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PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES CONTRA EL
HONGO CAUSANTE DE LA SIGATOKA NEGRA, Mycosphaerella fijiensis

Mauricio Sanchez', Washington Cardenas?,

RESUMEN

Las pruebas inmunoquimicas constituyen una herramienta de diagnoéstico muy utilizada a nivel
comercial y de investigacion. Estas pruebas son especificas, versétiles, se pueden realizar varias
pruebas al mismo tiempo y en tiempo real. El presente reporte presenta los resultados del
desarrollo de un método inmuno-diagndéstico para Sigatoka negra, mediante la generacion de
anticuerpos contra el hongo Mycosphaerella fijiensis. Se produjo dos tipos de antisueros: uno
contra ascosporas y otro contra extractos proteicos de sus micelios. La presencia de
inmunoglobulinas (anticuerpos) se la realizé por medio de SDS-PAGE vy se identifico por medio
de su peso molecular aproximado de 150 kDa. Electroforesis en condiciones reductoras sirvid
para corroborar la naturaleza de las inmunoglobulinas por medio de dos bandas proteicas de
50 kDa y 25 kDa que corresponden a sus cadenas pesadas y livianas, respectivamente.

1. INTRODUCCION

El cultivo de banano es uno de los mas
importantes a nivel mundial después del arroz,
trigo, y maiz. Estas plantas pueden sufrir diversas
patologias como son “banana bonchy top
disease”, “banana bract mosaic disease”, “banana
blood disease”, y “banana black leaf streak
disease” (Sigatoka Negra), entre otras. Dentro de
las Musaceas, el subgrupo Cavendish (AAA)
representa virtualmente la mayoria de las
exportaciones en todos los paises productores.
Variedades del tipo Grand Nain y Williams son
especialmente susceptibles a una enfermedad
foliar ocasionada por el hongo Mycosphaerella
fijiensis llamada Sigatoka Negra. El desarrollo de
la enfermedad genera una marcada disminucion
en la produccién bananera por maduracién
precoz del fruto y reduccion de la capacidad
fotosintética de la planta debido a la destruccion
del tejido foliar. La perdida de la produccion
puede llegar hasta el 50% (Robinson, 1996).

El proceso infeccioso del hongo puede iniciarse a
partir de ascosporas o conidios. El ciclo de vida
del patégeno depende de las condiciones
atmosféricas, huésped, y variabilidad del hongo.
El ciclo se inicia con la geminacion de esporas
producidas en hojas infectadas. Las esporas son

diseminadas por accion del agua y el viento para
depositarse en nuevas hojas. Con la presencia de
agua en las hojas de banano, la germinacion se
puede producir en menos de dos horas con la
formacion de tubos germinativos que penetran
por los estomas al interior del tejido vegetal.
Aunque los mecanismos moleculares de esta
interaccion no son conocidos en banano,
investigaciones con otro hongo patdégeno han
demostrado que la geminacion de conidios es
estimulada mediante el contacto con la superficie
del huésped (Nielsen et al., 2000). Aunque la
Sigatoka se puede presentar donde quiera que se
cultive banano o platano, las condiciones
climaticas en zonas calidas (25-28 °C) y himedas
incrementan la capacidad destructiva de Ila
enfermedad.

Las toxinas producidas por M. fijiensis afectan la
fisiologia de las células del mesdfilo y estas
entran en un proceso de muerte celular que se
expresa en los sintomas de manchas parduscas
hasta el color caracteristico de necrosis entre las
nervaduras secundarias de la hoja. Dichas
manchas son causadas por toxinas como 2,4,8-
trihydroxytetralone que tiene la capacidad de
producir en menos de 12 horas las lesiones
foliares necroticas similares a las del patdgeno
(Stierle et al., 1991). La presencia de las lesiones
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foliares se utiliza como método de diagnostico y
seguimiento de la enfermedad en las plantaciones
de produccién (Carlier et al., 2000).

En la actualidad, el control quimico de la
enfermedad por medio del uso de fungicidas es el
método mas eficaz; aunque plantas resistentes a
Sigatoka negra se estdn produciendo mediante
programas de mejoramiento genético (Ortiz et
al., 1998).

En el Ecuador el control de la Sigatoka Negra
requiere un promedio de 17 ciclos de aspersiones
de pesticidas al afio con un costo aproximado de
47 millones de ddlares americanos para un area
de cultivo a nivel nacional de 138.000 ha. Los
costos del control de la enfermedad pueden llegar
hasta un 70% de los gastos de produccion. El
impacto de la Sigatoka Negra no solamente tiene
importancia desde el punto de vista econémico,

sino también ambiental debido a la alta
concentracion de pesticidas.
Los argumentos expuestos anteriormente,

sustentan la necesidad de desarrollar un método
de diagnostico temprano y especifico de la
enfermedad para, a su vez, apoyar la
implementacion de una dosificacion mas precisa
en el control quimico y/o biolégico de la
enfermedad. El presente reporte presenta los
resultados obtenidos en la investigacion tendiente
a desarrollar un método inmuno-diagndstico de
Sigatoka negra, mediante la deteccion de
antigenos presentes en M. fijiensis. Se espera que
este método sirva para la deteccion temprana de
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M. fijiensis, y no depender de la presencia de las
tipicas manchas foliares que evidencian la
inminente infeccion fangica.

2. MATERIALES Y METODOS

Los animales usados para la obtencion de
anticuerpos policlonales fueron conejos machos
de dos razas: New Zealand y Californianos. Los
conejos fueron comprados en la Universidad
Técnica de Quevedo. Los animales se
aclimataron a las condiciones de ESPOL por lo
menos 2 meses antes de realizar las
inmunizaciones. Los animales tenian por lo
menos 14 semanas de edad antes de iniciar el
ensayo. La dieta utilizada estaba compuesta de
alfalfa y un balaceado comercial (Nutril: proteina
18%, grasa 6%, fibra 13%, humedad 12%).

Las ascosporas y micelios de M. fijiensis fueron
obtenidos del Laboratorio de Fitopatologia del
CIBE (Componente IIl, VLIR-ESPOL). La
inyeccion inicial del antigeno fue realizada por
dos vias: intramuscular y sub-dermal. En cada
caso se mezcld el antigeno con el adyuvante
completo de Freund’s (CFA). Las siguientes
inyecciones se realizaron con el adyuvante
incompleto de Freund’s (IFA). El esquema de las
inmunizaciones se detallan en la tabla 1.
Proteinas extraidas de cultivos liquidos de M.
fijiensis, también fueron utilizadas para
inmunizaciones. El esquema se describe en la
tabla 2. En general, se siguieron las técnicas
descritas en Harlow y Lane (1988).

Tabla 1. Esquema de inmunizaciones con ascosporas de M. fijiensis. Para las inyecciones
intramusculares (im) se tomd 0.25 ml de antigeno mas 0.25 ml de CFA y se inyect6 0.25 ml por animal.
Para las inyecciones sub-cutaneas (sc) se tomé 0.5 ml del antigeno méas 0.5 ml de CFA y se inyectd 50 ul

por sitio. Un total de 10 sitios se inyect6 por animal.

Dia Fecha Actividad Ruta | Adyuvante | Produccion
1 30-Agos | Sangrado inicial 5ml
1 30-Agos | Inyeccion inicial | sc/im CFA
34 03-Oct | Boost #1 im IFA

41 10-Oct | Test bleed 3ml

47 16-Oct | Test bleed
50 19-Oct | Test bleed
53 22-Oct | Test bleed
62 31-Oct | Boost #2 im IFA
69 07-Nov | Test bleed 3ml
72 10-Nov | Test bleed 3ml
75 13-Nov | Test bleed 3ml
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Tabla 2. Esquema de inmunizaciones con proteinas extraidas de cultivos liquidos de M. fijiensis. Para la
inyeccion inicial se utilizd 0.3 ml de una mezcla 1:1 de antigeno y CFA. Para el primer boost se utiliz6 la

misma proporcidn, pero se uso IFA.

Dia | Fecha |Actividad Ruta | Adyuvante | Produccion
1 | 30-Agos | Sangrado inicial 5ml

36 | 05-Oct | Inyeccidn inicial | im CFA

57 | 26-Oct | Boost #1 im IFA

64 | 02-Nov | Test bleed 3ml

La obtencién del suero (sangrado inicial y test
bleed) se realiz6 con una jeringuilla de 1 ml de la
vena marginal de la oreja del conejo. La sangre
se dej6 coagular a temperatura ambiente por 2 0 3
horas y luego a 4 °C hasta el dia siguiente. El
coagulo se centrifugd a 4 °C, 4,500 g por 15 min.
El sobrenadante (suero), que contiene los
anticuerpos, se conservo en tubos Eppendorf a —
20 °C.

Para las pruebas de especificidad de los
anticuerpos obtenidos se disefiaron dos técnicas
indirectas, de acuerdo al tipo de antigeno. En el
caso de ascosporas, se incubaron alrededor de 20
unidades en 100 ul de PBS (10 mM POQ,, 150
mM NaCl, pH 6.8) con 100 ul de suero inmune
en tubos eppendorf de 0.5 ml, previamente
blogueados con una solucién de 3% BSA
(albumina de suero bovino).

Como control se utiliz6 suero pre-inmune
(sangrado inicial). Los tubos fueron incubados a
4 °C toda la noche. Al dia siguiente, los tubos
fueron centrifugados a 20,000 g, 4 °C, por 30
min.  El sobrenadante fue descartado. Las
ascoporas se re-suspendieron en 200 ul de PBS y
re-centrifugadas en las mismas condiciones.

Este lavado se realizo tres veces. Finalmente, los
anticuerpos ligados a las ascoporas fueron
liberados con 100 ul de Glicina (100 mM, pH
2.5). Los tubos fueron centrifugados en las
mismas condiciones, pero el sobrenadante se
colecté y congelé a -20 °C hasta su
caracterizacion posterior (Ver Fig. 1).

En el caso de proteinas flngicas, se ligé primero
50 ul de extracto flngico a placas ELISA de 96
posillos. EIl total de proteina ligada en cada
posillo fue de 7 ug.

A

ascosporas

B

suero
con anticuerpos

= =

C

liberacion
de anticuerpos

ELECTROFORESIS

Fig. 1. Disefio experimental para probar la presencia
de anticuerpos contra ascosporas de M. fijiensis en
suero de conejos. A) ascoporas en PBS, B) ascoporas
incubadas con suero, C) liberacion de anticuerpos
ligados con buffer de glicina (100 mM, pH 2.5). La
presencia de anticuerpos en el sobrenadante se
verificd por medio de SDS-PAGE.
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Como control se utilizé una solucién de BSA al
3%. La ligacion se la realizd a temperatura
ambiente por 2 0 3 horas. Luego se lavaron los
posillos con PBS. El suero pre-inmune e inmune
se utilizaron para detectar la presencia de
anticuerpos contra proteinas flngicas y para
determinar la especificidad de los mismos. A los
posillos con antigeno flngico se adicion6 50 ul
de suero inmune. A manera de control se
adiciono 50 ul del mismo suero a posillos ligados
solo con BSA. Otro tipo de control lo conformd
el suero pre-inmune contra antigenos flngicos y
BSA. Las placas ELISA se incubaron toda la
noche a 4 °C, luego se lavdé con PBS. La
liberacion de los anticuerpos se realizé con 50 ul
de un buffer de Glicina (100 mM, pH 2.5). Se
incubo por 1 hora, luego de lo cual se colecto el
buffer y se congelé a —20 °C para su posterior
caracterizacion. Es disefio experimental de este
ensayo se encuentra esquematizado en la figura
2.

Suero con anticuerpos

A

Revista Tecnoldgica. Vol. 15, No. 1, Diciembre 2002

Para comprobar que las presencia de proteinas
liberadas por el buffer de glicina, los sobre-
nadantes de las pruebas de ascoporas y de
extractos  fangicos  fueron  sometidos a
electroforesis de poliacrilamida en condiciones
denaturalizantes (SDS-PAGE), como se describe
en Laemmli (1970). La presencia de una banda
proteica con un peso molecular aproximado de
150 kDa fue tomada como evidencia de presencia
de inmunoglobulinas. Como un medio adicional
de verificacion se tom6 una muestra de suero
inmune y se lo sometié a SDS-PAGE con y sin 2-
mercaptoetanol. La presencia del agente reductor
(2-mercaptoetanol) provoca la ruptura de los
enlaces disulfuro de los anticuerpos y se observan
las inmunoglobulinas como dos bandas discretas
de aproximadamente 50 y 25 kDa, que
corresponde a la presencia de sus cadenas
pesadas y livianas, respectivamente.

Liberacion de anticuerpos

— FLECTROFORESIS

Proteina fungica

Fiiacion de anticuernos

Fig. 2. Disefio experimental para probar la presencia de anticuerpos contra proteinas de M. fijiensis
en suero de conejos. A) ligacion de extractos proteicos en PBS, B) captura de anticuerpos presentes
en suero de conejo, C) lavado con PBS, D) liberacion de anticuerpos ligados con buffer de glicina
(100 mM, pH 2.5). La presencia de anticuerpos en el sobrenadante se verifico por medio de SDS-

PAGE.

3. RESULTADOS

La metodologia utilizada en el presente reporte permitio detectar la presencia de anticuerpos,
aparentemente especificos para ascoporas del hongo causante de la Sigatoka negra, Mycosphaerella

fijiensis.
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Fig. 3. Electroforesis de poliacrilamida en
condiciones denaturalizantes. Un volumen de
sobrenadante de 12 ul de los tubos sin y con
ascoporas (ver Fig. 1), fue mezclado con 3 ul de
buffer de cargado en tubos eppendorf de 0.5 ml.
Los tubos se hirvieron por 5 min y luego se
cargaron las muestras en el gel. Todos los tubos
fueron previamente bloqueados con BSA (3%).
Muestra 1 y 2 son tubos incubados con suero
pre-inmune. Muestras 3 y 4 son con suero
inmune. Muestras 5 y 6 son tubos con
ascosporas y suero pre-inmune. Muestras 7 y 8
son con suero inmune. M es el marcador de
peso molecular. La cabeza de flecha indica la

La figura 3 muestra la presencia de inmunoglobulinas (banda proteica de aproximadamente 150 kDa) solo
en los tubos incubados con suero inmune, y no en los tubos con ascosporas y con suero pre-inmune.
Tampoco se observo la presencia de inmunoglobulinas en los tubos sin ascosporas y solo incubados con

suero pre-inmune.
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La metodologia utilizada para la detecciéon de
anticuerpos contra proteinas fngicas mostr6 la
presencia de inmunoglobulinas, aparentemente
especificas, contra proteinas de M. fijiensis
ligadas a las placas ELISA. En la figura 4 se
muestra la presencia de inmunoglobulinas en los
posillos incubados con suero inmune y en la
presencia de proteinas fungicas. No se observd
mayor ligacion de anticuerpos en los posillos de
BSA incubados con suero pre- e inmune, ni en

Fig. 4. Electroforesis de poliacrilamida en
condiciones denaturalizantes. Un volumen de
sobrenadante de 12 ul de los posillos con o sin
proteinas fangicas (ver Fig. 2) fueron mezclado
con 3 ul de buffer de cargado en tubos
eppendorf de 0.5 ml. Los tubos se hirvieron por
5 min y luego se cargaron las muestras en el
gel. Muestra 1 - 4 son posillos ligados con
BSA: 1y 2) incubados con suero pre-inmune, 3
y 4) incubados con suero inmune. Muestras 5 —
8 son posillos ligados a proteinas flingicas: 5 y
6) fueron incubados con suero pre-inmune, 7 y
8) fueron incubados con suero inmune. M es el
marcador de peso molecular. La cabeza de
flecha indica la region de 150 kDa, que es el
peso molecular de las inmunoglobulinas
monoméricas.

los posillos con proteinas fingicas incubados con
suero pre-inmune.

Para comprobar que las bandas observadas en el
rango de 150 kDa eran inmunoglobulinas, se
corrio un gel en condiciones reductoras con un
suero inmune. La presencia de dos bandas nuevas
de aproximadamente 50 y 25 kDa demostraron la
separacién de los anticuerpos en sus respectivas
cadenas pesadas y livianas (Fig. 5).
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4. DISCUSION

El uso de anticuerpos como métodos inmuno-
diagndsticos o para investigaciones bioldgicas en
la identificacion de antigenos son herramientas
invaluables e indispensables en inmunoquimica.

En el Ecuador no existe una industria encargada
de poducir anticuerpos policlonales. Las pruebas
inmunoquimicas se realizan con insumos
importados y que por lo general se compran en
forma de “kits” de diagnostico los cuales solo se
pueden manejar segin las instrucciones del
fabricante. Para banano se ha desarrollado,
aparentemente, solo un método inmuno-
diagnéstico para Sigatoka (Mayorga and Laurent,
1998). Sin embargo este método no parece ser
especifico para M. fijiensis. Ademas, el Ecuador
tiene la necesidad de producir sus propios
métodos inmunoquimicos para diagnosticar
enfermedades locales y para los proyectos de
investigacién que lo requieran. Por lo tanto, el
establecimiento de la tecnologia de produccién
de anticuerpos podra servir a otras areas de
investigaciones biotecnoldgicas.

Los resultados presentados en el presente reporte
demuestran la capacidad de desarrollar
localmente nuestros propios métodos inmuno-
diagnésticos para fitopatologias como la Sigatoka
negra. Los anticuerpos policlonales pueden ser
producidos con relativa facilidad y dependiendo
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< Fig. 5. Suero inmune resuelto en
un gel de poliacrilamida.
A) condiciones denaturalizantes y
reductoras (2-mercaptoetanol).
Asteriscos denotan las bandas de
inmunoglobulinas esperadas de
aproximadamente 50 y 25 kDa. B)
condiciones denaturalizantes.
Asterisco denota la banda de
inmunoglobulina esperada de
aproximadamente 150 kDa. M es
el marcador de peso molecular.

de la cantidad de suero necesario, la produccion
se puede incrementar mediante la utilizacion de
otros animales como chivos u ovejas.

Se realizardn pruebas futuras con los sueros
obtenidos para determinar su especificidad contra
M. fijiensis, utilizando otros aislados flngicos
como M. musicola y M. muceae. Pruebas futuras
también incluiran la determinacion de los titulos
y finalmente su aplicacion a condiciones de
campo. Las pruebas tenderan a seleccionar los
anticuerpos que reaccionen especificamente
contra las ascoporas, ya que este estado
morfoldgico representa la etapa mas temprana de
infeccion.
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