacion del Centro de

Bioplantas de la Universidad de Ciego de Avila, Cuba. Como material vegetal se

emplearon plantulas de Spathyphillum ‘Sensation’.

Durante la fase de aclimatizacion se siguieron las labores que forman parte de los

componentes de las Tecnologias de Aclimatizacion para las especies objeto de

estudio, acorde a lo establecido en los Procedimientos Normalizativos de

Operaciones (PNO) recogidos en el Manual de Aseguramiento de la Calidad (2002).

Las generalidades de estos PNO son:

- Colocar las plantas en bandejas de 144 pocillos, los cuales contenia como
sustrato la mezcla arena mas cachaza, en la relacion 1:1 (v:v).

- Colocar estas bandejas en las casas de aclimatizacion bajo tuneles con 85+5%
de humedad relativa y FFF= 400 pumoles.m™?s™, por espacio de siete dias. El
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riego empleado en esta fase lo garantiza un sistema de microaspersores
programado para regar cada 30 minutos por espacio de cinco minutos.

- Trasladar las bandejas a los siete dias a espacios abiertos en estantes dentro de
la casa de aclimatizacién que posee un FFF= 600 pmoles.m?.sty 70+5% de HR
promedio, ambos medidos a las 12m. Bajo estas condiciones de cultivo se
aplican dos riegos manuales en el dia, que garantizan que el sustrato
permanezca siempre hiumedo.

- En los ambientes arriba descriptos permanecen hasta alcanzar los indicadores
de calidad exigidos para la comercializacion segun el Manual de Aseguramiento
de la Calidad (2002) y que particulariza para la especie lo que a continuacién se
muestra:

Especie Altura de la planta (cm) NUumero de hojas
Spathyphillum >4.0 >5,0

Los experimentos se disefiaron para evaluar los efectos del acido jasmonico (JA)
sobre variables de crecimiento y desarrollo de las plantas durante el transito por la
fase de aclimatizacion. Se evaluaron tres tratamientos:

- Control (sin la aplicacion del AJ).

- AJala concentracién de 1.0 mg.L™.

- AJala concentracién de 2.0 mg.L™.

Las aspersiones se realizaron en el momento de entrada a esta fase. Se aplicé por
aspersion foliar, a razon de 200 mL cada 120 plantulas en horas tempranas de la
mafana y posterior a que la superficie de las hojas se secara del agua del riego
matutino. Las plantulas del grupo control se asperjaron sélo con agua.

Durante el desarrollo de los experimentos se realizaron las siguientes evaluaciones:
a) Supervivencia, porcentaje, a 120 plantulas.

b) NUmero de hojas.

c) Area foliar de la planta.

d) Area foliar de la hoja mayor.

e) Area foliar de la hoja menor.

f) Numero de raices.

g) Longitud de la mayor raiz.

h) Masa fresca.

i) Fotosintesis.

j) Conductancia estomatica.

k) Evapotranspiracion.

Efectos de las aplicaciones de acido jasménico sobre la supervivencia de las
plantulas de Sphathyphillum ‘Sensation’ durante la aclimatizacion.

La variedad empleada fue ‘Sensation’ con un procedimiento sin modificaciones a lo
establecido en el Instructivo Técnico antes mencionado. La calidad del material
vegetal utilizado se correspondioé con las exigencias del Manual de Aseguramiento
de la Calidad (2002), o sea las plantulas alcanzaban una altura promedio de 1,5 cm
en el momento de ser transferidas a la fase de aclimatizacion.

Las evaluaciones se realizaron durante un periodo de 28 dias. El porcentaje de
supervivencia (%) fue determinado en las primeros 7, 14, 21 y 28 dias, incluidas las
primeras 24, 48 y 72 horas.
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Efectos de las aplicaciones de &cido jasmonico sobre las variables
anatomorfoldgicas de las plantulas de Sphathyphillum ‘Sensation’ durante la
aclimatizacion.

En las mismas plantas se realizaron las siguientes evaluaciones de conteo del
namero de hojas. Esta variable se midi6 a 120 plantulas de cada uno de los tres
momentos: 7, 14 y 28 dias.

En el experimento, también se evalué el area foliar de la planta, area foliar de la hoja
mayor, area foliar de la hoja menor, niUmero de raices, longitud de la mayor raiz (cm)
y masa fresca (g). El area foliar se determino utilizando la formula A= (a+b). Estas
se realizaron al final del experimento, a los 28 dias. Se utilizaron veinte plantas
representativas de cada tratamiento.

Efectos de las aplicaciones de &cido jasmodnico sobre las variables de
intercambio gaseoso en las hojas de las plantulas de Sphathyphillum
‘Sensation’ durante la aclimatizacion.

Los indicadores que se midieron para conocer los efectos del acido jasmaonico fueron
actividad fotosintética (umol (CO.) m?s™), conductancia estomatica (umol (H,0) m™
s™) y transpiracién (umol (H.0) m?s™). Las evaluaciones se realizaron a los 7, 14 y
28 dias.

Para la evaluacion de la actividad fotosintética y la transpiracion se emplearon
siempre hojas completamente expandidas y fotosintéticamente activas
(completamente verdes). Las mismas se tomaron entre las 9:00 am y 10:00 am.
Estas variables se midieron con el empleo de un Sistema Portatil de Fotosintesis,
Europe, PP Systems, UK (CIRAS-2) acoplado a una cubeta universal (PLC6).

El area de la cubeta (PLC8) se cubrié totalmente (2.5 cm?) con las hojas jévenes
completamente expandidas.

- Analisis Estadistico

El analisis estadistico se realizé con el uso del utilitario Statistical Package for Social
Sciences (SPSS, versi6n 11.5 para Windows Copyright® SPSS, INC, 1998). Se
comprob6 la distribucion normal y la homogeneidad de varianzas mediante las
pruebas Kolmogorov-Smirnov y Levene, respectivamente. Se realizaron pruebas
paramétricas (ANOVA, Tukey, p< 0,05) y no paramétricas (Kruskall-Wallis y
Dunnett’s C, p< 0,05). El tipo de procesamiento realizado en cada caso aparece
reflejado en las figuras y tablas del capitulo de Resultados y Discusion.

Il PLATANO

El experimento se realiz6 en las instalaciones del Centro de Bioplantas de la
Universidad de Ciego de Avila, Cuba. Se emplearon plantas de platanos var.
CEMSA ¥ procedentes de la fase de crecimiento in vitro en Biorreactores de
Inmersion Temporal (BIT) previamente seleccionadas como competentes para pasar
a la fase de aclimatizacion como lo informé Aragon et al. (2005). Las mismas
superaron los 0.3 cm del grosor del seudotallo y presentaron al menos dos hojas
completamente expandidas y una altura mayor a los 2.5cm.

Se plantaron en sustrato compuesto por cachaza y suelo rojo (1:1 v:v) en bandejas
de 40 pocillos con una capacidad de 95 cm® cada uno. Los ambientes de las casas
de aclimatizaciéon se caracterizaron por temperaturas maximas promedio de 28-
30°C, una humedad relativa de 80-90%, concentracion de CO, de 375-400 umol.mol’
!y fotoperiodo correspondiente a los ciclos naturales, con 1000 umol m?s™* de
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intensidad luminica, donde permanecieron por 42 dias. Luego se transplantaron a
bolsas con 1.6 kg del sustrato antes citado y continuaron bajo las mismas
condiciones ambientales.

Las plantas se asperjaron con acido jasménico a concentracion de 1mg.L™ segin
Gonzélez-Olmedo et al. (2002).A las 24 horas de asperjadas con &cido jasmonico o
agua (en el testigo) se inocularon con soluciéon de esporas del hongo Fusarium
oxysporum f. sp cubense raza 2 segln la metodologia establecida por Bermudez et
al. (2002), como sistema de seleccion. Los elementos béasicos de estas son: solucién
de 3 x 10° esporas /mL del hongo, sumergir las raices por 30 minutos, inoculacion
del sustrato con la solucién y con restos de las plantas. Se evaluaron cada 7 dias
hasta los 28 dias las siguientes variables morfolégicas: nimero de hojas/planta,
longitud de la hoja mayor, ancho de la hoja mayor, diametro del tallo, y los
indicadores fisioldgicos: fotosintesis neta expresada en pmol de CO, mZs? la
transpiracion expresada en mmol de H.O m?.s™*y conductancia estomatica en mmol
de H,O0 m2s™.

Las mediciones de las variables fisiologicas se realizaron con el equipo CIRAS-2
(Sistema Portétil de Fotosintesis, Europa, PP Systems, UK) acoplado a una cubeta
universal (PLC6 de 2.5 cm?), siempre entre 09:00 y 10:00 horas. Estas se hicieron a
cuatro plantas por tratamiento con treinta repeticiones para un total de 120 valores,
mientras que para variables morfolégicas se utilizaron 11 plantas. Ademas se
evaluaron el nimero de hojas enfermas por plantas y numero de plantas enfermas.
El andlisis estadistico de los resultados se desarrolld con el empleo del utilitario
“Statistical Package for Social Science” (SPSS) versién 11.5. En el experimento las
variables fueron evaluadas mediante analisis paramétricos (ANOVA, prueba Tukey,
P< 0,05) después de chequeada la distribucion normal (Kolmogorov-Smirnov,
P<0,05) y la homogeneidad de las varianzas (Levene, P< 0,05).

En el experimento se le realizaron analisis bifactoriales que tuvo presente el factor
acido jasmonico con dos niveles (0.0 y 1:00 mg.L™) y el factor Fusarium oxysporum
f. sp cubense raza 2 con los niveles plantas sin inocular y plantas inoculadas. En
cuanto al numero de hojas/planta, nimero de hojas enfermas por planta y nimero
de plantas enfermas se considerd factor los tiempos (0;7;14;21;28 dias) y el factor
Fusarium oxysporum f. sp cubense raza 2. con y sin acido jasmoénico asperjado.
Para estas ultimas variables el tipo de transformacién de datos aparece en el pie de
la figura correspondiente, las variables se transforman solo para el andlisis
estadistico, no para la presentacion de los datos.

RESULTADOS Y DISCUSION.

. PINA
Efectos del acido jasmoénico sobre la calidad de las vitroplantas de pifia
(Ananas comosus (l.) Merr.) variedad MD2 cultivadas in vitro en la fase de
elongacién y enraizamiento.
- Contaminacion y supervivencia in vitro.
Las plantulas cultivadas in vitro se evaluaron cada 24 horas durante los tres
primeros dias y luego semanalmente hasta 45 dias para valorar su posible
contaminacion in vitro, es decir la aparicion de cualquier colonia de bacteria o de
hongos en el cultivo. Durante este periodo, no hubo ninguna contaminacion.
También se evalud la supervivencia con la misma frecuencia, y durante los 45 dias
no hubo ninguna planta muerta por lo que la supervivencia fue de 100% en todos los
tratamientos. Estos resultados confirman que la aplicacion del acido jasménico (1mg.
LY en la fase de enraizamiento in vitro de las plantas de pifia (Ananas comosus (L.)
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Merr.) variedad MD2 no causa ni contaminacion ni muerte de las plantulas cultivadas
en los medios enriquecidos con él.

- Indicadores anatomo-morfolégicos de la calidad de vitroplantas.

Cumplidos 45 dias, las plantulas se clasificaron para establecer su competencia
cuyos resultados se reflejan en la tabla 1: en los tratamientos con el &cido
jasmonico, los porcentajes de plantas competentes, es decir aptas para adaptarse
en condiciones ex vitro de aclimatizacién, fueron inferiores (82 y 87%) comparados
con el tratamiento testigo donde todas las plantas fueron competentes.

En la tecnologia de micropropagacion de la pifia, el tamafio minimo de brotes
potencialmente aptos para la aclimatizacién ex vitro esté establecidoa 4 cmy a 0,2
g de masa fresca (Daquinta y Benega, 1997; Escalona et al., 1999), aunque los de
cuatro a seis centimetros (4-6 cm) parecen requerir tratamiento adicional antes de
entrar en aclimatizacion (Escalona et al., 1999; Yanes et al., 2000 ).

El menor grado de competencia registrado en las plantulas cultivadas con el acido
jasmonico demuestra el efecto inhibidor de la aplicacion de este en el crecimiento y
desarrollo in vitro.

Tabla 1. Efectos del 4cido jasménico sobre la competencia de vitroplantas de pifia
(Ananas comosus (L.) Merr.) variedad MD2 a los 45 dias de cultivo in vitro en la fase
de elongacién y enraizamiento para el transito a la aclimatizacion.

% Plantas competentes

TRATAMIENTOS (Mas de 4 cm.)
TESTIGO 100 a
AJ NO FILTRADO (Img. LY 87 b
AJ FILTRADO (Img. LD 82 ¢C
SIGNIFICACION. *
ET 0,98

Para el anélisis los datos se transformaron segiin X=2 arcsen [(*100)*°]. Los datos
representan las medias para N= 100. Las madias con letras diferentes indican la
significacién segun la prueba no paramétrica Kruskal — Wallis y C Dunnett, para
valores de p< 0.05. * Significacion. ET: error tipico

La diferencia observada entre las plantas cultivadas con el acido jasmonico filtrado y
el acido jasmoénico no filtrado se puede deber a dos razones: a) que el &cido
jasmonico sea termolabil, lo que hizo que el &cido jasmdnico no filtrado tenga menor
eficiencia porque se cocind con el medio, mientras el 4cido jasmonico filtrado fue
afiadido en el flujo laminar, después de la coccion; b) que el acido jasmdnico tenga
un cierto grado de impureza, lo que influiria sobre la concentracion de la solucion en
el medio suplementado por el acido jasmoénico no filtrado. ElI AJ filtrado tendria
mayor grado de pureza, y por ende, mayor eficiencia.

La aplicacion del acido jasménico influyd significativamente sobre las variables
anatomo-morfolégicas de las plantulas de pifia cultivadas in vitro como se puede
observar en la tabla 2.
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Tabla 2. Efectos del &cido jasmoénico sobre las variables anatomo-morfolégicas de las
vitroplantas de pifia (Ananas comosus (L.) Merr.) variedad MD2 a los 45 dias de cultivo
in vitro en la fase de elongacién- enraizamiento.

VARIABLES
Numero Longitud Numero Longitud Alturadela
TRATAMIENTOS  gde hojas de la hoja de de la plantula
mayor raices raiz (cm)
(cm) mayor
(cm)
TESTIGO 11,9 4,55 a 6,8 a 2,97 a 5,955 a
AJ NO FILTRADO
-1
(Img. L7) 11,5 3,45 b 2,45 b 0,9b 4,69 b
AJ FILTRADO
-1
(Img. L™) 10,7 3,16 b 205b  0,625b 4,435 b
SIGNIFICACION. N/S * * * *
ET 0,20 0,13 0,36 0,17 0,15

Los datos representan las medias para para N= 20. Las letras diferentes indican
diferencias significativas segun la prueba no paramétrica Kruskal — Wallis y C
Dunnett , para valores de p< 0.05, * significacion, N/S no significativa, ET: error tipico
En las plantulas cultivadas con el acido jasmonico, la elongacion tanto de las hojas,
raices o de la planta en general se redujo. Ademas, la emision de raices disminuyo
2,7 veces en el tratamiento con el acido jasmonico no filtrado y 3,3 veces en el
tratamiento con el acido jasmonico filtrado, comparados con el tratamiento testigo.
En el estudio realizado con raices aisladas de tomate (Lycopersicon esculentum
Mill. cv Bush Beefsteak) cultivadas in vitro, Tung et al., (1996) demostraron que el AJ
tiene un efecto inhibidor de la elongacion de las raices. También, el metil jasmonato
redujo el crecimiento del sistema radical en Catharanthus roseus (El-Sayed y
Verpoorte, 2004). En un semillero de Arabidopsis (Arabidapsis thaliana), el
crecimiento de las raices primarias disminuyé en un 50% cuando se establecieron
en un medio con 0,1 uM MeJA. (Staswick et al., 1992). Maksymiec y Krupa (2007)
concluyeron que los jasmonatos, el etileno y la actividad del NADPH oxidasa pueden
estar involucrados en la inhibicion de raices y hojas en Phaseolus coccineus, Allium
cepay Zea mays.

En esta funcion inhibidora de la elongacion de los brotes y la emisidon de raices, el
acido jasmonico pudo influir directamente sobre los patrones fisiolégicos de las
plantulas tales como la division celular, la fotosintesis, las sintesis de proteinas, etc.,
o0 interactuar negativamente con el ambiente quimico (las hormonas) del cultivo. En
su estudio de los efectos in vitro del acido jasmoénico y la kinetina sobre la
tuberizacion, Pelacho y Mingo-Castel (1991) informaron que el alto grado de
tuberizacion inducido por el acido jasmoénico fue acompafiado por la disminucion de
la habilidad radical.

Otros autores evocan una compleja interaccion entre los efectos del &cido jasménico
con otros reguladores del crecimiento tales como el acido abscisico, el acido
salicilico y el etileno (Genoud y Métraux, 1999; Anderson et al., 2004; Gao et al.,
2004) en la sefializacién de varias funciones metabdlicas donde puede cooperar
(Suhita et al., 2004; Lorenzo y Solano, 2005) o antagonizar (Harms et al., 1998). Por
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otro lado, se ha comprobado que el acido jasmdnico puede bloquear el ciclo celular
en ambas fases G1 y G2 (Swiatek et al., 2002; Swiatek et al., 2003; Swiatek et al.,
2004) y su aplicacién exdégena disminuye la biosintesis de proteinas (Ananieva y
Ananiev, 2000). Por su rol como promotor de la senescencia, el &cido jasmoénico
también pudo activar la accion de enzimas inhibidoras de la sintesis de proteinas, el
desarrollo y elongacion de las células y la divisién celular, reduciendo asi la
posibilidad de los 6rganos de expandirse.

El acido jasmonico no tuvo efecto significativo ni en el numero de hojas ni en el
didmetro del tallo de las vitroplantas: las medias de diametro del tallo obtenidas
fueron de 0,475; 0,44 y 0,435 cm para los tratamientos testigo, con el &cido
jasmonico no filtrado y filtrado respectivamente. Durante el crecimiento in vitro (en la
fase de enraizamiento) no hay mucha expansién en diametro y el grado de emision
de nuevas hojas es menor.

En cuanto a las masas fresca y seca (figura 2), la aplicacion del acido jasmonico
redujo la primera, mientras los resultados de la masa seca no manifiestan diferencia
significativa.
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Figura 2. Comportamiento de la masa fresca (MF) y la masa seca (MS) de las
vitroplantas de pifia (Ananas comosus (L.) Merr.) variedad MD2 a los 45 dias de cultivo
in vitro en la fase de elongacion- enraizamiento bajo efectos del acido jasménico.

Los numeros representan las medias de 20 plantas por tratamiento para la masa
fresca, y 10 para la masa seca. Las letras diferentes indican diferencias significativas
segun la prueba no paramétrica Kruskal — Wallis y C Dunnett, para valores de p<
0.05.

Se observa que en los tratamientos con el acido jasmoénico, la masa fresca
disminuy6 considerablemente, lo que corrobora los resultados con efectos similares
obtenidos en otras especies. El tratamiento de cotiledones de calabacin (Cucurbita
pepo L.(zucchini) con el acido jasmoénico disminuyd la masa fresca y la sintesis de
proteinas in vitro mientras favorecio la sintesis de las proteinas inducidas por él. O
sea las JIPs (Ananieva y Ananiev, 2000).

- Actividad fotosintética y la transpiracion.
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El acido jasménico ejerce una gran influencia en la actividad fotosintética de las
plantas como se aprecia en la tabla 3.

Tabla 3. Efectos del AJ sobre las variables fisioldgicas de las vitroplantas de pifia
(Ananas comosus (L.) Merr.) variedad MD2 a los 45 dias de cultivo in Vitro en la fase
de elongacion- enraizamiento con el acido jasmonico (AJ).

EVP CE FN
TRATAMIENTOS  (umol H,O m?s™)  (umol H,O m?s™) (umol CO, m?s™)
TESTIGO 219 a 72,13 a 5,40 a
AJ NO FILTRADO
(Img. L) 2,17a 64,79a 293D
AJ FILTRADO
(1mg_ |_'1) 1,94b 57,18b 2,76 b
SIGNIFICACION. * N *
ET 0,04 1,44 0,17

EVP: evapotranspiracion; CE: conductancia estomatica; FN: fotosintesis neta.

Los datos representan las medias para para N= 100. Las letras diferentes indican
diferencias significativas segun la prueba no paramétrica Kruskal — Wallis y C
Dunnett , para valores de p< 0.05, * significacion, N/S no significativa, ET: error tipico
En los resultados obtenidos en este trabajo, se pudo observar que los niveles de
evapotranspiracion (EVP) fueron menores en el tratamiento con el acido jasmoénico
filtrado, lo que se explica por el cierre de estomas que debid ocurrir en las hojas de
las plantulas que crecieron bajo estos efectos. EI mismo comportamiento se
manifestd en la conductancia estomatica (CE). Cabe recordar que también en este
tratamiento se registrd el menor porcentaje de plantas competentes.

Se considera el acido jasmonico como hormona del estrés por lo que sus efectos
son muy similares a los de las otras condiciones estresantes como la temperatura,
alta luz, ondas UV, estrés oxidativo, la herida, los vientos, el estrés hidrico o salino,
ataque del patégeno o deficiencia de nutrientes (Ellis et al., 2002, Schilmiller y Howe,
2005). Ademas se plantea que el acido jasmonico tiene accion similar a la del ABA
(Maslenkova et al, 1995) en varias funciones, mientras su aplicacion aumenta la
sintesis del etileno (Franceschi et al., 2002).

El incremento del cierre parcial o total de las estomas en el tratamiento con el AJ
filtrado es otra evidencia de la mayor eficiencia de esta forma. Suhita et al. (2004)
concluyeron que el cierre de estomas, en respuesta de la aplicacion del acido
jasmoénico y del ABA estd acompafado por la alcalinizacion del citoplasma, la
produccion de las sustancias reactivas del oxigeno y los mecanismos de transporte.
La acumulacién de especies reactivas de oxigeno es una respuesta de las plantas a
varios patdgenos, y su principal fuente esta en los cloroplastos dada la naturaleza
fotoactiva de las clorofilas (Kariola et al., 2005).

La fijacién del CO; en los tratamientos con el 4cido jasmoénico fue menor que la del
tratamiento testigo, lo que confirma que el acido jasmdnico inhibe la fotosintesis neta
en las plantulas de pifia cultivadas in vitro.

La pifia pertenece al grupo de plantas con actividad fotosintética de tipo CAM, es
decir que puede fijar el CO, via catalisis de la fosfoenolpiruvato carboxilasa durante
la noche formando el acido malico, que se descarboxila durante el dia liberando el
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CO; que se fija por la RUBISCO. Esta alternativa le confiere una adaptabilidad a
condiciones estresantes y una alta eficiencia de uso hidrico.

Sin embargo, en condiciones in vitro, las vitroplantas de pifia adopta el
comportamiento de la planta C3 (Escalona et al., 1999; Gonzélez-Olmedo et al.,
2005 b); sus estomas son circulares en el lugar de elipticos y su actividad es muy
baja, lo que disminuye su respuesta a los factores del estrés in vitro (Desjardins,
1995). Sin embargo los resultados de este trabajo, demuestra que el acido
jasmonico indujo respuestas al estrés, presumiblemente con mayor eficiencia como
elicitor.

En hojas de cebada y tabaco tratadas con AJ, se observd una reduccién en la
sintesis de las subunidades de RUBISCO asi como de otras proteinas (Weidhase et
al., 1987)

El acido jasmonico disminuy6 la pérdida del agua en general, sin embargo no
favorecio el mejor uso de la misma por las células parenquimaticas. Se puede
apreciar en la tabla 3 que las plantas cultivadas sin el acido jasmonico tuvieron la
mejor eficiencia de las relaciones hidricas en la asimilacién del CO,, casi el doble de
las que tenian las plantulas tratadas con el &cido jasmonico.

Este comportamiento puede estar relacionado con la baja actividad del Rubisco vy el
bajo intercambio gaseoso por el cierre de las estomas. Los efectos de la aplicacion
prolongada de 10 uM de ABA y 50 uM JA-Me en el medio de crecimiento de los
semilleros de chicharo (Pisum sativum L. cv. Ran) tuvo un efecto inhibidor sobre las
reacciones fotosintéticas del fotosistema Il y algunas alteraciones en la organizacion
estructural de las membranas del cloroplasto, demostracion de que los ambos
reguladores del crecimiento inhiben el ciclo de Calvin, y ejercen un efecto directo
sobre el complejo enzimatico de la evolucion del oxigeno (Maslenkova et al., 1995).
En este caso, la relacion de gases intercambiados: CO, asimilado por H,O
evaporada, también manifestd inhibicion en las plantas tratadas con AJ en es
especial cuando se agregdé al medio de cultivo sin previa filtracion.

La concentracion de pigmentos clorofilicos también influye en la capacidad
fotosintética de estas plantas.

- Evaluacion de la concentracion de las clorofilas.

Los contenidos de la clorofila a en las que crecieron en medios de cultivo
enriquecidos con el AJ se muestran en la figura 3.
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Figura 3. Contenidos de la clorofila a de las vitroplantas de pifia (Ananas comosus (L.)
Merr.) variedad MD2 para los diferentes tratamientos al final de la fase de elongacién-
enraizamiento in vitro.
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Los datos representan las medias para para N= 30. Las letras diferentes indican
diferencias significativas segun la prueba no paramétrica Kruskal — Wallis y C
Dunnett , para valores de p< 0.05

La aplicacién del acido jasmdnico inhibié la acumulacion tanto de la clorofila a. La
cantidad de este pigmento en el tratamiento testigo alcanz6é méas del doble de la del
tratamiento con el acido jasmonico no filtrado, mientras esta Ultima super6 3,7 veces
la del tratamiento con el acido jasmoénico filtrado.

Resultados similares se observan en el caso de la clorofila b y de las clorofilas
totales como se muestra en las figuras 4 y 5.
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Figura 4. Contenidos de la clorofila b a de las vitroplantas de pifia (Ananas comosus
(L.) Merr.) variedad MD2 para los diferentes tratamientos al final de la fase de
elongacion- enraizamiento in vitro.

Los datos representan las medias para para N= 30. Las letras diferentes indican
diferencias significativas segun la prueba no paramétrica Kruskal — Wallis y C
Dunnett , para valores de p< 0.05.
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Figura 5. Contenidos de las clorofilas totales de las vitroplantas de pifia (Ananas
comosus (L.) Merr.) variedad MD2 para los diferentes tratamientos al final de la fase
de elongacion- enraizamiento in vitro.
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Los datos representan las medias para para N= 30. Las letras diferentes indican
diferencias significativas segun la prueba no paramétrica Kruskal — Wallis y C
Dunnett , para valores de p< 0.05.

Un analisis integral de las tres figuras demuestra como en las plantulas del testigo
predominan los contenidos de clorofila, ya que representan el 57,13% en las
clorofilas totales. Sin embargo, en las plantulas tratadas con AJ la clorofila b
representa 50,3% y 52,3% para los casos no filtrado y filtrado respectivamente.
Aunque ambos pigmentos se degradan como consecuencia de la asimilacion del AJ,
la clorofila a resultd proporcionalmente mas afectada que la b. En las plantas con AJ
no filtrado la clorofila a se redujo 2,18 veces, mientras que la b disminuy6 1,6 veces.
Cuando el AJ se filtr6 previamente, la reduccién de la clorofila a fue de 8,1 veces con
respecto al control, mientras la de la clorofila b fue de 5,5 veces.

Se reconoce que los pigmentos considerados clorofilas a como el P680 y el P700
juegan importantes papeles en la fase luminosa de la fotosintesis. La degradacion
de los mismos repercuta negativamente en la fotoquimica de los fotosistemas en que
participan y finalmente en la capacidad fotosintética, inferencia antes analizada
segun los datos expuestos en la tabla 3.

En otras especies, el acido jasmoénico disminuyo el contenido de la clorofila y la
actividad fotosintética (Maslenkova et al, 1995; Ananiev et al., 2004; Lou et al.,
2005). Ademas de algunos cambios en la organizacion estructural de las
membranas del cloroplasto: el incremento del nimero de los sitios PSII B en la
regiones de lamelas estromaticas, la composicion polipeptidica de las vesiculas de
las lamelas de estromas y granas (Maslenkova et al., 1995). También ocurrié un
aumento de la cantidad de amino-acidos libres, la sacarosa y el contenido del hierro
en las hojas (Lou et al., 2005).

Ananiev et al. (2004) plantearon que aunque AJ y ABA inhibieron la acumulacion de
la clorofila y del acido a-aminolevulinico (a-ALA), un compuesto relacionado con el
contenido de la clorofila, el AJ tuvo mas efectos sobre ésta que el ABA. Sin
embargo, este no fue asi en la primera fase de iluminacién, sugiriendo que el MeJA
ejerce su actividad inhibidora a nivel de los precursores de la clorofila en la
oscuridad mientras el ABA actia sobre las reacciones de sintesis de la clorofila
dependientes de la luz.

La mayoria de factores estresantes pueden provocar la liberacion de la clorofila de
las membranas de tilacoides y su degradacion, y esto para evitar el dafio de las
células por accion fotodinamica, en caso contrario pueden aumentar las especies
activas del oxigeno o la muerte de las células por intoxicacion (Kariola et al., 2005).
En este experimento, AJ favorecio la movilizacién de clorofilas y su degradacion, asi
pudo evitar los dafios celulares provocados por la luz y a la vez inducir sistemas
antioxidantes (Comparot et al., 2002) que atenuaron los efectos negativos del
cultivos in vitro. Esta capacidad puede favorecer el transito a exteriores.

- Supervivencia de las plantulas en condiciones de aclimatizacion.

Una de las metas seguidas por los propagadores, es lograr la mayor supervivencia
posible del material vegetal propagado. No obstante, el transito de condiciones in
vitro a condiciones de aclimatizacion causa generalmente el estrés a las plantulas, y
por consiguiente muchas pérdidas por muerte de las mismas (Gonzéalez-Olmedo et
al., 2005 a, Aragon et al., 2005).

En este trabajo, se alcanzaron los mejores niveles de supervivencia con el empleo
del &acido jasmoénico (tabla 4). En contraste a los resultados obtenidos en el
crecimiento in vitro, el acido jasmonico tuvo una influencia positiva en la protecciéon
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de las plantulas de pifia contra el estrés, lo que confirma la hipétesis de que el &cido
jasmonico aumenta la supervivencia de las plantulas durante la aclimatizacion.

Estos resultados puede estar relacionados con los cambios fisiol6gicos ocurridos en
la fase anterior en cuanto al cierre de estomas y bajo nivel de gasto hidrico por
transpiracion, lo que permitd evitar las muertes por desecacion. Es posible que el
acido jasmonico regula la turgencia y la manifestacion de desordenes fisidlogicos
como hiperhidricidad y fotoxidacion durante el trdnsito del medio in vitro a los
ambientes externos.

Tabla 4 . Comportamiento de la supervivencia de plantulas plantulas de pifia (Ananas
comosus (L.) Merr.) variedad MD2 provenientes del cultivo in vitro con AJ durante los
primeros 28 dias de la aclimatizacion.

% DE SUPERVIVENCIA VS TIEMPO
TRATAMIENTO

7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
TESTIGO 95 b 87 c 82d 82d
AJ NO FILTRADO 98 ab 97 ab 97 ab 97 ab
AJ FILTRADO 100 a 97 ab 93 b 93 b
SIGNIFICACION. * * * *
ET 1,21 1,86 2,47 2,47

Para el analisis los datos se transformaron seguin X'=2 arcsen [(*200)°°]. Los datos representan las
medias para N= 60. Las madias con letras diferentes indican la significacion (ANOVA de clasificacion
simple, prueba Tukey, p< 0,05). * Significacion. ET: error tipico

Durante los primeros dias de aclimatizacion de plantulas de platano (Musa AAB cv.
CEMSA 3/4) procedentes del cultivo in vitro en birreactores de inmersion temporal,
se observé marcados cambios fisiologicos y bioquimicas tales como: el aumento la
actividad fotosintética, de la fosfoenolpiruvato-carboxilasa y la disminucion de la
piruvato kinasa (Aragén et al., 2005). Otros cambios bioquimicos relacionados con
los descensos en los contenidos de clorofilas son los posibles sistemas
antioxidantes presumiblemente inducidos por sefiales desencadenadas por el AJ.

El acido jasmonico induce una respuesta bioguimica que regula la expresion de
genes involucrados en los mecanismos de defensa. Dentro de los factores de estrés
gue pudieran haber ocurrido, estan los agentes patdégenos como la Phytophthora
gue es muy frecuente en las cAmaras de aclimatizacion.

Se ha demostrado que el SA y el AJ pueden ser inducidos por el elicitor lectina
enlazada a la celulosa, una glicoproteina de la pared celular producida por la
Phytophthora parasitica var. nicotianae que induce la necrosis y las respuestas de
defensa en el tabaco (Khatib et al., 2004)

Hubo diferencia significativa entre los tratamientos con el acido jasmoénico y el
tratamiento testigo durante las cuatro semanas, sin embargo no se observa
diferencia significativa en relacion con el tiempo ni entre los dos tratamientos con el
acido jasmonico filtrado y el no filtrado. A partir de los 21 dias, la supervivencia se
mantuvo constante.

Sin duda, el acido jasmonico favorecio la eficiencia del protocolo de aclimatizaciéon
empleado, ya que ambos tratamientos mantuvieron niveles de supervivencia
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superiores a 90% al compensar influencias negativas que pudieron provocar las
modificaciones al propuesto por Yanes et al. (2000 ) que siempre superd este
porcentaje de supervivencia.

Efectos del acido jasmoénico en la interaccion de plantas de pifia (Ananas
comosus (L.) Merr.) variedad MD2 con Phytophthora nicotianae var. parasitica
en la fase de aclimatizacion.

En este experimento, se evalud la influencia del &cido jasmoénico en los mecanismos
de defensa de las plantas contra la Phytophthora nicotianae var. parasitica.

El &cido jasmonico en la interaccion pifia- Phytophthora nicotianae var. parasitica en
plantulas previamente cultivadas con el in vitro, a los dos meses en aclimatizacion.
Como parte de la definicion de los efectos del &cido jasmonico en la interaccion de
plantulas de pifia con Phytophthora nicotianae var. parasitica, se muestran en la
tabla 5 los resultados de la combinacién de momentos de aplicacion.

El nimero de plantas muertas fue muy bajo, casi nulo en los primeros dos dias, y fue
creciendo para alcanzar su maximo el cuarto dia. El estudio histologico de la
infeccion por Phytophthora demostro que cuatro dias después de la inoculacion, los
micelios estan presentes en los tejidos y tallos (Boher, 1974).

En los primeros tres dias, los tratamientos que tenian el acido jasmaonico in vitro
manifestaron mejor proteccion. Sin embargo a los cuatro dias, hubo muertes
masivas en todos los tratamientos. Rodriguez et al. (2002) plantean que el desarrollo
del hongo se completa a las 72 horas y el mayor nimero de muertos se observa a
las 120 horas.

De forma general, no hubo diferencia en la interaccion entre los factores: tiempo, AJ
in vitro y AJ en aclimatizacion. Sin embargo, los tratamientos con el acido jasmaonico
in vitro registraron mayor grado de supervivencia mientras el AJ aplicado en
aclimatizacion no tuvo efecto.

Tabla 5. Efecto del acido jasmonico en la interacciéon de plantas de pifia (Ananas
comosus (L.) Merr.) Variedad MD2 con Phytophthora nicotianae var. parasitica en la
fase de aclimatizacion segun momentos de aplicacién.

% DE SUPERVIVENCIA VS TIEMPO
TRATAMIENTOS 24 48 72 96 120 144
horas horas horas horas horas horas

Control Sin AJ acl +

Phytophthora 100a 68,4cd 526d 53h 53h 0i
Control + AJ acl +

Phytophthora 100a 86,6bc 63,3cd 26,6 ef Oi 0i
AJ Sin Filtrar Sin AJ acl

+ Phytophthora 100 a 100 a 100 a 3l1def 13,8g 6,9gh
AJ Sin Filtrar + AJ acl + 20,7
Phytophthora 100 a 100 a 96,5a 48de efg 10,3 g
AJ filtrado Sin AJ acl +

Phytophthora 100 a 100a 928ab 286ef 7,1gh 7,1gh
AlJ filtrado + AJ acl + 35,7

Phytophthora 100 a 100 a 96,4 a def 10,79 10,7 g

Para el anélisis los datos se transformaron segin X=2 arcsen [(*/100)”"]. Los datos representan las
medias para N= 18. Las madias con letras diferentes indican la significacion (ANOVA de clasificacion
simple, prueba Tukey, p< 0,05).
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Las plantas tratadas con elicitores adquieren una resistencia inducida. En picea de
noruega (Picea abies L. (Karst) el Me-JA increment6 el flujo de resina y aumenté la
resistencia al hongo de mancha azul (Ceratocystis polonica), dando lugar a la
elevacion de las principales caracteristicas celulares relacionadas a la resistencia
adquirida, que en otra ocasion habian sido inducidos por heridas, infeccion de
hongos y escarabajos (Franceschi et al., 2002). Por otra parte, los mutantes jinl,
myc2 y aba2 insensibles al JA mostraron un aumento de la resistencia a los hongos
necrotréficos Fusarium oxysporum (Anderson et al., 2004).

Las plantas de tomate tratadas con el &cido jasmoénico (Thaler, 1999) se destacaron
por tener una resistencia a varios insectos herbivoros, lo que confirma la importancia
del &cido jasmonico en el manejo de herbivoros y patdgenos.

La capacidad del acido jasmonico de inducir la sintesis y emision de fenoles, y la
presencia de éstos en la pared celular pueden justificar esta funcién de defensa que
puede ser quimica, inhibiendo las enzimas del agente patdgeno, o fisica,
constituyendo una barrera mecanica por lignificacion de la pared celular.

En las raices de banana Musa acuminata ‘Goldfinger’ expuestas a los de los
elicitores de la pared celular derivados de Fusarium oxysporum, Fusarium sp.
Cubense, se estima que la acumulacion de los fenoles solubles y de la cubierta de la
pared celular fue asociada a la acumulacion a los polimeros fendlicos y la lignina (De
Ascensao y Dubery, 2003).

El &cido jasmonico en la interaccion pifia- Phytophthora nicotianae var. parasitica en
plantulas de dos edades diferentes en aclimatizacion, con el empleo de diferentes
dosis.

La diferencia de edad entre las plantulas y la dosis del acido jasmoénico asperjado en
aclimatizaciéon no mostraron diferencias significativas en este experimento, excepto
gue en el caso de las plantas de dos meses pudieron sobrevivir tres plantas: una en
el tratamiento con AJ (2mg. L) y dos en el tratamiento con AJ (1mg. L) (tablas 6 y
7).

Tabla 6. Efectos del acido jasménico en la interaccién de plantas de pifia (Ananas
comosus (L.) Merr.) Variedad MD2 de 21 dias de edad con Phytophthora nicotianae
var. parasitica en la fase de aclimatizacion.

% DE SUPERVIVENCIA VS TIEMPO

TRATAMIENTOS

24 48 72 96 120 144

horas horas horas horas horas horas
AJ (Omg. L} 100a 100a 93b 33f 0g 0g
AJ (Img. L™ 100a 100a 87c 33f Og Og
AJ (2mg. LY 100a 100a 93b 60d 0g 0g
AJ (3mg. L™ 100a 100a 93b 53 e 0g 0g

Para el andlisis los datos se transformaron segin X=2 arcsen [(*/100)""]. Los datos representan las
medias para N= 15. Las madias con letras diferentes indican la significacion (ANOVA de clasificacion
simple, prueba Tukey, p< 0,05).
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Tabla 7. Efectos del &cido jasmédnico en la interaccion de plantas de pifia Ananas
comosus (L.) Merr.) Variedad MD2 de 2 meses de edad con Phytophthora nicotianae
var. parasitica en la fase de aclimatizacion.

% DE SUPERVIVENCIA VS TIEMPO
TRATAMIENTOS

24 48 72 96 120 144

horas horas horas horas horas horas
AJ (Omg. L™ 100a 100a 93b 33e 33e 0g
AJ (Img. L™ 100a 100a 93b 47d 47d 13f
AJ (2mg. L™ 100a 100a 100a 60c 60c 7f
AJ (3mg. L™ 100a 100a 100a 47d A7d 0g

Para el anélisis los datos se transformaron segiin X=2 arcsen [(*/100)”"]. Los datos representan las
medias para N= 15. Las madias con letras diferentes indican la significacion (ANOVA de clasificacion
simple, prueba Tukey, p< 0,05)

La dinamica de manifestacion de la infeccion con Phytophthora nicotianae var.
parasitica muestra que las interacciones de este hongo con las plantas de pifia
durante la aclimatizacion tiene algunas diferencias.

Cuando las plantulas poseen solo 21 dias la supervivencia es ligeramente inferior a
las 72 horas con respecto a la registrada por las de dos meses. A las 96 horas en
ambos grupos de plantulas segun las edades se mostré tendencias similares en
cuanto a los minimos y maximos valores de supervivencia. Sin embargo, a las 120
horas todas las plantulas mas jovenes murieron, mientras las mas adultas
mantenian los mismos porcentajes de supervivencia que 24 horas antes.
Investigaciones sobre la via de penetracion de Phytophthora nicotianae var.
parasitica demostraron que este patdégeno solo puede penetrar en la roseta por una
herida o de los tejidos en desarrollo, y que en las partes diferenciadas de las hojas
(zonas clorofilicas), el desarrollo de micelio se ve muy lento y las infecciones
ocurridas via heridas alcanzan raramente la planta completa (Boher, 1974)

Se considera hoy que el acido jasmonico es un potente elicitor, componente clave de
la ruta del octadecanoide en plantas que permite la induccion de los procesos
guimicos de defensa en las mismas (Agrawal, 2000; Clarke, 2000). EI AJ asi como
las otras condiciones estresantes pueden provocar la sintesis de genes JRG o
genes de respuesta a los jasmonatos, que codifican para proteinas especificas o
proteinas inducidas por el acido jasmoénico (JIPs), entre las que pueden citarse
inhibidores de proteasas, enzimas involucradas en la biosintesis de flavonoides,
osmotinas y lipoxigenasas, y diferentes proteinas relacionadas a patogénesis
(Wasternack et al.; 1998).

Basados en este trabajo y las demas investigaciones que se han desarrollado en
relacion al rol de los elicitores en la resistencia de las plantas, se puede reafirmar
gue estos, incluyendo el acido jasmonico, juegan un papel clave en la regulacion de
mecanismos de defensa y respuesta a agentes estresantes (Clarke, 2000; Khatib,
2004) y son capaces de provocar una respuesta inducida en las plantas Thaler
(1999).

A pesar de la alta letalidad que provocaron las infecciones con Phytophthora
nicotianae var. parasitica los resultados de las aplicaciones con el AJ, sobretodo los
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del primer ensayo donde las plantulas crecieron in vitro en medio suplementado por
él antes de salir para la aclimatizacion, demuestra que fue capaz de mejorar la
eficiencia de la proteccion ante el hongo.

En este trabajo, se pudo confirmar que, a pesar que inhibe la elongacion y el
enraizamiento in vitro, asi como los demas procesos fisioldgicos de las vitroplantas,
el &cido jasmonico genera presumiblemente cascadas de sefales para reacciones
metabdlicas en las plantulas de pifia, cuando se aplica durante la fase Ill de la
micropropagacion.

Queda demostrada la importancia del uso del acido jasmonico en la
micropropagacion de la pifia, ya que permite disminuir las numerosas pérdidas de
material vegetal durante los primeros dias de adaptacidn ex vitro, y por consiguiente,
una disminucién de los costos de produccion. Ademas, puede sustituir la utilizacion
de productos quimicos o biopreparados como complementos para mejorar la
supervivencia ya que se pudo lograr los mismos niveles de supervivencia sin
aplicarlos.

. SPHATHYPHILLUM

Efectos de las aplicaciones de acido jasmonico sobre la supervivencia de las

plantulas de Sphathyphillum ‘Sensation’ durante la aclimatizacion.

Las evaluaciones realizadas a las plantulas de Sphathyphillum ‘Sensation’ durante

los 28 dias de aclimatizaciéon demostraron que el JA no ejercio influencias sobre este

importante indicador del proceso productivo de los laboratorios comerciales.

Los porcentajes de supervivencia en cada momento de evaluaciéon, 7, 14, 21 y 28

dias, incluidas las primeras 24, 48 y 72 horas, siempre fueron los maximos. El 100%

de las plantulas que lograron sobrevivir al transito desde los frascos de cultivo in

vitro a las casas de aclimatizacion en los tres grupos experimentales es una
evidencia de la alta eficiencia del protocolo de micropropagacion existente en el

Laboratorio Bioplant Export. Las generalidades son las siguientes:

- Colocar las plantas en bandejas de 144 pocillos, los cuales contenia como
sustrato la mezcla arena mas cachaza, en la relacion 1:1 (v:v).

- Colocar estas bandejas en las casas de aclimatizacion bajo tuneles con 85+5%
de humedad relativa y FFF= 400 pmoles.m?.s™, por espacio de siete dias. El
riego empleado en esta fase lo garantiza un sistema de microaspersores
programado para regar cada 30 minutos por espacio de 5 minutos.

- Trasladar las bandejas a los siete dias a espacios abiertos en estantes dentro de
la casa de aclimatizacién que posee un FFF= 600 umoles.m?.sy 70+5% de HR
promedio, ambos medidos a las 12m. Bajo estas condiciones de cultivo se
aplican dos riegos manuales en el dia, que garantizan que el sustrato
permanezca siempre humedo.

- En los ambientes arriba descriptos permanecen hasta alcanzar los indicadores
de calidad exigidos para la comercializacion segun el Manual de Aseguramiento
de la Calidad (2002).

Generalmente los porcentajes de supervivencia comienzan a disminuir en los
primeros tres dias, debido a la evapotranspiraciéon descontrolada por la deficiente
regulacion del cierre estomatico de las plantulas (Preece y Sutter, 1991). Esta
insuficiencia al parecer no se manifestd en este experimento, pero posteriormente
debe ser analizada en correspondencia con el comportamiento de las variables de
intercambio gaseoso que también se midieron.
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El transito de ambientes in vitro a ex vitro y variaciones en estas condiciones
ambientales, provocan estrés en las plantas, expresados en términos de
acumulacién de ABA, prolina y especies activas del oxigeno (Van Huylenbroeck et
al., 1998; Horonkova et al., 2003; Gonzélez-Olmedo et al., 2005b). Como quiera que
el primero influye en el cierre del estoma, el comportamiento de todos los grupos
demostré que sus niveles fueron suficientes y por ello no se requirié de estimulos
adicionales que pudiera favorecer las aplicaciones exdgenas de &cido jasménico,
como previamente ocurrio en cafia de azucar (Gonzalez-Olmedo, et al., 2002).

En cafia de azucar se observé que en los primeros 14 dias deben tomarse las
medidas que eviten la transpiracion descontrolada, caracteristica del material que
entra en esta fase proveniente de condiciones in vitro (Ziv, 1995; Donnelly et al.,
1995), para lo cual es determinante la alta humedad relativa, unido a la adecuada
seleccion y tratamiento del sustrato, de modo que evite las infecciones fatales de las
plantulas. Sin embargo, se requiere su reduccion gradual, unida al manejo de la luz,
de modo que favorezcan la formacion y funcionalidad de estructuras que se
involucran en el control de las relaciones hidricas y en el incremento de la actividad
metabolica conducente al autotrofismo (Desjardins et al., 1995; Kozai y Zobayed,
2000).

De lo antes expuesto se desprende el valor del establecimiento de una tecnologia
gue contemple todas las medidas que garanticen primero altos porcentajes de
supervivencia, y luego dinamicas tasas de crecimiento.

La tecnologia de aclimatizacion aplicada alcanz6 niveles maximos de supervivencia
aun sin el empleo de acido jasmonico, pero la aplicacidon exdgena de este producto
podria implicar la elevacion de la calidad de las plantas en esta etapa crucial del
proceso de propapagacion.

Efectos de las aplicaciones de acido jasmonico sobre las variables
anatomorfologicas de las plantulas de Sphathyphillum ‘Sensation’ durante la
aclimatizacion.

En la tabla 8 se muestran los resultados de las evaluaciones de conteo del nimero
de hojas en las plantulas de los tres grupos experimentales durante tres momentos
de la fase de aclimatizacion.

Tabla 8. Efectos de las aplicaciones de acido jasménico sobre el niumero de hojas de
las plantulas de Spathyfhillum ‘Sensation’ durante la aclimatizacion.

AJ (mg.L™h Dias No. Hojas
0.0 0 4.27
0.0 14 4,95
0.0 28 53
1.0 0 4.57
1.0 14 5.54
1.0 28 5.96
2.0 0 4.7
2.0 14 5.23
2.0 28 5.79

EE X 0.03

Medias con letras diferentes indican significacion (ANOVA,

Tukey, p< 0,05), cada dato representa la media para n
=120.
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En el momento de entrada a la fase de aclimatizacion las plantulas de los tres
tratamientos poseian menos de cinco hojas segun los promedios. Pasados 14 dias
soélo las plantas del grupo control mantenian el promedio de hojas por debajo de
cinco, ya que los tratamientos con AJ a ambas dosis superaban esta cifra en el
namero de hojas por plantas. Al final del experimento, a los 28 dias, todos los grupos
poseian méas de cinco hojas por planta como promedio.

Aungue este indicador no marcé diferencias entre los tres tratamientos durante todo
el proceso evaluado, la calidad de las plantas tratadas con acido jasmonico a la
concentracion de 1.0 mg.L™ fue superior. Se incluyen en estos indicadores de
calidad, variables relacionadas con el follaje como las &reas foliares totales de las
plantas, y las de las hojas mayores y menores respectivamente (Tabla 9).

Tabla 9. Efectos de las aplicaciones de acido jasménico sobre variables
anatomorfélogicas de las plantulas de Spathyfhillum ‘Sensation’ durante la
aclimatizacion.

Area foliar Area foliar Area foliar glumerp Long. Masa fresca
. . e raices __.
de la planta hoja mayor hoja menor (cm) Raiz (cm) tallo ()
0.0 14.8b 4.21b 1.59b 6.40b 4.24b 0.42c
1.0 28.29a 7.81a 2.44a 9.51a 5.64a 0.82a
2.0 18.76b 5.01b 1.91ab 7.85ab 5.16ab 0.58b

En cada columna, medias con letras diferentes indican significacién (Kruskall-Wallis y Dunnett’s C, p<
0,05), cada dato representa la media para n=20.

Como se aprecia en la tabla anterior las aplicaciones de AJ a la menor dosis
estimul6 el desarrollo del area de las hojas de las plantulas que fueron asperjadas
con 28 dias de antelacion. Sin embargo la dosis de 2.0 mg.L™ de AJ no favorecio el
incremento significativo de las areas foliares, aunque en el caso del area de la hoja
menor iguald los resultados a los alcanzados en el grupo de plantas tratadas con AJ
a la dosis mas baja.

Las hojas como principal 6rgano encargado de la formacion de fotosintetatos para el
normal desarrollo de las plantulas, bajo las condiciones in vitro, se emplean sélo
como almacén de sustancias carbonadas que son Utiles en el crecimiento y
desarrollo de las mismas luego que se transfieren a condiciones ex vitro. En estas
condiciones se mantiene la funcion de reserva, hasta tanto no exista una nueva
emisién foliar con mejores caracteristicas anatomorfolégicas que le garanticen
funciones metabdlicas mas eficientes (Van Huylenbroeck y De Riek, 1995). El
numero de hojas verdes en plantas jovenes es limitado, asi se reconoce en especies
como la cafa de azucar (Rodriguez, 2005). También la emisién foliar es influida por
las condiciones de crecimiento y la variedad. La formacion de las nuevas hojas tiene
gran dependencia de la temperatura y a su vez el desarrollo que alcanzan esta muy
relacionado con la posicion de las mismas en la planta (Van Dillewijn, 1951).

En el caso de las variables relacionadas con el sistema radical también el AJ (1.0
mg.L ™) incrementé el nimero de raices y la longitud de la mayor raiz con respecto al
comportamiento registrado en las plantulas del grupo control. EI AJ aplicado a la
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mayor concentracion no difirid en ninguna de las variables con ninguno de los otros
dos tratamientos.

Con anterioridad se reconocen efectos del AJ sobre varios los procesos de defensa
y respuesta a estrés, ya que la aplicacién exégena del mismo o su metil ester, puede
afectar muchos procesos fisioldgicos, morfolégicos (Harms et al.,, 1998) y
reproductivos (McConn y Browse, 1996; Sanders et al., 2000; Stintzi y Browse,
2000) de las plantas, entre ellos el crecimiento de las raices. Asi quedé demostrado
en los tratamientos de las raices de tomate con NaCl (Abdala et al., 2003) en las que
mediaron sefiales de AJ. Aunque en muchos articulos que resumen los efectos de
AJ en las plantas (Staswick et al., 1992; Creelman y Mullet 1997; Swiatek et al.,
2002, Suhita et al., 2004) se reitera su papel inhibidor del crecimiento de las raices,
para las plantas de Sphathyphillum ‘Sensation’ durante la aclimatizacion se
demostré su influencia estimuladora, no so6lo sobre el crecimiento de la raiz mayor
también sobre la rizogénesis.

Previamente se demostr6 que el AJ en bajas concentraciones favorecieron la
emision de raices laterales asi como su elongacién, sin muchos efectos sobre la
elongacion del eje central, mientras las altas concentraciones causaron una rapida e
irreversible inhibicion del crecimiento de la raiz, con una severa afectacion de la
elongacion del eje central (Tung et al., 1996).

Este es un importante resultado pues el desarrollo del sistema radical es una de las
funciones mas relevantes que cumple el proceso de aclimatizacion. Muchas de las
raices in vitro responden a patrones de enrraizamiento indirecto, o sea sin conexion
con los vasos y Organos aeéreos, y en esta fase se induce la emision de nuevas
raices ya con patrén directo y realmente funcionales (Geneve, 1991).

En plantulas de Calathea durante la fase de aclimatizacion se ha demostrado, que a
medida que se incrementan los tratamientos de intensidad luminica, las raices se
incrementaron y fueron de mayor longitud, mientras que en Spathyphillum se
observo distinto comportamiento (Van Huylenbroeck et al., 2000). Los resultados
demuestran que en las plantas de Spathyphillum ‘Sensation’ de este experimento
existio un adecuado desarrollo en el sistema radical durante la aclimatizacion y se
aprecia que fue mejor en las tratadas con AJ a diferencia del foto-efecto negativo
mostrado en la investigacion de Van Huylenbroeck et al., 2000.

Finalmente en la tabla 9 se informa sobre la variable masa fresca. Esta siempre fue
superior en los tratamientos con AJ, aunque nuevamente la menor dosis logré la
mayor masa fresca de las plantas asperjadas. Segun los datos previamente
analizados las diferencias entre los promedios de esta variable en los dos grupos de
plantas tratadas con ambas dosis de JA presumiblemente responden a los
incrementos en las areas de las mayores hojas y del area foliar total de las plantas.
Cuando de masa fresca se trata no puede descartarse en el analisis el control sobre
los contenidos de agua. Estos parecen ser los responsables mas involucrados en la
diferencia entre las masas frescas registrada entre las plantas del grupo control y las
del tratamiento con AJ (2.0 mg.L™). Por eso se hace evidente la importancia de
determinar el intercambio gaseoso en las plantulas objeto de estudio.

Efectos de las aplicaciones de acido jasménico sobre las variables de
intercambio gaseoso en las hojas de las plantulas de Sphathyphillum
‘Sensation’ durante la aclimatizacion.

Los resultados antes analizados demuestran el papel favorable de las aplicaciones
de AJ sobre la calidad de las plantas de Sphathyphillum ‘Sensation’, en especial la
dosis de 1.0 mg.L™, durante la aclimatizacién. En las figuras 6, 7 y 8 se muestran los
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resultados de variables vinculadas con el intercambio gaseoso, en este caso
asimilacion de CO; y pérdida de vapores de H;O, involucrado en la interpretacion de
la calidad antes mencionada.

En la figura 6 se puede apreciar el comportamiento de la fotosintesis, como
indicador de la fijacibn de CO, por las plantulas de los tres tratamientos desde el
momento cero de la aclimatizacion hasta los registros de las plantas al final de esta
fase (28 dias).

La fotosintesis presentdé un comportamiento irregular en todos los grupos
experimentales. En el primer caso, grupo control, las plantas alcanzaron un nivel
variable de asimilacion de CO, durante toda la fase, ya que descendi6 a mediados
del proceso y se recuperd al final. Por su parte en las tratadas con AJ a 2.0 mg.L™ la
variabilidad en la fijaciéon de este gas fue inversa a lo descripto en el tratamiento
control durante todo el periodo evaluado. Ademas se distingue que el maximo
alcanzado a los 14 dias duplico la capacidad fotosintética con relacion a la mostrada
finalmente por las plantas del control, pero en igual momento se redujo al maximo de
todos los registros. Las plantas asperjadas con AJ a 1.0 mg.L* mostraron
actividades fotosintéticas semejantes en los primeros 14 dias y finalmente
promediaron mayor fijacion de CO; que la registrada en el resto de los tratamientos
del experimento, con elevada influencia del mayor valor alcanzado a los 28 dias.
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Figura 6. Efectos de las aplicaciones de acido jasmdnico sobre la variable fotosintesis
neta en las hojas de plantulas de Spathyfhillum ‘Sensation’ durante la aclimatizacién.

Medias con letras diferentes indican significaciéon (ANOVA, prueba Tukey, p< 0,05), cada dato
representa la media para n =120.

Los resultados precedentes con la aplicaciéon prolongada de 10 yM de ABA y 50 uM
JA-Me en el medio radical de los semilleros de chicharo mostraron un efecto
inhibitorio sobre las reacciones fotosintéticas del foto-sistema Il y acciones de
bloqueo al ciclo de Calvin (Weidhase et al., 1987; Popova y Vaklinova 1988;
Maslenkova et al., 1995). Sin embargo los registros de ambos tratamientos con AJ
en este experimento demuestran efectos de promocién, a pesar de la marcada
reduccion provocada por la mayor dosis al concluir la aclimatizacion.

Nuevamente es meritorio sefalar la novedad del resultado logrado por AJ (1.0 mg.L
) en el incremento de la fotosintesis porque ademéas de lo anteriomente planteado
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sobre la inhibicibn de este proceso informado para AJ, se le atribuyen acciones
promotoras de la senescencia en antagonismo con las citoquininas (Ueda y Kato,
1980; Weidhase et al., 1987; Yeh et al., 1995). También se reconocen acciones
adversas sobre la estimulacion de la fotosintesis y de la sintesis y concentracion de
las clorofilas y otros pigmentos involucrados en ella (Saniewski y Czapski, 1983;
Popova y Vaklinova, 1988; Popova et al.,, 1988). En este caso la fotosintesis del
tratamiento con AJ 1.0 mg.L™ est& en correspondencia con la mejor calidad de estas
plantas segun resultados de la tabla 9. En este intercambio gaseoso a través del
estoma es valioso relacionar el comportamiento de la conductancia estomética que
se informa en la figura 7.
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Figura 7. Efectos de las aplicaciones de acido jasmdnico sobre la variable
conductividad estomética en las hojas de plantulas de Spathyfhillum ‘Sensation’
durante la aclimatizacion.

Medias con letras diferentes indican significacién (ANOVA, prueba Tukey, p< 0,05), cada dato
representa la media para n =120.

Las plantulas del grupo control y las del tratamiento con AJ (1.0 mg.L™) manifestaron
todo el tiempo del experimento la misma tendencia en el comportamiento de la
conductancia estomatica. El maximo provocado por AJ (1.0 mg.L™?) fue superior al
del control, ambos a los 14 dias, pero al concluir la fase las plantas con AJ a la
menor dosis mostraron el menor valor de conductancia estomatica de todas las
evaluaciones finales. Por su parte AJ (2.0 mg.L™) mantuvo el ascenso de esta
variable en los primeros 14 dias pero no alcanzé la magnitud de ésta en los otros
dos grupos de plantas. A diferencia de éstos al final de la aclimatizacion las plantas
tratadas con la mayor dosis de AJ presentaron el mayor valor de esta variable. Esto
justifica los resultados de fotosintesis expuestos en la figura 1, ya que el registro
mas alto de ésta (en el tratamiento con AJ a 1.0 mg.L™" a los 28 dfas) coincidi6 con la
menor conductancia de estas plantas al final de la fase de aclimatizacion.

Otra observacién interesante esta relacionada con el tratamiento con AJ a 1.0 mg.L"
!, cuando la fijacion de CO, no fue ascendente, la conductancia estomatica fue alta
en los primeros momentos de evaluacién y finalmente se redujo al 26%, cuando fue
superior a la de las plantas control con sélo una reduccion al 44%.
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La relacion de esta variable con la fotosintesis y la evapotranspiracion es un
indicador para valorar la eficiencia del proceso fotosintético, pero asociado al cierre
estomético se hace fuerte sblo con la existencia de estudios histologicos que lo
demuestren y que en esta ocasion no se realizaron.

No obstante se reconoce que el AJ interviene en la regulacion del cierre de estomas
pues se estudian comparativamente sus efectos con relacién al ABA. Tanto el ABA
como el AJ, inducen la expresion de efectores génicos como el AtIMYC2 (Lorenzo et
al.,, 2004) y ésta induccion depende de COI1 en ambos casos, esto indica que la
activacion de AtMYC2 por ABA ha de estar mediada por la sefalizacion de AJ, como
ya se ha descrito en las respuestas a herida, donde el ABA induce tanto la sintesis
como la sefalizacion de AJ (Pefia-Cortes et al., 1995). Sin embargo, los dos
reguladores son independiente en la induccién del cierre de estoma y la induccién de
la produccion de H,O, como se evidencia en los experimentos realizados con
Arabidopsis tipo salvaje y Pisum sativum (Suhita et al., 2004).

El AJ y sus derivados desempefian un papel importante en la adaptacion de plantas
al estrés, como sucede durante el transito de condiciones in vitro a exteriores
(Gonzélez —-Olmedo et al., 2005b) y asi inhiben el crecimiento de las raices,
interfieren la germinacion de semillas y el ciclo celular, induce el cierre de estomas
regulando asi la transpiracion y la fotosintesis e induce genes que codifican para el
almacenamiento de proteinas (Staswick et al.,, 1992; Creelman y Mullet 1997;
Swiatek et al., 2002, Suhita et al., 2004). En la figura 8 se exponen los resultados del
comportamiento de la evapotranspiracion para completar la triada de variables
asociadas con el intercambio gaseoso en el caso de este experimento, pues no
existe total correspondencia con estas investigaciones previas como ya se ha
explicado.

Es + =0.03

Evapotranspiracion
(umol HO m?s?)

0,5 1

Tiempo Evaluado (dias)

= & =70 (contro) — —T1(lmg/lJa) —A&— T2 (2mg/lJa)
Figura 8. Efectos de las aplicaciones de acido jasménico sobre la variable
evapotranspiraciéon en las hojas de plantulas de Spathyfhillum ‘Sensation’ durante la
aclimatizacion.

Medias con letras diferentes indican significacion (ANOVA, prueba Tukey, p< 0,05), cada dato
representa la media para n =120.

La evapotranspiracion de las plantas de los tres grupos mantuvo la misma tendencia
gue se describié para conductancia estomatica en la figura 7, fue siempre la menor
al inicio del experimento. Mientras los tratamientos control y con AJ (1.0 mg.L™)
estimularon mayores valores en esta variable en los primeros 14 dias, en las
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plantulas asperjadas con la mayor dosis de JA continué ascendiendo hasta el final
de la aclimatizacién. Favorablemente en las plantas con AJ (1.0 mg.L™) a los 28 dias
la evapotranspiracion se redujo a la vez que se incrementd la fotosintesis, relacion
positiva para interpretar la calidad de las plantas de este tratamiento previamente
expuesta y analizada en la tabla 9.

Los efectos de las aplicaciones de AJ a 1.0 mg.L" al final de la fase de
aclimatizacién favorecieron un mejor equilibrio durante el intercambio gaseoso
CO,/H,0. Esta mejor economia de los recursos hidricos de estas plantas justifica los
mayores valores de las variables anatomorfoldgicas determinadas en ellas.

En las plantas, durante la ontogenia de las hojas se enmarcan dos fases
fotosintéticas distintivas: la primera fase muestra incrementos continuos de la
actividad fotosintética, la cual tiene estrecha relacion con la expansion foliar, y una
segunda fase de declinacién de los rangos fotosintéticos, la que se asocia a la
senescencia de las hojas, se reconoce ademas un maximo de fotosintesis entre
estas dos fases (Miller et al., 1997). En este caso el proceso de aclimatizacion de las
plantulas de Spathyphillum ‘Sensation’ demostrd las caracteristicas descritas en la
primera fase antes citada con énfasis en aquellas tratadas con AJ (1.0 mg.L™), lo
gue favorece la dinamica tasa de crecimiento requerida durante la aclimatizacion.
También Van Huylenbroeck et al. (1995) observaron que en plantulas de
Sphathyphillum micropropagadas convencionalmente y expuestas a 300 pmol ms™
existio una respuesta de la actividad fotosintética, las que lograron valores de 1,15
pumol CO, ms™ inmediatamente que se transfirieron a condiciones ex vitro. Este
valor se incrementé a 1,23 pmol CO, m?s™ en sélo 10 dias. A medida que el tiempo
transcurrio bajo estas condiciones, la fotosintesis alcanzé valores de 1,32 umol CO,
m?s™?. Como se aprecia en la figura 1 estos valores son muy inferiores a los
registrados en las plantas de Sphathyphillum ‘Sensation’ de este experimento que
estuvieron entre 7,01 y 20,41 umol CO, m?s™,

Sin embargo, las plantulas de Calathea expuestas a 300 pmol m?s™ al transferirse a
exteriores, no presentaron actividad fotosintética alguna en los primeros tres dias de
aclimatizacién. Luego de los 10 dias de permanencia en esta fase se apreciaron
incrementos de 1,56 pmol CO, m?s; ya a los 30 dias los valores alcanzan niveles
de 3,74 pymol CO, m?s™, lo que denota un cambio metabélico de heterotrofismo a
autotrofismo y la formacion de un aparato fotosintético funcional (Van Huylenbroeck
et al., 1995). De este modo en plantas de Spathyphillum y Calathea provenientes de
un medio de cultivo semisélido, se encontraron altos incrementos en la masa seca
después de los 20 dias en la fase de aclimatizacion (Van Huylenbroeck et al., 1998),
lo que hace presuponer también ocurrié en las de este experimento acorde con las
mayores capacidades fotosintéticas que mostraron y buen manejo de sus relaciones
hidricas.

En plantulas de Spathyphillum durante la aclimatizacion se observé un incremento
en los niveles de almidon, fructosa y glucosa, asi como en la actividad enzimatica de
las invertasas acidas y de la sacarosa sintasa en los primeros dias en la fase de
aclimatizacién (Van Huylenbroeck y De Riek, 1995). Esto evidencia la movilizacion
de las reservas que poseian los o6rganos encargados de esta funcién. Cuando
aparecieron las nuevas raices y hojas disminuyeron estas movilizaciones, mientras
disminuia la actividad de las invertasas. Por el contrario, estos factores favorecieron
la actividad biosintética que motivd que la masa estuviese estrechamente
relacionada con el niumero de nuevas raices y hojas emitidas, estas Ultimas muy
involucradas por la activaciéon de los pigmentos fotosintéticos que poseen, en
particular las clorofilas (Van Huylenbroeck y Debergh, 1992).
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Aungque en esta ocasibn no se realizaron estudios bioquimicos de caréacter
metabdlico, este comportamiento precedente en esta especie hace suponer su
reiteracion en este experimento, tal vez incrementado a juzgar por los mayores
niveles de fotosintesis ya analizados. Ademas apoyan este enfoque, los maximos de
supervivencia que se alcanzaron que demuestran una adecuada manipulacion de
las plantulas durante el transito, ya que las plantas que crecen bajo condiciones de
poca luminosidad, tienen que adaptarse rapidamente cuando se transfieren a
condiciones de aclimatizacion, muchas de ellas mueren en momentos tempranos por
un mal manejo de las condiciones ambientales a que se exponen (Van Huylenbroeck
et al., 1995).

La relacion del AJ con las vias metabdlicas ha sido suficientemente tratado. No
obstante merece reiteracion que los tratamientos de las hojas de la cebada con AJ o
me-JA, condujeron a la sintesis de las llamadas proteinas inducidas por el acido
jasmonico (JIPs) de diferentes masas molares (Andresen et al., 1992) y a la
expresion de los genes de respuesta al jasmonato (JRGs) (Andresen et al., 1992;
Lee et al., 1996; Lee et al., 1997). Este control molecular ejercido por AJ o su éster
metilado es una evidencia muy valiosa para interpretar cabalmente los resultados de
este experimento.

Las aplicaciones de AJ cuando favorecieron las respuestas morfogénicas
respondian a un balance también favorable, de los reguladores involucrados y de las
sefales asociadas con el proceso. Esto se logré fundamentalmente en el tratamiento
con la dosis de 1.0 mg.L™. La dosis superior desplazé ese balance y algunas de
esas sefiales respondieron mas a los efectos adversos que también se reconocen a
las aplicaciones exdgenas de AJ, como una rapida e irreversible inhibicion del
crecimiento de la raiz, con una severa afectacion de la elongacion del eje central
(Tung et al.,, 1996), la disminuciéon de la expresion de genes en nucleos y en
cloroplastos involucrados en la fotosintesis (Weidhase et al.,, 1987; Reinbothe,
1997), entre otros.

De este modo se demostr6 la utilidad de las aspersiones de AJ a 1.0 mg.L™ durante
la aclimatizacion de plantulas de Spathyphillum ‘Sensation’ propagadas in vitro y la
conveniencia de continuar con estudios que profundicen en las razones bioquimicas
e histologicas que favorecen el proceso.

. PLATANO.
Comportamiento de las variables anato-morfolégicas en plantas de platano
(Musa AAB) var. CEMSA %..
A continuacion se muestran los resultados de las variables anato-morfoldgicas en las
plantas de platano asperjadas con acido jasmoénico e inoculadas con Fusarium
oxysporum f. sp cubense raza 2. En la tabla 10 se puede apreciar el comportamiento
de la variable longitud de la hoja mayor.

Tabla 10. Comportamiento de la variable longitud de la hoja mayor (cm) en plantas de
platano asperjadas con acido jasmonico e inoculadas con Fusarium oxysporum f. sp
cubense raza 2 asi como su interaccién, en condiciones de aclimatizacion.

Qoncentracién Fusarium

Acido Jasménico 3x10° Odias 7dias 14 dias 21dias 28dias
(mg.L?) esporas/mL

0 no 32,81 33,79 33,53b 33,77ab 36,72b
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0 Si 32,53 34,01 32,51b 32,10c 31,52b

1 no 36,34 36,54 39,40a 39,93a 40,09a
1 si 33,48 32,15 33,81b 32,90bc 32,15b
ES+ 061 1,03 0,74 0,75 0,818b
Sig. ns ns * * *

En columna medias con letras diferentes indican significacion (ANOVA,
prueba Tukey, p< 0,05), cada dato representa la media para n=11. El
Fusarium se inoculé a las 24 h de iniciado el experimento.

El 4cido jasmonico incrementé la longitud de la hoja mayor en las plantas que no
fueron inoculadas con el hongo. Esto se manifestd a partir del dia 14 y hasta el dia
21. Por su parte el Fusarium oxysporum f. sp cubense raza 2 limit6 el crecimiento de
esta variable, cuando el acido jasmonico no logré atenuar este efecto.

Con una tendencia parecida se muestra en la tabla 11 el comportamiento de la
variable ancho de la hoja mayor.

Tabla 11. Comportamiento de la variable ancho de la hoja mayor (cm) en plantas de
platano asperjadas con acido jasmonico e inoculadas con Fusarium oxysporum f. sp
cubense raza 2 asi como su interaccién, en condiciones de aclimatizacién.

Concentracion

g Fusarium

Acido 3x10° 0 7dias 14 21dias 28dias
Jasmodnico dias dias

(mg.L™) esporas/mL

0 no 12,54 11,71b 13,35b 13,41b 14,90b
0 Si 12,52 1296b 12,61b 12,28c 12,01b
1 no 1458 16,07a 16,36a 15,85a 16,44a
1 Si 12,67 13,38ab 13,41b 12,56bc 12,76b
ES+ 0,32 0,43 0,42 0,39 0,413
Slg, ns * * * *

En columna medias con letras diferentes indican significacién (ANOVA, prueba
Tukey, p< 0,05), cada dato representa la media para n=11. El Fusarium se
inocul6 a las 24 h de iniciado el experimento.

Aunque en las plantas tratadas previamente con acido jasmoénico y sin inoculaciéon
del patogeno, el ancho de la hoja mayor siempre fue el de valor superior, este
efecto se manifestd mas precoz que en la variable anteriormente analizada, pues
comenzo desde los primeros siete dias.

En esta ocasién también Fusarium oxysporum f. sp cubense raza 2 redujo los
valores del ancho de la hoja mayor y el producto aplicado no consiguié reducir el
efecto inhibitorio ejercido por el hongo sobre esta variable.

En cuanto a la variable diametro del tallo el comportamiento de éste por los efectos
de ambos factores y la manifestacion en el tiempo fue similar al ancho de la hoja
mayor (tabla 12).
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Tabla 12. Comportamiento de la variable diametro del tallo (cm) en plantas de platano
asperjadas con &cido jasmonico e inoculadas con Fusarium oxysporum f. sp cubense
raza 2 asicomo su interaccién, en condiciones de aclimatizacion.

Concentracién Fusarium

Acido Jasménico 3x10° Odias 7dias 14 dias 2ldias 28dias
(mg.L™") esporas/mL

0 no 156 1,60b 1,78ab 1,83b 1,76b
0 si 15 1,45b 1,50b 1,66b 1,81b
1 no 1,93 1,94a 2,05a 2,20a 2,14a
1 si 158 1,64b 1,82ab 1,78b 2,02ab
ES+ 0,03 0,04 0,05 0,04 0,045
Sig, ns * * * *

En columna medias con letras diferentes indican significacion (ANOVA,
prueba Tukey, p< 0,05), cada dato representa la media para n=11. El
Fusarium se inoculé a las 24 h de iniciado el experimento.

Desde los siete dias las plantas tratadas con acido jasmonico y sin inoculacion del
patdogeno mostraron los mas altos valores en el diametro del tallo de las plantas. Sin
embargo la presencia de Fusarium oxysporum f. sp cubense raza 2 no influyé en el
crecimiento del diametro de los tallos de las plantas inoculadas con las esporas del
hongo. Sdélo en esta variable este factor no provoco efectos adversos.

El acido jasmoénico cumple multiples funciones en el desarrollo y defensa de las
plantas (Creelman y Mullet, 1995) razon que se valida con sus efectos sobre las
variables anato-morfologicas antes analizadas. Probablemente estas acciones
estuvieron relacionadas con la regulacion que ejerce sobre el transporte de agua
como en la formacion floral de Arabidopsis demostraron Ishiguro et al. (2001). Los
niveles de acido jasmonico en plantas varian con el desarrollo, tipo de tejido, y
presencia o ausencia de estimulos externos, porque entre los genes regulados por el
acido jasmoénico se encuentran los que codifican enzimas para la biosintesis de
fitoalexinas para el almacenamiento vegetativo de proteinas y de las mayores
subunidades de la rubisco (Creelman y Mullet, 1995).

Por otra parte la fase del proceso de infeccion puede terminar y no progresar a
menos que la planta sea altamente susceptible o predispuesta por las condiciones
de estrés ambiental imperantes (Beckman, 1987). Los resultados demostraron que
la infeccion inducida fue eficiente, y que la interaccién entre ambas entidades
biolégicas provocan pérdidas en la especie vegetal. La enfermedad es sintoméatica a
partir de que las orillas de las hojas mas viejas toman un color amarillo brillante y se
comienzan a marchitar y la enfermedad se extiende a las hojas mas jovenes. Las
hojas se colapsan en la zona del peciolo y cuelgan alrededor del pseudotallo (Ploetz,
1994). Estas manifestaciones detectadas en este experimento causaron en los
primeros 28 dias las reducciones antes sefialadas en las variables morfolégicas
medida en hojas y tallos.

La variable nimero de hojas es otro indicador anato-morfolégico asociado con el
crecimiento. En la figura 9 se muestran los resultados de su comportamiento y se
relaciona con la manifestacién de lesiones provocadas por la infeccion fungosa.
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Figura 9. Comportamiento de las variables namero de hojas, numero de hojas
enfermas y namero de plantas enfermas en plantas de platano asperjadas con acido
jasmoénico e inoculadas con Fusarium oxysporum f. sp cubense raza 2 asi como su
interaccion, durante los primeros 28 dias de aclimatizacion.

Medias con letras diferentes indican significacion (ANOVA, prueba Tukey, p< 0,05), cada dato
representa la media para n=11. Para el analisis de la variable nimero de hojas, nimero de hojas
enfermas y nimero de plantas enfermas los datos se transformaron segtn X= (x) °>°.Ndmero (No.). El
Fusarium se inoculé a las 24 h de iniciado el experimento.

Las evaluaciones cada siete dias demostraron que el nimero de hojas por plantas
no difirid en los 28 dias de experimentacion como consecuencia de los tratamientos
aplicados (figura 9A). El tiempo fue insuficiente para reducir el nUmero de estas por
la enfermedad.

La ausencia de hojas con lesiones por la presencia de Fusarium oxysporum f. sp
cubense raza 2. en las plantas del testigo, es una evidencia de que a pesar de las
condiciones de alta humedad relativa que impone la aclimatizacién en el ambiente no
existieron agentes causales de estrés biético, en especial los relacionados con esta
enfermedad. En los grupos de plantas infestadas por la aplicacion de las esporas del
hongo, las lesiones en las hojas comenzaron a manifestarse a los 21 dias y
continuaron aumentando hasta los 28 dias (figura 9B). El tratamiento con acido
jasmonico disminuyd la presencia de la enfermedad en ambas evaluaciones.
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Al considerar el numero de plantas enfermas (figura 9C) a los 21 dias se precisan
ligeras diferencias con respecto al comportamiento antes analizado para la variable
namero de hojas. A pesar de que en el tratamiento con so6lo Fusarium oxysporum f.
sp cubense raza 2 se rebasa el 50% de plantas con sintomas de la enfermedad,
cuando en las previamente asperjadas con acido jasmonico no alcanzaban el 40%,
la carencia de significacion estadistica no demuestra la accién protectora del
producto en esa mas temprana fecha de manifestacion de la patologia. Sin embargo
siete dias después, fecha final del experimento, también en esta variable el &cido
jasmonico redujo los efectos del hongo en mas de un 50% con respecto al grupo
infestado sin previa proteccién que poseia la totalidad de sus plantas enfermas.

Los resultados expuestos en esta figura son una valiosa evidencia de la eficiencia del
empleo de acido jasmonico en la proteccion de plantas de platano ante el riesgo de
infeccién con Fusarium oxysporum f. sp cubense raza 2.

Para aumentar la resistencia de Arabidopsis al hongo vascular Fusarium oxysporum,
se requiere de etileno, y acidos jasmonico y salicilico (Berrocal-Lobo y Molina, 2004).
También en la inoculacion en plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) con Fusarium
oxysporum influy6 la expresion de factores de transcripcion relacionados con estas
hormonas (Berrocal et al., 2002).

Entre las interacciones descritas para las rutas de sefalizacion de acido salicilico y
acido jasmonico/etilieno en la induccién de las respuestas de defensa tras la
infeccion con patdégeno, se expresa antagonismo y cooperacion (Lorenzo et al.,
2004). También existen ejemplos de cooperacion en la expresion de genes de
defensa entre las rutas dependientes de estos tres compuestos, como lo demuestra
la implicacion de ellas en la resistencia de Arabidopsis a Perenospora cucumerina y
Peronospora parasitica (Clarke et al., 2000). Del mismo modo, en Arabidopsis el
factor de transcripcion especifico de plantas WRKY70, puede explicar a nivel
molecular el antagonismo entre las rutas de sefalizacion de defensas mediadas por
los acidos salicilico y jasmonico (Li et al., 2004).

El tratamiento con metil jasmonato en abeto rojo (Picea abies (L.) Karst.) incremento
el flujo de resina en tejidos del tallo y aumenté la resistencia al hongo de mancha
azul (Ceratocystis polonica), manifestando las principales caracteristicas celulares
relacionadas con la resistencia adquirida, inducidas por heridas, infeccion de hongos
y escarabajos (Franceschi et al., 2002).

Comportamiento de las variables fisiolégicas en plantas de (Musa AAB) var.
CEMSA ..

Los efectos de las aplicaciones de &cido jasmoénico en las capacidades
fotosintéticas, evapotranspirativas y de conductancia estomatica en el estudio de la
interaccién platano- Fusarium oxysporum f. sp cubense raza 2 se muestran a
continuacion.
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Tabla 13. Comportamiento de la actividad fotosintética en plantas de platano
asperjadas con &cido jasmonico e inoculadas con Fusarium oxysporum f. sp cubense
raza 2 asi como su interaccion, en los 28 dias de aclimatizacion.

Concentracién Fusarium

Acido Jasménico 3x10° Odias 7dias 14 dias 2ldias 28dias
(mg.L™") esporas/mL

0 no 5,19a 5,25a 13,02a 14,31a 13,77a
0 si 129¢c 1,58b 5,26b 558b 0,78d
1 no 5,05a 2,31b 553b 4,280 9,30b
1 si 3,56b 2,44b 4,690 4,89b 6,12c
ES+ 0,26 0,29 0,22 0,33 0,23
S|g1 * * * * *

En columna medias con letras diferentes indican significacion (ANOVA, prueba
Tukey, p<  0,05).Cada dato representa la media para n=120. El Fusarium se
inoculé a las 24 h de iniciado el experimento.

Los mayores valores de fotosintesis siempre pertenecieron a las plantas del testigo,
sin aplicacion de &cido jasmoénico ni inoculacion con Fusarium oxysporum f. sp
cubense raza 2 (tabla 13). El reconocido efecto del acido jasmonico de reducir
inicialmente la capacidad fotosintética de las hojas tratadas, nuevamente se
manifesto en esta especie (Gonzalez-Olmedo et al., 2006), pero en esta ocasion aun
a los 28 dias no se logro recuperar los niveles del testigo.

Tratamientos con acido jasmonico redujeron la fijacion del CO; y la actividad de la
rubisco, incrementaron la tasa de fotorrespiracion, el punto de compensacion del
CO, y la resistencia estomatica (Popova y Vaklinova, 1988). Se demostré en
plantulas de cebada que el &cido jasmoénico tuvo un marcado efecto inhibitorio sobre
el transporte electronico en el fotosistema 1l y las reacciones evolutivas del oxigeno
(Maslenkova et al., 1995).

Por su parte el Fusarium oxysporum f. sp cubense raza 2 redujo aun mas
marcadamente la fotosintesis en las plantas infestadas con énfasis en aquellas sin
previa proteccion con acido jasmoénico. Sin embargo esta actividad fisiolégica no
disminuyé por el hongo en las plantas previamente asperjadas con el producto,
salvo a los 28 dias como consecuencia de la maxima expresion de las lesiones
provocadas por el patdgeno como antes se discutio en las figuras 9B y 9C.

En correspondencia con la fotosintesis se comportd la conductancia estomatica
(tabla 14).
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Tabla 14. Comportamiento de la conductancia estomatica en plantas de platano
asperjadas con &cido jasmonico e inoculadas con Fusarium oxysporum f. sp cubense
raza 2 asi como su interaccion, en los 28 dias de aclimatizacion.

Concentracién Fusarium

Acido Jasmoénico 3x10° Odias 7dias 14 dias 2ldias 28dias
(mg.L™") esporas/mL

0 no 20,36a 20,69a 44,30a 37,45b 32,39a
0 si 0,65d 0,70c 23,30b 45,01a 17,51b
1 no 14,77b 1,66c 28,42b 45,83a 17,68b
1 si 10,70c 12,60b 13,86b 10,80c 10,41c
ES+ 0,55 0,61 0,61 0,79 0,44
Slg * * * * *

En columna medias con letras diferentes indican significacion (ANOVA, prueba
Tukey, p< 0,05).Cada dato representa la media para n=120. El Fusarium se
inoculé a las 24 h de iniciado el experimento.

La conductacia estomatica generalmente fue mayor en las plantas del testigo, a
excepcion de la evaluacion realizada a los 21 dias. El acido jasmodnico
probablemente disminuye la captacion fotosintética del CO, por reduccion de la
conductancia estomatica si en términos de cierre del estoma se interpreta, aunque
en plantas de soya y cebada se plantea que él no esta involucrado en el cierre
estomatico (Creelman y Mullet, 1995). Los efectos del Fusarium oxysporum f. sp
cubense raza 2 sobre esta variable fueron irregulares cuando las plantas se trataron
con acido jasmonico.

Como se sabe el comportamiento de la evapotranspiracion mantiene una
proporcionalidad directa con el de la conductancia estomatica por la técnica de
medicién empleada, asi se aprecia en la tabla 15.

Tabla 15. Comportamiento de la evapotranspiracién en plantas de platano asperjadas
con acido jasmonico e inoculadas con Fusarium oxysporum f. sp cubense raza 2 asi
como su interaccion, en los 28 dias de aclimatizacion.

Concentracién Fusarium

Acido Jasménico 3x10° Odias 7dias 14 dias 2l1dias 28dias
(mg.L?) esporas/mL

0 no 0,47a 0,48a 1,03a 1,15b 32,39a
0 Si 0,01d 0,01c 0,57c 1,19 17,51c
1 no 0,35b 0,27b 0,71b 1,40a 17,68b
1 Si 0,21c 0,04c 0,37d 0,35¢c 10,41d
ES+ 0,01 0,01 0,01 0,02 0,44
S'g, * * * *

En columna medias con letras diferentes indican significacion (ANOVA,

prueba Tukey, p< 0,05).Cada dato representa la media para n=120. El
Fusarium se inoculé a las 24 h de iniciado el experimento.
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Con excepcion de la evaluacion realizada a los 21 dias, el &acido jasmonico
disminuyé la evapotranspiracion en las plantas de platano. De esta forma la
reduccion de la conductancia estomética afectd tanto a la fotosintesis como a la
evapotranspiracion, asi mejor6 la economia hidrica durante la fijacion de CO».

El Fusarium oxysporum f. sp cubense raza 2 también redujo la evapotranspiracion,
pero a diferencia del comportamiento de la fotosintesis (tabla 4), el &cido jasmdénico
no logré controlar la pérdida de agua por esta via en las hojas de las plantas
enfermas.

La aplicacion exdgena del &cido jasmoénico y su metil ester, afectan los procesos
fisiolégicos, morfoldgicos y reproductivos. Algunos de los procesos antes referidos
son la maduracion de frutos, la produccién de polen, el crecimiento de las raices, el
almacenamiento de proteinas, la fotosintesis, el cierre de estomas y el ciclo celular
segun Suhita et al. (2004 ).

En resumen el acido jasmonico favorecio el incremento de variables morfoldgicas,
pero redujo los valores de las variables fisiolégicas que no lograron igualar los
niveles del testigo a pesar del incremento numérico durante los 28 dias de
experimentacion. Sin embargo este producto siempre redujo la presencia del hongo
Fusarium oxysporum f. sp cubense raza 2 en las plantas de platano previamente
tratadas, o que evidencia su empleo eficiente con accion protectora ante esta
enfermedad fungosa. Los mecanismos bioquimicos que se desencadenan por la
induccion del &acido jasmonico se requieren para profundizar en los efectos del
producto en la interaaccion platano-Fusarium oxysporum f. sp cubense raza 2 en
condiciones de aclimatizacion.

CONCLUSIONES

- La aplicacion del acido jasménico (1.0 mg.L™) en la fase del enraizamiento y
elongacion in vitro disminuye las variables morfologicas de las vitroplantas de
pifia (Ananas comosus (L.) Merr.) variedad MD?2.

- El &cido jasménico (1.0 mg.L™) inhibe la actividad fotosintética y disminuye la
concentracion de las clorofilas en las hojas de vitroplantas de pifia (Ananas
comosus (L.) Merr.) variedad MD2.

- La aplicacion del acido jasmoénico in vitro aumenta la supervivencia de las
plantulas de pifia en condiciones ex-vitro.

- El acido jasmonico aplicado in vitro es mas eficiente que el aplicado ex vitro en la
induccion de mecanismos relacionados con la proteccion de las plantulas de pifia
contra Phytophthora nicotianae var. parasitica.

- La concentracién de &cido jasmoénico en la preparacién de 1.0 mg.L™ estimulé e
incrementd el desarrollo de las variables morfolégicas de las plantulas de
Spathyphillum ‘Sensation’. La dosis de 2.0 mg.L™* aument6 la masa fresca de las
plantulas.

- Con la aplicacién del acido jasménico a la dosis de 1.0 mg.L™ se logré el mejor
balance de incremento gaseoso (CO, asimilado/H,O transpirada) durante la
aclimatizacién de las plantulas de Spathyphillum ‘Sensation’ lo que favorecié la
calidad de las mismas.

- En plantas de platanos CEMSA % en aclimatizacion el &cido jasménico (1.0 mg.L
1y favorecio el incremento de variables morfolégicas, pero redujo los valores de
las variables fisiolégicas.
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- En la interaccién platano-Fusarium oxysporum f. sp cubense raza 2 el &cido
jasménico (1.0 mg.L™) siempre redujo la presencia del hongo, demostrando
accion protectora.
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PRODUCCION DE METABOLITOS MICROBIANOS DE
INTERES COMERCIAL PARA LA INDUSTRIA ALIMENTICIA

PARTE1: PRODUCCION DE ENZIMAS DE INTERES COMERCIAL POR
ASPERGILLUS NIGER MEDIANTE FERMENTACION EN MEDIO SOLIDO.

INTRODUCCION.

La degradacion de diversos materiales naturales llevada a cabo por microrganismos
como Aspergillus spp. d4 como resultado la produccion de diversos metabolitos, los
cuales son utilizados por el microrganismo para la degradacion de los compuestos
presentes en estos materiales. El interés en el metabolismo de los microorganismos
ha ido en aumento debido a su importancia industrial para la produccién de enzimas
de una forma econémica y con altos rendimientos mediante procesos de
fermentacion utilizando como sustrato principalmente diversos residuos
agroindustriales, lo que tiene como ventajas la reduccién de la contaminacion
generada por éstos y el mejoramiento de los costos de produccion enzimatica.

Las especies del género Aspergillus se encuentran ampliamente distribuidas en la
naturaleza, pudiéndose aislar de una gran variedad de sustratos (Abarca, 2000). Ello
conlleva a que este género de hongo produzca diversas sustancias, las cuales se
han aprovechado en el sector industrial. Su papel destaca principalmente en su
aplicacion en la industria de alimentos, en donde se utilizan para la produccion de
acidos organicos, tales como acido citrico y acido lactico (Krishna, 2005; Ward,
1989), en la produccion de numerosas enzimas (Krishna, 2005; Ward, 1989), entre
las que destacan fitasas, xilanasas, celulasas, proteasas, amilasas y lipasas.

Las fitasas pertenecen a la subfamilia de las fosfatasas acidas histidina, las cuales
catalizan la hidrdlisis de las uniones fosfomonoester del fitato (sales de mio -inositol
hexakisfosfato) o del mio - inositol 1, 2, 3, 4, 5, 6 - hexakisdihidrégeno fosfato (acido
fitico), produciendo derivados penta, tetra, tri, di y monofosfato del mioinositol y
fosfato inorganico (Pi)(Duvnjak y Al - Asheh, 1994; Krishna, 2005). Los animales no
rumiantes, como los cerdos, no son capaces de utilizar el fosfato presente en el
acido fitico que es el mayor reservorio de fosforo en vegetales, debido a la ausencia
de fitasa en sus intestinos. Este acido fitico es eliminado en las heces, generando
polucién del suelo y eutroficacion del agua por fosfatos. Suplementando la dieta de
los animales monogastricos con fitasas se reducen los efectos contaminantes ya que
estos animales pueden tener una mayor biodisponiblidad de fosfato para sus
necesidades fisiologicas (Roopesh et al., 2006; Walsh y Casey, 2003).

Las endoxilanasas o xilanasas actlan sobre la cadena principal del xilano
hidrolizando los enlaces internos B(1—4) entre moléculas de xilosa, dando lugar a
una mezcla de xilooligosacaridos de diferentes tamafios. El uso de las xilanasas ha
sido propuesto para optimizar los procesos de clarificacién de vinos y jugos, para
extraer café y aceite de plantas (Krishna, 2005; Zhaoxin et al., 2008), para la
produccion de hidrolizados de desechos agroindustriales y para la biodecoloracién
de la pulpa de papel (Zhaoxin et al., 2008).

Las celulasas son capaces de degradar celulosa, un polisacarido formado por
moléculas de glucosa, unidas entre si por enlaces 8 - 1,4 (Krishna, 2005; Yamamoto
et al., 1995). Esta enzima se usa en la produccion de glucosa y de etanol, también
para extraer componentes del té verde, para producir jarabe de fructosa y para el
tratamiento de materiales que contienen lignocelulosa (Blandino et al.,, 2005;
Krishna, 2005).
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Las proteasas son enzimas de gran importancia debido a su rol fisiolégico ya que
son necesarias para los organismos vivientes tales como plantas, animales y
microrganismos, asi como a sus aplicaciones comerciales (Boer y Peralta, 2000).
Ademéas su produccion abarca cerca del 60% del total de enzimas producidas
industrialmente en el mundo (Krishna, 2005). Las aplicaciones de estas enzimas son
muy variadas, destacandose su uso en la industria del cuero y la seda, en alimentos,
medicamentos, también como componente de detergentes y para recuperar la plata
usada en peliculas de rayos X, entre otras (Tunga et al., 2003).

Las lipasas se encargan de hidrolizar triglicéridos a &cidos grasos y glicerol, y en
algunos casos bajo ciertas condiciones catalizan la reaccion inversa. Algunas de
estas enzimas son también capaces de catalizar reacciones de transesterificacion e
hidrélisis enantioselectivas (Pokomy et al.,1994). Estas enzimas hidroliticas se
encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza y estdn presentes en los
procesos metabdlicos degradativos de algunas plantas, animales y microrganismos
(Scmid et al., 1998).

Las amilasas catalizan reacciones de hidrolisis del almidén, lo cual es de gran
importancia en diversas operaciones industriales, principalmente en la produccién de
alimentos y biocombustibles. Estas enzimas rompen la molécula de almidon en
fracciones cortas (dextrinas), actuando directamente sobre los enlaces a- 1,4
(Fennema, 2000).

Objetivo General

Detectar la produccion de enzimas hidroliticas de importancia industrial presentes en
un extracto obtenido de la fermentacion en estado sdélido, empleando triticale como
sustrato para la produccién de fitasas.

MATERIALES Y METODOS
Propagacion de la cepa:

Se utilizé la cepa 7A-1 de Aspergillus niger, la cual se activd en agar PDA por
picadura y se incubo durante 5 dias a 25° C.

Terminado el tiempo de incubacion se realizé la cosecha de esporas utilizando 50 ml
de Tween 80. Una vez obtenida la solucion de esporas se procedié a colocar una
alicuota de esta en una camara de Neubauer para su conteo en el microscopio,
obteniendo una concentracion de 1.41 X 107 esporas/ml.

Finalmente se procedié a inocular 2.26 X 107 esporas/ml en caldo de activacion
(bactodextrosa y extracto de levadura) y se incub6 durante 36 h a 25°C a 180 rpm
para obtener una suspension de micelio en forma de pellet con un tamafio
aproximado de 3 a 5 mm.

Fermentacion en estado solido:

El sustrato para la FMS se prepar6 en mezclando dos partes de la fraccion tamizada
de triticale inmaduro (600 pum) y una parte de la fracciéon sin tamizar, una vez
obtenida esta mezcla se colocaron 50 gr de ella en cada matraz de 250 ml para su
fermentacion con una proporcion tanto de la espiga como el tallo de cada cereal
(25:75 espiga:tallo), haciéndolo por duplicado. Una vez colocado el sustrato en el
matraz se le coloco el tapon para evitar la absorcibn de humedad durante su
esterilizacion.

Se afiadio sulfato de amonio 0.20 g/ml como fuente de nitrégeno y se inoculo cada
caja con 25 ml de micelio en forma de pellets, para obtener asi una humedad del
62%, los matraces fueron incubados por 4 dias a una temperatura aproximada de
25°C, al cuarto dia se realizaron las distintas pruebas de actividad enzimatica.
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Proceso de obtencidn del extracto crudo a partir de las muestras de SSF

La muestra del cultivo se mezcld con Triton X-100 al 0.1% (1 g de muestra/5 ml de
Triton) y se agito a 180 rpm y 25°C por 1 h. Después se centrifug6 a 7,500 xG y 4°C
por 10 min y el sobrenadante obtenido fue el extracto crudo que se emple6 para los
estudios posteriores

Deteccion de enzimas hidroliticas.

- Deteccion de actividad celulasa. Se emple6 el método de placa propuesto por
Magnelly et al.(1997) basado en la degradacion de la celulosa.

- Deteccion de actividad xilanasa. ElI método utilizado fue el de placa propuesto
por Magnelly et al. (1997), en el cual las xilanasas se encargan de hidrolizar
los enlaces internos (B(1—4) del xilano.

- Deteccion de actividad amilasa. Se utilizé la técnica de Ponchon & Tardieux
(1965) con modificaciones del método de placa propuesto por Magnelly et
al.(1997)evaluando la hidrdlisis del almidén.

- Deteccion de proteasas. Se empleo la técnica en placadescrita porKim et al.
(2007).

- Deteccion de actividad fitasas. Se utilizo el método en placa propuesto por
Barnett et al. (1972), Samson et al. (1988), con algunas modificaciones
propuestas por Yetti et al. (2010).

- Deteccion de actividad lipasa. Se utilizo la técnica en placadescrita porKim et
al. (2007) con modificaciones, en la cual las lipasas hidrolizan los triglicéridos
a acidos grasos y glicerol.

Cuantificacion de enzimas hidroliticas.

- Cuantificacion de celulasas. Para la determinacion de celulasas se empleo el
método propuesto por Miller (1959) modificado por Torres (2009).

- Cuantificacién de xilanasas. Se us6 el método propuesto por Miller (1959)
modificado por Torres (2009).

- Cuantificacion de fitasa. Para determinar la actividad fitasa se utilizo el
método descrito por Harland yHarland (1980) modificado por Torres (2009).

- Cuantificacién de Proteasas. Para determinar la actividad proteasa se uso el
método descrito por Xu etal. (2000) modificado por Torres (2009).

- Cuantificacidbn de amilasas. Se empled el método colorimétrico descrito por
Bernfeld (1955) para detectar a-amilasas.

- Cuantificaciéon de lipasas. Se agregaron en un tubo 0.2 ml de extracto con 2.5
ml de solucién tampoén fosfato sodico 25 uM y 20 pl pmpp 50uM la
temperatura se mantuvo a 37 °C, se agitd en vortex para mezclar bien los
reactivos y las lecturas se realizaron a 348 nm cada 5 minutos hasta los 25
min.

RESULTADOS Y DISCUSION.
Deteccidn de enzimas hidroliticas.

Los resultados de la mediciéon de los halos de hidrélisis de las diferentes enzimas
analizadas se muestran en la Figura 1
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Figura 1. Halos de hidrélisis que presenté el extracto relacionado con las diferentes
actividades enzimaticas evaluadas.

El mayor halo de degradacion lo presentd la actividad proteasa seguido por las
actividades celulasa y amilasa. Peteira et al. (2006), detectaron proteasa por
Pochonia chlamydosporiaen medio soélido, los cuales comparaban el medio que se
utilizd en este trabajo con otros medios afiadiéndoles colorantes, obtuvieron un
resultado similar, que con el medio sin la necesidad del colorante si se lograba
apreciar la degradacion del halo.

Diorio et al. (2003), detectaron una actividad elevada de CMCasa entre los dias 2 y
4 de desarrollo, actividad producida por Saccobolus saccoboloides, un resultado
similar al presente en este trabajo. Diorio et al. (2003) detectaron una degradacion
similar debido a la presencia de amilasas a la obtenida en el presente trabajo pero
por Saccobolus saccoboloides y al dia 21. En cambio en el medio para detectar
actividad de xilanasas el halo de inhibicion no era muy notorio. Diorio et al. (2003)
encontraron una degradacion alta de xilanasa pero al octavo dia, no al cuarto dia.

Cuantificacion de enzimas hidroliticas.

Al cuarto dia de la fermentacion se llevo a cabo la cuantificacion de las enzimas que
presentaron degradaciéon con los diferentes métodos de deteccion en placa (Tabla
2).
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Tabla 2. Actividad enzimética presente en un extracto de una SSF de triticale a las 72

horas.
Act especifica.
Enzima Cantidad unidades U/mg prot.
Celulasas 84.154+2.3 U/g 6731.811
Xilanasas 17.180+0.0002 U/g 1374.32525
Fitasas 0.376+0.007 U/ml 0.5838689
Lipasas 100.849+5.04 Ul/ml
Amilasas 0.007+0.006 U/ml
29.0857 U/mg
Proteasas 0.363+0.139 U/ml prot.

La cuantificacion de celulasa llevada a cabo mediante SSF mostré después de 4
dias de cultivo, un nivel de enzima elevado (84.1542 U/gs) en las condiciones de
cultivo realizadas, resultado similar al obtenido por Kang et al.(2004), a partir de una
SSF con A. niger sobre medio basado en salvado de trigo y paja de arroz (100 U/g )
pero entre el quinto y sexto dia de fermentacion. Por otro lado, Costa et al. (2010)
obtuvo un maximo de produccion neta al segundo dia (62,33 U/ gSs).

En la SSF en triticale después de 4 dias present6 una actividad de xilanasa de 17.18
U/gs, actividad que resulté un poco similar a la obtenida por Prasertsan et al. (1997)
en SSF. Con A. niger en un medio que contenia torta de palmacon un 50% de
humedad, obtuvieron una producciéon de 14,79 U/g solo que al tercer dia
defermentacion.

Para proteasas se encontrd una actividad de 29.0857 U/mg proteina resultado que
se encontro similar al de Torres (2009) el cual encontré una actividad de proteasa de
22,32 U/mg proteina, mediante SSF en pomaza de cranberry pero la present6
después de 14 dias de cultivo, por lo tanto utilizando triticale como sustrato
obtenemos un nivel mayor de actividad de proteasa en menos tiempo.

La cantidad de fitasa encontrada mediante SSF en triticale mostré después de 4 dias
del proceso de fermentacion un nivel de enzima de 30.12 FTU/mg proteina en las
condiciones de cultivo realizadas, un nivel mayor que el que encontré Torres (2009)
el cual tuvo como resultado una cantidad de 13,58 FTU/mg proteina, procedimiento
gue se llevé a cabo mediante SSF en torta de canola, y ese resultado lo obtuvo al
tercer dia del proceso de fermentacién, por lo tanto al utilizar triticale como sustrato
para produccion de fitasa obtenemos un mejor resultado.

CONCLUSIONES.

En el presente trabajo se encontraron enzimas de interes industrial en un extracto
obtenido del cuarto dia de una fermentacion en estado solido por Aspergillus niger
teniendo como soporte triticale. Bajo estas condiciones de cultivo se determind que
las lipasas presentan mayor actividad que el resto de las enzimas, de igual manera
celulasa y xilanasa presentaron actividad enzimatica caracteristica, en cambio el
resto de las enzimas cuantificadas (fitasas, proteasas, amilasas) presentaron muy
poca actividad.
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PARTE 2: SELECCION DE UNA CEPA NATIVA CON CAPACIDAD
PROBIOTICA PARA EL DESARROLLO DE UN ADITIVO ALIMENTARIO

INTRODUCCION.

La creciente demanda alimentaria genera la necesidad de crear nuevas tecnologias
para la industria ganadera y avicola, ya que existen diversos factores que afectan la
calidad del producto, principalmente la susceptibilidad de los animales a diversas
enfermedades. El uso de antibidticos que han mostrado ser efectivos en la
disminucién de patologias y en la promocion del crecimiento animal (Milian et. al.,
2008).

Los probidticos se definen como “microorganismos vivos que administrados en
cantidades adecuadas confieren beneficios en la salud del hospedador” (Collins et.
al., 2009). La adicion de ciertos microorganismos probidticos permite el
mantenimiento de un determinado tipo de flora. Una vez ingeridos por el animal, y
debido a su alta concentracion, los microorganismos contenidos en el probidtico
colonizan el intestino creando el ambiente necesario de flora util y homogénea.
Estas bacterias son fundamentalmente productoras de acido lactico, lo que garantiza
un pH en el intestino lo suficientemente bajo para evitar el desarrollo de patégenos.
Ademas de presentar multiples efectos que causan beneficios al animal hospedador
(Sanchez et. al., 2011).

La introduccion de un probidtico es un evento natural que beneficia las interacciones
naturales y complejas de la microbiota intestinal. Sus efectos positivos se reflejaran
también en resultados zootécnicos, como son la ganancia de peso vivo y la
conversion alimentaria (Milian et. al., 2008).
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Se presume que los probidticos modulan la flora intestinal indigena y mejoran la
salud mediante mecanismos potenciales de accién, tales como inmunomodulacion,
antagonismo directo o exclusion competitiva. También pueden inhibir el crecimiento
de patdgenos entéricos al disminuir el pH luminal, la secrecion de péptidos/proteinas
bactericidas o la estimulacion de la produccion de defensinas (proteinas ricas en
cisteina, efectoras de la inmunidad innata) por las células epiteliales. Ademas son
capaces de bloquear la adhesién o la invasion de los patégenos al epitelio intestinal,
bloqueando los receptores de la superficie epitelial o por la inducciéon de mucinas,
moléculas de carbohidratos que forman una barrera a los largo de la monocapa
epitelial (Patterson et. al., 2003).

Los probidticos estan encaminados, fundamentalmente, a favorecer la microbiota
intestinal, que es esencial para descomponer sustancias alimenticias no digeridas
previamente y para mantener la integridad de la mucosa intestinal. También son
importantes en la produccion de vitaminas (sobre todo las del complejo hidrosoluble)
y de &cidos grasos de cadena corta. Intervienen ademas, en la reduccién del nivel
de colesterol y triglicéridos en sangre. Al mantener la estabilidad intestinal, logran
aumentar la respuesta inmune (Milian et.al., 2008).

Ante el incremento de la demanda actual de la industria ganadera y avicola se
deben reducir los costos de produccion y mantenimiento, ademas de mejorar el
producto implementando nuevas tecnologias para incrementar el aprovechamiento
de los nutrientes y la proteccion inmunoldgica de los animales ante posibles
enfermedades enterogastricas.

El empleo de los prebidticos como aditivos zootécnicos representa una posible
solucion a los problemas antes mencionados. Sin embargo hacen falta mayores
estudios en cuanto a la eleccion del mejor microorganismo probiotico a emplear
como aditivo alimentario y conocer si éste actla de forma adecuada.

OBJETIVO.
Seleccion de una cepa nativa con capacidad probidtica similar a las cepas
comerciales.

MATERIALES Y METODOS

ETAPA I

Reactivacion de las cepas Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum,
Bacillus subtilis.

Se reactivaron cepas de Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum, Bacillus
subtilis proporcionadas por el Departamento de Investigacion de Alimentos de la UA
de C en medio MRS (Rogosa 1951), ya que este medio es selectivo en el
aislamiento de lactobacilos, y por favorecer el crecimiento de Bacillus subtilis,
ademas evita el crecimiento excesivo de mohos y estreptococos. Todos los
microorganismos fueron incubados en anaerobiosis a 37°C por 2 dias.

Activacion de las cepas Bacillus Clausii y Lactobacillus acidophilus cepa
boucardii de productos comerciales

Se activaron las dos cepas de productos comerciales y se valord6 su capacidad
prebidtica, los microorganismos se activaron de la siguiente manera:

Para el aislamiento del probiético Bacillus clausii se agregaron 20 ul de la
suspension Enterogermina (Sanofi aventis) en 5 ml de caldo MRS en un tubo
vacutainer rojo, se extrajo el aire por medio de una jeringa de 5 ml por el tapén de
goma para generar la anaerobiosis. El Lactobacillus acidophilus cepa boucardii se
extrajo del medicamento Lacteol fort (CARNOT). Se vacio el contenido de un sobre
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de 5 gen 1 mlde Tween 80 al 0.1%. De la mezcla anterior se tomaron 20 ul y se
procedio a cultivar como se describié anteriormente.

Ambas cepas se incubaron por 2 dias a 37°C.

ETAPA I

Evaluacion de la capacidad probidtica de las cepas reactivadas.

Actividad antagoOnica de las cepas.

Preparacién de sobrenadantes de cultivo. Se sigui6 la metodologia descrita por
Schillinger (1989) con algunas modificaciones. Las cepas fueron incubadas en caldo
MRS durante 24 horas a 37°C en anaerobiosis. Posteriormente la solucion libre de
células se obtuvo mediante centrifugaciéon a 3000 rpm durante 15 min, seguido de
una filtracion del sobrenadante a través de un poro 0.2 um de tamafio.

Deteccion de actividad antagonista. Para la deteccidn de la actividad antagonista
se realiz6 una prueba de difusion en agar que fue una modificacion descrita
Schillinger et. al. (1989). Las condiciones anaerobias se utilizaron para minimizar la
formacién de peroxido de hidrégeno y acido acético. Para la realizacion del ensayo,
placas de agar MRS fueron cubiertas con 7 ml de agar MRS suave (0.7% de agar en
caldo MRS) inoculado con 300 pl de un cultivo de 12 h de E. coli. Se realizaron
pozos de 3 mm de didmetro en estas placas, y a cada pozo se le afiadieron 30 pl
del sobrenadante del cultivo de la cepa a ensayar.

Las placas, con sus pozos sin sellar, fueron incubadas anaerobicamente durante 24
horas a 37°C y se examinaron posteriormente para observar las zonas de inhibicion.

Actividad enzimatica.

Se estudié la produccion de diferentes enzimas (amilasas, proteasas, lipasas y
fitasas) por las cepas probidticas utilizando las técnicas descritas por Kim y col.
(2009) con algunas modificaciones hechas por Lertworapreecha et. al. (2011). Todos
los cultivos se incubaron en anaerobiosis a 37°C.

Prueba de hidrofobicidad de la superficie celular.

La hidrofobicidad de la superficie de las bacterias se valorara segun la técnica de
Rosenberg et.al. (1980).

Prueba de tolerancia a sales biliares.

La habilidad de sobrevivir a la accion de las sales biliares es una necesidad basica
de los microorganismos probidticos, y es generalmente uno de los criterios para
seleccionar cepas probidticas potenciales. Para ello se empled la técnica descrita
por (Garriga et al., 1998).

Prueba de tolerancia a pH é&cido. ]
Se siguid la metodologia propuesta por Avila et. al. (2010) con algunas
modificaciones en los volumenes.

RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad antagonica de las cepas.

Este ensayo demuestra la habilidad de las cepas para prevenir la colonizacion de E.
coli en el intestino de los animales. Las 5 cepas probadas, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus acidophilus, Bacillus clausii y Bacillus subitilis,
mostraron inhibicién del crecimiento de E. coli (Tabla 1), lo que es comparable con
los resultados reportados por Kizerwetter-Swida y Binek (2005) quienes encontraron
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que los lactobacilos tienen efecto antibacterial en contra de E.coli. Ademas Taheri et.
al. (2009) reportaron que el grado de inhibicion de los probioticos es debido al pH en
gue se encuentre el sobrenadante, por lo que demuestra que hay una inhibicion en
el pH 6.8.

Bacillus clausii presentd la mayor actividad antibacterial en comparacién con las
otras cepas, alcanzando el doble del diametro del halo del resto de las cepas.
Diversos estudios demuestran la eficacia de la ingesta de esporas de Bacillus para
la exclusion competitiva de E. coli (Guo et. al, (2006); La Ragione et. al., 2001).

Prueba de hidrofobicidad para la superficie celular

Debido a que la colonizacibn es una caracteristica importante para una cepa
probidtica se realizd este ensayo por la estrecha relacion que presenta con la
adhesion por parte de las bacterias al epitelio del intestino del animal. Esto significa
gue un porcentaje alto de hidrofobicidad muestra una buena adhesion al mucus
intestinal (Taheri y col., 2009). Los resultados a este ensayo son presentados en la
Tabla 1, donde se observa que 2 de las 5 cepas presentan una hidrofobicidad
mayor al 90% lo que significa buena adhesion al epitelio intestinal. B. subtilis fue la
cepa nativa con mayor porcentaje de hidrofobicidad (90.2%), lo que concuerda con
lo reportado por Wiencek y col. (1990). Los valores obtenidos para las cepas de
Lactobacillus ssp son comparables a lo mostrado por Kmet y luchini (1997) quienes
reportaron una hidrofobicidad de los lactobacilos no mayor a 70%, sin embargo esto
no ocurre del todo con el Lactobacillus acidophilus quien presenté una mayor
porcentaje (75%) debido probablemente a la utilizacion de diferentes solventes
organicos para realizar la prueba o a la utilizacion de una cepa mejorada por ser de
origen comercial, segun con lo reportado por Vadillo-Rodriguez et. al. (2004).

Tabla 1. Prueba antibacterial y porcentaje de hidrofobicidad de la superficie celular de
las cepas analizadas.

L. L. L. B. B.
plantarum  fermentum acidophilus clausii  subtilis
Actividad 7mm 7mm 8mm 14mm 7 mm
antagonica*
% de hidrofobicidad 57.4 66.8 90.9 49.7 90.2

*probada contra cepas de E.coli.

Tolerancia al pH

Se midié la tolerancia de las 5 cepas hacia diferentes pH, caracteristica importante
para su sobrevivencia durante su paso al intestino, ante ambientes desfavorables
como el pH del estémago (pH 2), el intestino delgado (pH 6.2) y grueso (pH 6.3),
esta resistencia tiene la finalidad de que llegue al sitio en el que brindara los
beneficios al animal (Church y Pond, 1974).

La mayoria de las cepas present6 tolerancia al pH 2 (Tabla 2), con excepcion de L.
plantarum lo que infiere una total inhibicién del microorganismo a pH acidos. Bajo pH
3.5 se observo crecimiento por parte de los Lactobacillus; sin embargo no se detecta
crecimiento en ninguno de los Bacillus, mientras que para el pH 6 todas las cepas
muestran crecimiento, lo que indica una buena supervivencia a este pH.

Esto es concordante con lo reportado por Klayraung et. al (2008) que observaron
toleranciaa pH a 2,3y 7 de parte de los Lactobacillus spp.
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Tabla 2. Cuenta en placa’ de las 5 cepas ensayadas después de mantenerse 90 min en
las condiciones del ensayo a 37°C por 24 h en anaerobiosis.

L. L. L. B. B. clausii
plantarum fermentum acidophilu  subtilis
S

supervivencia en 0 3.8 4.1 3.9 4.1
pH*
supervivencia en 4.1 4.1 4.0 nd nd
pH**
supervivencia en 3.7 3.4 3.1 3.4 3.6
pH***
tolerancia en sales 35 3.3 35 3.6 +++
biliares?
tolerancia en sales nd nd nd +++ nd
biliares®

*se utilizé el pH de 2 para medir la tolerancia acida dejandolo 90 min.

**se utilizé pH de 3.5 para medir la tolerancia acida dejandolo 90 min

*** Se utilizé pH de 3.5 para medir la tolerancia acida dejandolo 90 min

! La cuenta se convirtié a logso ufc/ml; el medio en el que se realizé el crecimiento de las cepas es el agar MRS.
%Se utilizé6 una concentracion de 0.1 % de sales biliares para observar la tolerancia.

% Se utiliz una concentracion de 0.3 % de sales biliares para observar la tolerancia

+++ Pruebas positivas con crecimiento superior notable.

Tolerancia a las sales biliares.

Junto a los medios acidos fuertes en el estdbmago, los microorganismos probioticos
por via oral tienen que defenderse contra la sal de bilis en el tracto gastrointestinal.
Por lo tanto, la tolerancia a sales biliares se considera que es una de las
propiedades importantes que se requieren para la alta supervivencia y, como
consecuencia de una actividad probidtica.

No existe un consenso sobre la concentracion precisa a la que la cepa seleccionada
debe ser tolerante. La concentracion fisiolégica de las sales biliares en el intestino
delgado es de entre 0,2 y 2,0% (Gunn, 2000). En este estudio se midio la tolerancia
de las 5 cepas hacia una concentracion de sales biliares de 0.1% (Tabla 2). Todas
las cepas crecieron, lo que indica la tolerancia a la sales billares a esta
concentracion, tal como lo descripto por Klayraung (2008). Por otra parte, no se
observo crecimiento de la mayoria de las cepas a la concentracion de 0.3%, con
excepcion de Bacillus subtilis (Tabla 2). Esto es concordante con el trabajo realizado
por Guo (2005) que muestra que Bacillus subtilis es tolerante a la sales biliares de
0.1 % y 0.3% de concentracion.

Actividad enzimatica

Se midié la actividad enziméatica de las 5 cepas: Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus acidophilus, Bacillus clausii y Bacillus subtilis,
Los resultados de la actividad enzimatica se resumen en la Tabla 3.

El tamafio del halo que rodeaba al pocillo con el sobrenadante en la placa da un
aproximado de los niveles de produccién de las enzimas extracelulares de las cepas.
Todas las cepas mostraron halos de hidrdlisis de proteinas similares (Tabla 3), al
igual que actividad fitasa, a excepcién de B. clausii, lo que concuerda con lo
reportado por Kim et. al. (2007) respecto a la produccion de proteasas vy fitasas por

98



cepas de lactobacilos. Kumar et.al. (2012) obtuvieron fitasas a partir de Bacillus
subtilis, lo que explica la presencia de halo de hidrdlisis para esta cepa.

En cuanto a la produccion de lipasas, ninguna de las cepas produjo un halo de
hidrélisis en el medio con aceite de oliva, probablemente debido a la falta de lipasas
extracelulares, o que coincide con lo descrito por Oterholm et. al. (1968), quienes
no encontraron produccion de lipasas extracelulares por cepas de lactobacilos. En
cuanto a la falta de actividad lipasa por parte de Bacillus subtilis y Bacillus clausii
posiblemente se deba a la pérdida de actividad durante las 48 horas de incubacién,
ya que segun Lesuisse et.al. (1993) la producciéon de lipasa de Bacillus decrece a
partir de 12 h de crecimiento celular. Asimismo no se detectd produccidon de amilasa
en ninguna cepa eso posiblemente a una baja produccion de la enzima debido a que
las condiciones que se practico el ensayo no fueron las 6ptimas. Las pruebas fueron
realizadas a 37°C en un pH de 6.8 segln con lo reportado por Martine Cham et. al.
(1983) donde se encontrd produccion muy baja de algunas cepas de Lactobacillus.

Tabla 3. Actividad enzimatica cualitativa de las 5 cepas (Didmetro en mm)

Ensayo CEPA
L. L. L. B. B. clausii
plantarum fermentum  acidophilus subtilis
Actividad fitasa 7 8 7 8 Nd*
Actividad 11 11 9 13 11
proteasa
Actividad nd nd nd nd nd
amilasa
Actividad lipasa® nd nd nd nd nd
Actividad lipasa® nd nd nd nd nd

“no detectado.
% Se utiliz6 una concentracion de 0.1 % de sales biliares para observar la tolerancia
% Se utilizé una concentracion de 0.3 % de sales biliares para observar la tolerancia

CONCLUSIONES.

Las cepas de origen silvestre presentan caracteristicas similares respecto a las
cepas de origen comercial, ademas se plantea la eleccion de Bacillus subtilis como
el mejor probiotico silvestre debido a su resistencia los a diferentes pH y sales
billares, ademas de presentar caracteristicas de adhesion al intestino y produccion
de enzimas que ayuden a favorecer la digestion, el sistema inmune y que en
general resulte ser benéfico para el animal monogastrico.
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PARTE 3: ESTABILIZACION Y ESTUDIO DE DIGESTIBILIDAD

Esta etapa se encuentra aun en estudio. Los resultados preliminares obtenidos se
informan a continuacion.

Una de las ventajas del secado por aspersion es el prolongar la vida uatil del
biocompuesto que se esta encapsulando. La temperatura, la humedad, la luz, entre
otros factores afectan la estabilidad disminuyendo la actividad del producto.

La microencapsulacion le puede brindar esta estabilidad al producto y asi poder
tener productos competitivos en los mercados actuales.

El uso de residuos de la industria lechera como el suero de leche ha demostrado
gue es un material favorable para ser usado como material encapsulante, y en
combinacioén con la goma guar, un polimero que también se ha usado como material
de encapsulacién, han demostrado ser una buena alternativa como materiales
encapsulantes.

Las fitasas son un grupo de enzimas pertenecientes al grupo de las hidrolasas que
van a hidrolizar el fésforo presente en los cereales que conforman las dietas de
animales monogastricos, y que se encuentra en forma de fitato, un compuesto anti
nutricional que afecta la biodisponibilidad del fésforo. Llevando a la necesidad de la
adicion de fosforo inorganico proveniente de recursos no renovables. Esto afecta en
términos econdmicos y de contaminacion, ya que este fésforo es excretado en las
heces de los animales causando eutroficacion del suelo.

Es por esto que se esta llevando a cabo un estudio de estabilidad para los
microcapsulados de suero de leche y goma guar obtenidas bajo las condiciones
seleccionadas en etapas anteriores, en donde se encapsuld fitasa producida de
Aspergillus niger a una temperatura de 110 °C, un bombeo del 10% y una
concentracion de goma guar de un 1%.

Este estudio considerd los contenedores en lo que actualmente se comercializan
para tomar la simetria del mismo en pequefios contenedores. Los tubos Eppendorf
para simular los contenedores tipo botes, y las bolsas tipo Ziploc para los productos
comercializados en empaques o bolsas. El tiempo del estudio fue de ocho semanas
y considerando tres temperaturas diferentes: 4°C, lo que representaria un
almacenamiento en condiciones de refrigeracion, 25°C para una temperatura
ambiente y 35°C la cual se recomienda en estudios de estabilidad para evaluar su
comportamiento a temperaturas un poco elevadas.
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El estudio demostré que para los dos tipos de contenedores utilizados, la actividad
fitasa remanente es estable hasta en 85% para los 4°C, un 70% de actividad
remanente para 25°C y un 55% para 35°C. Sin embargo, se observé el mismo
comportamiento para los dos contenedores evaluados respecto a la actividad
enzimatica.

Debido a que en estudios anteriores se observo que los microencapsulados pasaban
de un tomo beige a una ligera coloracion amarilla, se evalué el color en las muestras
almacenadas sobre las ocho semanas. Se observéd que a diferencia de la actividad
enzimatica, el color si vari6 en ambos contenedores. Para el caso de los
contenedores tipo Eppendorf, el color se mantiene en el mismo valor para las tres
temperaturas evaluadas. No obstante, para las bolsas tipo Ziploc, el color variaba
semana a semana. Esto se relaciona con las reacciones de Maillard, en la cual se
oxida los azlcares presentes en la muestra, que en este caso es lactosa, y se torna
a estas tonalidades.

Esta diferencia en el cambio de color relacionado con el tipo de empaque puede
estar dada por el material y disefio del contenedor. Los tubos Eppendorf cierran mas
herméticamente que las bolsas y el material con el que estan fabricados disminuye
la porosidad del mismo y evita que la humedad del ambiente promueva este tipo de
reacciones, situacion que no sucede con las bolsas tipo Ziploc.

Cabe resaltar que al comparar el comportamiento del color de las muestras y la
actividad enzimética, no se observo la relacion entre el color y la actividad, lo cual
nos lleva a considerar que cualquier tipo de contenedor es viable para su
almacenamiento, sin dejar a un lado la necesidad algun estudio que pueda evaluar
factores diferentes con el propésito de considerar dichos factores en la estabilidad
del producto.

Por todo esto, se pudo observar que el suero de leche en combinacion con la goma
guar, proveen una buena estabilidad bajo condiciones de refrigeracion posterior a las
ocho semanas de evaluacion.

Ademas de esto, es Iimportante un estudio de digestibilidad de los
microencapsulados para poder predecir hasta cierto punto, la viabilidad del proyecto
y evaluar las propiedades protectoras del suero de leche y de la goma guar.

Por esta razon, se utilizd6 una simulacion de un sistema gastrointestinal in vitro para
animales monogastricos mediante el uso de enzimas gastricas como a-amilasa,
pepsina y enzimas pancreaticas, ajustando el pH para simular las condiciones
salivales, estomacales e intestinales durante 120 minutos y tomando muestra en
diferentes puntos del experimento.

Los resultados observados mostraron que para la fase intestinal aun era posible
retener el 90% de la actividad enzimatica, lo cual representa una ligera pérdida pero
gue se puede considerar como minima. Durante la fase estomacal existe la
posibilidad de que enzimas proteoliticas como la pepsina, desnaturalicen la proteina
inactivando la misma. Por tal motivo, observar esta proteccion durante esta fase y
hasta la fase intestinal, donde se liberara para poder liberar fosforo, permitiria tener
una buena digestibilidad y biodisponibilidad de la misma.

Actualmente se ha utilizado la goma guar en la liberacion de principios activos hasta
la fase intestinal y en algunos casos el colon. Esto demuestra el potencial de la
goma guar para brindar proteccion bajo condiciones gastrointestinales. Ademas, la
proteina de suero de leche asilada se ha utilizado para encapsular y han demostrado
gque es viable su uso bajo estas condiciones. Estudios han demostrado que el suero
de leche con la goma guar crean una cubierta alrededor de la enzima que evita el
desdoblamiento de la proteina y a su vez, las cavidades en las estructuras
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cuaternarias y terciarias son protegidas, evitando asi el efecto de enzimas
proteoliticas sobre la proteina.

Este estudio nos permitié tener resultados que podemos tomar en cuenta en una
aplicacion in vivo en animales monogastricos, y de este modo poder inferir si que los
microencapsulados pueden ser usados en animales monogastricos como una
alternativa para el aprovechamiento del fésforo presente en los cereales.
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UTILIZACION DE BIOPRODUCTOS EN LA INDUSTRIOA
FARMACEUTICA

DISENO DE FORMULACIONES FARMACEUTICAS ORALES
UTILIZANDO BIOPRODUCTOS DE LA INDUSTRIA
AZUCARERA

INTRODUCCION

La industria de los derivados de la dextrana ha tenido en los ultimos afios un
desarrollo vertiginoso fundamentalmente debido a la utilizacion de estos productos
en el tratamiento clinico-terapéutico de animales y humanos. Los elevados precios
en el mercado internacional convierten a estos productos en una linea importante
cuyo principal objetivo es el desarrollo de tecnologias de sintesis que permitan la
produccion dirigida y controlada de dextranas de pesos moleculares preestablecidos.
En este sentido una de las limitantes mayores es disponer de cantidades suficientes
de dextransucrasa purificada que permita la sintesis controlada de la dextrana
mediante procesos econdémicos.

El conjunto de trabajos comprendidos en este resultado constituye un aporte al
conocimiento dentro de la tematica de las dextranas y mas aun dentro de los
polimeros como via de aumentar el valor agregado de estos y de revitalizar la
industria de los derivados del azucar (Bell Garcia A, en prensa).

El dextrano es un subproducto de la industrializacion de la cafia de azucar. Es un
polisacarido complejo y ramificado formado por numerosas moléculas de glucosa
unidas en cadenas de longitud variable (de 10 a 150 kilodaltons)( Figura 1). Es
usado como antitrombdtico (antiplaquetario) y para reducir la viscosidad de la
sangre. El dextrano es sintetizado a partir de la sacarosa por bacterias acido
lacticas, de las cuales las mas conocida es Leuconostoc mesenteroides (Figura 2).
(Vettori et al, 2012; Rodriguez Jimenez, 2005)

El hierro en estado libre es sumamente reactivo, por o que en general se encuentra
ligado o encapsulado por proteinas; ademas existen mditiples y muy finos
mecanismos para regular su absorcion y utilizacion celular. Es fundamental para el
buen funcionamiento del organismo. Su carencia nutricional produce anemia
ferropénica frecuentemente en nifios, ancianos y embarazadas. La deplecién de
hierro disminuye la capacidad muscular, baja las defensas y la capacidad de
atencion.

Las medidas preventivas deben iniciarse precozmente y entre ellas se destacan el
aporte complementario de hierro en mujeres gestantes y la alimentacién exclusiva
con leche materna durante 6 meses. Los lactantes sanos y con peso correcto tienen
suficientes reservas de hierro a partir del nacimiento, para sus necesidades durante
aproximadamente los primeros 4 a 6 meses de vida. Desde ese periodo el nifio
depende de la dieta para mantener un balance adecuado de hierro. Por lo tanto, en
la mayoria de los casos la anemia ferropénica en el lactante y en la primera infancia
estd determinada por una dieta insuficiente o mal balanceada. El hierro tiene que
incrementarse considerablemente después de los 4 a 6 primeros meses de vida, la
adicion de polvos de micronutrientes en alimentos complementarios de preparaciéon
casera 0 el suministro de gotas de hierro son las estrategias preventivas mas
eficaces en lactantes destetados.
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Para estos pacientes, se debe buscar la forma de administrar Fe de manera
agradable y aceptable, a través de una formulacion eficaz, segura, estable y facil de
administrar.

En los JUltimos afios hay una tendencia mundial orientada a mejorar
tecnologicamente diferentes polimeros acomplejados al hierro, lo que revoluciono las
técnicas ya existentes y aumento las posibilidades de aplicacién en el tratamiento
clinico de animales y humanos.

El complejo dextrano-hierro en inyectables se emplea para la prevencién y terapia
de anemia causada por deficiencia de hierro en mamiferos. Dicho complejo
garantiza que el hierro sea asimilado en forma de i6n férrico, de facil y rapida
absorcion.

En trabajos previos se informé la elaboracion de inyectables con dextrana-Fe como
principio activo para el tratamiento de anemia en cerdos (Michelena y col, 2000).
Actualmente, se estudia el uso de este complejo como vehiculo eficaz de hierro, en
estado férrico, en humanos.

Algunos autores analizaron las propiedades fisicoquimicas de dextranos naturales y
comerciales en formulaciones farmaceéuticas soélidas (Gil y col, 2008) y demostraron
su estabilidad y compatibilidad con diferentes principios activos y otros excipientes.
La pre formulacion implica la realizacion de diferentes estudios destinados a conocer
la compatibilidad de los componentes de una forma farmaceéutica, que
frecuentemente esta supeditada a exigencias clinicas. Todos los componentes se
eligen de manera intencionada para obtener el producto final, de acuerdo a su
funcién especifica determinada.

El objetivo del presente trabajo fue disefiar y formular preparaciones farmacéuticas
anti anémicas sélidas y liquidas de uso oral a partir de dextrano, subproducto de la
industrializacién de la cafia de azucar. Controlar las caracteristicas de los productos
segun exigencias de Farmacopeas nacionales e internacionales. Estudiar la
estabilidad de dichos productos a corto y mediano plazo.

MATERIALES Y METODOS

El complejo dextrano-Fe se obtuvo por la via quimica a partir de los subproductos de
la cafia de azucar. La caracterizacion se realiz6 por difraccion de rayos X,
espectrometria infrarroja y de Mossbauer. El dextrano se determind por el método
Fenol- Sulfarico. El Fe se valoré segun USPXXIV empleando Absorcion Atdmica.

Se realizaron estudios de preformulacion en formas farmacéuticas solidas y liquidas,
analizando interacciones principio activo y excipientes.

Se elaboraron jarabes y gotas orales empleando el complejo dextrano-Fe como
vehiculo de sales férricas. En las formulaciones se emple6 agua estabilizada
adicionada con distintos excipientes autorizados. Se realizaron controles fisicos,
guimicos y microbiolégicos segun los siguientes parametros: caracteristicas
organolépticas, pH, contenido de dextrano y hierro, estudios de estabilidad fisica—
guimica a corto y mediano plazo y de liberacién del Fe. Como controles positivos se
utilizaron productos disponibles en el comercio.

Se disefiaron y obtuvieron comprimidos por granulaciéon por via humeda y en
tableteadora excéntrica a nivel semiindustrial. Se utilizaron excipientes
(disgregantes, aglutinantes, diluyentes, lubricantes) autorizados. Se determinaron los
controles fisicos y farmacotécnicos (diametro, espesor, peso, dureza, disgregacion,
friabilidad, disolucién)
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las formas farmacéuticas orales, jarabes y gotas tienen sabor dulce y frutado,
teniendo en cuenta las preferencias de los nifios; poseen pH 4 a 6; no presentan
sedimentacién ni alteracién fisica luego de 100 dias de preparacion. Los ensayos
microbiologicos revelaron ausencia de Pseudomonas, Enterobacterias y
Eschericchia coli, segun lo exigido por Farmacopeas. La Tabla 1 muestra las
formulaciones realizadas comparadas a las formulaciones comerciales.

FORMULACIONES CONCENTRACION DE Caracteres
HIERRO organolépticos

FORMULACION 1 2,99 % Color ambar
Olor frutado
FORMULACION 2 3,39 % 3,6 Color ambar

Olor frutado

FORMULACION 3 4,08 % 5 Color ambar
Olor frutado

FORMULACION 1 2,40 % 2,2 Color ambar
patron Olor frutado
FORMULACION 2 2,49 % 2,45 Color ambar
patron Olor frutado
FORMULACION 3 513 % 4,77 Color ambar
patrén Mentolado

Tabla 1. Formulaciones comerciales y propuestas

Los preparados se mantuvieron estables fisica-quimica y microbiolégicamente
durante el periodo de control. Los ensayos microbiolégicos revelaron ausencia de
Pseudomonas, Enterobacterias y Eschericchia coli, segun lo exigido por
Farmacopeas y se mantuvieron estables microbioldgicamente durante el periodo de
ensayo (Tabla 2).
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FORMULACIONES MICROBIOLOGICOS FISICOS

FORMULACION 1 SIN CRECIMIENTO SIN SEDIMENTO
FORMULACION 2 SIN CRECIMIENTO SIN SEDIMENTO
FORMULACION 3 SIN CRECIMIENTO SIN SEDIMENTO
FORMULACION 1 patrén SIN CRECIMIENTO SIN SEDIMENTO
FORMULACION 2 patrén SIN CRECIMIENTO SIN SEDIMENTO
FORMULACION 3 patrén SIN CRECIMIENTO SIN SEDIMENTO

Tabla 2. Controles microbioldgicos

Los comprimidos elaborados con las primeras muestras de complejo, presentaban
un olor caracteristico a fenol (sustancia incorporada como conservante de la
solucién ). Los controles de calidad fisicos y quimicos se muestran en la Tabla 3

Lote  Caracteres organolépticos Uniformidad de Forma - Pruebas de Disgre

N° peso Tamafno dureza gacion

Desv Desv lote Diametro Espesor Friabilidad Resistencia
individual %
%
1 Persistente a Amargo Marrén con 2 comp. 2,71 Uniforme Uniforme Pérdida 2,25 8,5 min.
fenol puntos blancos exceden el 1,220 cm 0,530 cm g% (1 comp. 5,00 Kg
5%y se rompe) fuerza
ninguno el
10%
2 Persistente a Amargo Mas de 2 4,14 Uniforme Uniforme Pérdida 2,46 10 min.
fenol y Marrén con comp. 1,220 cm 0,530 cm g% (1 comp. 8,88 Kg
frambuesa puntos blancos exceden el se rompe) fuerza
10 %
3 Leve afenol y Amargo Marrén con Ningln 2,50 Uniforme Uniforme Pérdida 15 min.
frambuesa puntos blancos comp. 1,220 cm 0,530 cm 2,20 9% 7,00 Kg
excede el fuerza
%
especifica
do

Tabla 3. Controles fisico quimicos

Posteriormente se mejord la metodologia de obtencion del complejo y se elaboraron
otros lotes, cuyos controles se registran en Tabla 4. Se observé que en cuanto al
diametro y espesor son constantes con respecto a los lotes anteriores, desaparece
el olor a fenol y se disminuye la pérdida por disgregacion (Figura 1).
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2,71% 1,220 cm 0,530 cm 5,6 menor al 1% 8-9 min
Kg
fuerza

Tabla 4

En cuanto a las formulaciones liquidas orales disefiadas con el complejo dextrano-
Fe tienen la misma naturaleza quimica y el producto elaborado no difiere
estructuralmente de los patrones de referencia.

Los estudios de estabilidad entre 40°C y 60°C hasta 180 dias fueron estables tanto
para la concentracion de Dextrana, aproximadamente 100% como para la del Hierro
de aproximadamente 5%.

El complejo posee 93 mg/ml de Dextrano y 76 mg/g de Fe. En base a los resultados
obtenidos, se disefio una formulacion conteniendo 36 mg de Fe elemental por
comprimido, cuya posologia permite administrar hasta tres tomas diarias (Figura 2).

CHaOH

SACARDSA
glucoza fructoza

Figura 1: Estructura quimica del Dextrano

Figura 2: Leuconostoc mesenteroides

CONCLUSIONES

Se puede inferir que el complejo dextrano-Fe, vehiculizado en formas farmacéuticas
orales liquidas y sdlidas constituye una alternativa para el tratamiento de las
anemias ferropénicas y seria un medicamento eficaz, estable y seguro. Se contintan
los ensayos de estabilidad a largo plazo.

Por otro lado cabe destacar que constituiria un aprovechamiento de subproductos de
la industria azucarera, generando fuentes de trabajos para Tucuman y otras
regiones de Argentina 'y Cuba.
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ANEXO 1
PROGRAMA Y RESOLUCION
CURSO DE ACTUALIZACION Y POSGRADO

PRODUCCION DE BIOPRODUCTOS DE APLICACION INDUSTRIAL

Objetivo:

El objetivo principal de este curso es actualizar los avances sobre los procesos y
aplicaciones industriales de los bioproductos, especialmente en las industrias
agroquimica, agroalimentaria y farmacéutica.

Profesor:

Dra. Georgina Michelena Alvarez (Investigador Titular, Profesor Titular)

Doctorado en Ingenieria Quimica, por el Instituto Cubano de Investigaciones de los
Derivados de la Cafa de Azucar (ICIDCA), La Habana, Cuba.

Coordinadores:

Dra. Graciela Cerutti — FBQyYF - UNT

Mg. Ing Patricia Albarracin — FACET - UNT
Ing. Norma Barnes — FACET — UNT

Lugar de Realizacion:
FACET - Facultad de Ciencias Exactas y Tecnologia - UNT
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PROGRAMA DEL CURSO

Primer dia - Miércoles 18 de Mayo

Hora

Actividad

2:00 p.m. —2:30 p.m.

Apertura.
Presentacion

Dra. Graciela Cerutti.
Palabras de inicio.

2:30 p.m. —4:00 p.m.

Aplicacién de los microorganismos a la industria. Sistemas
biol6gicos usados en la microbiologia industrial y biotecnologia.
Produccién de bioproductos.

4.00 p.m. —4.30 p.m

Receso

4:30 p.m. —5:30 p.m.

Presentacion ICIDCA - Lineas de Investigacion
Sesién de preguntas y respuestas. Discusion en colectivo.

Segundo dia — Jueves 19 de Mayo

Hora

Actividad

2:00 p.m.—3:30 p.m.

Produccién biotecnoldégica de dextranas a partir de la industria
azucarera.

3:30 p.m.—4:00 p.m.

Receso

4:00 p.m.-5:30 p.m.

Obtencidn y aplicacién de microorganismos eficientes

Sesion de preguntas y respuestas..

Tercer dia — Viernes 20 de Mayo

Hora

Actividad

2:00 p.m.—5:30 p.m.

MESA PANEL BIOPRODUCTOS

Dra. Georgina Michelena

Mg. Ing Patricia Albarracin — Conservacién
enriquecimiento proteico

Esp. Farm. Bettina Heredia Aleman — Biofertilizante de liberacién
lenta con dextrano-urea

Esp. Farm. Paola Muratore — Formulaciones farmacéuticas con
dextrana-hierro

de frutas vy

Sesidn de preguntas y respuestas.

5:30 p.m. - 6:30 p.m.

Cierre del curso.
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ANEXO 2

INFORME Y CERTIFICADO DE LA VISITA A CIEMAT, ESPANA.
Mg. Ing. Patricia Maria Albarracin

Participantes: Mg Ing Patricia M. Albarracin- Dra. Ing. Dora Paz-
Periodo: 03/11/16 al 20/11/16.
Motivo del viaje:

o Visitar el Centro de Investigaciones Energéticas, Medioambientales vy
Tecnolégicas CIEMAT, (de Madrid, Espafia), sus laboratorios y plantas pilotos
en la sede central.

o Visitar el Centro de Desarrollo de Energias Renovables (CEDER), situado en
Soria, en la provincia de Castilla, Espafa.

. Presentacion de las actividades de Investigacion y servicios realizadas
en el marco de los Proyectos Perez Guerrero

. Centro de Investigaciones Energéticas, Medioambientales vy
Tecnolbgicas CIEMAT

Fuimos recibidos por la Dra Mercedes Ballesteros, de la Division de Energias
Renovables, junto con el Dr. José Maria Sanchez, quienes nos acompafiaron en
nuestra estancia en CIEMAT y en CEDER.

El CIEMAT es un organismo publico de investigacion adscripto al Ministerio de
Economia y Competitividad (MINECO) a través de la Secretaria de Investigacion,
Desarrollo e Innovacion, de Espafa. Esta focalizado en los ambitos de la energia y
el medioambiente, y las tecnologias relacionadas con ambos. Ocupa una posicion
intermedia en la cadena que va desde la creacion de conocimiento hasta la
aplicacion industrial, busca servir de puente entre la I+D+i y los objetivos de interés
social.

Atiende 12 aéreas cientificas-técnicas: energias renovables y ahorro energético;
fision nuclear; fusidbn nuclear; combustibles fésiles (valorizacion energética);
particulas elementales y astroparticulas; biologia y biomedicina; medioambiente;
radiaciones ionizantes; instrumentacién cientifica y fisica médica; caracterizacion y
analisis de materiales; ciencias de la computacion y tecnologia informatica, y
estudios de sistemas energéticos y medioambientales.

La sede del CIEMAT en Madrid concentra en sus 71.000 m? la mayoria de los
recursos humanos y materiales del Organismo y buena parte de los diferentes
laboratorios e instalaciones experimentales empleados en los proyectos de
I+D+i. Alberga a la Direccion General, las areas de gestion y servicios comunes y
las infraestructuras de apoyo a las actividades del Centro.

Para la ejecucion de sus actividades cientifico-técnicas, el CIEMAT cuenta con un
conjunto de recursos que gestiona de forma eficiente, siendo aprox 1300 los
empleados del Centro, a diciembre de 2015, integrada por personal funcionario,
personal laboral fijo, personal contratado y personal en formacion.

Durante la estancia, se visité fundamentalmente los Laboratorios de Biotecnologia,
la Unidad de ENERGIAS RENOVABLES Y AHORRO ENERGETICO, vy la Unidad
de COMBUSTIBLES FOSILES (VALORIZACION ENERGETICA), ambas del
Departamento de Energia.
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Los laboratorios de Biotecnologia desarrollan tareas de investigacion y servicios a
terceros, cuentan con equipamiento de Ultima generacidbn como cromatografos
liquido-liquido, gaseosos y espectrometros de masa donde se pone énfasis
fundamentalmente a proyectos medioambientales.

La Unidad de ENERGIAS RENOVABLES es una de las areas de investigacion mas
importantes del CIEMAT, donde se trabaja para lograr el desarrollo y optimizacién de
nuevas tecnologias energéticas sostenibles y mas respetuosas con el
medioambiente. Se investiga sobre las principales formas de energia renovable:
energia solar (fotovoltaica y concentracion solar), energia edlica, bioenergia
(biocarburantes y biomasa sélida) y energia marina asi como en eficiencia
energética y ahorro energético y tecnologias emergentes como las pilas de
combustible.

En la Unidad de COMBUSTIBLES FOSILES (VALORIZACION ENERGETICA) se
analiza la combustién y la gasificacion, con objeto de lograr procesos mas limpios y
eficaces mediante el desarrollo de sistemas avanzados de combustion vy
gasificacion, asi como el andlisis, la separacion y la limpieza de los gases
procedentes de la gasificacion. Estos procesos se aplican a combustibles fosiles
(carbon), biomasa y residuos (procedentes de procesos industriales, aguas
residuales, etc.).

En gasificacion se ha realizado la caracterizacion fisico-quimica y térmica de
residuos (bagazo de cerveza de dos productores de cerveza diferentes, astilla de
pino de un productor de pellets y fangos) procedentes de empresas ubicadas en la
Comunidad de Madrid para evaluar su viabilidad como combustibles. Ademas, se
han analizado las posibilidades de utilizacion de los gasificadores disponibles para
los ensayos con dichos residuos, seleccionando el de lecho fluidizado burbujeante
como el mas adecuado.

Centro de Desarrollo de Energias Renovables CEDER

Fuimos recibidos por la Ing. Raquel Ramos, jefa de la unidad de Procesos de
Conversion Térmica, y por el Ing. Miguel Fernandez Llorente, responsable del
Laboratorio de Caracterizacion de Biomasas.
El Centro de Desarrollo de Energias Renovables (CEDER), ubicado a escasos
kilbmetros de Soria capital, nace en la década de los ochenta como centro nacional
para la investigacion, desarrollo y fomento de las energias renovables. Dependiente
del CIEMAT vy adscrito al Departamento de Energia de este Organismo Publico de
Investigacion, estad considerado como centro pionero en Espafia en el campo del
aprovechamiento energético de la biomasa, ademas de ser referencia nacional y
europea en energia miniedlica.
El CEDER, como entidad territorial del CIEMAT en Soria, asi como instrumento
prestador de servicios a entidades publicas y privadas del ambito empresarial y de
investigacion, lleva mas de veinte afios facilitando, potenciando y atrayendo
actividades de I1+D+i. En las cerca de 700 hectareas con las que cuenta se han
construido mas de 13.000 m2 de edificaciones ocupadas por laboratorios, servicios
administrativos y generales, naves de plantas piloto y almacenes. Este conjunto de
instalaciones tecnolégicas avanzadas, todas ellas dotadas de los equipos e
instrumental adecuado, estan destinadas a la realizacion de actividades de
investigacion aplicada en 3 areas relacionadas con las energias renovables:

. Energia de la biomasa y residuos sélidos

. Energia miniedlica
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. Arquitectura bioclimatica y Eficiencia Energética en la Edificacion

La Unidad de Biomasa realiza en el CEDER actividades de investigacion aplicada
en cultivos energéticos, evaluacion de recursos, logistica de suministro y
almacenamiento, asi como en la preparacion y acondicionamiento de la biomasa.
En las instalaciones del Centro hay distintas areas destinadas a campos de cultivo,
una planta de tamizado y trituracion, una instalacion de secado de biomasa por
conveccion forzada y otra para la produccion de pellets, plantas pilotos con equipos
de gasificacion en lecho fluido a escala industrial, asi como un laboratorio dotado
del equipamiento necesario para la caracterizacion fisico-quimica y energética de
la biomasa, considerado en la actualidad como Laboratorio de referencia nacional
en la materia.

En la figura siguiente se muestra la planta piloto de gasificacién de 100 kWt.

Planta piloto de gasificacién con lecho burbujeante de 100kwt (CEDER)

El Laboratorio de Caracterizacién de Biomasa, ademas de prestar apoyo a los
diferentes proyectos de investigacion que se desarrollan en el CEDER, analiza
también un nimero importante de muestras remitidas por otras instituciones
publicas y privadas. Ademas se verifican, estandarizan y desarrollan nuevos
métodos para la caracterizacion energética de la biomasa y los biocombustibles, lo
gue le convierte en unos de los mas avanzados del pais en este campo.

Sus actividades se centran en tres lineas de investigacion principales:

o Desarrollo de métodos de caracterizacion energética, fisica y quimica de la
biomasa y en especial de los biocombustibles sdlidos.

e Investigacion de toma de muestra y calidad de la biomasa y de su ceniza.

e Investigacién y desarrollo experimental sobre la sinterizacién y formacion de
escorias de la biomasa en procesos termoquimicos, a nivel laboratorio, planta
piloto y planta industrial.

La Unidad de Procesos de conversion Térmica, es la unidad responsable de la
puesta a punto y operacion de las plantas de combustién y gasificacion.

Entre los objetivos de esta Unidad estan generar conocimiento para apoyar el
desarrollo de sistemas avanzados de combustion y gasificacion, con especial
énfasis en los sistemas basados en tecnologias de lecho fluidizado. Esta
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tecnologia, en sus diferentes variantes, permite la combustion o gasificacion de
una gran variedad de combustibles (carbon, residuos biomasicos, residuos
industriales, residuos liquidos) de manera "limpia" y eficaz, lo que hace que se esté
usando de forma creciente para la eliminacién, respetando los limites
medioambientales establecidos, de todo tipo de residuos con aprovechamiento
energético.

Presentacion de Mg Albarracin

Se realiz6 una reunion con investigadores del area Biomasa y Mediambiente del
CIEMAT. Primero la Mg. Albarracin hizo la presentacion institucional de los
avances realizados en UNT y UTN, mostrando los planes de investigacion propios
y los proyectos externos que lleva adelante, con especial énfasis en los Proyectos
Perez Guerrero, cuyos fondos han financiado esta mision. Se describi6 los datos
de las experiencias realizadas con Candida Utilis en un reactor de laboratorio con
cascara de naranja como lecho sélido y alimentado con vinaza como nutriente, y
los resultados de las aplicaciones de microorganismos eficientes en diferentes
mezclas con esteres de sacarosa como coberturas de frutas y hortalizas. La Dra
Mercedes Ballesteros , especialista en biotecnologia , ofreci6 su apoyo técnico
para caracterizar genéticamente a los microorganismos usados en los diferentes
procesos .

También se discutié una posible cooperacién en base a tareas de investigacion
conjunta sobre tratamientos de aguas residuales .

Mg. Ing. Patricia M. Albarracin
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ANEXO 3
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“2" BIOMASS RESOURCES FOR RENEWABLE ENERGY PRODUCTION
RESTOENE-2-CM WORKSHOP”

* WORKSHOP
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CERTIFICATE OF ATTENDANCE

On behalf of the organizing committee of the 2™ RESTOENE-2-CM
WORKSHOP, Comunidad de Madrid Consortia, held at La Cristalera,
Miraflores de la Sierra, Madrid (Spain), from June 5-6 2017, herewith
confirms that Norma G. Barnés, has attended the Workshop. | hereby
issue the present certificate in Madrid, dated June 6, 2017.
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ANEXO 4

-

INNOVACHEM

La Universidad Auténoma de Coahuila a través de'la Facultad de Ciencias Quimicas
otorga el presente

Reconocimiento

Cristobal N. Aguilar Gonzalez

INNOWWCION Director de la Facultad

José L. Martinoz Hernandez
Coordinador de Innovacion

ala

2 Innovacion y Capacitacion Tecnolégica
imicas de la L d. ténoma de Coahuila.

Tirso E. Flores Guia
Coordinador de Innovacién

ANEXO 5

ACUERDO DE COLABORACION QUE CELEBRAN, POR LINA PARTE, EL GRUPO
DE INVESTIGACION DE LA FACULTAD DE BIOQUIMICA, QUIMICA Y
FARMACIA, DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE TUCU}‘IAN, ARGENTINA,
REPRESENTADO POR DRA. GRACIELA INES CERUTTL POR LA OTRA, EL
CUERPO  ACADEMICO DE  NANOBIOCIENCIA  (UACOAH-CAC-S1)
REPRESENTADA POR SU RESPONSABLE DRA. ANNA ILINA

ANTECEDENTES

1. Elel Grupo de investigacion de la Facultad de Bioquimica, Quimica v Farmacia, de
la Universidad Nacional de Tucumdn, Argentina, es un grupo de investigacion
consolidado que cuenta con varios investigadores reconocidos por su productividad
académica.

2, EI CA de Nanobiociencia es un CA Consolidade que forma parte de la Facultad de
Ciencias Quimicas de la WA, de C. Los miembros de CA de MNanobiociencia son:
Dra. Elda Patricia Segura Ceniceros, Dr. José Luis Martinez Hernindez, Dra.
Monica Lizeth Chavez Gonzdlez, Dra. Mayela Govea Salas, M.C. Marfa Elena
Ramos Aguifinga, Dra. Anna llind y colaborador Dr. Redolfo Ramos Gonzalez.

. Que ambos grupos de trabajo ticnen cxperiencia: en el manejo de sistemas
hioldgicos y procesos biotecnoldgicos por lo que pretenden realizar las
investigaciones enfocadas a su aplicacion para la solucidn de problemas de la
sociedad, asi como formar recursos humanos a nivel de licenciatura y Postgrados,

s

“LAS PARTES" suscriben el presente Acuerdo Especifice de Colaboracion al tenor de las
siguientes:

CLAUSULAS
PRIMERA. OBJETIVO.

El presente convenio tiene como objetivo ¢l acuerdo de la cooperacion entre el el
Grupo de investigacion del Centro de Investigacion de Ingenieria Ambiental (CEDIA) de la
Facultad Regional Tucuman de la LLT N, Argentina, v el CA de Nanobiociencia de la
Facultad de Ciencias Quimicas de la U.A. de C.

Meta general:
Promever la investigacidn en conjunto, cooperar en el vsa de infraestructura, formar
los recursos humanos de calidad, apoyando los PE de licenciatura ¥ Postgrado.

SEGUNDA, ACTIVIDADES

» Participar en las inevestigaciones en conjunto enfocadas a aprovechamiento de
recursos naturales renovahles para el desarrollo de nuevas productos y procesos.

+ Seguir en cooperacidn proporcionando el apoyo mutuo en la formacién de recursos
humanos mediante asesoria, arbitraje de los trabajos de tesis, asi como uso de
infragstructura.

* Promover colaboracion y formacicn de redes de colaboracion a nivel nacional e
intemacional.

TERCERA. VIGENCIA

El presente acuerdo tendrd una vigencia de cinco afios a partir del dia 16 de Noviembre de
2017. La duracion del presente acucrdo de colaboracion podrd extenderse de comin
geuerdo por las partes.

CUARTA. MODIFICACIONES

El presente acuerdo entrard en vigor a partir de la fecha establecida en la tercera clausula
del presente instrumento, pudiendo adicionarse o modificarse de comin acuerdo por las
partes, siempre que quien (enga una nueva propuesta avise a su contraparte con 13 dias de
anticipacion.

Enteradas las partes del contenido y alcance- legal de este instrumento, se firma de
conformidad y por duplicado. en la Ciudad de Saltillo, Coahuila, al 17 de Noviembre del
afio dos mil diecisiete.

POR EL GRUPO DE FACULTAD

DE BIOQUIMICA. QUIMICA

Y FARMACIA, DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL DE TUCUMAN, ARGENTINA

POR CA DE NANOBIOCIENCIA

s XL

DRA. GRACIELA INES CERUTTI

DRA. ANNA [LINA
Miembro y Representante del Grupo Responsable de CA de Nanobiociencia
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ANEXO 6

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE COAHUILA

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

Noviembre 14, 2017
Saltillo, Coahuila, México

THE PEREZ-GUERRERO TRUST FUND FOR ECONOMIC AND TECHNICAL COOPERATION
AMONG DEVELOPING COUNTRIES

G AND OF BIOPRODUCTS OF INDUSTRIAL
APPLICATION (SCEBIA)"

“SINTESIS, CARACTERIZACION Y EVALUACION DE BIOPRODUCTOS DE APLICACION
INDUSTRIAL (SCEBIA)"

MINUTA DE LA SEGUNDA REUNION DE TRABAIO

Entidad Ejecutora:

Facultad de Bioguimica, Quimica y Farmacia ~ Universidad Nacional de Tucuman (FBQyF-
UNT).

Contraparte Extranjera:

Universidad Auténoma de Coahuila (UAdeC), México. Instituto Cubano de Investigacién de
los Derivados de la Cafia de Azucar (ICIDCA), Cuba

Boulevard Venustiano Carranza e Ing, José Cardenas Valdés. Colonia
Repablica, Saltillo, CP25280, Coahuila, Meéxico.

v f@INMGH

Pl i Comcns G e

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE COAHUILA

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

La Dra. Graciela Cerutti hizo un resumen de los puntos que se

avanzaron y que conforman el segundo reporte del proyecto.

a) Produccion de metabolitos a escala de laboratorios
b) Estudio y caracterizaci6n de los metabolitos
b) Estudio de diferentes sustratos para la produccién de

metabolitos.

En cada uno de los punto se indicaron los puntos mas fuertes del
proyecto. y también se revisaron algunos aspectos posibles a

fortalecer. De igual forma se

los dltimos Itados por
la M.C. Patricia Albarracin de Argentina y el Dr. José Luis Martinez
de México, el cual se comprometié a enviar los aportes mas

sobresaliente de sus avances a la fecha.

En el iltimo de los puntos se abordo sobre la situacién financiera, se
revisaron las partidas ejercidas y finalmente se abordo por los
miembros las posibles movilidades del grupo mexicano''a 'la
Argentina, y se establecié como posible lugar de reunién la Habana.

Cuba, reunién que previamente se consulto con la Dra. Georgina

Boulevard Venustiano Carranza & Ing. José Cardenas Valdés. Colonia 't

Republica, Saltillo, CP25280, Coahuila, México.

¥ f@INMG

Focatas o hencas Qs e

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE COAHUILA

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

Se convoco a la segunda reunién de trabajo a las entidades que
participan en el proyecto “SINTESIS, CARACTERIZACION Y
EVALUACION DE BIOPRODUCTOS DE APLICACION
INDUSTRIAL (SCEBIA)” para llevarse a cabo el dia 14 de
noviembre del 2017 en la Ciudad de Saltillo, Coahuila, México,
siendo anfitrién la Universidad Auténoma de Coahuila (UAdeC).

La reunién se llevo a cabo en la Sala Internacional del Campus
Arteaga, de la UAdeC. En la reunién participaron:

Dra. Graciela Cerutti (Arg)

M.C. Patricia Albarracin (Arg)

Ing. Ménica Coronel (Arg)

Dr. José Luis Martinez (Mex)

Dra. Mayela Govea (Mex)

Dr. Tirso Flores (Mex)

La reunién se dio inicio con la p ion de los particip

para posteriormente presentar los resultados de los avances hasta la

fecha del proyecto, abordéndose de la siguiente manera:

"vi@inMes

Pkt d e Qs .

Boulevard Venustiano Carranza e Ing. José Cardenas Valdés, Colonia
R

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE COAHUILA

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

Michelena del ICIDCA y con la cual via electrénica se realizé una

reunion y se converso sobre los avances del proyecto.

Se concluye la reunién y firman los participantes.

\g&Lg

M.C. Patricia Albarracin Sm ;; Cade
QLEQQAouD

Dra. Graciela Cerutti

Ing. Ménica Coronel

Dr. José Luis Martinez

4

S

Dra. Mayela Govea

Dr. Tirso Flores
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ANEXO 7

| UNIVERSIDAD FACULTAD +%

WA AUTONOMA bECIENCIAS § i%ﬂ ,.
Aots - pE COAHUILA QUIMI('AS'-L}%'_ -
14 de Septiembre del 2018
Saltillo, Ceahuila
CONSTANCIA DE REUNION

En el marco de Acta de Acuerdo de Colaboracion entre Cuerpo Académico de Nanobiociencia v la
Facultad de Bioquimica, Quimica y Farmacia de la Universidad Nacional de Tucuman, se reunieron, por
parte de grupo mexicano, Dra. Anna lling, Dr. José Luis Martinez Hernandez, Dra. Elda Patricia Segura
Ceniceros, Dra. Monica Chavez Gonzalez, Dra. Mayela Govea Salas, Dr. Rodolfo Ramos Gonzalez, y por
parte de grupo de Argentina, la Dra. Graciela Inés Cerutti, profesora titular de la Catedra de Garantia
de Calidad de Drogas y Medicamentos, con la participacién de Dra. Norma Graciela Barnes, Ing.
Biomédica Constanza Arreguez e Ing. Daniel Borkosky,

Durante la reunion se evaluaron los avances de las investigaciones en conjunto realizadas en el periodo
2017 y 2018. Se establecieron las acciones a seguir y responsabilidades de cada parte. Se consideré
importante la practica de intercambio de ideas, uso optimizado de infraestructura, asi como papel de
colaboracién para la formacién de recursos humanos con la experiencia en la investigacion.

Se extiende |z presente constancia en la ciudad de Saltillo, Coah., a los catorce dias del mes de
septiembre del afio dos mil dieciocho, para los fines y usos legales que a los interesados convengan.

Atentamente

“En el bien fincamos el saber”

- D7

Dra. Anna lling Dr. José Luis Ma efdnandez

Responsable del CA de Nanobiociencia Subcoordinador de Cobrdinacion de Estudios
UACOAHK-CAC-091 de Postgrado e Investigacion de la UA de C.
Al
Omwm. A
—
Dra. aln utti Dra. Norma Graciela Barnes
Responsable del Proyecto Profesora participante del proyecto

@quimicasusdec Saculted de Clenciss Qamitas Wided

MEp{/ waw.quimic ws asclec mx
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ANEXO 8

UNIVERSIDAD
; FACULTAD
AUTONOMA pECIENCIAS

: b COAHUILA QUIMICAS

Septiembre 11, 2018

Saltillo, Coahuila, México
THE PEREZ-GUERRERO TRUST FUND FOR ECONOMIC AND TECHNICAL COOPERATION AMONG
DEVELOPING COUNTRIES

“SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND EVALUATION OF BIOPRODUCTS OF INDUSTRIAL
APPLICATION (SCEBIA)”

“SINTESIS, CARACTERIZACION Y EVALUACION DE DE APLICACION

MINUTA DE LA REUNION FINAL DE TRABAJO

ENliaad tjecutorz

Facultad de Bi Quimica y F: i Nacional de Tucumén (FBQYF-UNT)
Contraparte extranjera:

Universidad Auténoma de Coahuila (UAdeC), México.ZInstituto Cubano de Investigacién de los
Derivados de la Cafia de Aziicar (ICIDCA), Cuba

1

Boulevard Venustiano Carranza ¢ ing. José Cardenas valdes.Coionie. % § (@8 iy MG+

Republica, Saltillo, CP25280, Coahulla, México. >
Tels. 415-15-57-52 v 415.70-15 Fax 415-95.3q O %wmicmuadac facukad de encias Qumicas Utec.
[ ——

FACULTAD ii%;---«é
oECIENCIAS 1
Q‘\\}‘ %

s b COAHUILA QUIMICAS i

El Dr. José¢ Luis Martinez Hernindez convoco a la reunion final de trabajo a las
entidades que participan en el proyecto “SINTESIS, CARACTERIZACION Y
EVALUACION DE BIOPRODUCTOS DE APLICACION INDUSTRIAL (SCEBIA)”
para llevarse a cabo el dia 11 de septiembre del 2018 en la Ciudad de Saltillo, Coahuila,

México, siendo anfitrién la Universidad Auténoma de Coahuila (UAdeC).

La reunién se llevo a cabo en la Sala de Reuniones del Departamento de Alimentos de la

Facultad de Ciencias Quimicas de la UAdeC. En la reunion participaron:
Dra. Graciela Cerutti (Arg)

Dra. Norma Barnes (Arg)

Ing. Daniel Borkosky (Arg)

Ing. Constanza Arreguez (Mex)

Dr. Jos¢ Luis Martinez (Mex)

Dra. Anna Ilina (Mex)

Dra. Mayela Govea (Mex)

La reunion se dio inicio con la y i6n de los partici para posteri
presentar los resultados de los avances hasta la fecha del proyecto, abordandose de la

siguiente manera:

En primera instancia se da lectura a los avances que presenté la contraparte cubana que
es representada por la Dra. Georgina Michelena del ICIDCA, que no estuvo presente

por motivos de fuerza mayor.

UNIVERSIDAD
. AUTONOMA
% 0 COAHUILA

FACULTAD
peCIENCIAS
QUIMICAS

Destacandose los resultados referente a la caracterizacion y bioensayos realizados en el
control de la produccién de bioproductos para la agricultura y de fungicidas bioquimicos

para el control de fitopatdgenos.

En el caso de la contraparte mexicana se p los ultimos ltados relacionad

con la bili

aplicacion en la industria agroalimentaria, bajo el titulo “Produccion de metabolitos

ion de fitasa, como producto para su

icrobi de interés ial para la ali i6n animal”.

La Dra. Graciela Cerutti por otro lado hizo un resumen de los puntos que concluyeron
relacionados con la sintesis, caracterizacién y pruebas de campo de biofertilizantes

organicos de lit ion controlada obtenidos a partir de bioproductos.

Durante el proyecto de colaboracién en el afio 2018, se realizaron dos actividades
académicas de difusion, uno en Tucumdn, Argentina realizado en el mes de junio y otro

mas en Septiembre en Saltillo, Coahuila, donde se pr ltados alcanzad

durante la ejecucion del proyecto.
Se concluye la reunién y firman los participantes.

A b

Dra. Dra. Anna lling

Dr. José Lu ifez Dra. Norni@ Barnes Ing. Constanza Arreguez

Ing. Daniel Borkdsky
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[l — INFORME ADMINISTRATIVO CONTABLE

Resumen de la situacién financiera.

Il - INFORME ADMINISTRATIVO CONTABLE: Rendicion de Gastos Proyectos Financiados con Fondos Perez Guerrero

(a) Institucién: FACULTAD DE BIOQUIMICA QUIMICA Y FARMACIA UNT
(b) Nro de Proyecto: 14/INT/K06
Nombre del Proyecto: "SINTESIS, CARACTERIZACION Y EVALUACION DE BIOPRODUCTOS DE APLICACION INDUSTRIAL (SCEBIA)"

(c) Periodo de rendicion: (desde) Marzo 2016 (hasta) OCTUBRE 2018
(d) Moneda: PESOS ARGENTINOS

RESUMEN GENERAL

Total Proyecto

Actividad 1 ‘ Actividad 2 ‘ Actividad 3 ‘ Actividad 4

Total Recibido ‘ 304321,29| 0,00 | 152.040,00 ‘ 0,00 l 456.361,29 ‘
Gastos del proyecto ‘ 429.892,79 ‘ 0,00 | 107.952,16 ‘ 0,00 l 537.844,95 ‘ 118%
Saldo a devolver al PNUD / (Saldo a recibir) ‘ -125.571,50 ’ 0,00 | 44.087,84 ‘ 0,00 l -81.483,66 ‘ -18%

Responsable del Proyecto:

Firma:
Nombre: DRA. GRACIELA INES CERUTTI
Fecha: 01 DE NOVIEMBRE DE 2018

En archivos pdf adjuntos al presente INFORME TECNICO FINAL, se adjunta el
Informe Administrativo Contable de Ejecucion emitido por el Sr. Secretario de
Control de Gestion Econdmica Financiera de la Facultad de Bioquimica,
Quimicay Farmacia de la UNT, CPN Christian Simesen de Bielke.

Dra. Graciela | any
Pr-aac:;&a 'II'.|1|J|a‘:1 i

I:I-!'un BE v Mo ,“_Inﬂ
fpﬂhyyrwul itod

Nombre: Dra. Graciela Inés Cerutti Firma:
Jefe de Proyecto Fecha: 01/11/2018
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