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INTRODUCCION

Muy poco o nada se conoce acerca de la fisiologia del hongo

Fusarium rigidiuscula (Brick) Sny. y Hans., que aparentemente causa la

enfermedad llamada buba de puntos verdes en cacao (13, 14). Esta en-
fermedad se manifiesta principalmente en forma de una multiplicacidn
excesiva de las yemas vegetativas axilares., Las semillas de cacao
peladas, e¢scarificadas, e inoculadas con suspensiones acuosas Ge macro
conidizs de aislamientos de este hongo desarrollan plantas gue tienen
agallas tipicas de puntos verdes en las axilas cotiledonaRes (Fig. N2 1),
Este hecho se ha considerado como prueba satisfactoria de la transmi-~
sibilidad de la enfermedad (15)., Ia iroculacidén de &rboles adultos
solamente tuve éxito cuando se usaron como indculo pedazos de agar con

micelio de F. rigidiugcula (15). Hay también evidencia de que existen

razas de F. rigidiuscula que no causan la enfermedad (19).

Actualmente existen dos hipditesis que tratan de explicar el meca-
nismo de induccidn y desarrollo de la buba de puntos verdes en cacao.
Seghin la primera, el eatado conidial del hongo transmlte un virus que
se supone es el verdadero agente infeccioso (19). La segunda hipbte-
sis es que el hongo tal vez produce una sustancia reguladora del cre-
cimiento, la cual actia sobre el metabolismo del hospedero (15, 22).

El presente trabajo estéd relacionado con la segunda hipbétesis, o
sea que la investigacidn se efectud con miras al mecanismo fisiclégico
de la enfermedad. Se estudiaron los productos excretados, tanto por
una raza patdégena como por otra no patbégena de F. rigidiuscula, las

14

cuales fuercon alimentadas con glucosa uniformemente marcada con C.

Ademds, se itratd de esclarecer algunas transformaciones metabdlicas de

la glucosa radiactiva en el propio hongo.



FIG. N2 1 Bubas de puntos verdes: (a) cotiledonar y

(v) secundarias (en la base del pecioclo).

ceenses (D)

vesaess (a)
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REVISTION DE LITERATURA

La buba de puntos verdes es una enfermedad gue ataca tanto arbo-
les jbvenes como adultos de cacao. Pué descrita por
HUTCHINS en 1958 (18), aunque aparentemente ha existido en América des
de 1905 (1). Se ha estudiado {iltimamente su presencia y distribucidn
en América Latina (17) y también en Africa (5, 6).

Los sintomas de la agalla de puntos verdes se han descrito en
América Latina como "hipertrofias" o abultamientos en forma de agallas
... mds o menos hemisféricas y con apariencia de c¢oliflor (17}, ¥y como
"exerecencias irregularmente redondeadas, algunas veces nodulares ...
formadas por inflorescencias muy hipertrofiadas'", consistentes de
"miriadas de flores verduscas, pocas de las cuales se abren" (1),
ig. NQ 2,

Con relacidn a su influencia en la produccidn de cacao, HUTCHINS
(21) opina que puede suprimirla parcial o totalmente. SILLER (28),
demostrd el'efecto de las agallas en la cosecha de arboles de cacao
matina, encontrando que al cabo de 21 meses de observacidn las plantas
sanas habian producido 773 libras de cacao seco y las enfermas sola-
mente 310 libras,.

El hongo Fusarium rigidiuscula (Brick) Sny. y Hans. ha sido ais-

lado de agallas de puntos verdes en Costa Rlca y Venezuela (16), ¥y se
1e considera como la Forma conidica o asexual de Caloneciria

rigidiuscula (Berk y Br.) Sacc. Existen varias sindnimas que a conti-

nuacidn se especifican:
Spicaria colorans VAW HALL DE JONGE
Fusarium spicariae colorans (V. HALL DE JONGE) Sacc. y Trott.

Fusarium theobromae Lutz (Nec. App. ¥ Strk)

Fusaprium decemcellulare (Brick).




FIG. NQ 2., Bubas de puntos verdes en cacao,

provocadas artificialmente por

inoculacidn.
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Este organilsmo ese caracteriza por producir las macroconidias en
mayor cantidad gque las microconidias (9), Las macroconidias son lige-~
ramente falcadas, pediceladas en su bhase, con un didmetro mis o menos
uniforme; frecuentemente poseen de 3 a 8 septas (29), Una colonia
bien desarrollada sobre un medio de cultivo artificial, muestra un mi-
celio aéreo abundante y algodonoso, aparentemente coloreado por refle=-
jo del sustrato. Las microconidias se forman en cadenas, son elipti-
cag y generalmente no tienen septas (30, 31).

HANSEF (15) sostiene que el mecanismo de induccidén y desarrollo
de la buba todavia no es claro, y continfia diciendo que existe la pro-
babilidad de que un tercer agente, ya virus o un bacterio, sea trans-
mitido por el hongo. El wmismo investigador recalca que tampoco puede
descartarse la posibilidad de que el virus o el bacterio produzcan una
sustancia que interfiera con el metabolismo del regulador de crecimien
to de la planta hospedera e induzca la formacidn de la buba.

HUTCEINS (19) encontrd gue el principio active que induce 1la buba
de puntos verdes desaparece cuando la forma conidial del hongo pasa

por el estado perfecto (Calonectria rigidiuscula), quizés debido a cam

bios fisioldgicos asociados con la metamorfosis. Igualmente, al refe-

rirse a este problema, el nmismec investigador manifiesta que existe la

pogibilidad de que el estado conidial transmita un virus infeccioso.
HUPCHINS (20), posteriormente, hace conocer que la patogenicidad

de ciertas razas de F. rigidiuscula se pierde por interferencia de una

raza no patogénica del mismo organismo. Por ejemplo: cuando se mez-
clan por corito tiempo las suspensiones acuosas de macroconidias de la

raga C-97 (patogénica) y de la FG-24 (no patogénica)k, o bien, cuando

% TLa raza FG-24 se obtuvo de bubas florales (20).
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sucesivamente se inoculan semillas de cacao con las macroconidias de
las razas antes mencionadas.

En trabajos realizados por investigadores del Departamento de
Agricultura de los Dstados Unidos (27) encontraron que el extracto de
buba de puntos verdes, el cual fue parcialmente purificado por medio
de cromatografia de capa fina, indujo el crecimiento de yemas en un
nlmero limitado de ensayos, cuando se aplicd a las axilas de las hojas
de plantas jovenes y sanas de cacao., Dichos investigadores concluyeron
que la sustancia extraida de la buba era capaz de acelerar el crecimien
to de yemas existentes, pero gque carece del poder de iniciarlas o dife~-
renciarlas,

GREENE (12) trabajd con varias razas del hongo patogénico

Dybotryon morbosum {Schw. Th y Syd.), el cual causa el nudo negro en

cereza, Cuando este organismo crece en medios sintéticos produce sus-
tancias capaces de inducir la divisidén y elongacidn celular en distin-
tos segmentos de véstagos de Prunus.

JIMENEZ y DIA%~-ROMEU (24) piensan come HANSEN (15}, gue existe la
posibilidad de que la proliferacidn anormal de las yemas vegetativas,
o florales, sea el resultado de algin desorden metabdlico inducido por
una sustancia reguladora del crecimiento, ya que hay evidencia experi-
mental que muestra gue la buba floral es més severa en &rboles abonados
con nitrdgeno (22).

Por medio de ensayos de abonamiento con nitrbgenc, fésforo, potasio
y bore (25), se ha demostrado que la aplicacidn de dosis crecientes de
nitrdgenc a plantas jdévenes de cacao, provenientes de semillias inocula-

das con la raza patogénica 101 de F. rigidiuscula provoca aumentos pro-

porcionales en el peso fresco de la buba de puntos verdes, pero reduce

a su vez el peso fresco de la planta. Ademés, se encontrd que la
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aplicacidn de potasio no tiene efecto en el crecimiento de la buba,
pero inhibe el de la planta. En cuanto al fésforoc y al boro, las can-
tidades afiadidas no afectaron el peso de la buba ni el de la planta.
En un estudio preliminar realizado por JIMENEZ (23), con bubas de
puntos verdes aisladas y alimentadas con varios sustratos marcados uni
formemente con lhc durante 90 minutos, encontrd que la buba es capaz
de metabolizar el Acido glutémico y la glucosa en mayor cantidad gue
la alanina y el Acido aspirtico, Parece gue los tejidos bubosos care-
cen de las enzimas necesarias para transformar la glicina. El mismo
autor concluyd que aparentemente el ciclo de Xrebs y la glicdlisis
operan normalmente en las células de la buba, pero no asi la via del

glicolato.
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MATERTALES Y METODOS

Ubicacidn del Trabaio

La investigacidén se llevd a cabo en los lLaboratorios de Fitofisip
logia, PFitopatologia y Radioisdtopos  del Instituito Interamericano

de Ciencias Agricolas de la O.E.A, en Turrialba, (osta Rica,

Razaa Usadas

Se utilizaron dos razas del hongo Fusarium rigidiuscula (Brick)

Sny. y Hans., o sea la raza C-97 patogénica y la 323 no patogénicsa,
las cuales se propagaron en papa dextrosa agar (PDA) a la temperatu
ra de laboratorio {20 a 24°C). Estas rzzas fueron genitilmente pro-

porcionadas por el Dr. Lee M, Hutchins.t

Cultivo en Solucidn Nutritiva

Se preparé la solucidn nutritiva, cuya composicidn se da a cono -
cer en el Cuadro N° 1. Come puede verse, esta solucidn contenia glu~
cosa no radicactiva, de acuerdo con las condiciones experimentasles que
Se explicardn en cada experimento. Ademda, en el mismo medio se in-
cluyeron elementos menores, (Cuadro N° 2). Se vertieron 10 ml de -
este medio en frascos Erlenmeyer de 125 ml., cantidad que sirvid para

cultivar el hongo bajo las diferentes condiciones experimentales.

+ Fitopatélogo Principal del Programa de Cacao del Centro de Ensefian-
za e Investigacion, IICA, Turrialba, Costa Rica.
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CUADRO NOQ 1

COMPOSICION MINERAL DE LA SOLUCION NUTRITIVA PARA EL EONGO

Concentracidn
Nitrate de potasio KI‘IO3 0,002 M
Nitrato de calcio Ca(N03)2 0,003 M
Fosfato de potasio KH2P04 0,008 M
Sulfato de magnesio MgSOh 0,001 M
Cloruro de calcio 8120a 0,003 M
Cloruro de magnesioc MQ;C}_2 0,001 M
Cloruro de potasio KC1 0,002 M

Glucosa se afiadié de acuerdo a las condiciones experimentales

Tiamina 200 mg/1

5 ml de la foérmula por litro
de solucidn nutritiva

Elementos menorest
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CUADRO N2 2

COMPOSICION MINERAL DE LOS ELEMENTOS MENORES

Concentracidn
Cloruro de manganeso MnCl, HHEO 1,8 g/1
Acido bdérice EBBO3 3,0 g/1
Sulfato de zinc Zn80) 7320 0,3 g/1
Sulfato de cobre CuS0y, 5H20' 0,1 g/l
Acide molibdico HEMOOQ 0,1 g/1

Eaterilizacidn

Los frascos Erlenmeyer con los 10 ml de la solucidn nutritiva
fueron esterilizados en un autoclave durante 15 minutos y a 15

libras de presién.

Inbculo

Una vez que el hongo hubo esporulado en un medio de FDA, se
tomd el indculo de la parte aérea de la colonia, con una aza, tra-
tando de obtener una cantidad uniforme. Se prepararon asépticamente
diferentes suspensiones de macroconidias, en agua estéril. Esta ope
racidén se efectud en el cuarte de aislamiento. Luego se procedid a

determinar las concentraciones respectivas de macroconidias usando
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un hematocimetro. De las suspensiones se tomaron alicuotas paras inc-
cular los frascos Erlenmeyer, los que contenfan los 10 ml del medio de

cultivo ya esterilizado.

Incubacidn

Durante el experimento, 108 cultivos se mantuvieron en una incu-
badora a 25°C. Las observaciones para determinar el crecimiento y pe
so de la colonia del hongo se hicieron cada 24 horas, durante el perig

do de 6 dfas, Tedas las determinaciones se efectuaron en duplicados.

EBxperimentos Preliminares

Por tratarse de un estudio dentrp de un campo nuevo, fué necesa-
rio realizar trabajos preliminares gque nos permitieran determinar la
concentracidn mds adecuada de glucosa no radiactive para el buen creci
miento del hongo, sin que en el medio quedara residuo de ésta, la cual
podria interferir con la glucosa 140 en el periodo de metabolizacién,

1. Influencis de la concentracidn de glucosa en el crecimiento

del hongo F, rigidiuscula

Se evalué el efecto de diferentes concentraciones de glucose,
v.g.; 0,25, 0,50, 0,75 ¥ 1% en el crecimiento de las razas patogénica
C-97 ¥ no patogénica 323, embas cultivadas en soluciédn nutritiva.
Cada frasco se incculd con 0,2 ml de una suspensidén de macroconidisms

gue tenfa la siguiente concentracidn por mililitro.+
Raza C-97 : 480,000

Raza 323% 1,000.000
A partir del tercer dia de incubacidn, se hicleron las pesadas de las

colonias,

+ En trabajos preliminares se comprobd gue empleando las cantidades
de inéculo ya citados se lograron:
a) Consumir la glucosa no radiactiva en el mismo perfodo de tiempo
con smbas razas,
b) Llegar a aproximadamente el mismo pesoc seco de micelio, con am-
bas razas, en dicho periocdo de tiempo.
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CUADRO Ne 3

PROMEDIO DE PESC SECO EN mg COMO MEDIDA DEL CRECIMIENTO DE DOS
RAZAS DE F. rigidiuscula EN FUNCION DE LA CONCENTRACION DE
GLUCOSA ARADIDA A LA SOLUCION NUTRITIVA

Periodo de incubacidn {en dias)

Glucosa Raza
3 b 5 6
1,0% Cc~97 2h 38 38 38
323 8 20 29 29
0,75% C-97 20 39 Lo Lo
323 8 20 39 39
0,5% C~97 33 Lo 40 Lo
323 30 39 39 39
0,25% Cc-97 | 20 26 28 29
323 10 25 28 28

Los datos son promedios de 2 repeticicnes.

Examinando el Cuadro N2 3 ge deduce gue las concentraciones de

glucosa mids adecuadas para el crecimiento del hongo F. rigidiuscula

fueron las de 0,5 y 0,75%, obteniéndose un crecimiento més répido
con respecto a ambas razas en la solucidn de 0,5%.

Es posible que el ritmo de crecimiento inicial més lento obser-
vado a niveles de glucosa mids altos, refleje algin efecto adverso de
la presibén osmética del medio, el cual desaparecié despuds del tercer

dfa, cuando el consumo de azficar habia rebajado dicha presiodn.



En cuanto al nivel inferior de glucosa, 0,25%, es obvio que fue defi-

ciente.

2. Consumo de glucosa por el hongo en funcidn del tiempo

Esta prueba se llevd a cabo con el objeto de medir el tiempo
requerido por el hongo para agotar la glucosa no radiactiva de la solu-
¢idén nutritiva y de esta manera conocer el momento oportuno para agre-

gar la glucosa 140. Se usaron las razas C-97 y 323 de F. rigidiuscula,

Se distribuyeron 10 ml de la solucidn nutritiva con glucosa al 0,5%
por cada frasco Erlenmeyer. La inoculacidén se efectud agregando 0,1 ml

de las siguientes suspensiones de macroconidias:

Raza C-97 : 300.000/ml

Raza 323 : 280.000/mi.

CUADRO Ne 4

CONSUMO (EN %) DE UNA SCLUCION AL 0,5% DE GLUCOSA
FOR LAS RAZAS C-97 Y 323 DE F. rigidiuscula,
EN FUNCICH DEL TIEMPC

Raza Dias transcurridos desde su inoculacidn

3 4

€-97 99,2% 100%

323 99,6% 100%
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Fn el Cuadro N2 L4 se presentan los resultados del estudio del
consumo de glucosa. Es evidente que al tercer dia de incubacidn, tan-
to la raza C~97 como la 323, habian consumido el 99% de la solucidn de
glucosa al 0,5%. Estos resultados concuerdan con los del tratemiénto al
0,5% del ensayo anterior, en el cual el crecimiento cesd al cuarto dia
por agotamiento de la glucosa en el medio. Por lo tanto, se considerd
que después de un periodo de crecimiento de 3 dias, las colonias esta-

ban listas para proceder con la experimentacidn con glucosa radiactiva.

3. Determinacidn del periodo Optimo de metabolizacibn de la
14
C

glucosa

Para esgta determinacidn se usaron frascos Erlenmeyer de 125 ml,
colocéndose en cada frasco 10 ml del cultivo con glucosa al 0,5% y se
inocularon con macroconidias de las razas C-97 6 323 en suspensiones
acuosas. Las soluciones de macroconidias usadas para esta determina-
cidn fueron:

Raza C-97 50.00C /ml

s

Reza 323 : 80.000/ml.

Después de incubar los cultivos por 3 dias, hasta que se habia
consumido més del 99% de su contenido de glucosa, se agregaron 25
lambdas de una solucidén de glucosa radiactiva (aproximadamente 1,25
microcurios). Se trabajd a temperatura de laboratorio {(aproximadamen-
te 242C). Los frascos se agitaron periddicamente para que hubiera buen
contacte entre el micelio y el medio, y por ende una mejor utilizacidn
del sustrato radiactivo. 4 intervalos de 1, 2, 3, 4 y 5 horas se midid
la radiactividad desprendida en forma de 14002 por cada colonia. Para

esto se usd la trampa de hidrdxidoe de potasio (Fig: N2 3).
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CUADRO NQ 5

LIBERACION DE 14002 EN c.p.m. POR LAS RAZAS C~97 Y 323 DE

F. rigidiuscula, ALIMENTADAS CON GLUCOSA MARCADA UNIFORMEMENTE

Tiempo en horas

Raza 1 > 3 A 5
C-97 132 159 174 252 159
323 1.318 2.711 1,711 1.3%29 2415

Al estudiar la evolucidn del lt%COE por las razas C-97 ¥
323 en funcidén del tiempo (Cuadro N2 3), en el primer caso pudo
observarse que la produccidén fue en aumento hasta la cuarta hora.
Con relacidn a la raza 323, la liberacidn de 14002 fue variable a
través del periodo de observacidn de 5 horas. La mayor produc-
cibén de aphidrido carbdnico radiactivo por esta raza pudo de w
berse a la mayor centidad del indculo, & & 1la posibi -
bilidad de gque existidrs diferencia fisiolbgica en favor de
una mejor utilizacidén de la glucosa por parte de la raza no patogé
nica,
En todo caso, para fines de este estudio, se considerd aatisfacto

ria de 4 6 5 horzs pers la metabolizacidn de la glucosae radiscti =

Ve,
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Alimentacidén del hongo con glucosa radiactiva

Los cultivos se desarrollaron en una incubadora durante 3 dfaa en
la solucidn nutritiva, la cual contenia una cantidad limitada de gluco-
sa no radiaciiva (0,5%)- Esta glucose era suficiente paraz gque el hon-
go pudiera crecer vigorosamente por el tiempo sefialado, sin que quedars
residuo considerable gue pudiera diluixr la glucosa radiactiva, Des -
pués se agregd a cada colonia 25 lambdas {aproximadamente 1,25 microcu-
rios) de glucosa 140. La metabolizacidn de los productos radiactivos
se estudid en un sistema cerrado (Pig. N° 3). Este coneistid de un
frasco Erlenmeyer de 125 ml de capacidad. En el fondo se vertid el meg
dio de cultivo, Luego se suspendid en el centro un tubo corto de vi -
drio, qgue contcenia dos tiras de papel de filtro Whatman N° 1, impregna.
do con una solucidn acuosa al 12% de hidrdéxido de potasio. Estos fras
cos Brlenmeyer se agitaron periddicamente para favorecer un buen contag
to entre el hongo y el medio. Bl 14302 desprendido por cada colonisa
se precipitd como carbonato en las tiras de papel de filtwo. El con -
teo de carbonato radiaeotivo se efectud por medio de un tubo Geiger M -

ller acoplado & un coniador. *

+ Fabricado por le Casa Nuclear Chicago, Divisidn Nuclear Chicago Cor-
poration, 333 E, Howard Avenue Des Plains, Illinois 60018 mod, 151 A.
Densidad de la ventana del tubo Geiger: 1,8 mg/cm2,
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Preparacidn del supernatante y del extracto metandlico del hongo

Una vez concluido el periodo de metabolizacidn, cada uno de los
diferentes cultivos fue filtrado al vacio, para lo cual se utilizd un
embude de porcelana Biichner conectade a una trompa de agua., El mice-
lio se lavd con suficiente agua destilada, y tanto el supernatante
como el agua de lavado fueron recogidos en tubos cdnicos de 15 ml de
capacidad., Después de cambiar el tubo receptor, se matd el hongo con
metanol caliente, se filtrd nuevamente y se lavd el micelio con un
poco de agua destilada. En adelante, a estas dos fracciones se les

denominard acuosa ¥y metandlica, respectivamente. Ambas soluciones

fueron evaporadas pasando una corriente de aire frio sobre la

superficie liquida, hasta un mililitro aproximadamente.

Identificacidn de los metabolitos formados por el hongo

Lz separacidén de las sustancias presentes en las fracciones acuo-
sa y metandlica, se hizo por medio de cromatografia bidimensional de
papel (4, 10). Para este objeto se colocd poco a poco en el punto de
origen en el papel cromatogréfico (Whatman M@ 1 de 46 x 57 cm) de 50
a 100 microlitros de las respectivas fracciones concentradas., Mientras
se efectud esta operacidn, se hizo circular una corriente de aire frio
sobre el punto de origen, con el objeto de acelerar la evaporacidn del
agua. La radiactividad del material aplicado en el cromatograma siem-

pre fue mayor de 1,000 cuentas por minute., Para el desarrollo de los
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Dispositive disefiade para el

estudio de la evolucidn del

lhcoa desprendido por el hongo.

En el fondo se aprecia la colonia.




- 19 -

cromatogramas se usd como primer solvente una solucidn acuosa de fenol
al 80%; para la segunda dimensidén se utilizd una mezcla de partes
iguales de una solucidn de n-butanol (1.246 ml de n-butanol y 84 ml de
agua destilada) y de una solucidén de dcido propidnico (620 ml de Acido
propidénico y 720 ml de agua destilada) (2, 7). En adelante, a estos
solventes se les llamard solventes I y 1I, respectivamente. TUna vez
desarrollados los cromatogramas, éstos fueron puestos en contacto con
placas de rayos "X“,k a fin de obtener las correspondientes auto-
radiografias. EL periodo de exposicidén fue de 15 dias. Después se
dibujaron fielmente las manchas sobre el mismo cromatograma, se calcu-
laron los valores "Rf" de las sustancias con mayor radiactividad, asi
como la distribucidn relativa de la radiactividad en base al total de
cada cromatograma. Esta radiactividad se midid con el mismo tubo
Geiger Miiller y contador, come ya se habla mencionado anteriormente.
Ia identificacidn final de los productos marcados con 140 se hizo
de acuerdo con los criterios sigulientes:
a) DPor comparacidn de los valores "Rf"™ con aqguéllos

de sustancias conocidas, las cuales fueron tratadas

en forma andloga a las muestrasﬂﬁ (3, 8).

El "Rf" se define como la distancia del material que

se habia movido del punto de origen, dividido por la

distancia del frente del solvente,

El factor de resolucidbn es:

"REMW = Digtancia recorrida por la sustancia
Distancia recorrida por el solvente.

&  Curix-X ray film (blue base) de 35,5 x 43,2 cm Gevaert Photo-
production N.V, Mortsel. Bélgica.

4% Se hicieron cromatogramas patrones con productos obtenidos en
forma quimicamente pura, procedentes de la Casa "Nutritional
Biochemicals Corporation", Cleveland, Ohio, Estados Unidos.
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Por medic de la reaccidn con ninhidrina y nitrato de
cobre (34, 35), después de asperjar con la solucidn de
ninhidrina y nitrato de cobre al 4% disuelta en etanol
al 95%. El nitrato de cobre sirvid para evitar el cam-
bic de color, o sea se usd como preservativo.

Los colores se desarrollaron dentro de una estufa a

105eC durante 5 minutos.

Por cocromatografia (4, 26). La cocromatografia con-
siste en colocar 2 compuestos en el mismo punto de
origen. Uno conocido y otro gue se supone sea la mis-
ma sustancia. 81 ambos compuestos coinciden en la auto-
radiografia, esto indica que es la misma sustancia, lo

cual queda identificado en esta forma.
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RESULTADOS ¥ DISCUSION

Es bien conocido que el metabolismo es un ciclo ininterrumpi
do de sintesis y degradaciones de las sustancias orgédnicas que tiene a-
siento en los organismos vives.

Bl principal motivo de este trabajo fué investigar la diferen

cia metabblica entre las razas de I, rigidiuscula, problems de médxima im

portancia parz entender el mecanismo fisioldgico de la enfermedad llama-

da buba de puntos verdes en cacao, producida por el hongo F. rigidiuscu-

ia.

En el Cuadro K° 6 se presentan los resultados obtenidos en
los extractos metandlicos, los cuales ilustran la distribucidn relativa
(en porcentaje, tomando en cuenta la radiactividad total de un cromato -
grama Como 100%) de l& radiactividad ascciada con los compuestos extrai-
dog con metanol y agua, Ademds, se muestran los valores "RfY" de los
principales metabolitos calculados para ceda uno de log solventes utili-
zedos y el color producido a través de la reaccidén de la ninhidrina con
el nitrato de cobre.

Segiin se infiere de los resultados (Cuadro N° 6), la raza C-
97 formé 6 compuestos a partir de la glucosa 140, mientras gque la raza
323 produjo 15, después de 5 horas de metabolizacidn, lo cual sugiere
gue la capacided para utilizar ls gluceosa agregada al medio e8 menor en
la raza C-97 gue en la 323, Esto puede explicarse de dos maneras (a)
una absorcidén mas lenta por parte de la raza C-97; ¥y (b) que la raza pa
togénica, es en realidad fisioldégicamente distinta a la no patogénica,
debido & que carece de clertos sistemas enzimdticos necesarios para una

mayor transformacidén de la glucosa.



De los 6 compuestos producidos por la raza C-97,

4 eran aminodcidos y el resto carbohidratos. Los prime
ros se identificaron como asparagina, cistina, serina v
agspartato. Los dos compuestos que no reaccionaron con
la ninhidrina fueron identificados como sacarosa vy fruc-
tosa.

Con relacidén a las posibles rutas metabdlicas que
dieron origen a las mencionadas sustancias, puede adelan-
tarse lo siguiente: el 4dcido oxalacético, gue es uno de
los productos intermedios en la degradacién de la gluco-
sa, did dcido aspédrtico per transaminacidn; luego, el as
partato se transformé en asparagina por nmedio de una reac
cién de descarboxilacidn. La cistina probablemente se
formé del piruvato, a través de una serie de reacciones
gue resultaron en la sintesis del Acido cisteinsulfinico,
finalmente, por medio de una reaccidn de descarboxilacidn
de éste se formé la cistina {(11). La sintesis de la se-
rina quizds se inicid a partir del dcido 3 fosfoglicérico,
el cual fue transformado en 4cido 3 fosfo-hidroxipirivico;
por accién de una transaminasa, éste se convirtid en fosfg
serina v por tdltimo en serina por intervencidén de una fos-
fatasa (ll).

Entre los 15 metaholitos producidos por la raza 3273,
se identificd la asparagina, cistina, serina, aspartato, ala

nina, prolina y arginina.
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Los 8 compuestos que no reaccionaron con la ninhidrina
fueron identificados como: di-fosfato de hexosa (HDP), fosfogli
cerato (PGA), triosa-P, tartarato, glicerato y 3 compuestos des
conocidos que recibieron los ndmeros 1, 2 y 3 respectivamente,

La formacién de la alanina a partir de la glucosa tal
vez ocurrid por medio de una serie de reacciones enzimdticas que
resultaron en la desaminacidn del glutamato v el dos descarboxi-
laciones de los correspondientes Acido dicarbox{licos formados
(alfa-cetoglutirico y oxalacdtico) para car dcido pirdvico; fi -

nalmente, el piruvato fuéd transformado en alanina por medic de

e

na transaminasa (23).

La formacidn de la prolina tal vez ocurrié a través de u
na serie de reacciones cue dieron el semi-aldehido glutdmico, és
te se convirtid en proline por intermedio del dcido delta l-pirro
lin 5 carboxflico (11), La sintesis del 4cido tartédrico es difi
cil erplicar, pués es muy poco lo gue se sabe actualmente al res-
pectao, Sin embargo, es posible gue en el micelio del hongo exis
ta una enzima capaz de hidrolizar alguno de los dcidos dicarboxi-
licos de 4 carbones pertenecientes al ciclo de Krebs, con lo
cual se obtendria el tartarato (23). Por otra parte, la sinte -
sis del dcido glicérico quizds ocurrid por una oxidacidn del gli-
ceraldehido. La formacidén de la arginina tal vez ocurrid por me
dio de una serie de reacciones gue dieron el Acido alfacetoglutd-
rico ¥ de éste paséd a glutanato por accidn de una transaminasa, ¥y
después a semialdehido glutdmico ¥y de éste se origind la arguini-

Ticl «
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En la raza C-97, la acumulacidn del 140 en serina y aspartato fue
relativamente pequefia en comparacidén con la raza 323, Esto y la acumu
lacién exclusiva de sacarosa y fructuosa en -la raza C=97 (oon 35 ¥y 11.2%
del 140, respectivapente), guizds tenga alguna conexién con la pa-

togenicidad de dicha raza del hongo F. rigidiuscula. Esta hipbdtesis,

gin embargo, aln necesite ser investigada mids a fondo en futuros tra-
bajos.

Respecto a los compuestos nc radiactives producidos por el hongo,
la raza C-97 produjo una sustancia que dio reaccidn positiva con la
ninhidrina y fue identificada como alanina. FEl significado de esta
observacidén no se discutird por el momento.

En el Cuadro N@ 7 aparecen los resultados de los andlisis croma-
togréaficos de los supernatantes correspondientes & cada una de las ra~
zas del hongo. Puede observarse que la raza C-97 excretd el 39,1%
de la radiactividad en forma de una sustancia que produjo una mancha
azul como reaccidn a la ninhidrina. A esta sustancia desconocida se
le asigné el N2 4, Ademds, en el mismo cromatograma se detectd otra
sustancia que no reacciond con la ninhidrina y se supone que fuera el
residuo de la glucosa no absorbida por el hongo. Por otra parte, la
raza 323 excretd el 62,1% del 14C en forma de una sustancia que dio co
lor viecleta con la nixhidrina, y dos sustancias que no reaccionaron,
de las cuales, una de ellas podria ser glucosa no metabolizada; a la
otra, tentativamente se¢ le dio el nombre de glicerato.

Estos resultados indican que en efecto hay diferencias metabdlicas

entre las razas patogénicas y no patogénicas de F. rigidiuscula, ¥y
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amhas son capaces de excretar diferentes compuestos en el medio de
cultivo, Hasta qué punto la sustancia excretada por la raza patogéni-
ca puede estar relacionada con el mecanisms inductor de la buba de puntos
verdes, aiin no se conoce. Sin embargo, los resultados en discusidn su
gieren que tal vez el desconocido N2 4 tenga alglin efecto regulador
en el crecimiento de las yemas vegetativas del cacao. En conexidn con
ésto, cabe mencionar que esta sustancia desconocida es nitrogenada.
JIMENEZ et al (24, 25) determinan que los abonamientos nitrogena-
dos son estimulantes en el crecimiento de la buba de puntos verdes.
51 tomamos en cuenta la opinidn de estos autores, nos preguntamos,
cuél seria la funcidn gue desempefian las sustancias no nitrogenadas
(carbohidratos), ya que los resultados obtenidos en el presente estudio
nos estén indicando la posibilidad de que tanto las sustancias nitroge-
nadas (desconocido NQ 4) como las no nitrogenadas (carbohidratos), po-
drian ser estimulantes en el crecimiento de la buba de puntos verdes.
Lo gue no podemos seflalar es si estas sustancias actian conjunta-
mente. En el presente estudio fueron obtenidas, como sustanciae excre
tadas, el desconocido NQ 4; ¥y secretadas por el micelio, los carbohi-
dratos. Cabe también la posibilidad de gue estas sustancias en contac
to con el hospedero produzcan compuestos nuevos, los que serian respon
sables del mecanismo fisioldgico. de la enfermedad llamada buba de pun

tos verdes en Ccacao.
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CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo, pue-
de afirmarse que, en efecto, existen diferencias metabdlicas entre la
raza C-97 patégena y la 323 no patdgena, y que éstas son capaces de ex
cretar diferentes compuestos en el medio de cultivo.

Respecto a las transformaciones celulares, se puede afirmar gque
las razas C-97 ¥ 323 produjeron diferentes compuestos marcados con
140, y que ambas razas tienen diferente capacidad para usar el sustra-

to radiactivo. Sin embargo, ailn necesita investigarse mds a fondo en

futuros trabajos, para poder llegar a una conclusidén definitiva.



RESUMEN

Se investigd la diferencia metabdlica entre la raza patogénica

C-97 y la no patogénica 323 del hongo F. rigidiuscula, el cual causa

la enfermedad llamada buba de puntos verdes en cacao.
Se estudiaron los productos excretados por las dos razas, las cua
. . 14
les fueron alimentadas con glucosa uniformemente marcada con c.
Se investigd en algln detalle la transformacidn del sustrato con
glucosa radiactiva en otras sustancias celulares.
Se concluyé que existen diferencias metabdlicas bien marcadas en~

tre las raszas C-97 y 323, que tal vez puedan llegar a relacionarse con

el mecanismo de la patogenicidad de F. rigidiuscula.
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SUMMARY

Metabolic differences between a pathogenic race C«-97 and other

non~-pathogenic race 323 of Fusarium rigidiuscula were investigated.

This fungus causes the digease called green-point gall of cacao.

The excretion products of the two races were studied after grow-
ing them on glucose which was uniformly labelled with 1AC.

The transformation of the radiocactive substrate into other
substances was investigated in some detail.

Conclusive results were obtained with respect to the metabolic

differences between race C-97 and 323, which might be related %o the

mechaniem of pathogenicity of F. rigidiuscula.
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