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NOTATECNICA
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RESUMEN: EI objetivo del presente trabajo consistié en identificar molecularmente aislados de
Mycosphaerella fijiensis Morelet, obtenidos de hojas de bananos infectadas del cultivar susceptible Grande
naine. Para la amplificacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se utilizaron oligonucleétidos
especificos (MF137 y R635) para M. fijiensis correspondientes a las regiones del ADN ribosomal (ADNr).
Los nueve aislados mostraron una banda de aproximadamente 1018 pb, la que correspondi6 con el tamafio
esperado. Este resultado constituye el primer informe de la identificacion molecular de aislados monoascosporicos
de M. fijiensis en Cuba. Esto podria contribuir al establecimiento de colecciones de cultivos de este hongo
fitopatogeno adecuadamente identificadas.
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Molecular identification of Cuban isolates of Mycosphaerella fijiensis Morelet

ABSTRACT: The aim of this work was to identify isolates of Mycosphaerella fijiensis Morelet obtained
from infected leaves of Grande naine. Specific oligonucleotides (MF137 y R635) for M. fijiensis were used
to amplify the ADNr (ITS1) by the polymerase chain reaction (PCR). A band of approximately 1018 pb
corresponding with the expected size was observed in the nine isolates. This is the first report of molecular
identification of Cuban M. fijiensis monoascosporic isolates and this result will help to establish appropriately
identified culture collection.
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La identificacion del agente causal de la Sigatoka
negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet) se baso tradi-

desarrollo y crecimiento no uniforme de los aislados,
asi como la actividad débil de los sistemas

cionalmente en la presencia de una cicatriz en la base
de sus conidios. : También, se utilizaron las caracte-
risticas culturales de las colonias y en menor medida
la sintomatologia observada en campo, la cual es si-
milar tanto para Mycosphaerella musicola (R. Leach
ex J.L. Mulder) como para M. fijiensis (1).

También, se emplearon analisis isoenzimaticos
para la identificacién de M. fijiensis. Sin embargo, el
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isoenzimaticos utilizados, condujeron a la obtencion
de resultados no reproducibles (2). Otros autores utili-
zaron ensayos inmunoenzimaticos tipo ELISA, con el
uso de anticuerpos monoclonales, para el diagnéstico
presintomaticamente de M. fijiensis (3).

Las técnicas moleculares, basadas en la amplifi-
cacion del ADN mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), fueron utilizadas con frecuencia para
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garantizar un mayor nivel de confiabilidad en la identifi-
cacion de M. fijiensis (4). Estas, permiten diferenciar a
especies muy emparentadas como M. fijiensis, M.
musicola y Mycosphaerella eumusae Crous & Mour.

El presente trabajo tuvo como objetivo identificar
aislados monoascosporicos de M. fijiensis utilizando
la regién espaciadora del ADN ribosomal, en particular
las regiones 18S, 5.8Sy 25 S.

Paraello, se utilizaron nueve aislados de M. fijiensis
pertenecientes a la coleccion de cultivos microbianos
del Instituto de Biotecnologia de las Plantas, pertene-
ciente a la Universidad Central «Marta Abreu» de Las
Villas (Cuba).

EI ADN gendmico se extrajo a partir de 50 mg de
micelio liofilizado mediante el protocolo DNeasy® Plant
Mini Kit (QIAGEN, Alemania), acorde con las especifi-
caciones de los fabricantes. La cantidad del ADN fue
determinada espectrofotométricamente (Eppendorf
BioPhotometer, Alemania), utilizando el valor de
absorbancia a 260 nm. Para verificar su integridad, se
tomaron 2 pl del ADN vy se efectud una electroforesis
en un gel de agarosa 0,8% en tampon 1X TBE, y pos-
teriormente se realizo6 la tincién con bromuro de etidio.
Una vez confirmada su integridad se procedié a reali-
zar los ensayos de PCR.

Para la amplificacion por PCR se utilizaron los
oligonucleotidos especificos para M. fijiensis:
MF137 5-GGCGCCCCCGGAGGCCGTCTA-3, situa-
do el espacio de transcripcion interna (ITS, por sus
siglas en inglés), localizado especificamente entre
la region ribosomal 18S y 5.8S (2) y R635 5'-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3'(5), situadoenlare-
gion 25 S del ADN ribosomal. Estas permiten amplifi-
car un fragmento de ADN de 1018 pb.

Las reacciones de amplificacion fueron realizadas
en un tampon constituido por 50mM KCI, 1,5 mM
MgCI2, 10 mM Tris HCI pH 8,3 que contenian la mez-
cla de reaccion 200 yM de dATP, dCTP, dGTP ydTTP
(Pharmacia), 200 nM de los oligonucleétidos MF137 y
R635, asi como una unidad de Taq ADN polimerasa
(Boehringer Mannheim, Alemania) y 0,5 yl de ADN (50
ng.ul-1) utilizado como molde. El volumen final de re-
accion fue de 50 pl. La amplificaciéon del ADN se efec-
tué en un termociclador Mastercycler personal
(Eppendorf, Alemania) programado de la siguiente for-
ma: 94°C (3 min), luego 35 ciclos de: 94°C, 1 min;
65°C, 1 min; 72°C, 2 min; seguido de un ciclo de 72°C
(5 min).
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Los productos amplificados fueron sometidos a una
electroforesis en gel de agarosa 0,8% en tampon 1X
TBE, y posteriormente se realizé la tincién con bromuro
de etidio. Los geles se fotografiaron con un
densitdmetro de imagenes modelo Gel Doc 2000
(Biorad, EE.UU.).

Para cada uno de los nueve aislados de M. fijiensis,
se obtuvo una banda de aproximadamente 1018 pb
que se correspondio con el tamafo esperado para
este hongo fitopatdgeno utilizando los oligonucledtidos
especificos MF137 y R635 (Fig. 1) y esto confirmo
que todos los aislados utilizados pertenecian a esta
especie.

Las regiones ITS del ADN ribosomal se utilizaron
preferiblemente para realizar analisis filogenéticos de
los géneros Mycosphaerellay sus anamorfos (8), asi
como para determinar la diversidad genética de pobla-
ciones de M. fijiensis (9; 10).

Otros autores recurrieron al uso de otras regiones
informativas del ADN para el diagnéstico de hongos
fitopatdgenos. Arzanlou et al. (11) lograron estandari-
zar una técnica de diagnéstico molecular cuantitativo
de M. fijiensis, M. musicola y M. eumusae para apo-
yar la vigilancia cuarentenaria de estas especies. Sin
embargo, utilizaron oligonuclétidos especificos corres-
pondiente al gen de la &-tubulina. A pesar de la sensi-
bilidad de esta técnica, no todos los laboratorios pue-
den acceder a ella debido a su elevado costo.

El uso de herramientas moleculares en este estu-
dio permitié confirmar que los aislados identificados
previamente, mediante técnicas morfoldgicas, como
M. fijiensis pertenecian en efecto a la especie citada,
lo cual permitira avanzar en estudios de caracteriza-
cion bioquimica, fisioldgica, patogénica y de agresivi-
dad del agente causal de la Sigatoka negra en Cuba.
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FIGURA. Productos de amplificacién del ADN de los diferentes aislados de M. fijiensis obtenidos con la utilizacion de los
oligonucledtidos MF137/R635. Lineas 1-9: aislados CCIBP-Pf34, CCIBP-Pf39, CCIBP-Pf54, CCIBP-Pf57, CCIBP-Pf64, CCIBP-
Pf66, CCIBP-Pf80, CCIBP-Pf83, CCIBP-Pf110; Linea 10: ADN de Mycosphaerella graminicola (Fuckel) J. Schrét; linea 11:
control de agua; linea 12: marcador de peso molecular (O’RangeRuler™ 100 pb, Fermentas)./ DNA amplification products
of M. fijiensis isolates, using oligonucleotides MF137/R635. Lanes 1-9: isolates CCIBP-Pf34, CCIBP-Pf39, CCIBP-
Pf54, CCIBP-Pf57, CCIBP-Pf64, CCIBP-Pf66, CCIBPP{80, CCIBP-Pf83, CCIBP-Pf110; Lane 10: DNA of Mycosphaerella
graminicola (Fuckel) J. Schrét; lane 11: water control; lane 12: molecular weight markers (O’RangeRuler™ 100 bp,

Fermentas).
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