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RESUMEN

El andlisis de las primeras etapas del proceso de infeccion, con el hongo Mycosphaerella fijiensis Morelet, fue realizado
a partir de la inoculacion del mismo en plantas jovenes de banano obtenidas por cultivo in vitro. El sistema experimental
hospedante patégeno estudiado incluyo el cultivar ‘Niyarma yik’ (AA), con susceptibilidad a la enfermedad de la Sigatoka
negra y el aislado de Pseudocercospora fijiensis CCIBP-Pf1. Para este estudio fue empleada la técnica de tincion
fluorescente con anilina azul-KOH. Muestras de hojas infectadas fueron tomadas e incubadas en una solucion de
hidroxido de potasio, lavadas con agua desionizada, montadas en solucion de tincion y observadas con luz ultravioleta.
El empleo de esta técnica permitié visualizar con gran resolucion y contraste, el crecimiento epifitico del hongo sobre el
tejido de la planta en un estadio temprano de la infeccion.

Palabras clave: hongo, Musa, Sigatoka negra

ABSTRACT

The analysis of the first stages of the infection process with the fungus Mycosphaerella fijiensis Morelet was made
beginning with the inoculation of young banana plants obtained from in vitro culture. The experimental system host-
pathogen studied, included the susceptible cultivar ‘Niyarma yik’ (AA) to Black Sigatoka disease and the Pseudocercospora
fijiensis isolate CCIBP-Pf1. The fluorescent staining technique with KOH-aniline blue was used for this study. Samples
from infected leaves were taken and incubated in a KOH solution, rinsed in deionized water, mounted in the stain solution
and examined with ultraviolet fluorescence. The use of this technique allowed to observe the epiphytic growing of the
fungus over the plant tissue with high resolution and contrast, in an early stage of the infection.
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INTRODUCCION de nuevas estrategias, para controlar la enfermedad.
Por ello el objetivo del presente trabajo consistié en el
empleo de la microscopia de fluorescencia con la tincion
de anilina azul-KOH, para visualizar la interaccion

El estudio del patosistema banano-Mycosphaerella
fijiensis (anamorfo Pseudocercospora fijiensis) resulta

de gran interés para los cientificos asociados con el
tema. Pocos han sido los estudios realizados en esta
interaccion, por lo que la informacioén existente es
limitada (Beveraggi et al., 1995). Aun no han sido
claramente definidos los detalles acerca de los
eventos de penetracion a la planta, toma de
nutrientes, colonizacion del tejido y el conocimiento
de los mecanismos utilizados por el patdgeno para
colonizar Musa spp. permanecen sin dilucidar. Esto
es debido en parte a la carencia de pruebas
moleculares disponibles para caracterizar los factores
de patogenicidad, virulencia del hongo y al
entendimiento incompleto de las interacciones
especificas hospedante-patdgeno que ocurren durante
el proceso infeccioso (Balint-Kurti et al., 2001).

La profundizacién en esta relacién resulta de gran
interés ya que el conocer, entender la genética y
organizacion del genoma podria permitir el desarrollo

banano-Pseudocercospora fijiensis, en un estadio
temprano de lainfeccion.

MATERIALES Y METODOS

El material vegetal utilizado en esta investigacion fueron
plantas de banano del cultivar ‘Niyarma yik’, procedentes
de la propagacion in vitro segun Orellana (1994). Las
mismas fueron aclimatizadas por ocho semanas en casas
de cultivo hasta que alcanzaron la altura adecuada de 20
cm y cuatro hojas activas, para la realizaciéon de la
inoculacién artificial con una suspension micelial, segun
el protocolo descrito porAlvarado et al. (2003).

El aislado fungico de Pseudocercospora fijiensis
Morelet utilizado fue el CCIBP-Pf1, perteneciente a la
coleccién de cultivo del Laboratorio de Fitopatologia
del Instituto de Biotecnologia de las Plantas (UCLV,
Cuba).
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Tincién y observacién microscépica de las
muestras

Fueron tomados varios segmentos de hojas infectadas
de 2 x 2 cm de una misma planta, a los 5 dias
posteriores a la infeccion. Los mismos se sumergieron
en una soluciéon 1 M de Hidréxido de Potasio (KOH)
por 30 min a 70 °C, se lavaron tres veces con agua
desionizada estéril y se conservaron en el mismo liquido
por un periodo de dos o tres dias hasta su utilizacion.

Para la tincién se tomaron los fragmentos y se
introdujeron en un tubo eppendorf que contenia 1.5 ml
de la solucién de tincién con anilina azul (Hood et al.,
1996). La misma fue realizada al vacio por dos horas y
posteriormente las muestras fueron montadas en
portaobjetos con varias gotas de la solucion de tincién
y se examinaron por el envés con un microscopio
Axioskop (Carl Zeiss, Germany), epifluorescente
equipado con el sistema Filter set 02.

RESULTADOS Y DISCUSION

La tincién con anilina azul-KOH resulté ser simple,
adecuada para un mejor entendimiento vy
documentacién de la interaccién banano-Mycoshaerella
fiiensis, en un estadio temprano de la infeccion. La
utilizacion de la técnica descrita por Hood et al. (1996)
permiti6 observar hifas fluorescentes con gran

resolucion de las estructuras fungicas y excelente
contraste con el tejido hospedante. La fluorescencia con
anilina azul ha sido ampliamente utilizada y resulta muy
efectiva en la tincion de hongos. A ella se le atribuyen
muchas ventajas dada la simplicidad de la técnica, la
rapidez y la disponibilidad de reactivos. Frecuentemente
otros protocolos describen la incubacion con multiples
reactivos y requieren de mayor tiempo para completar el
proceso (Bougourd et al., 2000).

Fue posible observar el crecimiento epifitico del hongo
y la penetracién de hifas a través de los estomas con
gran calidad y transparencia del tejido (Figura 1). Uno
de los problemas comunmente encontrados con los
colorantes fluorescentes, en la investigacion de las
interacciones planta-hongo, es la autofluorescencia
del tejido de la planta y la union no especifica del
fluorocromo. Es por ello que la permanencia en agua
del tejido contribuyé a disminuir el fondo que
normalmente se obtiene.

La utilizacion de esta tincion permitié visualizar los
eventos que ocurren en el sistema banano-M. fijiensis,
en la etapa inicial de la infeccion, asi como observar la
evolucién de las microlesiones y la progresion del
patdgeno (extension del micelio). Se comprobd que
existe un gran crecimiento de micelio epifitico del hongo
en la superficie de la hoja en cultivares susceptibles
antes del proceso de penetracion.
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Figura 1. Crecimiento epifitico del hongo Mycosphaerella fijiensis Morelet en la superficie de la hoja del cultivar
‘Niyarma yik’, a los cinco dias posteriores a la infeccion. Se observa también la penetracidén estomatica del patdgeno.
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