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La investigacion bdsica es necesaria para crear bienes utiles a la sociedad o para mejorar procesos tecnoldgicos;
actualmente se requieren nuevas alternativas para controlar microorganismos patogénicos a cosechas impor-
tantes. En este trabajo se reporta la bisqueda de nuevos métodos y moléculas contra el hongo Mycosphaerella
fijiensis f. sp. difformis, causante de la enfermedad conocida como Sigatoka Negra en banano y platanos,
que afecta las exportaciones colombianas y requiere la aplicacion de altas cantidades de pesticidas sintéticos
contaminantes. Mas alld de los conocimientos cientificos y tecnoldégicos, otros hechos se deben considerar al
desarrollar un producto para el mercado de los agroquimicos
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ABSTRACT

Basic science research is necessary to create innovative goods for the society or to improve technological pro-
cess; now, other alternatives are required to control pathogenic microorganism to important crops. In this paper,
new methods and molecules are reported against the M. fijensis f. sp. difformis, the causal agent of the disease
named Black Sigatoka in banana and plantain, which affects colombian exports and requires the application of
high amounts of synthetic pesticides. Beyond science and technology knowledge, other facts must be conside-
red to develop a novel product for the agrochemical market.
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Introduccion que le generan la academia y la investigacién, cuando hay

) graves problematicas industriales, sanitarias, nutricionales y
En los paises en desarr_ollo, son usuales los reclamos de algu- econdmicas que debe solucionarse urgentemente. De manera
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de uso de la biodiversidad, que abunda en sus territorios.
De manera similar, son comunes las mutuas recriminacio-
nes de los sectores académico, gubernamental y empresarial,
en cuanto al divorcio que existe entre ellos, aunque los dos
Gltimos son avidos de fomentar lo que se ha llamado Inves-
tigacion Aplicada, pues conciben el proceso cientifico como
una receta magica que rapidamente y de manera muy barata,
da lugar a productos y bienes apropiables, sin tener en cuenta
que ese hipotético edificio de aplicaciones se construye con
los conocimientos primigenios generados por silenciosos in-
vestigadores, dentro de lo que se conoce como Investigacion
Bésica.

A continuacion se reporta la bisqueda de una sustancia im-
plicada en la proteccion del banano contra un hongo pato-
génico, de manera no biocida,y que fue concebida a partir
de conocimientos basicos en quimica de productos naturales.

Resultadosy discusion

Losorigenes

La quimica de organica de productos naturales involucra va-
rias ramas del saber humano y ha sido el pilar fundamental
en el desarrollo de la Farmacologia, la Toxicologia, la Qui-
mica Organica y la Bioquimica, entre otras. De hecho, buena
parte de los medicamentos fueron desarrollados con base en
el efecto de varios productos naturales, pero otros campos,
tales como la Agronomia, también han recibido el beneficio
de antibioticos, insecticidas, herbicidas, fungicidas y regula-
dores del crecimiento (Dayan et al. 2011; Hutter, 2011).

Al respecto, entre el 20-40% de las cosechas, se pierde por
efecto de microorganismos, bien sea en planta o durante el
transporte y almacenamiento (Savary et al. 2012); para tratar
de mantener la produccion alimentos en los niveles que exige
una creciente poblacion, han sido aplicadas millones de tone-
ladas de sustancias sintéticas, muchas de ellas cuestionadas
desde los puntos de vista toxicoldgico y ecoldgico. Como
consecuencia, entidades estatales y supranacionales, tales
como la EPA en Estados Unidos y la EFSA en la Unién Euro-
pea, estan imponiendo drasticas reglamentaciones al registro
y uso de nuevos pesticidas y han reducido notablemente las
materias primas necesarias para su elaboracion (EPA 2010;
European Commission, 2008; Nougadére et al., 2011).

Una opcion para protegerlas cosechas se relaciona con la
induccion de mecanismos de defensa propios de la planta,
especificamente con las Fitoalexinas, que podria ser mas
efectiva y amigable con el medio ambiente. Sus origenes da-
tan de 1940, con el trabajo pionero Muller y Borger (1940),
al observar en rodajas de papa, la generacion de resistencia

contra una cepa compatible del hongo Phytophthora infes-
tans, tratadas previamente con una cepa incompatible del
mismo hongo Postularon que el contacto de la célula vegetal
con el microorganismo hacia que la primera produjera una
molécula de defensa, llamada por ellos Fitoalexina.

Varias alternativas se han propuesto para usar las fitoalexinas
en el control de patégenos de cosechas, pero la que ha llama-
do la atencién consiste en inducir en plantas la produccién
in situ, aplicando sustancias especificas y estructuralmente
similares a las que se han aislado de hongos, Ilamadas Elici-
tores. El uso de esos Elicitores y de moléculas analogas tiene
varias ventajas adicionales sobre los fungicidas sintéticos,
como por ejemplo, aplicarse solo en el momento indicado,
es decir cuando se prevea la aparicion de circunstancias fa-
vorables al patégeno, como altas temperaturas y humedad.
Adicionalmente, el tiempo de contacto entre la sustancia in-
ductora y el patégeno es muy reducido, lo que implica me-
nores riesgos de resistencia, contrario a los pesticidas sintéti-
cos, que al actuar continuamente y con diferente residualidad
favorecen la resistencia.

Las consideraciones anteriores fueron tenidas en cuenta para
disefiar una estrategia con el fin de buscar una solucién a una
enfermedad de origen fungico que afecta al Banano, un pro-
ducto muy importante desde el punto de vista agroeconomi-
co, no solo por su incidencia en el empleo y las exportacio-
nes (cercanas a los US 700 millones/afio), sino también por
el volumen de pesticidas que normalmente se necesitan para
su manejo (Rey 2011, Lombana 2012), con un costo cercano
al 10% de las exportaciones. Pero previamente, se habia lle-
vado a cabo trabajos con fitoalexinas en Eucalipto, Tomate
de Arbol, Papaya y Frijol, con los cuales se calibraron las
posibilidades de las fitoalexinas en la Agronomia.

LaBusqueda

Para comienzos de la década de los 80s se generé en Co-
lombia una alerta acerca de la futura presencia de un hongo
patogénico al banano, causante de la enfermedad Ilamada
Sikatoga Negra, producida por el hongo Mycosphaerella fi-
jensis; este afectaba sus hojas y reducia total o parcialmente
su capacidad fotosintética, traduciéndose en graves disminu-
ciones de la productividad. Su control en algunos de los prin-
cipales paises productores (Costa Rica, Ecuador y Colom-
bia) exige gastos cercanos a los 200 millones de dolares por
afo. A partir de entonces y por mas de 20 afios, se desarrolla-
ron varios proyectos de investigacion basica para conocer la
bioquimica de la relacion planta-patogeno, en términos de la
produccion de fitoalexinas, como se describe a continuacion.

a Analisis de varios carbohidratos aminados como la
Kanamicina y la Gentamicina, quimicamente relacio-
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nados con sustancias presentes en algunos hongos (Fi-
gura 1), para determinar si podian simular la presencia
del hongo y por tanto desencadenar la produccion de-
fitoalexinas. Efectivamente, se aprecié un cambié en
la coloracién de las soluciones aplicadas (Echeverri et
al., 1986).

Induccién masiva en la superficie de centenares de ho-
jas de banano, para obtener suficiente cantidad de las
sustancias producidas por las células vegetales. Des-
pués de 2 afios, se tuvieron disponibles aproximada-
mente 5mg de un sélido rojo, cuya cromatografia en

capa fina, indic6 la presencia de una serie de sustancias
similares a las que se producian en la hoja de banano
en los primeros estadios de ataque de la Sigatoka Ne-
gra, aunque en concentraciones mucho menores

Analisis estructural de las nuevas fitoalexinas, median-
te técnicas bidimensionales de resonancia magnética
nuclear (COSY, DEPT, APT, HMQC, HMBC, NOE,
ROESY), espectrometria de masas de alta resolucién
y finalmente, difraccién de rayos X. Esas moléculas
correspondian a un sistema del tipo fenilfenalenonas,
la primera de las cuales fue llamada irenolona (Luis €t
al. 1993) (Figura 2).

Figura 1. Inductores de fitoalexinas en banano. Izq. Kanamicina, Der. Gentamicina.
Inferior: aspecto de las gotas de inductores colectadas a las 72 horas.

OH

IRENOLONA

MUSANOLONA F

Figura 2. Estructuras de los dos principales grupos de fitoalexinasfenilfenalenénicas de banano.
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d.  Aislamiento y purificacién de otras fitoalexinas en ho-
jas de banano tratadas con kanamicina, asi como en
rizomas infectados por el hongo Fusarium oxyspo-
rum, causante de la enfermedad conocida como Mal
de Panama4; obtencion de una subclase de fitoalexinas
[lamada Musanolonas (Luis et al. 1996), asi como di-
meros, alcoholes y anhidridos.

e.  Sintesis de las sustancias naturales y varios andlogos
estructurales; andlisis de la actividad in vitro contrala
Sigatoka Negra, obteniendo resultados antifiingicos
importantes con sistemas del tipo perinaftenona y nitro
derivados. (Escobar et al., 2000; Escobar 2002)

f.  Correlaciones entre la fitopatologia y la capacidad de
generar fitoalexinas de variedades de banano y de pla-
tano (Otélvaro et al. 2002).

0.  Andlisis de la ruta biosintética, empleando precursores
marcados, tales como fenilalanina, acetato y metioni-
na

A partir del conocimiento acumulado por mas de 20 afos,
surgié una nueva perspectiva planteada por una industria:

tratar de controlar la Sigatoka Negra, apelando a métodos y
sustancias no biocidas (Echeverri et al., 2012), con la apli-
cacion de inductores de fitoalexinas. Para ello, se disefiaron
inicialmente los requisitos hipotéticos que deberia tener una
molécula para actuar como inductora en las hojas de banano,
entre los cuales cabe resaltar su origen natural, la ausencia
de toxicidad, su amigabilidad con el medio ambiente, dispo-
nibilidad para satisfacer un mercado del orden de toneladas,
asi como su caracter renovable.

De millones de sustancias candidatas se seleccionaron diez,
de las cuales cinco fueron sometidas a ensayos en vivero en
la zona de Urab4, con la colaboracion de CENIBANANO.
Tres moléculas mostraron una alta capacidad para controlar
la Sigatoka Negra (Echeverri et al., 2006); una de ellas se
selecciond entonces para estudios en plantaciones de banano
de Colombia, durante dos afios mas (Rodriguez et al., 2010).

Los resultados hallados indicaron un nivel de proteccion si-
milar o superior al de los fungicidas comerciales Tridemorf,
Ditane y Clorotalonil, pero con frecuencias de aplicaciones
reducidas a la mitad y concentraciones efectivas muy infe-
riores (Figura 3).

Trademorph 0.4

Dithane 1.25

——
CONTROL

-
Chiorotalomil 1.25

Figura 3. Efectos protectantes de dos inductores de fitoalexinas (SAS10 y SAS4) en hojas de banano, contra M. fijensis en el modelo de hoja
simple. Parte izquierda de la hoja tratada con el inductor; parte derecha, sin tratar. Nétese la resistencia al clorotalonil.
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La accion no biocida fue demostrada a partir de las siguien-
tes evidencias:

e Practicamente usencia de efectos de la sustancia induc-
tora de fitoalexinas sobre la germinacién de ascosporas
y crecimiento del tdbulo germinativo de M. fijensis,
tanto de cepas de laboratorio, como colectados en plan-
taciones afectadas.

. Extractos de hojas tratadas con el inductor provocaron
una reduccién del crecimiento del tibulo germinativo
de M. fijensis en un 70%, pero no hubo efectos sobre
la germinacién de las ascosporas. Esto explica porque
en los cultivos siempre hay Sigatoka Negra, pero en
niveles fitopatolégica y econémicamente manejables.

. Por CCF y HPLC/EM, se detect6 la presencia de nue-
vas sustancias en extractos de hojas tratadas con el in-
ductor, cuya estructura corresponde a fenalenonas re-
portadas como fitoalexinas.

Finalmente, para demostrar la inocuidad del inductor sobre
la produccién de fruto, se llevo a cabo un ensayo, desde plan-
tula hasta planta con fruto; ademas de no afectar su calidad
y productividad se observo que durante todo este periodo de
tiempo (6 meses) habia un nivel muy bajo de la enfermedad,
con hojas fotosintéticamente viables y renovadas, a diferen-
cia de las plantas no tratadas, en las cuales predominaban las
hojas necrosadas por la Sigatoka Negra (Figura 4).

Posteriormente, y debido a que existen variantes en los cul-
tivos de banano y cepas del hongo, se realizaron ensayos de
campo adicionales en otros paises productores de banano,
como Republica Dominicana, Ecuador, Costa Rica y Méxi-
co; en 2010 se solicito la patente (Echeverri et al. 2010) que
ya esta aprobada en varios paises. El rango de aplicabilidad
abarca desde cultivos normales hasta aquellos que tienen cer-
tificacion o que estan en el rango de los organicos, y ademas
se puede emplear intercalado con los pesticidas sintéticos.

El usoy la aplicacion

No basta tener una buena idea, una estrategia investigativa
impecable y unos resultados positivos, pues para poder co-
mercializar el producto se necesitan varios requisitos adicio-
nales:

. Tener el producto formulado, de tal manera que se ga-
rantice el maximo de efectividad y reproducibilidad de
los resultados.

*  Obtener el registro de venta en el pais que se quiera co-
mercializar. En Colombia, a grandes rasgos se requiere:

+ Validar los métodos quimicos de analisis en un labo-
ratorio acreditado ante la autoridad nacional compe-
tente.

Figura 4. Efecto protectante después de 6 meses de tratamiento. Izquierda plantas sin aplicaciones, con
muchas hojas necrosadas; derecha, plantas tratada, menor incidencia de la enfermedad.
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+ Demostrar sus efectos biologicos, a través de ensa-
yos de campo y de laboratorio. Esto Gltimo es re-
lativamente facil cuando se trata de un fungicida,
pues los ensayos in vitro se ejecutan sobre cajas de
petri, pero cuando es un inductor de defensas como
en este caso, la situacion es mas compleja, ya que la
respuesta, COmo ya se menciond anteriormente, es
indirecta: no es el inductor el responsable de la pro-
tecciodn, sino las sustancias producidas por la planta,
bien sea a través de fitoalexinas o activando otros
mecanismo de defensa.

+ Demostrar la inocuidad de los ingredientes.

¢ Usualmente, pueden surgir otros requisitos, como
por ejemplo, un concepto de la autoridad ambiental
sobre posibles riesgos asociados o derivados del uso
y aplicacion del producto que se desea registrar.

. Penetrar un mercado, en el cual hay cierta prevencién
por la innovacién.

Hay un punto importante a resaltar; actualmente se prefie-
ren las sustancias que no posean una accion biocida sobre
aquellas que tengan ese mecanismo de accion y ademas que
sean de origen natural. Si bien los productos naturales no es-
tan totalmente exentos de riesgo y toxicidad, el uso habitual
documentado dentro de practicas etnoculturales del tipo cos-
mético, alimenticio o terapéutico disminuye algunos ensayos
y analisis asociados a la solicitud de registro. Sin embargo,
bajo condiciones normales, los tiempos necesarios para cum-
plir esos requisitos pueden llegar a ser hasta casi el 50% de lo
empleado en los ensayos de campo y de laboratorio, lo que
indica que para un promedio de 4-5 afios de investigacion,
puede haber mas de 2 afios de tramites. No importa que exis-
ta una evidente urgencia por nuevos productos para contro-
lar una enfermedad que disminuye la produccion, rebaja las
importaciones, atente contra el medio ambiente y ponga en
riesgo centenares de empleos.

Conclusiones

La ciencia siempre ha generado resultados tangibles y Utiles
para la sociedad, a corto, mediano o largo plazo; a la vez que
crea nuevas preguntas e hipotesis concernientes a la investi-
gacion basica. Es la capacidad analitica de algunas personas
y el olfato de oportunidad de otros, lo que permite definir
cuando un resultado puede migrar de lo meramente cientifico
hacia su uso y cuando hacia la generacion de conocimiento.

A diferencia del proceso cientifico, varios interrogantes de
la vida diaria se plantean antes de tratar de llenar un vacio
técnico o tecnoldgico, que trascienden mas alla de la demos-
tracion cientifica de sus fundamentos y de su viabilidad:

. Que tan novedoso es el proceso o producto?
e Cual es la demanda actual y la potencial a mediano plazo?
* A quién le interesa?

*  Cuales ventajas tiene sobre los productos actuales en
el mercado?

. Que tan accesible es obtener la materia prima, a que
costo, y con qué rapidez?

. En cuales otros campos tiene aplicacién?

Burocraticamente no es facil hacer investigacion aplicada
en las Universidades y centros de investigacion, mas disefia-
dos para lo que realmente son, centros de saber y formacion.
Demasiada burocracia, exceso o defecto de reglamentacion,
falta de directrices, distanciamiento con las empresas, ausen-
cia de experiencia en apropiacion del conocimiento, carencia
de validacion de oportunidades y ortodoxia. Y no solamen-
te alli, pues otros centros de investigacion, paradéjicamente
privados, mantienen altos niveles de autosuficiencia que les
impide analizar nuevas perspectivas y estrategias para solu-
cionar los problemas que deben acometer.

También dentro de ese contexto investigativo y tecnologi-
co, muchos insumos de investigacion (reactivos, medios de
diagnosticos, Kits, repuestos, solventes, equipos) y aun de
produccion son escandalosamente caros y dificiles de obte-
ner. Los grandes laboratorios fabricantes de esos insumos es-
tan relativamente cerca: New York por ejemplo, esta a solo 6
horas de los laboratorios de investigacion de Medellin, pero
ameses y millones de la DIAN y de otros tramites institucio-
nales y nacionales.

Otros casos similares en los cuales se hace efectivo el uso de
la Biodiversidad y de los productos naturales estdn actual-
mente en desarrollo o son productos, contra Roya del café,
Mildeo de flores y Pudricion Gris del Tomate. En alimentos
y bebidas con nuevos Colorantes y Surfactantes, y en farma-
cologia, con nuevas sustancias Leishmanicidas y Regenera-
dores Neuronales.
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