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RESUMEN

La Sigatoka negra puede considerarse desde el punto de vista econdmico la enfermedad mas seria para el género
Musa. En la actualidad el uso de nuevas técnicas biotecnolédgicas aplicadas al estudio de la interaccion hospedero-
patégeno se vislumbra como una herramienta importante en el futuro mejoramiento de los cultivares comerciales
de bananos y platanos. En este trabajo se probaron diferentes concentraciones de Higromicina B frente a
Mycosphaerella fijiensis (aislado CCIBP-1) mediante el método de dilucidén en agar. Se comprobé que la Higromicina
B logré inhibir el crecimiento de M. fijiensis a partir de 0.5 mg.l", este valor se tomé como su MCI, por tanto, puede ser
usada como agente de seleccidon en estudios de transformacion genética del patégeno. Ademas, se demostré la
validez del protocolo empleado que permitira la evaluacion de este u otros patégenos fungosos frente a sustancias
antimicrobianas de interés.
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ABSTRACT

The Black sigatoka can be considered from the economic point of view the most serious disease in the gender Musa.
At present the use of new biotechnological techniques applied to the study of the host-pathogen interation is
glimpsed as an important tool in the future improvement of the commercial cultivars of the banana and plantain. In
this study, we tested diferents concentration of Hygromycin B against an isolate of M. fijiensis (CCIBP-1) by the agar
dilution method. It was proved that Hygromycin B was able to inhibit the growth of the M. fijiensis starting from 0.5 mg.I"":
This value was taken as the minimum inhibitory concentration, that's why it could be used like selective agent in the
transformation studies of Mycosphaerella complex. By another hands it was demostrated the value of the previous
protocol of the Minimum Inhibitory concentration for making evaluations of different fungus pathogens against
antimicribial substance.
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La Sigatoka negra causada por Mycosphaerella
fijiensis Morelet, puede considerarse desde el punto
de vista econémico la enfermedad mas seria para el
género Musa (Pérez, 1996). En la actualidad su
control se realiza fundamentalmente a través de
aspersiones con productos quimicos con accion
fungicida. Sin embargo, la necesidad de buscar
nuevas vias se hace cada dia mas inminente debido
a que el hongo va adquiriendo resistencia a muchos
de estos productos, sin considerar, ademas, las
implicaciones ecoldgicas y toxicologicas del uso de
los mismos sobre el medio ambiente y el propio
hombre. Por estas razones es que en la actualidad
se han creado un grupo de posibles alternativas que
se vislumbran como herramientas importantes en el
futuro mejoramiento de los cultivares del género
Musa(Robinson, 1996 y Dadzie, 1998). Entre ellas
se destacan nuevas técnicas como la biologia
moleculary la transformacion genética de plantas.

Debido a la escasez de conocimientos sobre la
interaccion M. fijiensis —Musa se requiere de

estudios que involucren la transformacién genética
del patégeno como herramienta con perspectivas para
la caracterizacion de los factores de patogenicidad
y virulencia de este hongo (Balint-Kurti et al., 2001).
Este método permite ampliar el conocimiento sobre
la especificidad de la interaccion hospedero-patégeno
y un mejor entendimiento de los mecanismos de
resistencia (Payne et al.,1998).

La disponibilidad de un procedimiento de seleccion
disefiado para eliminar el organismo o tejido no
transformado es un componente importante de
practicamente todos los protocolos de
transformacion. Uno de los métodos mas utilizados
para la selecciéon de transformantes consiste en
exponerlos a compuestos tales como los antibiéticos,
que inhiben el normal desarrollo de las células del
organismo silvestre mientras que los organismos
transformados pueden evadir su accion. (Dekeyser,
1990). Para lograr este propdsito se precisa conocer
la susceptibilidad de los microorganismos en estudio
a las sustancias antimicrobianas de que se dispone.
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Este trabajo tuvo como objetivo la determinacion de
la Minima Concentracion Inhibitoria (MCI) de
Higromicina B frente a un aislado de M. fijiensis
(CCIBP-1) para posteriores trabajos de transformacion
genética del patdégeno.

Para la determinacion de la MCI de Higromicina B
se uso el aislado CCIBP-1 de M. fijiensis procedente
del cepario del Laboratorio de Fitopatologia del IBP
el cual fue obtenido de una poblacién del cultivar Gran
Enano con sintomas tipicos de la enfermedad.Se
empled el método de dilucién en agar en medio de
cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA) a partir de
modificaciones del protocolo propuesto por Jorgensen
etal. (1993) para bacterias.

La solucién madre del antibidtico se prepard a una
concentracion de 5120 mg.I(p/v) en agua bidestilada
y desionizada y se esterilizé por filtracion con
membranas de 0.22 um. Se utilizaron concentraciones
dobles decrecientes desde dos hasta 0.125 mg.I" en
medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA)(BioCen).

Las soluciones se prepararon al doble de las
concentraciones deseadas y se afiadieron al agar
fundido (48- 50 °C) después de autoclaveado. Se
siguié un esquema de diluciéon que incluy6é una
dilucién final de la concentracién del antibidtico en
el agarde 1:10.

Las placas de Petri fueron marcadas por el reverso
para determinar la orientacion de los puntos a inocular,
en cada una se colocaron 8 gotas (3.5pl, cada una)
del inéculo en forma de homogeneizado micelial con
una concentraciéon aproximada de 5.10° ufc.ml.

Diametro (mm)

Se utilizaron dos placas por cada concentraciéon
de Higromicina B y, ademas, se incluyeron placas
con medio de cultivo PDA libres de antibiético para
ser usadas como controles de crecimiento.
Posteriormente se dejaron a temperatura ambiente
hasta que la humedad de los inéculos fuera
absorbida dentro del agar y se incubaron a 28°C
en la oscuridad durante 120h. Se realizaron
evaluaciones por observacion visual cada 24h para
verificar el crecimiento del patégeno, la
concentracién en la cual se inhibié totalmente fue
tomada como la minima inhibitoria. Ademas, se
midié el diametro del crecimiento micelial en los
puntos de inoculacion. Del experimento se
realizaron tres repeticiones.

Se comprobé que la Higromicina B logro inhibir el
crecimiento de M. fijiensis y que, por tanto, este
antibiotico puede ser usado como marcador de
seleccion en estudios de transformacion genética
del patégeno. Ademas, se demostro la validez del
protocolo empleado que permitira la evaluacion de
este u otros patoégenos fungosos frente a
sustancias antimicrobianas de interés.

Durante las primeras 48h no se percibio
crecimiento en el control ni en las distintas
concentraciones. M. fijiensis se ha descrito como
un patégeno de lento crecimiento en condiciones
in vitro (Stover, 1976). Ya a las 120h de incubacién
se observo crecimiento micelial sobre los puntos
de inoculacién con las caracteristicas culturales
tipicas del aislado. La Higromicina B logré inhibir
el crecimiento del aislado CCIBP-1 a partir de 0.5
mg.I"", este valor se tomé como su MCI (Fig. 1).
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Fig.1 Didametro del crecimiento del aislado CC IBP-1 de M. fijjiensis a las 120 h de inoculado en medio de
cultivo Agar Papa Dextrosa en presencia de Higromicina B.

El gen de la higromicinafosfotransferasa (hpt) de
Escherichia coli (Walters et al.,1992; Sagi et al.,1995)
se ha usado en casos de especies vegetales que no
pueden seleccionarse eficientemente con Kanamicina

y en la actualidad se describen métodos de
transformacion de Penicillium roqueforti (Durand et
al.,1991), Mycosphaerella graminicola (Pnini-Cohen et
al., 1996; Payne et al., 1998) y M. fijiensis (Balint-



Kurti et al., 2001)en los cuales se ha utilizado
Higromicina B para la seleccién de células
transformadas. Otros antibidticos como Bleomicina
y Fleomicina también se han empleado en la
seleccion de patogenos fungosos transformados
(Austin et al., 1990).

Balint-Kurti et al. (2001) usaron una concentracion de
20 mg.I"" de Higromicina B en el medio de cultivo para
la seleccion de transformantes de M. fijiensis, sin
embargo, no mostraron evidencias de la determinacion
de la MCI del antibiético frente a ninguna de las tres
especies de Mycosphaerella estudiadas. El no tomar
en cuenta este criterio podria conllevar a resultados
erréneos ya que no todos los aislados de un mismo
patdégeno responden de igual forma frente a un
antibiético determinado. Esto se demuestra en los
trabajos de Payne et al. (1998) quien utilizd en sus
estudios dos aislados de M. graminicola con MCI de
carbendazim distintas (MCI>10mg.I" eiguala 1mg.I").

Los resultados de este trabajo permiten complementar
los estudios de transformacion genética de hongos ya
que se reporta por vez primera la MCI de Higromicina
B para un aislado de M. fijiensis considerando
imprescindible la determinacién de esta antes de
proseguir cualquier estudio donde se utilice un
antibiotico como agente de seleccion. Se demostro,
ademas, la potencia que tiene la Higromicina B como
agente de seleccion de transformantes de
Mycosphaerella fjiensis dado esto por el valor tan bajo
de MCI (0.5 mgl") de este antibiotico frente el aislado
CCIBP-1.
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