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Resumen

El hongo Mycosphaerella fijiensis Morelet es el causante de la enfermedad foliar llamada Sigatoka
Negra y ataca a las plantas de banano. La reproduccion sexual de M. fijiensis se da por compatibilidad
genética o tipo de “sexo o mating types”. Esto quiere decir que sélo las lineas de “mating”
genéticamente opuestas, son capaces de cruzarse y producir ascosporas. En estos hongos la
compatibilidad sexual entre individuos haploides depende de los genes que se encuentran en el locus
MAT que existe como dos alelos alternos Matl-1 y Matl-2. Este trabajo estudié los genes que actGan
para que el apareamiento de M. fijiensis sea posible. Los aislados de M. fijiensis fueron pertenecientes a
tres zonas de la provincia del Guayas (Taura, Balao y Mariscal Sucre) y se utilizaron primers especificos
para amplificar las regiones de los alelos relacionados con la interaccion sexual de las cepas de M.
fijiensis. Los aislados de hongos fueron proporcionados por el Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas
del Ecuador (CIBE) y se utilizd estos mismos aislados de con el objetivo de identificar a nivel molecular
los tipos de alelos sexuales que se presentan en el hongo Mycosphaerella fijiensis. Se determiné la
frecuencia que guardan estos alelos siendo esta de 2:1 entre Mat 1-1 y Mat 1-2 respectivamente. El
andlisis de estos resultados determind que ni las condiciones de las zonas geogréficas, ni la forma de
manejar los cultivos en las que se encuentran las muestras afectan esta frecuencia. Estudiar y entender la
reproduccion sexual de M. fijiensis tiene una enorme importancia para poder contribuir en futuros
estudios de prevencion y tratamiento de la grave y cuantiosa enfermedad que provoca.

Palabras claves: Reproduccion sexual, Mycosphaerella fijiensis, compatibilidad genética, Matl-1, Mat
1-2

Abstract

Mycosphaerella fijiensis is the fungus responsible for the leaf disease known as Sigatoka Negra and
which attacks banana plants. Sigatoka Negra is the most important disease in banana plantations. The
sexual reproduction of Mycosphaerella fijiensis is given by genetic compatibility or mating types. This
means that only the organisms that that genetically opposite mating types will be able to reproduce and
produce ascospores. In heterothallic ascomycete fungus the sexual compatibility between haploid
individuals depends on the genes located in the locus MAT in which exist two alternate alleles Mat 1-1
Mat 1-2. This research studied the acting genes for the sexual reproduction to be possible. The
Mycosphaerella fijiensis isolates used where from three zones in the Guayas province (Taura, Balao and
Mariscal Sucre) and where used specific primers for the amplification of the allele regions related with
the sexual interaction. This isolates where given by CIBE (Centro de Investigaciones Biotecndlogicas del
Ecuador). This thesis used the same isolates with the porpouse of indentifying at the molecular level, in
the Guayas province, the sexual allele types presented in Mycosphaerella fijiensis. The determined
frequency and proportion that these alleles have is 2:1 between Mat 1-1 and Mat 1-2 respectively. The
analysis of the results determined that neither the geographic conditions nor the way the farm is
controlled affects this frequency. To study and understand the sexual reproduction of Mycosphaerella
fijiensis has an enormous importance to contribute in future studies of prevention and treatment in this
terrible disease.



1. Introduccién

El banano, junto con el arroz, trigo y maiz, se
encuentra entre los cultivos de mayor importancia
para la seguridad alimentaria a nivel mundial. En el
Ecuador, existen alrededor de 180.000 hectareas
dedicadas al cultivo de banano y platano, productos
que son en su mayoria exportados (11). En el 2007 la
exportacion de banano contribuyo con el 55% de los
ingresos totales de las exportaciones tradicionales (11).
Sin embargo, estos cultivos se han visto directamente
afectados por la enfermedad denominada Sigatoka
Negra causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis.
La Sigatoka Negra surgio en el Continente Americano
en 1972 en el Valle de Sula (Honduras) y en el
Ecuador se la detectd por primera vez en 1987 en las
haciendas Timbre, Flamingo y Victoria, localizadas al
este de la provincia de Esmeraldas, cercanas a la
frontera con Colombia (1,11). En la actualidad se ha
extendido a todas las areas bananeras del Ecuador
continental, y ya se ha reportado su presencia en
pequeiias areas cultivadas en la provincia insular de
Galapagos (1). A nivel mundial, la Sigatoka Negra se
la puede encontrar en todas las zonas donde se realiza
cultivos de banano, y es la enfermedad foliar de
banano y platano mas seria en el mundo. La Sigatoka
Negra ocasiona severos dafios al follaje de la planta
destruyendo su capacidad de fotosintesis 'y
respiracion, reduciendo asi el rendimiento y calidad de
la fruta. El embate de esta enfermedad ha provocando
pérdidas de mas de 50% en la produccion de las
plantaciones (1,11).

2. Objetivos
2.1 General

e Analizar los genes Mat 1-1 y Mat 1-2 en M.
fijiensis.

2.2 Objetivos Especificos
e  Caracterizar las poblaciones de M. fijiensis en

la provincia del Guayas, mediante los genes
de aparecamiento.

e Estimar la distribucion de las frecuencias
alélicas de los genes Mat 1-1 y Mat 1-2 de la
especie M. fijiensis en la provincia del
Guayas.

e Proveer colonias diferenciadas para cruces
dirigidos.

3. Materiales y Métodos

El desarrollo de la presente investigacion se realizé en
el laboratorio de Biologia Molecular del Centro de

Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador (CIBE),
edificio PROTAL de la Escuela Superior Politécnica
del Litoral, Campus “Gustavo Galindo” ubicado en el
Km. 30.5 de la via Perimetral, en la ciudad de
Guayaquil, Ecuador.

3.1 Materiales
3.1.1 Materiales

Los asilados de M. fijiensis fueron los
utilizados en la investigacion del Ing.
Chong en el 2007 (9) y obtenidos del
banco de ADN del CIBE. Las cepas
estuvieron localizadas en 3 diferentes
zonas de la provincia del Guayas: Los
aislados de  hongos  monosporicos
Silvestres (W), provienen de la zona
conocida como Mariscal Sucre (S
2°6'45,91" W 79°30'13.27") del canton
Balao de una hacienda con manejo
organico (OB) (S 2°50'16.90" W
79°45'03.80") y de otra con manejo
convencional (CB) (S 2°53'50" W
79°42'21"). Los aislados de hongos
monosporicos provinieron de haciendas
localizadas cerca del cantéon Taura con
control convencional (CT) (S 2°18'35.76"
W 79°44.3'53.48") y otra hacienda con
manejo organico (OT) (S 2°15'35.37" W
79°42'34.58"), ubicada en el Km. 24 Via
Duran-Tambo.

El estudio se realizo tomando un
aproximado de 15-18 aislados de hongos
monosporicos de hojas de banano
infectadas con Sigatoka Negra por
ubicacion, para lograr un total de 81
aislados de hongos monosporicos en la
provincia del Guayas.

3.2 METODOLOGIAS
Se realizo la extraccion de ADN de los aislados
del hongo M. fijiensis siguiendo el protocolo de
extraccion de ADN descrito por el Dr. Efrén
Santos (16).
3.2.1 Protocolo PCR

El kit utilizado para realizar la PCR fue de

la= marca INVITROGEN  modelo
“Platinum® PCR  SuperMix  High
Fidelity”.

La Reaccidon en Cadena de la Polimerasa
(PCR) del tipo Multiplex para esta



experimentacion utilizé un protocolo con
2 diferentes pares de primers, en la misma
reaccion y de manera simultanea para
amplificar las zonas de la caja alfa y la
caja HMG (Fig. 1).
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FIGURA No.1 Amplicones esperados del
locus MAT de M. fijiensis

Los primers fueron tomados de un
estudio preliminar (2) y son los
siguientes:

1.- F1 flan4739-F
5'-GCGGTTTTGGAGCGGTCAGG-3'

2.- R1 inver5656-R

5'-
GAAGCTCTGGGTATCTCAGCACAG
G-3'

3.- F2 inver8486-F
5'-GCACCTCAGGGAGGCATTGG-3’

4.- R2 flan9352-R
5-TGATGCATCCTGCCGAGACC-3'

Los amplicones esperados son descritos
en la figura 2:
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FIGURA No.2 Amplicones esperados para la
PCR multiplex con los primers especificos de
los alelos MAT

3.2.2 Analisis de datos

El analisis de los datos fue realizado
utilizando el programa de analisis
estadistico Infostat obtenido de la pagina
web “www.infostat.com.ar” con la Gltima
version del dia 17 de diciembre de 2008 y
se obtuvieron los resultados del X2? de
Pearson, tablas de contingencia y os
intervalos de confianza.

4. Resultados y discusion

De los datos analizados se determiné que la relacion
entre los genes MAT 1-1 y MAT 1-2 es 2:1
respectivamente. La poblacion analizada fue de 81
individuos obteniendo asi 56 aislados de hongos
monospoéricos que poseian el alelo MAT 1-1 y 25 el
alelo MAT 1-2 como se muestra en la tabla 1.

Lugar\Alelo | MAT 1-1 MAT 1-2 TOTAL
W 10 5 15
oT 12 6 18
CT 11 5 16
OB 11 5 16
CB 12 4 16
Total 56 25 81

TABLA No.1 Resultados de Muestras analizadas

Los graficos 1 y 2 ilustran los tipos de alelos
encontrados versus los tipos de tratamiento realizados
a las muestras y los tipos de alelos encontrados versus

la

localizacion  geografica de las muestras,

respectivamente:
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GRAFICO No.1 Gréafico del tratamiento de las
muestras versus el tipo de alelo encontrado en los
aislados de hongos.

Ubicacion vs Tipo

® Matl-2
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GRAFICO No.2 Grafico de la localizacion de las
muestras versus el tipo de alelo encontrado en los
aislados de hongos.

A ambas relaciones se les aplico la prueba de X2 de
Pearson. La prueba de X? de Pearson es una prueba
que se utiliza para probar la independencia de dos
variables entre si, mediante la presentacion de los
datos en tablas de contingencia. Mientras mayor sea el
valor de X2, menos verosimil es que la hipdtesis sea
correcta.

El resultado en las 2 relaciones analizadas se observo
que son relaciones independientes y que él un factor
no afecta al otro en su resultado.

La frecuencia alélica encontrado para los genes de
apareamiento Mat 1-1 y Mat 1-2 fue de 0,69 0,31
respectivamente.

Los resultados obtenidos nos indican que indiferente
de donde provengan las cepas de hongos y el
tratamiento que estas reciban, esto no altera los alelos
sexuales que la M. fijiensis tendra. Estudios realizados
en Costa Rica (14 sobre la frecuencia alélica de los
genes de apareamiento en Sigatoka Negra dieron
resultados diferentes a los obtenidos en la provincia
del Guayas pudiendo esto deberse a factores como la
situacion climatica y/o a la presion de seleccion
ejercida por los controles organicos o por las

sustancias quimicas utilizadas contra la enfermedad en
el pais del norte que es mucho mayor a la de nuestra
zona muestreada. Es importante acotar que los
resultados obtenidos fueron de una sola provincia del
Ecuador y comparados con los de un pais.

Con estos resultados salta a la mente una pregunta
muy importante: “;Cudl es entonces la poblacion
efectiva de M. fijiensis en la provincia del Guayas?”.
Como todo en la naturaleza, nada es perfecto y por
ende no todos los organismos disponibles para el
apareamiento son habiles sino que existiran algunos
estériles, habiendo dicho esto y conociendo que en el
Guayas la relacion entre los genes MAT 1-1 y MAT 1-
2 es 2:1 respectivamente, se puede decir entonces que
en una poblacion el nimero de la descendencia
dependera de los poseedores de los genes MAT 1-2,
esto es porque al haber menos individuos con este tipo
de alelo sera un factor limitante, sin tomar en cuenta
aun a los individuos estériles, indistintamente si estos
son MAT 1-1 y/o MAT 1-2.

Este tipo de relaciones pueden llevar a la extincion de
una especie ya que si la esterilidad se encontrara en los
poseedores del alelo MAT 1-2 las posibilidades de
reproducirse de manera sexual para el hongo M.
fijiensis serian menores. Pero conocemos que M.
fijiensis no se estd extinguiendo y que es una
enfermedad foliar que tiene mucha incidencia en la
produccion bananera de nuestro pais, “;Por qué
entonces esta relacion no afecta la existencia del
hongo?”. La respuesta puede deberse a que esta
reaccion es una manera del hongo de asegurar que la
progenie sea la mas apta para la sobrevivencia y esta
cantidad de individuos es capaz de asegurar el futuro
de M. fijiensis.

5. Conclusiones y recomendaciones
5.1 Conclusiones

1. La relacion entre las frecuencias de los genes en
los alelos sexuales MAT 1-1 y MAT 1-2 de
Mycosphaerella fijiensis encontrados en la
provincia del Guayas es de 2:1 respectivamente.

2. Larelacion encontrada entre las frecuencias de los
alelos sexuales difieren de las reportadas segtn la
literatura, que para el caso de Costa Rica fue de
1:1, publicada por el Dr. Gert Kema (4.

3. La existencia de los genes de aparcamiento MAT
1-1 y MAT 1-2 evita la endogamia en la especie
del hongo, alentando a la recombinacion sexual de
individuos no emparentados.

4. No existe una correlacion directa entre el tipo de
presion de seleccion , causada por el tipo de
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control y/o la wubicacion geografica, y la
proporcion de la frecuencia de los alelos MAT 1-1
y MAT 1-2, que en todos los casos fue de 2:1,
como se muestra en los analisis estadisticos con
95% de certeza.

No es posible discernir una relacion entre el tipo
de control y la ubicacion geografica con la
proporcion que existe entre los alelos MAT 1-1 y
MAT 1-2.

5.2 Recomendaciones

1.

Se deberia realizar el experimento con un mayor
nimero de aislados de hongos monosporicos y en
mas localidades para validar y ampliar los
resultados obtenidos.

Realizar el estudio a nivel de toda la zona
bananera del Ecuador para poder obtener
resultados comparables con otras naciones.

Seria  importante  realizar  estudios  de
recombinacion sexual dirigida de Mycosphaerella
fijiensis.

Se recomienda analizar como la relacion de los
genes  de apareamiento de Mycosphaerella
fijiensis afecta la poblacion sexual efectiva de la
misma.
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