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RESUMEN

Antecedentes

El &cido jasmonico (AJ) es un regulador del crecimiento vegetal endogeno del tipo
de las abscinas, sintetizado de manera natural por una gran variedad de plantas.
Se ha demostrado su efecto en la agricultura para el incremento de rendimientos,
estimulacién de la formacion de tubérculos y la maduracion de frutos. También
promueve la senescencia de las hojas y se le atribuye un papel regulador en la
respuesta de defensa de las plantas. La produccién comercial del AJ a nivel
mundial se realiza a partir de la extraccion y purificacion de flores de jazmin vy té.

Problemas aresolver y objetivo del trabajo

Los productos obtenidos a partir de extractos de plantas con las tecnologias
existentes presentan muy bajas concentraciones de AJ y altos costos de
produccion. Con vista a resolver esta problematica, se realizd este trabajo
encaminado al desarrollo y la aplicacion de caldos libres de células ricos en AJ
obtenido por via microbiana, empleando el hongo Botryodiplodia theobromae,
siendo, estos estudios los primeros desarrollados por via microbiana, lo que
constituye la novedad del mismo. El objetivo de este trabajo fue: “obtener un
procedimiento biotecnoldgico viable técnico y econémico de un bioproducto de
acido jasmaonico para su empleo en la agricultura”.

Resultados

Como resultados novedosos y de impacto cientifico se reconocen el
establecimiento de un proceso de fermentacion con altas concentraciones de AJ
hasta 1500 mg.L™, el establecimiento de una técnica de cromatografia HPLC para
la determinacion de AJ, la confirmacion mediante espectrometria CG-EM por
primera vez en hongos de la presencia de metabolitos intermediarios como el
OPDA, 11-OH-AJ, 9,10 dihidro AJ y OPC-4 de la ruta metabdlica del AJ en plantas
y la presencia de acido cucurbico. Mediante el procedimiento tecnoldgico se
obtuvo un bioproducto (BIOJAS®) rico en AJ, el cual se evalué en diferentes
cultivos, como: cafia de azucar, vitroplantulas de pifia, en platano, fresa, toronja,
papa y arroz, con resultados satisfactorios de incrementos en los rendimientos,
desarrollo de raices, efectos favorables en respuesta al estrés biotico y abiotico,
sin provocar dafios ambientales. Las pruebas toxicoldgicas, ecotoxicoldgicas del
BIOJAS® obtenido, evidenciaron su no toxicidad. El procedimiento que se propone
para la produccién de 3000 L/a de BIOJAS® (suficientes para la satisfaccion de la
demanda nacional) es altamente rentable, con una ganancia de 400 000 Pesos/a 'y
27 000 USD/a.

Se realizaron un doctorado, dos tesis de maestria y seis tesis de grado, con
resultados satisfactorios. Se obtuvieron las marcas: BIOJAS® (Producto liquido
rico en AJ) y EVIPOL (biocida sal de AJ), una patente de invencion de EVIPOL en
la Oficina Cubana de Propiedad Industrial y el registro del BIOJAS® en el Registro
Central de Fertilizantes de Cuba. Se realizaron 39 publicaciones en revistas
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nacionales y extranjeras de prestigio, destacandose seis de estas en revistas con
indice de impacto, 58 presentaciones en eventos cientificos nacionales e
internacionales; se otorgaron seis premios ICIDCA, tres premios MINAZ, dos
premios del Forum municipal y dos premios del Forun Provincial de Ciencia y
Técnica.

El conjunto de estos trabajos constituye un aporte al conocimiento cientifico al
haberse disefiado un proceso tecnoldgico reproducible y de escala semicomercial
de produccién de BIOJAS® para su uso como bioestimulador y biocontrolador.
Estos estudios han permitido que el pais cuente con un producto de factura
nacional y medio de fermentacién econémico imprescindible en el control biolégico
para cultivos de interés econdémico.

Conclusiones

Se logré el desarrollo de un procedimiento biotecnoldgico para la producciéon de AJ
viable técnico y econdmicamente y consecuente con el medio ambiente. Se
obtuvo un producto comercial denominado BIOJAS®: rico en esta sustancia, que
mostro efectividad agronomica en las pruebas desarrolladas como bioestimulante
y controlador biologico, sin mostrar afectaciones tdxicas y ecotoxicologicas.

COMUNICACION CORTA

Antecedentes

La contaminacion de los suelos y las aguas por el uso incorrecto de plaguicidas y
abonos minerales, la agricultura intensiva que empleada indiscriminadamente
dificulta el desarrollo natural de los ciclos biogeoquimicos y la migracion de
nutrientes, son factores que han conllevado a la erosién progresiva de los suelos y
a la disminuciéon de su productividad. En estas circunstancias ha resultado
necesaria la creacion de nuevos principios en cuanto al uso del suelo como
recurso renovable: la agricultura sostenible (Anénimo, 2010).

La introduccion de productos resultados del desarrollo de la Biotecnologia en la
agricultura permite la obtencibn de mayores rendimientos de las cosechas,
desarrollar cultivos mas productivos e incrementar la calidad de los mismos,
siendo todo esto de vital importancia para los paises en vias de desarrollo (Castillo
y col., 2007).

En los ultimos afios se ha incrementado en Cuba el desarrollo del uso de medios
biolégicos para su aplicacion en la agricultura, fortaleciéndose la produccion de
biofertilizantes, biopesticidas y otros productos que constituyen una industria
incipiente y productiva.

El empleo de reguladores del crecimiento vegetal (RCV) es una de las alternativas
compatibles con los principios de la agricultura sostenible, debido a que son
menos agresivos para el medio ambiente que los plaguicidas y fertilizantes
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minerales convencionales (Nieto y Frankenberger, 1990).

Los jasmonatos conforman un grupo numeroso de compuestos RCV, precursores
o derivados del acido jasmonico (AJ) que se presentan fundamentalmente en el
reino vegetal y ademas en algunas bacterias, hongos y levaduras (Abdala y col.,
1999; Forchetti y col., 2007). La aplicacion exdgena de los jasmonatos ejerce
varios efectos, como son: la induccién de la sintesis de proteinas, la sintesis de
sustancias de defensa (Stout y col., 2006), (Wasternack, 2006), la estimulacion de
la formacion de tubérculos (Koda, 1992; Cenzano y col., 2003), la maduracién de
frutos (Sanz y col., 1993), la inhibicion del crecimiento y la estimulacién de la
senescencia, entre otras. De ahi la importancia que tiene el empleo del AJ para
mejorar los rendimientos agricolas, al permitir la reduccion del uso de plaguicidas
por la activacién de los sistemas defensivos de las plantas (Vivanco y col., 2005).

La produccion comercial del AJ se realiza de forma intensiva a partir de la
extraccion de flores de jazmin y té, donde se encuentra en concentraciones de
trazas que dificultan y encarecen el proceso productivo (Dhanhukia y Thakkaar,
2007a), por lo que este producto se coloca en el mercado mundial a elevado costo,
los precios oscilan entre 300-400 USD/g calidad reactivo.

En la actualidad las investigaciones se enfocan desde varios aspectos tales como:
la busqueda de cepas de hongos productoras de AJ capaces de crecer en medios
de cultivos simples, los estudios de la fisiologia y de las condiciones del cultivo
que favorecen la produccion del AJ, la ruta metabdlica para su sintesis y
aplicacién de los caldos de AJ en el desarrollo de procedimientos para el fomento
de la agricultura sostenible (Farbood y col., 2001; Inho y col., 2006; Dhanhukia y
Thakkaar, 2007a,b,c,; Linares y col., 2010, Tsukuday col., 2011).

Desde el afio 1996 el ICIDCA trabaja en varios proyectos nacionales vinculados al
programa bioagricola, en donde se han desarrollado tecnologias de produccion de
biocontroladores por via microbiolégica en especial el AJ. La propuesta
tecnolégica de produccion de BIOJAS® estad acorde con la Politica para la
produccion y desarrollo de los biofertilizantes y bioplaguicidas de Cuba, en la que
se insta a utilizar bioproductos de produccion nacional para la fertilizacion de los
suelos, la estimulacion del desarrollo vegetal y la proteccion fitosanitaria, para
sustituir la importacion de fertilizantes y plaguicidas quimicos, en lo cual el pais
gasta millones de MLC anualmente.

Problema a resolver y objetivos

Con vista a resolver la problematica expuesta se realizaron los estudios
encaminados el desarrollo de un procedimiento biotecnolégico para la produccién
eficiente y escalable del AJ, bioestimulante y controlador biolégico obtenido a
partir de la produccion por via fermentativa con una cepa autoctona del hongo
ascomiceto Botryodiplodia theobromae, producto de elevado costo en el mercado
mundial. El objetivo de este trabajo fue “obtener un procedimiento biotecnolégico
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viable técnico y econdmico de un bioproducto de AJ para su empleo en la
agricultura”.

Resultados

Como resultados novedosos y de impacto cientifico se reconoce el
establecimiento del proceso de fermentacidn con altas concentraciones de AJ
hasta 1500 mg.L™?, superior a lo informado por otros autores (Farbood y col.,
2001). Se logro la cuantificacion del AJ por Cromatografia Gaseosa (CG) y por
Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en los caldos fermentados. Los
meétodos analiticos fueron validados de acuerdo a las normas establecidas. Esto
permitié constar con métodos analiticos validados para el seguimiento de todos los
estudios de optimizacion del procedimiento tecnoldgico de la produccion de AJ y el
registro del producto. El ICIDCA es actualmente la Unica Institucion cubana que
dispone de estos métodos fiables para este tipo de determinacion.

La confirmacion por primera vez, mediante espectrometria CG-EM, de la
presencia en hongos de metabolitos intermediarios como el OPDA; 11-OH-AJ;
9,10-dihidroAJ y OPC-4 de la ruta metabdlica del AJ en plantas y la presencia del
acido cucurbico en concentracion de trazas. De forma similar se detect6 que el
hongo es capaz de sintetizar oxipilinas como el acido 9-hidroxi-10-ceto-12,15-
octadecadienoico, acido 10-hidroxihexadecatrienoico y acido 11-
hidroxihexadecatrienoico, a semejanza con lo descrito para plantas.

Al optimizar las condiciones y medio de cultivo se pudo apreciar que el proceso se
favorece inoculando con micelio del hongo, a 30-32 °C, en estatico; en ausencia
de luz, en medio con glucosa, NaNOj3 otras sales y extractos de malta y levadura
y a una relacion carbono: nitrégeno (rC/N) de 15. A pesar de que el incremento de
la escala de trabajo disminuyd la concentracion de AJ, se obtuvieron caldos libres
de las células que permitieron la realizaciéon de las pruebas biolégicas para su
validacion agronémica.

Como resultado de estos estudios cientificos se logré establecer la produccion
semicomercial, en la planta de fermentaciones del ICIDCA, del BIOJAS®, un caldo
del sobrenadante del cultivo del hongo libre de células del hongo rico en AJ para
Su uso en la agricultura como regulador del crecimiento y controlador de plagas.
En el trabajo se presenta un procedimiento tecnolégico de produccion, que incluye
los procedimientos normalizados de operacion (PNO) de la planta de
fermentaciones existentes en el ICIDCA, contemplandose ademas, las etapas de
control de calidad realizadas en los laboratorios de Microbiologia, analitica y
productos terminados y en los almacenes, facilidades auxiliares centrales y otras
instancias. Las consideraciones econdmicas de aplicacién del producto indicaron
que el balance costo-beneficio es altamente beneficioso, pues indica un costo de
produccion de pesos y pesos en divisas contra 300-400 USD/g que se oferta por
mercados extranjeros. La factibilidad productiva en las instalaciones del ICIDCA se
calcula para la demanda anual, con una produccion de 3000 L/a (junto a otros
bioagricolas), en 400 000 pesos moneda total.
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Entre los impactos econdmicos, sociales y medioambientales se destacan:

— Disponer de un nuevo bioproducto agricola cubano, registrado y con una
adecuada imagen comercial, imprescindible en el control biolégico para cultivos
de interés econémico.

— Disminucion de los gastos del Estado en MLC, por sustitucion efectiva de
importaciones de fertilizantes y plaguicidas quimicos.

— Ingresos en MLC por la exportacion del bioproducto y/o transferencia de
tecnologia al exterior.

— Incremento de los rendimientos de los cultivos, disponibilidad de una mayor
cantidad de alimentos sanos e inocuos para el consumo de la poblacion.

— Proteccion del ambiente y la salud humana por disminucion del uso de
agroguimicos.

Se logré su marca registrada en la OCPI y el registro en el Registro Central de
Fertilizantes.

La validacién agronémica del BIOJAS® se llevé a cabo en diferentes cultivos tales
como cafia de azlcar, vitroplantulas de pifia, en platano, fresa, toronja, papa y
arroz; se obtuvieron resultados satisfactorios de incrementos en los rendimientos,
desarrollo de raices, efectos favorables en respuesta al estrés bibtico y abidtico.

El BIOJAS® ha sido evaluado especificamente como biocontrolador sobre plantas
de pifia cv “Cayena lisa”, en fase de plantacion en la provincia de Ciego de Avila,
en la que fue efectivo en el ataque de la Chinche harinosa, que representa la
plaga mas dafina al cultivo por constituir el agente propagador del virus del Will.
Esto no parece deberse a un efecto insecticida sino a la induccién de mecanismos
de resistencia metabdlica de la planta.

Se aplicé para el control de pulgones en el cultivo de habichuela Escambray,
ocasionando la muerte del 100% de pulgones y no permitiendo el desarrollo de
mas brotes de pulgones, de mosca blanca o de trips.

En dosis de 60 mg.L™ vs Sclerotium sp. in vitro produjo la inhibicién de casi el 50
% de crecimiento. En la interaccion platano-Fusarium oxysporum f. sp cubense
raza 2 el AJ (1,0 mg.L™") siempre redujo la presencia del hongo, demostrando
accion protectora, aumentd la supervivencia de las plantulas de pifia en
condiciones ex vitro contra Phytophthora nicotianae var. parasitica.

En calabacin con Nesidiocoris tenuis depredador bioldgico introducido para control
de mosca blanca, pequefios afidos, pulgén y trips, que estaban afectando a las
plantas vy los frutos, fue controlado por mezcla conteniendo 25 mg.L™* de AJ. Tuvo
efectividad sobre berenjenas y pepinos con presencia de oidio.



A partir del BIOJAS® se ha desarrollado un producto inhibidor microbiolégico,
EVIPOL, que fue evaluado industrialmente en complejos azucareros con
resultados satisfactorios.

Las pruebas toxicologicas, ecotoxicolégicas, mutagénicas y de irritabilidad del
producto obtenido evidenciaron que el producto es inocuo para el hombre.

En marco del desarrollo de este producto se realizé la defensa de un doctorado,
en tanto que otra tesis esta proxima a terminar. Se defendieron ademas con éxito
seis tesis de diploma y dos tesis de maestria, contribuyéndose asi a la formacion
de recursos humanos. Se aprobd una patente de invencion. Se realizaron 39
publicaciones en revistas nacionales y extranjeras de prestigio, seis de ellas en
revistas de impacto, y 56 presentaciones en eventos cientificos internacionales y
nacionales. bComo parte del trabajo realizado se otorgaron seis premios ICIDCA,
tres premios MINAZ, dos premios del Forum municipal y dos premios del Férum
Provincial de Ciencia y Técnica.

Conclusiones

— Es posible llevar a cabo la produccion de acido jasmonico (AJ) en bioreactores
estaticos con cultivo superficial. El sistema es econémico ya que no genera
gastos energéticos asociados con suministro de aire y agitacion y con altos
costos por equipamiento.

— Se demostro la presencia en los caldos de Lasiodiplodia de otros jasmonatos y
otros derivados con interés como RCV. Los metabolitos detectados son
similares a los descritos en el metabolismo del AJ en plantas por lo que se
sugiere que en estos hongos, la ruta metabdlica de biosintesis del AJ podria
ser similar a la descrita en plantas.

— Los resultados obtenidos con el BIOJAS® han demostrado su efecto en el
control del hongos fitopatdgenos, pequefios afidos, trips, pulgén, mosca blanca
y como inhibidor microbiano en guarapo de cafia de azlcar.

— El BIOJAS® estimulé e incrementd el desarrollo de las variables morfolégicas
de las plantulas de Spathyphillum ‘Sensation’, aumentando la masa fresca de
las plantulas y el incremento de rendimientos en cultivos como arroz, fresa y
papa.

— La produccion de BIOJAS® en las instalaciones del ICIDCA con volimenes de
3000 L/a, suficientes para la satisfaccion de la demanda nacional, es altamente
rentable, con una ganancia de 400 000 pesos/ay 27 000 USD/a.

— Las pruebas toxicologicas, ecotoxicolégicas del BIOJAS® obtenido,
evidenciaron que es inocuo y su no toxicidad.
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