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RESUMEN 

Mycosphaerella fijiensis More/et. agente causal de la Sigatoka negra, afecta dramáticamente la 
producción comercial de banano yplátano en la mayoría de las regiones productoras del mundo. En 
Colombia, la Sigatoka negra se observó por primera vez en /981 en la zona bananera del Urabá y 
desde entonces se diseminó a todas fas regiones. Atlántico, Pacífico. Centro yOriente del país. En 
el 2000 la enfermedad fue encontrada en el Chocó, zona del Pacífico Colombiano cubierta comPle­
tamente por selva yque presenta cultivos de plátano en pequeñas parcelas al borde del río Arrato, 
la única vía de acceso a la región. En este trabajo se realizó una prueba molecular de diagnóstico 
a 21 cepas de Mycosphaerella spp. aisladas de diferentes zonas y se estudió la diversidad 
genética del patógeno en algunas regiones de Colombia utilizando marcadores RAPD's. En total se 
obtuvieron 26 bandas polimórficas con los cebadores OPMO l. OPM5 YOPM20. El análisis de 
distancias genéticas sugiere que las cepas del Chocó provienen de la zona del Urabá antioqueño y 
que en la zona de Santa Marta se presenta una subpoblación del patógeno diferente de las cepas 
del resto del país. 
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ABSTRACT 

MOLECULAR DIAGNOSTlC TEST ON Mycosphaerella spp. ISOLATES COLLECTED FROM 
DIFFERENT PLANTATlONS OF BANANA AND PLATAINS OF DIFFERENT REG/ONS OF 
COLOMBIA 

Mycosphaerel/a 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 Urabá and since 
then it has disseminated to all regions, inc/uding Atlantic, Pacific, Center and East ofthe countrr. In 
the year 2000 the disease was found in Chocó (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 of21 
Mycosphaerella spp. isolates collected from different regions, A total of 26 polymorphic bands 
were obtained with primers OPMO 1, OPM5 and OPM20, The analysis ofgenetic distances suggests 
that the strains from Chocó belong to the zone of Urabá and those from Santa Marta exist a 
subPopulation ofthe pathogen different from that found in other regions ofthe countrr. 

Key words: Mycosphaerella fijiensis, black Sigatoka, RAPOs, genetic diversity, 
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plátano se cultiva en esta zona en pequeñas 
parcelas cercanas a caseríos o pequeñas 
poblaciones sobre el río Atrato. Es 
particularmente interesante estudiar las 
rutas de transmisión de la enfermedad pues 
las parcelas están aisladas por la selva 
circundante. 
La deficiente información acerca de la 
diversidad genética del patógeno en 
Colombia, restringe y obstaculiza la 
generación de modelos de análisis la 
estructura poblacional del hongo, Tal 
estudio es necesario para la formulación 
de estrategias de control y programas de 
mejoramiento; por tal razón, los inventarios 
de poblaciones de M. fíjiensis se convierten 
en una herramienta básica para cualquier 
estudio que esté encaminado al control 
de la enfermedad, 

El objetivo de este estudio fue la 
identificación de cepas de Mycosphaerella 
sp. por un método molecular y la 
caracterización de las mismas a través del 
uso de marcadores RAPO's (amplificación 
aleatoria de poli morfismos de AOIIJ). Este 
estudio contribuye a entender la dinámica 
poblacional de especies de estos hongos 
en el país. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

de M. fijiensis. 

Se utilizaron aislamientos monospóricos de 
M. fijiensis colectados de material foliar 
infectado de bananos o plátanos en 
estad íos avanzados de la enfermedad. El 
muestreo se realizó en diferentes regiones 
de Colombia (Tabla 1). 

Para la obtención de cultivos monospóricos 
se realizó la descarga de ascosporas a par­
tir de lesiones en hojas infectadas en estadíos 
avanzados de la enfermedad, sobre agar­
agua aI3%, Una ascospora fue recuperada 
del agaragua con ayuda de un microsco­
pio y un capilar de vidrio, La ascospora fue 
cultivada en medio agar papa dextrosa 
(POA) a 25°C en oscuridad durante 15-20 
días, Posteriormente, el micelio de cada 
cepa se creció en 150 mi del medio SMV 
(Sintético Me. Veigh Morton) (Restrepo y 
Jiménez, 1980) en erlenmeyer de 500 mi, 
colocado en un agitador orbital al 00 rpm 
(revoluciones por minuto) y temperatura 
ambiente (25-300 C), por 8 a 12 días, de­
pendiendo de la cepa, El micelio de colo­
nias puras del hongo se colectó y secó en 

INTRODUCCiÓN 

Los bananos y plátanos (Musa spp) 
representan dos de los cultivos más 
importantes en el mundo (Panis y Tien, 
2001) ya que forman de la base 
alimenticia de millones de personas (López, 
et al., 2000) y constituyen uno de los 
renglones de exportación más importantes 
en los trópicos. En Colombia, las Sigatokas 
negra y amarilla afectan más del 30% del 
total de las 450,000 hectáreas sembradas 
en banano y plátano, El uso de fungicídas 
químicos es la forma más común de 
controlar estas enfermedades, significando 
un 30-40% de los costos de producción, 
además 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 (Stover y Oickson, 1976), y de allí se 
dispersó hacia norte y sur, llegando a 
invadir las plantaciones de Colombia. El 
primer foco de la enfermedad en el país se 
presentó en el año de 1981 en la zona 
bananera del Urabá, Municipio de 
Apartadó, Antioquia, desde donde se 
diseminó a la región Atlántica, Pacífica, 
Centro y Oriente del país 1991) 

En el año 2000 la enfermedad fue 
encontrada en pequeñas parcelas de 
plátano en el Chocó (Pacífico colombiano) 
Esta región es una zona muy interesante 
desde el punto de vista agro ecológico pues 
está cubierta por vegetación de selva 
tropical húmeda y su única forma de acceso 
es a través del río Atrato y sus afluentes, El 
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Magdalena (Santa Martal 

Antioquia (Urabá Antioqueño) 

Llanos Orientales 

Tolima 

Tot3i 

5 Banano 

5 Banano 

4 Plátano 

Plátano 

21 

Gran Enano 


Gran Enano 


DomíniCO 


Hartón 


Tabla 1. Origen y número de aislamientos de Mycospharel/a spp, evaluados en bananos o 
plátanos establecidos en diferentes regiones de Colombia, 
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ABSTRACT 

MOLECULAR DIAGNOSTIC TEST ON Mycosphaere/la spp. ISOLATES COLLECTED FROM 
DIFFERENT PLANTAT/ONS OF BANANA AND PLATAINS OF DIFFERENT REGIONS OF 
COLOMBIA 

Mycosphaere/la fijiensis More/et, causal agent of the black Sigatoka, dramatically affects the 
commercial production of bananas and p/antains in most of the world's producing regions. In 
Colombia, block Sigotoka was observed for the first time in 198/ in the zone of Urabó and since 
then it has disseminated to all regions, including At/antic, Pocific, Center and East ofthe country. /n 
the year 2000 the disease was found in Chocó (c%mbian pocific) a regíon covered comp/ete/y by 
foresto In this oreo p/antains ore cultivated in sma/l p/ots olong the Atrato river which is the only 
access to the region.ln this work we used RAPD's morkers to anolyze the genetic diversity of21 
Mycosphaere/lo spp. isolates co/lected from dífferent regions. A total of 26 polymorphic bonds 
were obtained with primers OPMO 1, OPM5 and OPM20. The ana/ysis ofgenetic distonces suggests 
thot the strains from Chocó be/ong to the zone of Urabá and those from Santa Marta exist a 
subpopulation ofthe pothogen different from that found in other regions ofthe country 

Key words: Mycosphoere/la fijiensis, black Sigatoka, RAPDs, genetic diversity. 

INTRODUCCiÓN 

Los bananos y plátanos (Musa spp) 
representan dos de los cultivos más 
importantes en el mundo (Panis y Tien, 
2001) ya que forman parte de la base 
alimenticia de millones de personas (López, 
et al., 2000) y constituyen uno de los 
renglones de exportación más im portantes 
en los trópicos. En Colombia, las Sigatokas 
negra y amarilla afectan más del 30% del 
total de las 450.000 hectáreas sembradas 
en banano y plátano. El uso de fungicidas 
químicos es la forma más común de 
controlar estas enfermedades, significando 
un 30-40% de los costos de producción, 
además producen trastornos a los 
ecosistemas y a la salud humana El primer 
brote de Sigatoka negra en Centroamérica 

fue detectado en La Lima, Honduras en 
1972 (Stover y Dickson, 1976), y de allí se 
dispersó hacía norte y sur, llegando a 
invadir las plantaciones de Colombia. El 
primer foco de la enfermedad en el país se 
presentó en el año de 1981 en la zona 
bananera del Urabá, Municipio de 
Apartadó, Antioquia, desde donde se 
diseminó a la región Atlántica, Pacífica, 
Centro y Oriente del país (Belalcázar, 1991). 

En el año 2000 la enfermedad fue 
encontrada en pequeñas parcelas de 
plátano en el Chocó (Pacífico colombiano). 
Esta región es una zona muy interesante 
desde el punto de vista agro ecológico pues 
está cubierta por vegetación de selva 
tropical húmeda y su única forma de acceso 
es a través del río Atrato y sus afluentes. El 
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plátano se cultiva en esta zona en pequeñas 
parcelas cercanas a caseríos o pequeñas 
poblaciones sobre el río Atrato. Es 
particularmente interesante estudiar las 
rutas de transmisión de la enfermedad pues 
las parcelas están aisladas por la selva 
circundante. 
La deficiente información acerca de la 
diversidad genética del patógeno en 
Colombia, restringe y obstaculiza la 
generación de modelos de análisis de la 
estructura poblacional del hongo. Tal 
estudio es necesario para la formulación 
de estrategias de control y programas de 
mejoramiento; por tal razón, los inventarios 
de poblaciones de M. fijiensis se convierten 
en una herramienta básica para cualquier 
estudio que esté encaminado al control 
de la enfermedad. 

El objetivo de este estudio fue la 
identificación de cepas de Mycosphaerello 
sp. por un método molecular y la 
caracterización de las mismas a través del 
uso de marcadores RAPD's (amplificación 
aleatoria de polimorfismos de ADN). Este 
estudio contribuye a entender la dinámica 
poblacional de especies de estos hongos 
en el país. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

de M. fijiensis. 

Se utilizaron aislamientos monospóricos de 
M. fijiensis colectados de material foliar 
infectado de bananos o plátanos en 
estadíos avanzados de la enfermedad. El 
muestreo se realizó en diferentes regiones 
de Colombia (Tabla 1). 

Para la obtención de cultivos monospóricos 
se realizó la descarga de ascosporas a par­
tir de lesiones en hojas infectadas en estadíos 
avanzados de la enfermedad, sobre agar­
agua al 3%. Una ascospora fue recuperada 
del agar-agua con ayuda de un microsco­
pio y un capilar de vidrio. La ascospora fue 
cultivada en medio agar papa dextrosa 
(PDA) a 25°C en oscuridad durante 15-20 
días. Posteriormente, el micelio de cada 
cepa se creció en 150 mi del medio SMV 
(Sintético Me. Veigh Morton) (Restrepo y 
Jiménez, 1980) en erlenmeyer de 500 mI, 
colocado en un agitador orbital a 100 rpm 
(revoluciones por minuto) y temperatura 
ambiente (25-30°C), por 8 a 12 días, de­
pendiendo de la cepa. El micelio de colo­
nias puras del hongo se colectó y secó en 

Tabla 1. Origen y número de aislamientos de MycosPhorella spp. evaluados en bananos o 
plátanos establecidos en diferentes regiones de Colombia. 

Magdalena (Santa Marta) 5 Banano Gran Enano 

Antloquia (Urabá Antioqueño) 5 Banano Gran Enano 

Llanos Orientales 4 I P:iítano Dominico 

Tolima Plátano Hartón 

Total 21 

y 
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papel filtro Whatman # 1 Yse almacenó a 
70°C hasta el momento de la extracción 

deADN. 

Extracción de ADN 

El ADN del hongo se aisló utilizando la 
metodología de extracción con CTAB 
(Weising et al., 1991) con algunas modifi­
caciones. Brevemente, el micelio del hon­
go se maceró completamente en presen­
cia de nitrógeno líquido. Por cada 700 mg 
de micelio macerado se adicionaron 700 
¡.¡I de buffer de extracción 2X CTAB (Tris­
HCI pH 8.0 100 mM, NaCl 1,4 M, EDTA 
20m M and 2% CTAB) Y 4 ¡.¡I de B­
mercaptoetanol y se mezcló bien. La mez­
cla se incubó en baño maría a 65'C por 45 
minutos, luego se adicionó un volumen 
de cloroformo-alcohol isoamílico (24: 1) Y 
se centrifugó a 12.000 rpm (revoluciones 
por minuto) por 30 mino Recuperado el 
sobrenadante, el ADN se precipitó adicio­
nando un volumen de isopropanol frío 
(-20°C) con incubación durante 20 min a 
~70°C; posteriormente se centrifugó a 
12.000 rpm por 30 min a 4"(. 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 4T El ADN fue 
secado con la ayuda de una centrífuga con 
bomba de vacío y resuspendido en 50 ¡.¡I 
de buffer TE (T E,) (Tris ~ HCI pH 8,0 10 

10 

mmol/L, EDTA1 mmol/L). El ADN de los 
diferentes aislamientos fue almacenado a 
4°C para su posterior uso en el análisis de 
RAPD's y microsatélites. 

Identificación molecular de especies de 
Mycosphaere/la rjiensis y Mycosphaere/la 
musico/a. 

El diagnóstico morfológico de las especies 
de Mycosphaere/la se basó en la forma de 

I 1944 

¡tE. 

la ascospora, la cual es la única estructura 
fácilmente díferenciable al microscopio 
cuando se realiza la Se conside­
raron ascosporas de Mycosphaere/la spp. 
aquellas con la morfología típica de es­
tructuras elípticas, hialinas, usualmente con 
dos células de 14-20 micras de largo y de 
4-6 micras de ancho. Sin embargo, las 
ascosporas de M. (ijiensis yM. musico/a son 
indistinguibles entre si desde el punto de 
vista morfológico y por lo tanto para la 
identificación correcta se recu rrió a un 
método molecular basado en la reacción 
en cadena de la polimerasa (PCR) la cual 
utiliza iniciadores diseñados para la identi­
ficación específica de cada una de las es­
pecies del hongo (Johanson y 1993). 
Los iniciadores utilizados fueron: el 
olígonucleótido MF-137 gcc ccc gga 
ggc cgt cta 3' para M. rjiensis, el 
MM-137 5'gcg gcc ccc gga ggt ctc ctt 3' 
específico para M. musico/a, cada uno en 
combinación con el oligonucleótido ines­
pecífico R-63S 5' ggt ccg ttc aag acg 9 
3' que se utilizó junto con cada uno de los 
específicos en las reacciones (Johanson y 
Jeger, 1993; Romero, 1999). Cada par de 
iniciadores R-63S-MF137 o MM~R63S 
amplifican un segmento de la región ITS 
de M. fijiensis y M. musicola, respectivamen­
te. Las reacciones de amplificación se efec­
tuaron en 50 mM KCI, 1,5 mM MgCI" 1O 
mM de Tris - HCI pH 8,3, adicion~ndo 
100 mM de cada nucleótido (dNTP, 
Promega - Madisson), 25 pM de iniciador 
1 unidad de Taq ADN polimerasa (Promega 
- California) y aproximadamente 50 ng de 
ADN total, en un volumen final de 25 ¡.¡I. 

Caracterización de cepas por RAPD's 

El ADN de los aislamientos de M. fijiensis y 
M. musico/a fue amplificado por el método 

RevFac.NaI.Agr.Medeliín.VoI.56, No.2.p.1941-1950.2003. 
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de RAPD's usando los oligonucleotidos 
OPM - 1, OPM 5 YOPM ~ 20 (primers 
de 10 mer) de Operon Technologies Ine. 
(Alameda- California) Los componentes de 
una reacción típica fueron: buffer de PCR 
(50 mM KCI y 10 mM Tris HCI, pH 8,5), 
1,5 mM MgCl ' 100 mM de cada uno de z 
los nucleótidos, dATP, dCTP, dGTP YdCTP 
(dNTPs Promega -California), 25 pmoles de 
cada oligonucleótido, 50 ng de ADN y 1,0 
unidad de Taq ADN polimerasa (Promega­
California) en un volumen final de 25 ¡.¡I. 
Se utilizó un control negativo para la PCR 
consistente en los mismos reactivos pero 
sin ADN. La amplificación se realizó en un 
termociclador (Perkin Elmer 9600) con una 
temperatura inicial de 94°C por 5 min., 
seguido de 37 ciclos de: 94'C por 1 min.; 
36°C por 1 min. y 72'C por 2 min, con un 
ciclo de extensión final de 5 mino a 72°(. 
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. 

Análisis de similitud. 

Para la caracterización molecular se cons­
truyó una matriz de presencia - ausencia 
de bandas, la cual se realizó bajo una hoja 
de cálculo de Microsoft Excel, para luego 
ser transferida al programa NTSYS pc 
(Numerical Taxonomic and Multivariate 
Análisis System) versión 2.0 diseñado por 
F. James Rohlf (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 calculó 
por medio del coeficiente de DICE (1945). 
La matriz de similitud resultante, fue anali­
zada con el método UPGMA (Unweighted 

flev.Fac.NaI.Ag'NecellínVoI.56, No.2.p.1941-19S0.2003 

pair-group method, arithmetic average) de 
agrupamiento para construir un 
dendograma que facilite la interpretación 
de las relaciones entre los individuos (Rohlf, 

1998) 

Análisis de coordenadas principales 

Dado que los genotipos estudiados son 
intraespecíficos, es poco probable que los 
cambios entre los individuos deriven de un 
ancestro común, sino que se presenten por 
eventos concurrentes e independientes, 
como el desarrollo paralelo, la ca-evolu­
ción, la adaptación específica o la disper­
sión clona!. En este caso, los métodos je­
rárquicos como UPGMA, pueden no resul­
tar adecuados. Por esta razón, es recomen­
dable utilizar métodos de agrupamiento 
ordinal, no jerárquico, como el análisis de 
coordenadas principales, derivado del aná­
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; Martínez, 1995). Teniendo en cuen­
ta lo anterior, la matriz de similitud fue 
sometida a un análisis de coordenadas prin­
cipales y los puntos obtenidos fueron 
graficados bidimencionalmente utilizando 
el programa NTSYS pe. 

RESULTADOS 

PCR confirmativa. 

A nivel de campo, el diagnóstico de M. 
rjiensis y M. musicola se dificulta debido a 
que estas dos especies están muy relacio­
nadas y las diferencias de los síntomas de 
las enfermedades que ellas producen en 
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papel filtro Whatman # 1 Yse almacenó a 
-70°C hasta el momento de la extracción 
deADN, 

Extracción de ADN 

El ADN del hongo se aisló utilizando la 
metodología de extracción con CTAB 
(Weising et al., 1991) con algunas modifi­
caciones, Brevemente, el micelio del hon­
go se maceró completamente en presen­
cia de nitrógeno líquido, Por cada 700 mg 
de micelio macerado se adicionaron 700 
jJl de buffer de extracción 2X CTAB (Tris­
HCI pH 8,0 100 mM, NaCl 1A M, EDTA 
20mM and 2% CTAB) Y 4 jJl de B­
mercaptoetanol y se mezcló bien, La mez­
cla se incubó en baño maría a 65'C por 45 
minutos, luego se adicionó un volumen 
de cloroformo-alcohol isoamílico (24: 1) Y 
se centrifugó a 12,000 rpm (revoluciones 
por minuto) por 30 min, Recuperado el 
sobrenadante, el ADN se precipitó adicio­
nando un volumen de isopropanol frío 
(-20"C) con incubación durante 20 min a 
~70°C; posteriormente se centrifugó a 
12,000 rpm por 30 min a 4T 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 centrífuga con 
bomba de vacío y resuspendido en 50 jJl 
de buffer TE (T

10 
E) (Tris HCI pH 8,0 10 

mmol!L, EDTAl mmol!L), El ADN de los 
diferentes aislamientos fue almacenado a 
4°C para su posterior uso en el análisis de 
RAPD's y microsatélites, 

Identificación molecular de especies de 
Mycosphoerello f¡jíensís y Mycosphoerello 
musicolo, 

El diagnóstico morfológico de las especies 
de Mycosphoerello se basó en la forma de 

R,E, 

la ascospora, la cual es la única estructura 
fácilmente diferenciable al microscopio 
cuando se realiza la descarga, Se conside­
raron ascosporas de MycosphoereUo spp, 
aquellas con la morfología típica de es­
tructuras elípticas, 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 yM, music% son 
indistinguibles entre si desde el punto de 
vista morfológico y por lo tanto para la 
identificación correcta se recurrió a un 
método molecular basado en la reacción 
en cadena de la polimerasa (PCR) la cual 
utiliza iniciadores diseñados para la identi­
ficación específica de cada una de las es-

del hongo (Johanson y Jeger 1993), 
Los iniciadores utilizados fueron: el 
oligonucleótido MF-137 5'ggc gcc ccc gga 
ggc cgt cta 3' específico para M. fijíensis, el 
MM-137 gcc ccc gga ggt etc ctt 3' 
específico para M, musíc%, cada uno en 
combinación con el oligonucleótido ines­
pecífico R-635 5' ggt ccg tgt ttc aag acg 9 
3' que se utilizó junto con cada uno de 105 

específicos en las reacciones (Johanson y 
Jeger, 1993; Romero, 1999), Cada par de 
iniciadores R-635-MF137 o MM-R635 
amplifican un segmento de la región ITS 
de M. (ljiensís y M. music%, respectivamen­
te, Las reacciones de amplificación se efec­
tuaron en 50 mM KCI, 1,5 mM MgCI" 1O 
mM de Tris HCI pH 8,3, adicionándo 
100 mM de cada nucleótido (dNTP, 
Promega Madisson), 25 pM de iniciador 
1 unidad de Toq ADN polimerasa (Promega 
California) y aproximadamente 50 ng de 

ADN total, en un volumen final de 25 jJl. 

Caracterización de cepas por RAPD's 

El ADN de los aislamientos de M, fijiensis y 
M, musicolo fue amplificado por el método 
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Diagnóstico y caracterización molecular. .. 

de RAPD's usando 105 oligonucleotidos 
OPM - 1, OPM ,5 YOPM ~ 20 (primers 
de 10 mer) de Operon Technologies Ine. 
(Alameda- California) Los componentes de 
una reacción típica fueron: buffer de PCR 
(50 mM KCI y 10 mM Tris HCI, pH 8,5), 
1,5 mM MgCI , 100 mM de cada uno de

1

los nuc!eótidos, dATP, dCTP, dGTP YdCTP 
(dNTPs Promega -California), 25 pmoles de 
cada oligonucleótido, 50 ng de ADN y 1,0 
unidad de Toq ADN polimerasa (Promega­
California) en un volumen final de 25 jJl. 
Se utilizó un control negativo para la PCR 
consistente en los mismos reactivos pero 
sin ADN, La amplificación se realizó en un 
termociclador (Perkin Elmer 9600) con una 
temperatura inicial de 94'C por 5 min" 
seguido de 37 ciclos de: 94°C por 1 min,; 
36°C por 1 min, y 72°C por 2 min, con un 
ciclo de extensión final de 5 min, a 72°(, 
Los productos de las reacciones fueron 
corridos en un gel de agarosa al 1,2% con 
bromuro de etidio al 0,1% Yobservado 
bajo luz ultravioleta, 

Análisis de similitud, 

Para la caracterización molecular se cons­
truyó una matriz de presencia ~ ausencia 
de bandas, la cual se realizó bajo una hoja 
de cálculo de Microsoft Excel, para luego 
ser transferida al programa NTSYS pc 
(Numerical Taxonomic and Multivariate 
Análisis System) versión 2,0 diseñado por 
F. James Rohlf (1998), el cual permite tra­
bajar con datos cualitativos como 105 que 
se presentan en la matriz binaria de pre­
sencias y ausencias, 

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

1998) 

Análisis de coordenadas principales 

Dado que los genotipos estudiados son 
intraespecíficos, es poco probable que los 
cambios entre los individuos deriven de un 
ancestro común, sino que se presenten por 
eventos concurrentes e independientes, 
como el desarrollo paralelo, la co-evolu­
ción, la adaptación específica o la disper­
sión clona!. En este caso, los métodos je­
rárquicos como UPGMA, no resul­
tar adecuados, Por esta razón, es recomen­
dable utilizar métodos de agrupamiento 
ordinal, no jerárquico, como el análisis de 
coordenadas principales, derivado del aná­
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; Martínez, 1995), Teniendo en cuen­
ta lo anterior, la matriz de similitud fue 
sometida a un análisis de coordenadas prin­
cipales y los puntos obtenidos fueron 
graficados bidimencionalmente utilizando 
el programa NTSYS pe. 

RESULTADOS 

PCR confirmativa, 

A nivel de campo, el diagnóstico de M, 
(ljiensis y M. music% se dificulta debido a 
que estas dos especies están muy relacio­
nadas y las diferencias de los síntomas de 
las enfermedades que ellas producen en 

1944 
1945 
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l. R.E Oi2:qnóst:co V caracterización rrolecular 

algunas ocasiones no son muy claros. Es­
pecialmente cuando se encuentran mez­
clas de los dos patógenos en una misma 
planta no es posible darse cuenta de ello 
solo por la sintomatología. A nivel 
morfológico, estas especies solo pueden 
distinguirse por las características de sus 
conidios y conidiósforos los cuales son a 
veces dlfíciies de obtener in vitro. Para ga­
rantizar entonces, la correcta identificación 
de los aislamientos utilizados en la carae­
terización molecular, se emplearon herra 
mientas moleculares como la PCR (reac­
ción en cadena de la poilmerasal que per­
mitieron determinar de modo eficiente y 
seguro si un aislamiento corresponde M 
f¡jiensis o M. musicola. 

Los 21 aislamientos empleados para la ca· 
racterización molecular fueron evaluados 
utilizando la PCR confirmativa, se hallaron 
veinte aislamientos que correspondían a M. 
f¡jiensis y un aislamiento de la zona del 
Tolima se identificó como M. musicola. Los 

MF 

materiales positivos para M. f¡jiensis pro­
ceden de zonas de cultivo de plátano o/y 
banano de Chocó, Urabá, Santa Marta y 
los Llanos Orientales. En la Figura 1 se 
muestra un ejemplo de un aislamiento po­
sitivo para M. f¡jiensis v otro aislamiento 
positivo para M. musicola. 

Análisis de RAPD's 

Los tres oligonucleótidos empleados pre­
sen~aron bandas altamente po!imórficas y 
patrones reproducibles. En total se obtu­
vieron 26 bandas, el número total de ban­
das estuvo en un rango entre 0,5 y kb. 
Doce fragmentos fueron producidos por el 
primer OPM01 y los oilgonucleotidos 
OPM5 y OPM20 produjeron 7 tragmentos 
cada uno, ia valoración de los patrones 
RAPDs se realizó a nivel visual a partir de 
las fotografías obtenidas. En la Figura 2 se 
pueden apreciar algunas de las bandas con 
polimorfismo obtenidas con los tres 
cebadores. 

MM 

OPM-20OPM-01 OPM-05 

1 2 3 4 5 6M 1 2 3 456 1 2 3 4 5 6 

Figura 2. Polimorfismos obtenidos con cebadores OPM-01, OPM-05 Y OPM-20 La figura 
muestra los patrones de bandas obtenidas en 6 cepas de M. fijíensis. Cada panel Ilustra e, 
respectivo cebador y 105 carriles 1 a 6 corresponden a amplificados de 6 aislamientos. 

Los polimorfismos obtenidos, producto de cero en donde se encuentra el aislamiento 

los RAPD's, fueron en algunas ocasiones de M. musicola (Figura 3). 

inespecíficos, debido a que se desconoce 
el sitio de amplificación de los fragmentos El grupo I estuvo conformado por dos 
de ADN molde. Sin embargo, para realizar subgrupos, el primero con una similitud 
el análisis de agrupamiento, solo se consi­ de ag ru pa las cepas 205001, 
deraron las bandas que se presentaban cla­ 205002, 205003, 205004, 205005, Y 
ramente en los geles y cuya aparición era 205006 procedentes del Chocó, las cepa 
reproducible. 961109,961111,970401 Y 970501 de 

Urabá, los aislamientos 960706,960607, 
Análisis de distancia genética 960701 960702,960601 de Santa lV1arta 

y un aislamiento de los Llanos Orientales 
Para el análisis de los datos se una 

981101. El segundo subgrupo está tor­
matríz de distancias, utilizando el índice 

mado por los materiales 981110,981107
de similitud de Dice (1945), lo que permi­

Y 990102 de los Llanos Onentales y 9611 04
tió la clasificación de los genotipos con el 

de Urabá.método de unión media UPGMA. Reali­

zando un corte a un nivel de similitud del 


Finalmente, el aislamiento de M. musicola45% dentro del dendograma se generan 
presenta una similitud del 23 % con res­3 grupos o "clusters" 2 de ellos (1 y 11) 
pecto al grupo de materiales M. f¡jiensis.con los aislamientos de M. f¡jíensís y un ter­
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Figura 1. PCR Diagnóstica de especies de Mycasphaerella. El panel MF muestra aislamiento 
positivo para M. fíjiensis: 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-MM 137. El 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-635MM 137. 
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algunas ocasiones no son muy claros. Es­
pecialmente cuando se encuentran mez­
clas de los dos patógenos en una misma 
planta no es posible darse cuenta de ello 
solo por la sintomatología. A nivel 
morfológico, estas solo pueden 
distinguirse por las características de sus 
conidios y conidiósforos los cuales son a 
veces difíciles de obtener in vitro. Para ga­
rantizar entonces, la correcta Identificación 
de los aislamientos utilizados en la carac­
terización moiecular, se emplearon herra 
mientas moleculares como la PCR 
ción ep cadena de la pollmerasa! que per­
m!tieron determinar de modo eficiente}' 
seguro si un aislamiento corresponde a M 
{tjlensis o M. musícola. 

Los 21 aislamientos empleados para la ca­
racterización molecular fueron evaluados 
utilizando la PCR confirmativa, se hallaron 
veinte aislamientos que correspondían a M. 
{tjiensis y un aislamiento de la zona del 
Tolima se identificó como M. musico/a. Los 

MF 

~erE'a R.E. 

materiales positivos para M. {tjiensis pro­
ceden de zonas de cultivo de plátano o/y 
banano de Chocó, Urabá, Santa Marta y 
los Llanos Orientales. En la Figura 1 se 
muestra un ejemplo de un aislamiento po­
sitivo para M. {tjiensis y otro aislamiento 
positivo para M. musicola. 

Análisis de RAPD's 

Los tres oligonucleótidos empleados pre­
sentaron bandas altamente poiimórficas 
patrones reproducibles En total se obtu­
vieron 26 bandas, el número total de ban­
das estuvo en un rango entre 0,5 y 3,0 kb. 
Doce fragmentos fueron producdos por el 
prrmer OPMO 1 y los ollgonucleotidos 
OPM5 y OPt/120 produjeron 7 tragmentos 
cada uno, la valoración de los patrones 
RAPDs se realizó a nivel visual a partir de 
las fotografías obtenidas. En la Figura 2 se 
pueden apreciar algunas de las bandas con 
polimorfismo obtenidas con los tres 
cebadores. 

MM 

Diagnóstico ycar3cterizdción molecular. 

OPM-20OPM-01 OPM-05 

~ 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 

Figura 2. Polimorfismos obtenidos con cebadores OPM-01, OPM-05 Y OPM-20 La 
muestra los de bandas obtenidas en 6 cepas de M. fijiensis. Cada panel r1ustra el 
respectivo cebador y los carriles 1 a 6 corresponden a amplificados de 6 aislamientos. 

Los polimorfismos obtenidos, producto de cero en donde se encuentra el aislamiento 

los RAPD's, fueron en algunas ocasiones de M. musicola (Figura 3). 
inespecíficos, debido a que se desconoce 
el sitio de amplificación de los fragmentos El grupo I estuvo conformado por dos 
de ADN molde. Sin embargo, para realizar subgrupos, el primero con una similitud 
el análisis de agrupamiento, solo se consi~ de 50%, agrupa las cepas 205001, 
deraron las bandas que se presentaban cla~ 205002, 205003, 205004, 205005, Y 
ramente en los y cuya aparición era 205006 procedentes del Chocó, las cepa 
reproducible. 961109,961111,970401 Y 970501 de 

Urabá, los aislamientos 960706,960607, 
Análisis de distancia genética 960701960702,960601 de Santa Marta 

y un aislamiento de los Llanos Orientales 
Para el análisis de los datos se generó una 

981101 El segundo subgrupo esta for­
matríz de distancias, utilizando el índice 

mado por los materiales 98111 0, 981107
de similitud de Dice (1945), lo que permi­

Y990102 de los Llanos Orientales y961104tió la clasificación de los genotipos con el 
de Urabá . método de unión media UPGMA Reali 

zando un corte a un nivel de similitud del 
Finalmente, el aislamiento de M. musicola45% dentro del dendograma se generan 
presenta una similitud del 23 % con res­3 grupos o Uclusters" 2 de ellos (1 y 11) 


con los aislam ientos de M. {tjiensis y un ter- pecto al grupo de materiales M. {tjiensis. 
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Figura 1. PCR Diagnóstica de de Mycosphaerella. El panel MF muestra aislamiento 
positivo para M. fijiensis: M, de peso molecular 1 Kb carril 1, productos 
amplificados con par de cebadores R-635-MF137; carril 2, productos amplificados con par de 
cebadores R-635-MM137. El panel MM muestra aislamiento positivo para M. musicola: M, 
marcadores de peso molecular 1 Ko ladder; carril 1, productos amplificados con par de 
cebadores R-635-MFl caml 2, productos amplificados con par de cebadores R-635-MM 137. 
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Figura 3. Dendograma de los 21 genotipos de Mycosphaerel/a evaluados con marcadores 
RAPD's, coeficiente de Dice y el algoritmo UPGMA. 

Agrupamientos por análisis de coordena­ materiales procedentes del Chocó, Urabá, 
das principales 

y Los Llanos Orientales. El segundo grupo 

está conformado exclusivamente por ma­La representación en dos dimensiones del 
Análisis?e Coordenadas Principales (Figu­ teriales de Santa Marta y en el tercer grupo 
ra 4) Indica la presencia de 3 grupos. En el se encuentra la cepa de M. musicola muy 
primero se observa la gran cercanía entre alejada de los g ru pos de M. fijiensís. 
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Figura 4. Representación grafica del Análisis de Coordenadas Principales Para realizar esta 
graflCa la matriz de similitud de los diferentes aislamientos fue sometida il un análisis de 
coordenadas pnnClpales y los puntos obtenidos fueron graficados El color rojo representa 
las cepas. de M. fiJlenSIS provenientes del Chocó; amarillo, Santa Marta; verde, Urabá; azul, 
Llanos Onentales y morado, Tohma (M. musicola). 
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Diagnóstico V caracterización molecular.. 

DISCUSiÓN 

PCR confirmativa 

Las cepas aisladas de material foliar infec­
tado de las localidades del Chocó (Tadó, 
Quíbdó y Managrucito) fueron positivas para 
M. fijíensís, así como todos los aislamientos 
evaluados de diversas zonas de cultivo del 
país donde se ha reportado la presencia de 
la Sigatoka negra. Solo un aislamiento pro­
cedente de la zona del Tolima fue positivo 
para M. musicolo, zona donde se encuen­
tran presentes ambas especies. 

Marcadores RAPD's y análisis de distan­
cia genética 

Los marcadores RAPD's utilizados permi­
ten distinguir polimorfismos entre aislamien­
tos con el mismo origen geográfico. Esta 
variabilidad sugiere que la reproducción 
sexual juega un papel predominante en el 
ciclo de vida del patógeno a nivel de cam­
po. Además, estos marcadores nos permi­
ten diferenciar claramente M. fijíensis y M. 
musicola, las cuales son muy similares a 
nivel morfológico. 

Los agrupamientos encontrados en los aná­
lisis de similitud sugieren la presencia de 
un gran grupo de aislamientos muy rela­
cionado con las cepas de Urabá y otro gru­
po que tiende a separase con cepas de los 
llanos Orientales. El dendograma también 
sugiere que la colonización de la Sigatoka 
negra en el Chocó se realizó a través del 
intercambio de material infectado tipo se­
milla, fruta y hojas a nivel fluvial, por el río 
Atrato, desde la zona del Urabá antioqueño 
ya que las cepas de estas dos regiones del 
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país muestran una gran similitud y se agru­
pan conjuntamente en el análisis de coor­
denadas principales. Este resultado con­
cuerda con la geografía de la zona caracte­
rizada por estar rodeada por selva con un 
único medio de conexión: el río Atrato y 
sus afluentes. Esta conclusión resalta la 
importancia del intercambio comercial de 
material infectado, como uno de los prin­
CIpales factores de dispersión de la enfer­

medad 

En el análisis de coordenadas principales 
se observan los materiales de Santa Marta 
aislados del conjunto total de la muestra. 
Este resultado sugiere que en la región de 
Santa Marta existe una subpoblación deM. 
fijíensís con características genéticas dife­
rentes a las del resto del país. Sin embar­
go, el número limitado de muestras anali­
zadas y el bajo número de cebadores em­
pleados no permiten afirmar que la pobla­
ción de Santa Marta sea diferente. Es ne­
cesaria la realización de nuevos estudios 
encaminados a incrementar la información 
existente de la variabilidad genética y la 
dinámica de las poblaciones deM. {ljíensis 
en el país con un mayor numero de aisla­
mientos y cebadores e incluso con otro tipo 
de marcadores moleculares. 
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CH:Chocó; UD: Urabá; LL: Llanos Orientales y SM: Santa Marta 

Figura 3. Dendograma de 105 21 genotipos de Mycosphaerefla evaluados con marcadores 
RAPO's, coeficiente de Dice y el algoritmo UPGMA 

Agrupamientos por análisis de coordena­ materiales procedentes del Chocó, Urabá, 
das principales 

y Los Llanos Orientales. El segundo grupo 

está conformado exclusivamente por ma­La representación en dos dimensiones del 
Análisis de Coordenadas Principales (Figu­ teriales de Santa Marta y en el tercer grupo 
ra 4) indica la presencia de 3 grupos. En el se encuentra la cepa de M. musicola muy 
primero se observa la gran cercanía entre alejada de los grupos de M. {ijiensis. 
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Figura 4. Representación grafica del Análisis de Coordenadas Principales. Para realizar esta 
graflca la matrIZ de Similitud de los diferentes aislamientos fue sometida a un análisis de 
coordenadas prinCipales y los puntos obtenidos fueron grafíeados. El color rojo representa 
las cepas. de M. fiJlensls provenientes del Chocó; amarillo, Santa Marta, verde, Urabá, azul, 
Llanos Onentales y morado, rolima (M. musicola). 
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Diagnóstico y caracterización moleculdr... 

DISCUSiÓN 

PCR confirmativa 

Las cepas aisladas de material foliar infec­
tado de las localidades del Chocó (Tadó, 
Quibdó y Managrucito) fueron positivas para 
M. {ijiensis, así como todos los aislamientos 
evaluados de diversas zonas de cultivo del 
país 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 análisis de distan­
cia genética 

Los marcadores RAPD's utilizados permi­
ten distinguir polimorfismos entre aislamien­
tos con el mismo origen geográfico. Esta 
variabilidad sugiere que la reproducción 
sexual juega un papel predominante en el 
ciclo de vida del patógeno a nivel de cam­
po. Además, estos marcadores nos permi­
ten diferenciar claramente M. {ijiensis y M. 
musicola, las cuales son muy similares a 
nivel morfológico. 

Los agrupamientos encontrados en los aná­
lisis de similitud sugieren la presencia de 
un gran grupo de aislamientos muy rela­
cionado con las cepas de U rabá y otro gru­
po que tiende a separase con cepas de los 
llanos Orientales. El dendograma también 
sugiere que la colonización de la Sigatoka 
negra en el Chocó se realizó a través del 
intercambio de material infectado tipo se­
milla, fruta y hojas a nivel fluvial, por el río 
Atrato, desde la zona del Urabá antioqueño 
ya que las cepas de estas dos regiones del 
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país muestran una gran similitud y se agru­
pan conjuntamente en el análisis de coor­
denadas principales. Este resultado con­
cuerda con la geografía de la zona caracte­
rizada por estar rodeada por selva con un 
único medio de conexión: el río Atrato y 
sus afluentes. Esta conclusión resalta la 
importancia del intercambio comercial de 
material infectado, como uno de los prin­
cipales factores de dispersión de la enfer­

medad. 

En el análisis de coordenadas principales 
se observan los materiales de Santa Marta 
aislados del conjunto total de la muestra. 
Este resultado sugiere que en la región de 
Santa Marta existe una subpoblación deM. 
{ijiensis con características genéticas dife­
rentes a las del resto del país. Sin embar­
go, el número limitado de muestras anali­
zadas y el bajo número de cebadores em­
pleados no permiten afirmar que la pobla­
ción de Santa Marta sea diferente Es ne­
cesaria la realización de nuevos estudios 
encaminados a incrementar la informaCión 

existente de la variabilidad genética y la 
dinámica de las poblaciones de M. (ijiensis 

en el país con un mayor numero de aisla­
mientos y cebadores e incluso con otro tipo 
de marcadores moleculares . 
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TIERRAS DE LA MICROCUEI\JCA POTRERlllO (CAUCA, 

COLOMBIA): CLASIFICACIÓN lOCAL EN RELACiÓN CON 


PROPIEDADES EDÁFICAS 


Carmen Patricia Cerón Rengifo' ; Marina Sánchez de Prager2 
; 

Edmundo Barrios Nogueira3 y Tomás Oberthür 3 

RE.SUME.N 

Este estudio se realizó con el objetivo de relacionar la clasificación local de tierras con proPieda­
des físicas. químicas y biológicas del suelo. Se hicieron entrevistas a 36 agricultores de la 
microcuenca, Potrerillo, Cauca, Colombia, para considerar criterios culturales de clasificación 
local; se tomaron muestras de suelo en 8 tierras, de Oa 5 y Oa 20 cm, con 5 repeticiones. Se 
determinó color, textura, N y P disponible, C total, fracción liviana de materia orgánica (LL), pH. 
Ca, K, Mg YAl. Los datos se trabajaron estadísticamente a partir de análisis de varianza. prueba 
Duncan yanálisis de clasificación de datos. La información sugiere que los agricultores diferencian 
las tierras a partir de la ubicación, de características fisicas del suelo y de categorías culturales 
llamadas tierra buena. mala, brava y cansada. Las tierras consideradas buenas se relacionan con 
colores pardos oscuros, contenidos más altos de N, Cy fracción LL. mayor densidad de miriápodos 
en tierras con vegetación arbórea y mayor biomasa de lombrices en barbecho de la parte baja de 
la colina. Entre las tierras de menor calidad, en las usadas en labores agropecuarias predomina el 
color pardo amarillento, disminuye N, C, fracción LL y Al Y aumenta el pH: en aquellas que no son 
utilizadas son frecuentes los colores amarillos o rojos, decrecen los valores de N, C. LL, pH Yse 
incrementa el Al. 

Palabras claves: conocimiento local de tierras, suelos inceptlsoles, agricultores de 
zona andina, tierras buenas, cansadas, bravas y malas, 
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