NoTas

METODO RAPIDO DE DIAGNOSTICO DE
MYCOSPHAERELLA MUSICOLA LEACH Y M.
FIJIENSIS MORELET, AGENTES CAUSANTES
DE LAS SIGATOKASAMARILLA Y NEGRA

por

Martha Cecilia Aguirre Gaviriat, Jairo Castafio-Zapata?
& LuisEduardo Zuluaga®

Resumen

Aguirre GaviriaM.C., J. Castafio-Zapata & L. E. Zuluaga: Método répido de diagndstico
de Mycosphaerellamusicola Leachy M. fijiensis Morel et, agentes causantes de | as sigatokas ama-
rillay negra. Rev. Acad. Colomb. Cienc. 27 (105): 619-623, 2003. | SSN 0370-3908.

Los peritecios de Mycosphaerella musicola y M. fijiensis, son similares. Ambos hongos se
diferencian principal mente por la morfologiade sus anamorfos. Estainvestigacidn tuvo como obje-
tivo establecer unametodol ogia que permitierael diagndstico rapido de M. musicolay M. fijiensis.
El método consiste en utilizar jeringas de plastico de 6 cm3, alas cuales se lesremueve el extremo
anterior. Los dispensadores se |lenan con agar-cristal violeta méas estreptomicinay benomyl. De
cada jeringa se pueden obtener entre 20 y 24 discos. El cristal violeta permite diferenciar alas dos
especies, por tefiir los conidios, siendo la coloracion més intensa en el hilio, presente en
Paracercospora fijiensis y ausente en Pseudocercospora musae, anamorfos de M. fijiensisy M.
musi cola, respectivamente.

Palabras clave: Sigatokas, Mycosphaerella fijiensis, M. musicola, Paracercospora, fijiensis,
Pseudocer cospora musae.

Abstract

The sexual states of Mycosphaerella musicola and M. fijiensis are similar. Both species are
mainly differentiated by morphological characteristics of their anamorphs. This research had as
main objetive to establish a simple methodol ogy to allow the rapid diagnosis of M. musicola and M.
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fijiensis. The method consists in using disposable syringes of 6 cm?, from which are removed the
front extreme to obtain cylinders. These are filled with agar-crystal violet plus streptomycin and
benomyl. The use of crystal violet allowsto differentiate both species, dyeing the conidia, being the
coloration moreintensive at the scar (hilum) or point of attachment of the conidiato the conidiophores,
present in Paracercospora fijiensis and absent in Pseudocercospora musae, anamorphs of M.

fijiensis and musicola, respectively.

Key words: Sigatokas, Mycosphaerella fijiensis M. musicola, Paracercospora fijiensis,

Pseudocer cospora musae.

I ntroduccion

Mycosphaerella musicola Leach [ anamorfo Pseudo-
cercospora musae (A. Zimmerm) Deighton, sin. Cercos-
pora musae A. Zimmerm.] y Mycosphaerella fijiensis
Morelet (sin. M. fijiensis var. difformis Mulder & Stover)
[anamorfo Paracercospora fijiensis (Morelet) Deighton,
sin. Cercospora fijiensis Morelet y Pseudocercospora
fijiensis (Morelet) Deighton], son los agentes causantes
de las sigatokas amarillay negra de las musaceas, respec-
tivamente (Fullerton, 1994).

La sigatoka amarilla, conocida previamente como en-
fermedad sigatoka toma su nombre del valle Sigatoka,
IsladeViti Levu, Fiji, en donde la enfermedad se recono-
Cci6 por primera vez en 1902. En 1912, ocasion6 grandes
pérdidas en Fiji, principalmente en el valle de Sigatoka,
de donde derivé su nombre. Otros registros sobre dafios
causados a laindustria bananera por esta enfermedad han
sido en 1924 en Australia; en la década de 1930-1940 en
Centro América, islasdel Caribey Sudamérica; como tam-
bién en Africa (Mourichon & Fullerton, 1990). Poste-
riormente se registré su presencia en casi la totalidad de
las regiones productoras de musaceas del mundo y hasido
considerada como una de las enfermedades mas devasta-
doras del cultivo.

La sigatoka negra, se describié como una enfermedad
nueva en 1963, también en Fiji (Rhodes, 1964; L each,
1964), aunque hay evidencias de su presencia en Hawai y
en algunas zonas del Pacifico desde mucho antes (Stover,
1972). En Centroamérica se describio por primera vez en
Honduras en 1972 y desde alli se disemind por el resto de
la regién. En Sudamérica se registré por primera vez en
Colombia en 1981, posteriormente en Ecuador en 1989 y
mas recientemente en Cuba y Venezuela (Mourichon &
Fullerton, 1990).

Aunqgue a nivel macroscépico los sintomas ocasiona-
dos por ambas enfermedades en el campo pueden indicar
diferencias, éstas no son suficientemente nitidas para dis-
tinguir con precision ambas sigatokas (Du Pont, 1980). A

nivel microscopico, los peritecios del estado sexual de M.
musicola y M. fijiensis son muy parecidos y se localizan
inmersos en el tejido necrosado de las lesiones, midiendo
aproximadamente 51-86 x 35-77. El estado asexual de M.
musicola forma estromas (esporodoquios) tanto en la haz
como en €l envés de las hojas, siendo mas abundantes so-
bre lahaz y los conidios, y sin cicatriz (hilio) en el punto
de unidn con el esporodoquio; mientras que el estado
asexual de M. fijiensis produce conidi6foros simples con
cicatriz, tanto en la base de los conidios como en los
conidiéforos (Castafio-Zapata & del Rio, 1994). En am-
bas especies los conidios son alargados, septados, hialinos
y aciculares. De acuerdo con lo anterior, |os estados sexua-
les de M. musicola y M. fijiensis son indistinguibles. Am-
bos microorgani smos se distinguen principalmente através
de diferencias morfol 6gicas de sus anamorfos, en particu-
lar las caracteristicas de los conidi6éforos y conidios,
especificamente por la presencia de cicatrices en los
conidi6foros y conidios de M. fijiensis, ausentes en M.
musicola (Fullerton, 1994). La abundancia de estromas y
conidios de P. fijiensis en la parte inferior de las lesionesy
de P. musae en la parte superior, también sirve como guia
répida para la identificacién de estas especies (Fullerton,
1994). Por consiguiente, la identificacién correcta de estos
hongos depende de estudios de laboratorio.

Esta investigacion tuvo como objetivo principal esta-
blecer una metodologia simple que permitiera el diag-
nostico rapido de M. musicola y M. fijiensis bajo
condiciones de laboratorio.

M aterialesy métodos

El método es una modificacion de la técnica emplea-
dapor Lalancett et al. (1984) y consiste en utilizar jerin-
gas de plastico desechables de 6 cm?, marcaPrecision Glide
21G 1 1/2 o similares, alas cuales selesremueve el extre-
mo anterior para utilizarlas como cilindros cuya érea de
la abertura es de 123. 7 mm?2. Los dispensadores se llenan
con agar-cristal violeta mas estreptomicina y benomyl
(Agar bacteriol6gico Oxoid 1.5 g, estreptomicina en dis-
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cos Oxoid 10 ug, benomyl 100 ppm, solucién pura de
cristal violetaa 1%, agua 100 mL). La estreptomicina, el
benomyl y el cristal violeta se afladen al medio liquido
previamente esterilizado a 121°C y 15 |b de presion du-
rante 20 min, antes de dispensar €l medio en las jeringas.
Una vez llenas, se colocan en posicion vertical en una
gradilla, la cua se coloca a 4°C en un refrigerador para
gue el medio se solidifique répidamente.

Para remover en el campo los conidios de Pseudo-
cercospora musae o Paracercospora fijiensis se presiona
el émbolo de la jeringa hasta que quede a libre exposi-
¢ion, aproximadamente 2 mm en espesor de medio (Figu-
ra 1A). La superficie himeda del agar-cristal violeta se
presiona suavemente sobre un &rea necrosada de la hoja

mas joven (Figura 1B). Luego el disco de agar-cristal vio-
leta se corta cuidadosamente con un bisturi de tal manera
gue forme una superficie lisa (Figura 1C). Se colocan dos
discos por |&mina portaobjetos, las cuales se van deposi-
tando dentro de una bandeja con tapa, la cual contiene
papel toalla humedecido con el propdsito de crear una
camara himeda para inducir la difusién répida del colo-
rante a través de las células de los conidios del muestreo
y evitar la deshidratacion del medio (Figura 1D). De cada
jeringa se pueden obtener 20-24 discos, suficientes para
obtener 10-12 muestras replicadas dos veces.

Utilizando esta metodologia el investigador establece
una correspondencia entre el nimero de discosy el nUme-
ro de lesiones analizadas, asi como entre el nimero de
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D

Figura 1. Preparacion del dispensador y muestreo de conidios en el campo. A. Dispensador de discos de agar-cristal violeta, B. Toma de
impronta, C. Corte de discos de agar-cristal violeta una vez afectuada la impronta, D. Camara himeda para conservar los discos de agar-cristal
violeta conteniendo los conidios de los hongos analizados.
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|aminas portaobjetos y el nimero de hojas analizadas. En
este caso una lamina portaobjetos por material evaluado.
Las laminas portaobjetos se montan inmediatamente so-
bre el microscopio compuesto para observar las caracte-
risticas morfolégicas de los conidios estudiados a través
del objetivo 40X.

Resultadosy discusién

La ausencia de cristal violeta en el medio dificulta la
diferenciacion de los conidios de Pseudocercospora
musae (Figura2A) y Paracercosporafijiensis (Figura2B).
El empleo de cristal violeta a 1% permite diferenciar de
inmediato las dos especies. El colorante tifie |os conidios,
siendo la coloracion més intensa en la cicatriz (hilio) o

punto de insercidn de los conidios con el conididforo,
ausente en P. musae (Figura 2C) y presente en P. fijiensis
(Figura2D).

Laadicién al medio de estreptomicinay benomyl evi-
tala contaminacion por bacterias y la germinacion de los
conidios, cuyo tubo germinativo podria interferir con las
observaciones al microscopio. En estudios sobre monito-
reo de resistencia de estos hongos a fungicidas, basta con
suprimir el benomyl.

Un método similar al descrito, adicionando o no
lactofenol al agar a 1.5%, fue empleado por Jacome &
Schuh (1993) para monitorear conidios de M. fijiensis.
Debido a que el lactofenol es incoloro el color de los
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Figura 2. Efectividad de la tincién con cristal violeta de los anamorfos de M. musicola y M. fijiensis. A. Conidio de Pseudocercospora musae
sin tefiir, B. Conidio de Paracercospora fijiensis sin tefiir, C. Conidios de P. musae tefiidos, obsérvese la ausencia del hilio, D. Conidios de P.
fijiensis tefiidos, obsérvese la presencia del hilio y la intensidad de color del mismo.
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conidios no se altera haciendo dificil la caracterizacion
de la especie. Aunque Tapia (1993), ha descrito una me-
todologia para cuantificar y caracterizar las estructuras
reproductivas asexuales de M. musicola y M. fijiensis con
base en caracteristicas de estromas y conidi6foros, el mé-
todo es demasiado tedioso ya que requiere 84 horas para
procesar los tejidos obtenidos en el campo y la diferen-
ciacién de especies no considera las caracteristicas des-
critas de los conidios de ambos hongos. Es de anotar que
el tratamiento térmico descrito por Tapia (1993) dispersa
los conidios del hongo haciéndose aln mas dificil su ob-
servacion. Ademas, el método no permite establecer una
relacion precisa en el campo, del nimero de conidios pre-
sentes en |os tejidos analizados.

Las dos especies de Mycospaerella también se pue-
den diferenciar facilmente a través de las caracteristicas
de las colonias en medio de cultivo, pero como el método
descrito previamente, es demasiado demorado, requirien-
do unos 10 dias (Du Pont, 1980). Asi mismo, ambas espe-
cies se puede diferenciar mediante técnicas moleculares,
tales como |la de medicion de la longitud polimorfa de
fragmentos de restriccién de ADN (RFLP) (Carlier et al.,
1994) y la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
(Johanson & Jeger, 1993), pero la utilizacién de éstas
técnicas es muy costosa.

La técnica desarrollada en esta investigacion, ademas
de permitir la identificacion répida y segura de los agen-
tes causantes de las sigatokas amarilla y negra, permite
obtener una gran cantidad de muestras a un minimo costo.

Conclusiones

Por primera vez se describe un método preciso para
identificar las especies Mycosphaerella fijiensis y M.
musicola, en sus estados anamorfos Paracercospora
fijiensis y Pseudocercospora musae.

El método, ademas de ser preciso, sencilloy rapido, es
altamente econdmico, ya que permite obtener una gran
cantidad de muestras con un minimo costo, permitiendo
ademas establecer una relacion exacta del nimero de
conidios presentes de cada especie de hongo en los mate-
riales analizados.

Esta metodologia no solo es Util para identificar co-
rrectamente a las especies de hongos causantes de las
sigatokas negray amarilla, sino también, pararealizar es-
tudios sobre monitoreo de resistencia de M. fijiensisy M.

musicola a fungicidas, un problema comdn en estos
patégenos.
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