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RESUMEN

El acido jasmonico es una fitohormona que puede actuar y sustituir agroquimicos en la agricultura. Se
produce a partir del hongo Botryodiplodia theobromae, que excreta metabolitos al medio, entre ellos jasmo-
nico y otros jasmonatos, por lo que resultan importantes las técnicas de identificacion y cuantificacion, para
determinar las dosis de aplicacion en los cultivos. Este trabajo se enmarca en el programa de desarrollo y
uso sostenible de bioinsumos agricolas y veterinarios que tiene como prioridades la obtencion y desarrollo de
biorreguladores con formulaciones eficaces, de aplicacion agricola para sustituir los agroquimicos agresivos
al suelo, a las aguas subterraneas, al medioambiente y a la salud humana.
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ABSTRACT

Jasmonic acid is a phytohormone that can act by substituting agrochemicals in agriculture. It is produced
from the fungus Botryodiplodia theobromae, which excretes metabolites into the environment and its identifi-
cation and quantification is necessary for application in crops. The work in a first stage is aimed at obtaining
jasmonic acid (AJ) and its derivatives by fermentation.

Thus contributing to the Program for the development and sustainable use of agricultural and veterinary
bio-inputs developed by CITMA in Cuba, which among its priorities has the obtaining and development of bio-
regulators with more effective formulations for agricultural application and in this way favor the substitution of
agrochemicals that they are aggressive to the soil and groundwater, and very harmful to human health.
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INTRODUCCION

El Programa de desarrollo y uso sostenible de bioinsumos agricolas y veterinarios tiene, entre sus
principales objetivos, la obtencion y desarrollo de biorreguladores con formulaciones mas eficaces
de aplicacion agricola y el estudio de su mecanismo de accion. Dentro del proyecto de Desarrollo
de tecnologias de produccion de biorreguladores se realiza la obtencion del acido jasmoénico (AJ)
y sus derivados, por via fermentativa, a partir del hongo de Botryodiplodia theobromae y se hace
necesaria la identificacion, aislamiento y cuantificacion de estos jasmonatos para su caracterizacion
y lograr el control de las dosis 0 concentraciones empleadas en los cultivos, lo que puede resultar
decisivo para lograr el efecto deseado en la planta.
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La obtencidon de acido jasmodnico descrita en este trabajo tiene como novedad que se realiza a
partir de caldos fermentados, a diferencia de otros métodos que consisten en la extraccion de las
plantas.

Los métodos analiticos desarrollados tienen diversas aplicaciones:

* como herramienta analitica, para la evaluacion de microorganismos productores y seleccion

de la mejor alternativa

* para dar seguimiento de los procesos de fermentacién

» realizar la evaluacién de medios de cultivos en la fermentacion y en estudios de influencia de

las condiciones de proceso (pH, la temperatura, la agitacion y la aireacion).

La utilizacion de los reguladores del crecimiento vegetal (RCV) en la agricultura permiten modifi-
car la velocidad y los patrones de desarrollo de diferentes cultivos, las respuestas estan condiciona-
das a factores externos e internos, como son: la edad de la planta, condiciones ambientales, estado
fisiolégico y nutricional, entre otros (1).

El objetivo de este trabajo es la obtencidn del acido jasmodnico con una cepa procedente de la
coleccién de microorganismos del ICIDCA y su identificacion y cuantificacion, con una herramienta
analitica de Cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR), para su posterior aplicacion en la agri-
cultura como biorregulador, para favorecer la sustituciéon de agroquimicos.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo

Las muestras analizadas proceden de biopreparados libres de células, obtenidos por fermenta-
cion en cultivo estatico, con las cepas 3 y 4 de Botryodiplodia theobromae procedentes de la co-
leccion de microorganismos del ICIDCA, hongos que fueron conservados en tubos inclinados con
extracto de malta-agar (Merck) a 4 °C (2, 3).

Produccién de acido jasmoénico

Se utiliza el medio de cultivo presentado por Miersch (4). Se realizé una extraccion liquido-liquido
con acetato de etilo, 3 veces consecutivas, con 5 ml en cada ocasion y se rotoevaporo el extracto
hasta la sequedad.

Cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR)

Se utilizé una bomba K 1001 KNAUER acoplada a un detector Ultravioleta KNAUER, un inyector
RHEODYNE (modelo 7125), con un lazo de 20 uL. El patron utilizado es el ()- acido jasmdnico
SIGMAy el software para la adquisicion y procesamiento de los datos, Clarity.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para la produccion de AJ se utilizdé el medio de cultivo presentado por Miersch (4), modificado
con la adiccion de extracto de levadura, el cual se ajust6é a un pH 5.5. Se inocularon 10 fragmentos
miceliales de 8 mm de diametro (obtenidos a partir de siembras realizadas en placas petri), en er-
lenmeyers de 500 ml con 100 ml de medio de cultivo Miersch utilizado como preindculo, se incubo a
30 °C, durante 3 dias. Concluida la etapa de crecimiento del microorganismo, éste es inoculado en
fermentadores de 5 L de capacidad total del tipo Marubishi (MD-3005 L, Marubishi Ltd. Co. Japén),
a 30 °C, cultivo sin agitacion y 0.05 vvm de aireacion, durante 15 dias. Transcurrido el tiempo de fer-
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mentacion se realizé la separacion por centrifugacion y se obtuvo un biopreparado libre de células.
A 5 ml del caldo de fermentacion, obtenido por via microbiana, con la utilizacion de cepas silvestres
de Botryodiplodia theobromae, previamente filtrado y centrifugado, se le ajustoé el pH a 3.0, con una
solucion de HCI, segun plantea (5).

Cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR)

La determinacion del acido jasmodnico se realizé mediante CLAR, que resulté un método util y de
gran precision, se realizo el analisis sin gradientes; es decir, de modo isocratico y sin necesidad de
derivatizacion. La cuantificacién del AJ presente se basoé en la comparacion de las areas de los pi-
cos con los correspondientes a las areas de los picos de los patrones, segun el método del estandar
externo y se logré un rango de concentraciéon entre (0.1 — 1) mg/L con un coeficiente de correlacion
superior a 0.99.

Se utilizé la fase moévil compuesta por metanol-agua (60:40) con acido acético al 0.1 % (v/v). Se
utilizé un flujo de 0.85 ml/min con una columna Hypersil ODS (25cm x 4.6mm x 5um di.) y, como
precolumna, el mismo soporte de la columna empleada. La deteccidn se fij6é a una longitud de onda
de 210 nm, a temperatura ambiente, volumen de inyeccion de 20 ul, las muestras se destilaron con
filtros de membrana, con un tamano de poro de 0.45 um. La fase moévil fue desgasificada en un so-
nificador Branson 2200 y filtrada con una membrana de 47 mm de diametro (Millipore) y un tamano
de poro de 0.45 um. El tiempo de corrida del cromatograma es de 15 min.

Con las condiciones descritas, las muestras se inyectaron con una jeringa Hamilton de 100 pul de
capacidad (el extracto seco previamente, disuelto en 2 ml de fase movil) v se loaré una resolucién
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Figura 1. Cromatograma obtenido por CLAR Figura 2. Cromatograma obtenido por CLAR
del Patrén Acido jasmonico. de una muestra en la que se identifica el AJ.

mayor de uno, lo que se aprecia en los cromatogramas de las figuras 1y 2.

CONCLUSIONES

Se obtuvo AJ con la cepa Botryodiplodia procedente de la coleccion de microorganismos del ICI-
DCAy su identificacion y cuantificacion por CLAR en concentraciones de hasta, aproximadamente,
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1 mg/L, para una posterior aplicacion en los diferentes cultivos. Se demostré su efectividad en el
incremento de producciones organicas, para alcanzar una paulatina disminucion de agroquimicos,
lo cual potenciaria una agricultura amigable con el medioambiente.
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