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RESUMEN

Mycosphaerella fijiensis Morelet. agente causal de la Sigatoka negra, ofecta dramaticamente la
produccion comercial de banano y platano en la mayoria de las regiones productoras def mundo. En
Colombia, la Sigatoka negra se observé por primera vez en 1981 en la zona bananera del Urabd y
desde entonces se diseming a todas las regiones, Atlantico, Pacifico, Centro y Oriente del pais. En
el 2000 la enfermedad fue encontrada en el Choco, zona del Pacifico Colombiano cubierta comple-
tamente por selva y que presenta cultivos de platano en pequedias parcelas al borde del rio Atrato,
la tnica via de acceso ala region. En este trabajo se realizé una prueba molecular de diagnéstico
a 21 cepas de Mycosphiaerella spp. aisladas de diferentes zonas y se estudio la diversidad
genética del patdgeno en algunas regiones de Colombia utilizando marcadores RAPD's . En total se
obtuvieron 26 bandas polimérficas con los cebadores OPMOI. OPMS5 y OPMZ0. El andlisis de
distancias genéticas sugiere que las cepas del Choco provienen de la zona del Urabd antioqueno y
que en la zona de Santa Marta se presenta una subpoblacion del patégeno diferente de las cepas
del resto del pais.
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ABSTRACT

MOLECULAR DIAGNOSTIC TEST ON Mycosphaerella spp. ISOLATES COLLECTED FROM
DIFFERENT PLANTATIONS OF BANANA AND PLATAINS OF DIFFERENT REGIONS OF
COLOMBIA

Mycosphaerella fijiensis Morelet, causal agent of the black Sigatoka, dramatically affects the
commercial production of bananas and plantains in most of the world's producing regions. In
Colombia, black Sigatoka was observed for the first time in 1981 in the zone of Urabé and since
then it has disseminated to all regions, including Atlantic, Pacific, Center and East of the country. In
the year 2000 the disease was found in Chocé (colombian pacific) a region covered completely by
forest. In this area plantains are cultivated in small plots along the Atrato river which is the only
access to the region. In this work we used RAPD's markers to analyze the genetic diversity of 21
Mycosphaerella spp. isolates collected from different regions. A total of 26 polymorphic bands
were obtained with primers OPMO 1, OPM5 and OPM20. The analysis of genetic distances suggests
that the strains from Chocé belong to the zone of Urabd and those from Santa Marta exist a

subpopulation of the pathogen different from that found in other regions of the country.

Key words: Mycosphaerella fijiensis, black Sigatoka, RAPDs, genetic diversity.

INTRODUCCION

Los bananos y platanos (Musa spp)
representan dos de los cultivos mas
importantes en el mundo (Panis y Tien,
2001) ya que forman parte de la base
alimenticia de millones de personas (Lopez,
et al., 2000) y constituyen uno de los
renglones de exportacion mas importantes
enlos tropicos. En Colombia, las Sigatokas
negra y amarilla afectan mas del 30% del
total de las 450.000 hectareas sembradas
en bananoy platano. El uso de fungicidas
quimicos es la forma mas comun de
controlar estas enfermedades, significando
un 30-40% de los costos de produccion,
ademas producen trastornos a los
ecosistemas y a la salud humana. El primer
brote de Sigatoka negra en Centroamérica

1942

fue detectado en La Lima, Honduras en
1972 (Stovery Dickson, 1976), y de alli se
dispersd hacia norte y sur, llegando a
invadir las plantaciones de Colombia. El
primer foco de la enfermedad en el pais se
presentd en el anc de 1981 en la zona
bananera del Uraba, Municipio de
Apartado, Antioquia, desde donde se
disemind a la region Atlantica, Pacifica,
Centroy Oriente del pais (Belalcazar, 1991).

En el ano 2000 la enfermedad fue
encontrada en pequenas parcelas de
platano en el Choco (Pacifico colombiano).
Esta region es una zona muy interesante
desde el punto de vista agro ecolégico pues
estd cubierta por vegetacion de selva
tropical hiimedayy su Unica forma de acceso
es a través del rio Atratoy sus afluentes. El

Rev.Fac Nel Agr.Medellin Vol.56. No 2.p.1941-1950.2003


http:RcvJac.NaLAgrMede!l�n.\loI.56

Diagndstico y caractenzacon molecular .

platano se cultiva en esta zona en pequenas
parcelas cercanas a caserios o pequenas
poblaciones sobre el rio Atrato. Es
particularmente interesante estudiar las
rutas de transmisién de la enfermedad pues
las parcelas estan aisladas por la selva
circundante.

La deficiente informacién acerca de la
diversidad genética del patégeno en
Colombia, restringe y obstaculiza la
generacién de modelos de anélisis de la
estructura poblacional del hongo. Tal
estudio es necesario para la formulacion
de estrategias de control y programas de
mejoramiento; por tal razén, los inventarios
de poblaciones de M. fijiensis se convierten
en una herramienta bésica para cualquier
estudio que esté encaminado al control
dela enfermedad.

El objetivo de este estudio fue la
identificacion de cepas de Mycosphaerella
sp. por un método molecular y la
caracterizacion de las mismas a través del
uso de marcadores RAPD's (amplificacion
aleatoria de polimorfismos de ADN). Este
estudio contribuye a entender la dindmica
poblacional de especies de estos hongos
en el pals.

MATERIALES Y METODOS
Cepas de M. fijiensis.

Se utilizaron aislamientos monosporicos de
M. fijiensis colectados de material foliar
infectado de bananos o platanos en
estadios avanzados de la enfermedad. El
muestreo se realiz6 en diferentes regiones
de Colombia (Tabla 1).

Para la obtencién de cultivos monospéricos
se realizd la descarga de ascosporas a par-
tir de lesiones en hojas infectadas en estadios
avanzados de la enfermedad, sobre agar-
agua al 3%. Una ascospora fue recuperada
del agar-agua con ayuda de un microsco-
pioy un capilar de vidrio. La ascospora fue
cultivada en medio agar papa dextrosa
(PDA) a 25°C en oscuridad durante 15-20
dias. Posteriormente, el micelio de cada
cepa se crecié en 150 mi del medio SMV
(Sintético Mc. Veigh Morton) (Restrepo y
Jiménez, 1980) en erlenmeyer de 500 ml,
colocado en un agitador orbital a 100 rpm
(revoluciones por minuto) y temperatura
ambiente (25-30°C), por 8 a 12 dias, de-
pendiendo de la cepa. El micelio de colo-
nias puras del hongo se colectd y secd en

Tabla 1. Origen y nimero de aislamientos de Mycospharella spp. evaluados en bananos o
platanos establecidos en diferentes regiones de Colombia.

Lugar de recoleccion Numero de aislamientos Planta Cultvar
Chocd (Quibdo, Tadé y Managrucito) 6 Platano Dominico
Magdalena (Santa Marta) 5 Banano Gran Enano
Antioguia (Uraba Antioqueno) 5 Banano Gran Enano
Llanos Orientales 4 ' Pidtano Dominico
Tolima 1 Piatano Harton
Total 21

Cuttivos monosporicos y obtencion de micelio para pruebas moleculares.
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papel filtro Whatman # 1y se almacend a
~70°C hasta el momento de la extraccién
de ADN.

Extraccion de ADN

El ADN del hongo se aislé utilizando la
metodologia de extraccion con CTAB
(Weising et al.,1991) con algunas modifi-
caciones. Brevemente, el micelio del hon-
go se maceré completamente en presen-
cia de nitrégeno liquido. Por cada 700 mg
de micelio macerado se adicionaron 700
ul de buffer de extraccién 2X CTAB (Tris-
HC pH 8.0 100 mM, NaCl 1,4 M, EDTA
20mM and 2% CTAB) y 4 ul de B-
mercaptoetanoly se mezclo bien. La mez-
cla seincubod en bafo maria a 65°C por 45
minutos, luego se adiciond un volumen
de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y
se centrifugd a 12.000 rpm (revoluciones
por minuto) por 30 min. Recuperado el
sobrenadante, el ADN se precipité adicio-
nando un volumen de isopropanol frio
(-20°C) con incubacién durante 20 min a
~70°C; posteriormente se centrifugé a
12.000 rpm por 30 min a 4°C. El precipi-
tado fue lavado dos veces con etanol al
70% y al 90%, centrifugado cada vez a
12.000 rpm por 5 min a 4°C. EL ADN fue
secado con la ayuda de una centrifuga con
bomba de vacioy resuspendido en 50 ul
de buffer TE (T, E,) (Tris = HCI pH 8,0 10
mmol/L, EDTAT mmol/l). El ADN de los
diferentes aislamientos fue almacenado a
4°C para su posterior uso en el andlisis de
RAPD's y microsatélites.

Identificacién molecular de especies de
Mycosphaerella fijiensis y Mycosphaerella

musicola.

El diagnéstico morfologico de las especies
de Mycosphaerella se bast en la forma de
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la ascospora, la cual es la Unica estructura
facilmente diferenciable al microscopio
cuando se realiza la descarga. Se conside-
raron ascosporas de Mycosphaerella spp.
aquellas con la morfologia tipica de es-
tructuras elipticas, hialinas, usualmente con
dos células de 14-20 micras de largo y de
4-6 micras de ancho. Sin embargo, las
ascosporas de M. fijiensis y M. musicola son
indistinguibles entre si desde el punto de
vista morfoldgico y por lo tanto para la
identificacién correcta se recurrié a un
método molecular basado en la reaccidén
en cadena de la polimerasa (PCR) la cual
utiliza iniciadores disefados para la identi-
ficacién especifica de cada una de las es-
pecies del hongo {(Johansony Jeger 1993).
Los iniciadores utilizados fueron: el
oligonucledtido MF-137 5°gge gee ccc gga
ggc cgt cta 3’ especifico para M. fijiensis, el
MM-137 5'gcg gee cce gga gyt cte ctt 37
especifico para M. musicola, cada uno en
combinacién con el oligonucledtido ines-
pecifico R-635 5" ggt ccg tgt ttc aag acg g
3' que se utilizd junto con cada uno de los
especificos en las reacciones (Johanson'y
Jeger, 1993; Romero, 1999). Cada par de
iniciadores R-635-MF137 o MM-R635
amplifican un segmento de la region (TS
de M. fijiensis y M. musicola, respectivamen-
te. Las reacciones de amplificacién se efec-
tuaron en 50 mM K|, 1,5 mM Mgdl,, 10
mM de Tris — HCl pH 8,3, adicionando
100 mM de cada nucledtido (dANTP,
Promega - Madisson ), 25 pM de iniciador
1 unidad de Tag ADN polimerasa (Promega
- California) y aproximadamente 50 ng de
ADN total, en un volumen final de 25 ul.

Caracterizacion de cepas por RAPD’s

El ADN de los aislamientos de M. fijiensis y
M. musicola fue amplificado por el método
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de RAPD’s usando los oligonucleotidos
OPM - 1, OPM - 5 y OPM - 20 (primers
de 10 mer) de Operon Technologies Inc.
(Alameda- California) Los componentes de
una reaccion tipica fueron: buffer de PCR
(50 mM KCl'y 10 mM Tris - HCl, pH 8,5),
1,5 mM Mgdl,, 100 mM de cada uno de
los nucleodtidos, dATP, dCTP, dGTP y dCTP
(dNTPs Promega -California), 25 pmoles de
cada oligonucledtido, 50 ng de ADNy 1,0
unidad de Tag ADN polimerasa (Promega -
California) en un volumen final de 25 pl.
Se utilizd un control negativo para la PCR
consistente en los mismos reactivos pero
sin ADN. La amplificacion se realizé en un
termociclador (Perkin Elmer 9600) con una
temperatura inicial de 94°C por 5 min.,
seguido de 37 ciclos de: 94°C por 1min;
36°Cpor 1 min.y 72°Cpor 2 min, con un
ciclo de extension final de 5 min. a 72°C.
Los productos de las reacciones fueron
corridos en un gel de agarosa al 1,2% con
bromuro de etidio al 0,1% y observado
bajo luz ultravioleta.

Andlisis de similitud.

Para la caracterizacidn molecular se cons-
truyé una matriz de presencia — ausencia
de bandas, la cual se realizd bajo una hoja
de calculo de Microsoft Excel, para luego
ser transferida al programa NTSYS pc
(Numerical Taxonomic and Multivariate
Analisis System) versién 2.0 disehado por
F. James Rohif (1998), el cual permite tra-
bajar con datos cualitativos como los que
se presentan en la matriz binaria de pre-
sencias y ausencias.

La similaridad entre individuos se calculd
por medio del coeficiente de DICE (1945).
La matriz de similitud resultante, fue anali-
zada con el método UPGMA (Unweighted
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pair-group method, arithmetic average) de
agrupamiento para construir un
dendograma que facilite la interpretacion
de las relaciones entre los individuos (Rohlf,
1998)

Anélisis de coordenadas principales

Dado que los genotipos estudiados son
intraespecificos, es poco probable que los
cambios entre los individuos deriven de un
ancestro comun, sino que se presenten por
eventos concurrentes e independientes,
como el desarrollo paralelo, la co-evolu-
cién, la adaptacion especifica o la disper-
sion clonal. En este caso, los métodos je-
rarquicos como UPGMA, pueden no resul-
tar adecuados. Por esta razon, es recomen-
dable utilizar métodos de agrupamiento
ordinal, no jerarquico, como el analisis de
coordenadas principales, derivado del ana-
lisis de componentes principales, aplicable
a un conjunto de datos binarios, y que
tienden a agrupar a los individuos en tér-
minos de su varianza. (Bridge y Clarson,
1998; Martinez, 1995). Teniendo en cuen-
ta lo anterior, la matriz de similitud fue
sometida a un andlisis de coordenadas prin-
cipales y los puntos obtenidos fueron
graficados bidimencionalmente utilizando
el programa NTSYS pc.

RESULTADOS

PCR confirmativa.

A nivel de campo, el diagndstico de M.
fijiensis y M. musicola se dificulta debido a
que estas dos especies estan muy relacio-
nadas y las diferencias de los sintomas de
las enfermedades que ellas producen en
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algunas ocasiones no son muy claros. Es-
pecialmente cuando se encuentran mez-
clas de los dos patégenos en una misma
planta no es posible darse cuenta de ello
solo por la sintomatologia. A nivel
morfologico, estas especies solo pueden
distinguirse por las caracteristicas de sus
conidios y conidiosforos los cuales son a
veces dificiies de obtener invitro. Para ga-
rantizar entonces, la correcta identificacion
de los aislamientos utilizados en la carac-
terizacion moiecular, se emplearon herra

mientas moleculares como la PCR (reac
cion en cadena de la poiimerasa) que per-
mitieron determinar de modo eficiente y
seguro si un aistamiento corresponde a M

fijiensis 0 M. musicola.

Los 21 aislamientos empleados para la ca-
racterizacion molecular fueron evaluados
utilizando la PCR confirmativa, se hallaron
veinte aislamientos que correspondian a M.
fijiensis y un aislamiento de la zona del
Tolima se identifico como M. musicola. Los
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materiales positivos para M. fijiensis pro-
ceden de zonas de cultivo de platano ofy
banano de Choc6, Uraba, Santa Martay
los Llanos Orientales. En la Figura 1 se
muestra un ejemplo de un aislamiento po-
sitive para M. fijiensis v otro arslamiento
positivo para M. musicola.

Analisis de RAPD's

Los tres oligonucledtidos empleados pre-
sentaron bandas altamente polimorficas y
patrones reproducibles. En total se obtu-
vieron 26 bandas, el nimero total de ban-
das estuvo en un rango entre 0,5y 3,0 kb.
Doce fragmentos fueron producidos por e
primer OPMOQ7 vy los oilgonucleotidos
OPM5 y OPM20 produjeron 7 fragmentos
cada uno, la valoracion de los patrones
RAPDs se realizd a nivel visual a partir de
las fotografias obtenidas. Enla Figura 2 se
pueden apreciar algunas de las bandas con
polimorfismo obtenidas con los tres
cebadores.

MM
12

Figura 1. PCR Diagndstica de especies de Mycosphaerelfla. El panel MF muestra aislamiento
positivo para M. fijiensis: M, marcadores de peso molecular 1 Kb ladder; carrit 1, productos
amplificados con par de cebadores R-635-MF137; carril 2, productos amplificados con par de
cebadores R-635-MM137. EI panel MM muestra aislamiento positivo para M. musicala: M,
marcadores de peso molecular 1 Kb ladder; carril 1, productos amplificados con par de
cebadores R-635-MF137; carril 2, productos amplificados con par de cebadores R-635-MM137

1946

Rev.Fac.Nal. Agr.Medeliin.Vol 56, N0.2 p 1941-1950.2003



Diagnostice y caracternizaadn maojeculat .

OPM-01

Mi23 456 1

Figura 2. Polimorfismos obtenidos con cepadores OPM-01, OPM-05 y OPM-20

Los polimorfismos obtenidos, producto de
los RAPD's, fueron en algunas ocasiones
inespecificos, debido a que se desconoce
el sitio de amplificacion de los fragmentos
de ADN molde. Sin embargo, para realizar
el andlisis de agrupamiento, solo se consi-
deraron las bandas que se presentaban cla-
ramente en los geles y cuya apancién era
reproducible.

Anadlisis de distancia genética

Para el anélisis de los datos se generd una
matriz de distancias, utilizando el indice
de similitud de Dice {(1945), lo que permi-
ti6 la clasificacion de los genotipos con el
método de unién media UPGMA. Reali-
zando un corte a un nivel de similitud del
45% dentro del dendograma se generan
3 grupos o “clusters” 2 de ellos (I y II)
con los aislamientos de M. fijiensis y un ter-

Rev.Fac Nal AgrMedellin.Vol.56, No.2.p.1941-1950.2003

OPM-05

2 3 4 56

OPM-20

12 3 45 6

La figura
muestra los patrones de bandas oblenidas en 6 cepas de M. fijiensis. Cada panel ilustra el
respectivo cebador y los carriles 1 a 6 corresponden a amplificados de 6 aislamientos.

cero en donde se encuentra el aislamiento
de M. musicola (Figura 3).

El grupo | estuvo conformado por dos
subgrupos, el primero con una similitud
de 50%, agrupa las cepas 205001,
205002, 205003, 205004, 205005, y
205006 procedentes de!l Choco, las cepa
961109, 961111, 970401 y 970501 de
Uraba, los aislamientos 960706, 960607,
960701 960702, 960601 de Santa Marta
y un aislamiento de los Llanos Orientales
981101 El segundo subgrupo esta for-
mado por los materiales 981110, 981107
y 990102 delos Llanos Orientalesy 961104
de Uraba .

Finalmente, el aislamiento de M. musicola

presenta una similitud del 23 % con res-
pecto al grupo de materiales M. fijiensis.
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Figura 3. Dendograma de los 21 genotipos de Mycosphaerella evaluados con marcadores
RAPD's, coeficiente de Dice y el algoritmo UPGMA.

Agrupamientos por anélisis de coordena-
das principales

La representacion en dos dimensiones del
Andlisis de Coordenadas Principales (Figu-
ra 4) indica la presencia de 3 grupos. En el
primero se observa la gran cercania entre

materiales procedentes del Chocd, Uraba,
y Los Llanos Orientales. El segundo grupo
estd conformado exclusivamente por ma-
teriales de Santa Martay en el tercer grupo
se encuentra la cepa de M. musicola muy
alejada de los grupos de M. fijiensis.
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Figura 4. Representacién grafica del Andlisis de Coordenadas Principales. Para realizar esta
grafica la matriz de similitud de los diferentes aislamientos fue sometida a un analisis de
coordenadas principales y los puntos obtenidos fueron graficados. El color rojo representa
las cepas de M. fijiensis provenientes del Choco; amarillo, Santa Marta; verde, Urabéa, azul,
Ltanos Orientales y morado, Tolima (M. musicola).
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DISCUSION

PCR confirmativa

Las cepas aisladas de material foliar infec-
tado de las localidades del Chocé (Tado,
Quibdo y Managrucito) fueron positivas para
M. fijiensis, asi como todos los aislamientos
evaluados de diversas zonas de cultivo del
pais donde se ha reportado la presencia de
la Sigatoka negra. Solo un aislamiento pro-
cedente de la zona del Tolima fue positivo
para M. musicola, zona donde se encuen-
tran presentes ambas especies.

Marcadores RAPD's y andlisis de distan-
cia genética

Los marcadores RAPD's utilizados permi-
ten distinguir polimorfismaos entre aislamien-
tos con el mismo origen geogréfico. Esta
variabilidad sugiere que la reproduccion
sexual juega un papel predominante en el
ciclo de vida del patégeno a nivel de cam-
po. Ademads, estos marcadores nos permi-
ten diferenciar claramente M. fijiensis y M.
musicola, 1as cuales son muy similares a
nivel morfolégico.

Los agrupamientos encontrados en los and-
lisis de similitud sugieren 1a presencia de
un gran grupo de aislamientos muy rela-
cionado con las cepas de Urabay otro gru-
po que tiende a separase con cepas de los
llanos Crientales. El dendograma también
sugiere que la colonizacion de la Sigatoka
negra en el Choco se realizd a través del
intercambio de matenal infectado tipo se-
milla, frutay hojas a nivel fluval, por el rio
Atrato, desde la zona del Urabé antiogqueno
ya que las cepas de estas dos regiones del
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pais muestran una gran similitud y se agru-
pan conjuntamente en el andlisis de coor-
denadas principales. Este resuitado con-
cuerda con la geografia de la zona caracte-
rizada por estar rodeada por selva con un
Unico medio de conexién: el rio Atrato y
sus afluentes. Esta conclusion resalta la
importancia del intercambio comercial de
material infectado, como uno delos prin-
cipales factores de dispersion de la enfer-
medad.

En el analisis de coordenadas principales
se observan los materiales de Santa Marta
aislados del conjunto total de la muestra.
Este resultado sugiere que en la region de
Santa Marta existe una subpoblacion de M.
fijiensis con caracteristicas genéticas dife-
rentes a las del resto del pais. Sin embar-
go, el numero limitado de muestras anali-
zadas y el bajo numero de cebadores em-
pleados no permiten afirmar que la pobla-
cién de Santa Marta sea diferente. Es ne-
cesaria la realizacion de nuevos estudios
encaminados a incrementar la informacion
existente de la variabilidad genética yla
dinamica de las poblaciones de M. fijiensis
en el pais con un mayor numero de aisla-
mientos y cebadores e incluso con otro tipo
de marcadores moleculares.
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