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RESUMEN

Conocer la diversidad y similitud genética de Pseudocercospora fijiensis nos permite estimar
el potencial de evolucion de las poblaciones del patégeno dentro de diferentes
agroecosistemas. En el presente estudio se analizaron, mediante marcadores ISSR, 74
aislamientos de P. fijiensis provenientes de cuatro estados de la republica mexicana: Colima,
Michoacéan, Tabasco y Chiapas. Los resultados muestran 25 alelos polimorficos presentes en
todos los aislamientos. En el andlisis de similitud genética, el dendrograma sugiere que existen
cuatro grupos (I-1V), cada uno conformado por aislados con el mismo origen geografico. Esta
informacion demuestra la utilidad de los marcadores ISSR para determinar la similitud
genética de P. fijiensis de México, basada principalmente por su origen geografico.

Palabras clave: Sigatoka negra, platano y banano, marcadores de ADN, fitosanidad.

ABSTRACT

Understanding the similarity and genetic diversity of Pseudocercospora fijiensis allows us to
assess the evolutionary potential of the pathogen in different agroecosystems. In this study, we
analyzed 74 isolates of P. fijiensis collected from four Mexican states: Colima, Michoacéan,
Tabasco, and Chiapas, using ISSR markers. The results revealed the presence of 25
polymorphic alleles across all isolates. Genetic similarity analysis suggests the existence of
four distinct groups (I-1V), with isolates within each group sharing the same geographical
origin. These findings highlight the utility of ISSR markers in assessing the genetic similarity
of P. fijiensis in Mexico, primarily based on its geographic distribution.
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INTRODUCCION

El conocimiento de la estructura genética de poblaciones es importante para
entender la biologia de la poblacion de patogenos (McDonald, 1997). Dicha
informacidn puede ser usada para inferir el impacto de las diferentes fuerzas evolutivas
que pueden inducir cambios en la biologia de las poblaciones de los patdgenos (p. ej.
la aplicacion de fungicidas) y con esto estimar el potencial de evolucion dentro del
agroecosistema (Leung et al., 1993; McDonald, 1997), por ello la informacion
generada puede contribuir a una mejor comprension del patosistema y por consiguiente
coadyuvar al disefio de nuevas estrategias de manejo.

Un estudio entre diferentes paises demostr6 que las poblaciones de
Pseudocercospora fijiensis mantienen un alto nivel de diversidad genética en el Sureste
Asiatico (centro de origen) y que la recombinacion desempefia un papel importante en
la evolucién de este patogeno (Carlier et al., 1996). Otros estudios han descrito la
diversidad genética entre paises y continentes, asi como también dentro de un pais,
entre diferentes localidades y cultivares (Carlier et al., 1996; Hayden et al., 2005;
Manzo-Séanchez et al., 2019). Los marcadores ISSR tienen como ventaja su capacidad
para evidenciar la variacion genética, asi como en su reproductibilidad (Lynch y
Milligan, 1994). Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue determinar la
similitud genética de los aislados de P. fijiensis de distintas regiones productoras de
platano en México, utilizando marcadores ISSR.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de P. fijiensis. El aislamiento del hongo se realizé en el Laboratorio de
Biotecnologia de la Universidad de Colima, de acuerdo con el método de descargas de
ascosporas descrito por Stover (1976). La observacion de las ascosporas se llevé a cabo
con la ayuda de un microscopio estereoscopico (Leica). Una vez identificadas,
individualmente se cultivaron en medio PDA para permitir su crecimiento por colonias.
La incubacion se realiz6 en oscuridad a 26 °C durante 21 dias en cdmara de crecimiento
(Novatech).

Extraccion de ADN. Colonias monospadricas fueron sembradas en medio liquido V8
para el crecimiento del micelio. La incubacién se realiz6 en agitador orbital (Lab line)
de tres a cinco dias a 100 rpm y 27 °C. El micelio seco se molié en un mortero frio
estéril con nitrégeno liquido, hasta que se obtuvo un polvo fino. Por cada aislado, 40
mg de polvo se colocaron en tubos Eppendorf estériles de 2.0 mL con 1.0 mL de
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amortiguador de extraccion (Tris-HCI pH 8.0 200 mM, NaCl 250 mM, EDTA 25 mM,
PVP 1%, SDS 1%, CTAB 3% y 20 uL de B-mercaptoetanol), se incubaron en bafio
maria durante 30 min con agitacion por inversion constante, enseguida se adicioné 1
volumen de solucion fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y se mezclo;
enseguida se centrifug6 a 12,000 rpm durante 20 min a 4 °C, y la fase acuosa obtenida,
se transfirio a tubos Eppendorf estériles.

Marcadores ISSR. Para la PCR se utilizaron los oligonucle6tidos universales
ISSR&10 (5 GAGAGAGAGAGAGAGAT 3’) e ISSR8&09 (5
AGAGAGAGAGAGAGAGG 3’) se prepard una mezcla para 80 reacciones (para 25
pL de reaccion final se colocé 200 uM de DNTPs, 10X buffer de PCR, 2.5 mM de
MgCly, 25 uM del oligonucleétido, 2.5 U de Taq polimerasa y 9.65 de H>O ddie). Una
vez hecha la mezcla, se colocaron 24 L en tubos para PCR, luego se le agreg6 100 ng
de ADN de cada muestra. Después de la desnaturalizacién inicial se realizaron
amplificaciones en un termociclador Perkin-Elmer 9700 programado para 30 s a 94°C,
seguido de 45 ciclos de 30 sa 94 °C, 30 s a 50 °C y 3 min a 72 °C; con una extension
final de 7 mina 72 °C.

Los productos de amplificacion fueron separados por electroforesis en gel de
agarosa al 1.5 % tefiido con 0,3 pg/mL bromuro de etidio y un buffer 1 X TBE (EDTA
2 mM, Tris-HCI 0,1 My &cido bérico 0,1 M [pH 8,0]). Se us6 1 kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen) para estimar el tamario de los amplicones.

Analisis de datos. Este analisis inici6 con la observacién directa de las bandas que se
obtuvieron en el gel de agarosa, las cuales se numeraron de acuerdo con su peso
molecular y se asumio, que tales bandas amplificadas en los diferentes aislados eran
idénticas si presentaban el mismo peso molecular. Se realiz6 una matriz de datos
binarios (asignandose un valor numérico de 1 para asumirse la presencia y 0 para la
ausencia) y se estimo la similitud genética mediante el indice de similitud de Nei (1978)
(H=1- YXi?, donde H= similitud genética de la poblacién y 3 Xi es la frecuencia de los
diferentes alelos en un determinado locus). Luego, con dicha matriz se realiz6 un
dendrograma mediante el método aritmético de grupos de pares no ponderados
(UPGMA) del programa NTSYS-PC version 2.0 (Rohlf, 1997).
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RESULTADOS Y DISCUSION

El promedio obtenido del nimero de alelos fue de 12.5, de un total de 25. El
100% de los alelos obtenidos fueron polimorficos, el peso de los amplicones varié de
750 a 2,500 pb. Por otro lado, de 80 muestras de ADN analizadas, solo seis no
amplificaron, por lo que fueron descartadas para del analisis. Asi, la informacion de las
74 muestras amplificadas se colocd en una matriz para después poder generar el
dendrograma, el cual sugiere la existencia de cuatro grupos (Fig. 1). Este
comportamiento es similar a lo que ocurri6 con aislados de Zymoseptoria tritici (antes
Mycosphaerella graminicola) analizados por Castillo et al. (2010), quien encontr6 que,
de un total de 126 aislados, 43 no generaron ninguna amplificacion con ninguno de los
10 oligonucleotidos utilizados.

El grupo I, conformado por 17 aislados del estado de Colima y un aislado de
Michoacan, en donde los aislados armI3m1cl y p9c3ceteco fueron los mas similares
ya que su coeficiente genético fue de aproximadamente 0.93. De acuerdo con los
resultados obtenidos por Hayden et al. (2005) y Carlier et al. (1996), que realizaron un
analisis de la variabilidad genética mediante marcadores de RFLP y SSR
respectivamente, en ambos casos encontraron bajos niveles de diferenciacion entre las
poblaciones analizadas a pesar de su separacion geogréafica; esto sugiere un limitado
flujo de genes y que la diseminacion puede atribuirse principalmente al movimiento de
material vegetal infectado durante el establecimiento de las plantaciones de banano y/o
una muy restringida dispersion de ascosporas. Lo anterior podria explicar la baja
variabilidad genética observada entre algunos aislados de diferentes estados de la
republica, al agruparse a pesar de provenir de sitios muy alejados geograficamente (en
el grupo 1V del dendrograma se agruparon 17 aislados de Tabasco, 9 de Michoacan, 3
de Chiapas y 1 de Colima, en el grupo 3 se agruparon 15 de Chiapas, 7 de Michoacén,
y 1 de Colima).

El patron anterior se repite también en el grupo Il que estuvo integrado por dos
aislados del estado de Michoacan (egp78 y p3c2coah) y un aislado del estado de
Tabasco (RemeC4), este ultimo es el mas diferente ya que su coeficiente genético fue
de aproximadamente 0.48 a diferencia de los otros dos aislados que tuvieron 0.68.
Mientras que en el grupo 11, se encontraron 15 aislados de Chiapas, 7 de Michoacan y
uno de Colima, de estos, los aislados créd y coahsapo, fueron los mas distintos, ya que
su coeficiente de variacion fue de aproximadamente 0.58. Por dltimo, el grupo 1V,
estuvo conformado principalmente por aislados de Tabasco (17), Michoacan (nueve),
Chiapas (tres) y Colima (uno), de los cuales jaguarcl y alegrec5 fueron los mas
parecidos ya que su coeficiente genético fue cercano a 0.95. También, en este grupo se
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encontraron dos subgrupos, los aislados de reclc3 y recvlc3, alegrec3 y recreoc3, al

obtener un coeficiente de 0.95.

—
- L —
;|—:

Figura 1. Analisis de similitud genética de 74 aislados de P. fijiensis provenientes de los estados de Colima,
Michoacan, Tabasco y Chiapas. El andlisis se basa en ISSR obtenidos a partir de dos oligonucle6tidos para

los locus ISSR809 e ISSR810.
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CONCLUSIONES

Los resultados muestran que las poblaciones analizadas podrian dividirse en
cuatro grupos genéticos claros, la mayoria circunscrito a areas geogréaficas definidas;
pero, también sugieren que existe un flujo génico limitado entre poblaciones, quizas
este podria estar asociado al intercambio de material infectado entre zonas de cultivo,
mas que a dispersion a larga distancia de ascosporas.
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