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sido liberados para su explotacion comercial en México (Orozco-Santos et
al., 2000).

Conociendo los problemas fitosanitarios a los que se enfrenta la
industria bananera a escala mundial, algunos grupos de investigacion se
enfocaron a realizar investigaciones implementando herramientas
moleculares para tener un mejor conocimiento del genoma de M. fijiensis.
En el 2003, se conformé el Consorcio de Gendémica de Mycosphaerella, en
el cual participan varias instituciones, incluyendo al CICY. El objetivo del
Consorcio es la implementacion y utilizacién de técnicas moleculares para
lograr un mejor conocimiento del patdgeno para su posterior manejo. Entre
las prioridades se encuentra la construccién y caracterizacion de
bibliotecas tipo cromosoma bacteriano artificial (BAC), la identificacién de
ADNc (ADN complementario), EST (fragmentos de genes expresados) y
microarreglos de la interaccién Musa-M. fijiensis. Otra de las prioridades es
la obtencion de poblaciones F, desarrolladas bajo condiciones in vitro para
ser utilizadas en la construccién del primer mapa genético de ligamiento de
M. fijiensis mediante el analisis de marcadores de ADN y por Ultimo,
también es prioritaria la secuenciacion de su genoma (Roux et al., 2003).

Los avances logrados hasta la fecha por el grupo de investigacion del
CICY en colaboracion con los institutos de investigacion: Plant Research
Internacional (PRI), Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS) de
Holanda; el Centre de Coopération Internationale en Recherche
Agronomique pour le Développement (CIRAD), de Francia y el Centro de
Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN (CINVESTAV) unidad
Irapuato, de México han permitido un mejor conocimiento del genoma de M.
fijiensis. Entre ellos se menciona el andlisis de la determinacion del
cariotipo y tamafo del genoma, logrando identificarse de 8 a 13
cromosomas y con un tamafio de genoma de 27 a 35 Mbp (Rodriguez-
Garcia et al., 2006). Sin embargo, resultados preliminares de la secuencia
del genoma de M. fijiensis se ha determinado un tamafo de
aproximadamente 70 Mb (Kema G.H.J. y Goodwin S.B. comun. person.).

También se llevé a cabo la construccién de una biblioteca tipo BAC,
desarrollada con un tamafo promedio de inserto de 90 kb y la cual
representa aproximadamente 4.9 X el equivalente del genoma. Se
encontré que aproximadamente el 39% de la biblioteca corresponde a ADN
altamente repetitivo (B. Canto-Canché comun. person.). Otro importante
logro fue el aislamiento y caracterizaciéon del idiomorfo MAT, el cual
permitird mediante un analisis de la PCR multiplex, identificar el MAT1-1 y






Jurgenson, J.E., Bowden, R.L., Zeller, K.A,, Leslie, J.F., Alexandra, N.J.
and Plattner, R.D. 2002. A genetic map of Gibberella moniliformis
(Fusarium verticillioides). Genetics 160: 1451-1460.

Marin, D.H., Romero, R.A., Guzman, M., and Sutton, T.B. 2003. Black
sigatoka: An increasing threat to banana cultivation. Plant Disease
87:208-222.

Mobambo, K.N., Gauhl, F., Pasberg-Gauhl, C., and Zuofa, K. 1996.
Season and plant age effect evaluation of plantain for response to black
sigatoka disease. Crop Protection 15: 609-614.

Orozco-Santos, M., Farias-Larios, J., Manzo-Sanchez, G., and
Guzman-Gonzalez, S. 2000. Black sigatoka in México. InfoMusa
10:33-37.

Sagi, L. 2000. Genetic engineering of banana for disease resistance-future
possibilities. En: D.R. Jones (ed.) Diseases of Banana, Abaca and
Enset, CABI Publishing, Wallingford,

Stover R.H. 1980. Sigatoka leaf spot of bananas and plantains. Plant
Disease 64: 750-756.

Stover R.H. 1983. Effet du Cercospora noir sur les plantains en Amérique
Centrale. Fruits 38: 326-329.

Stover R.H., and Simmonds N.W. 1987. Bananas. 3rd ed. Longman
Scientific & Technical, Essex, England.

Vuylsteke D., Ortiz R., Ferris R.S.B., and Crouch J.H. 1997. Plantain
improvement. Plant Breeding Reviews 14:267-320.






Abstract. Black leaf streak or black Sigatoka, caused by the ascomycete
fungus Mycosphaerella fijiensis, is the most destructive disease of the
foliage of bananas and plantains. It is widely distributed in almost all
producing regions of the world and causes great economic losses. M.
fiiensis has a high level of genetic diversity due to its sexual reproduction
and short life cycle that leads to numerous generations per year and a high
level of genetic recombination. These characteristics of the pathogen make
its control difficult. Control is based mainly on the continuous application of
fungicides and the implementation of cultural practices to reduce the source
of inoculum and the favorable conditions for the disease. There are
resistant cultivars obtained through the traditional genetic improvement;
however, some agronomic characteristics such as fruit quality are not totally
accepted by the consumer. The application of genetic engineering
promises great progress in the control of black Sigatoka, since it allows the
design of management strategies through the study and modification of the
host and pathogen. In this review, we present advances in knowledge of
the biology and the interaction between Musa spp. and M. fijiensis, as well
as the use of some molecular techniques for the study of the genome of
this fungus.

Additional keywords: Phytopathogenic fungi, Musacea, disease, symptoms,
genome.

1.1.1 Introducciéon

Los bananos y platanos (Musa spp.) son plantas herbaceas, poliploides y
perennes ampliamente adaptados a regiones tropicales y subtropicales, de
las cuales se pueden distinguir tres partes importantes de la planta: el
cormo con hijuelos y el sistema radical, el pseudotallo con el sistema foliar
y el racimo o inflorescencia. Dos especies diploides, M. acuminata Colla
(genoma A) y M. balbisiana Colla (genoma B), son los ancestros comunes
de todos los cultivares triploides y tetraploides conocidos (Simmonds y
Shepherd, 1955). El banano se considera el segundo frutal tropical mas
importante por su consumo mundial, asi como por su contenido de fuentes
de carbono, almidén, vitaminas y minerales.

La produccién anual en el mundo asciende a los 90 millones de ton, siendo
los paises de América Latina los principales exportadores de fruta fresca
hacia los Estados Unidos y Europa; sin embargo, en estos paises el 15%
de la produccion se exporta y el resto se destina al consumo local e
industrializacién (FAO, 2001). Dentro de las enfermedades que causan






Aunque, se detecto la Sigatoka negra por primera vez en 1963 en las islas
Fiji (Rhodes, 1964) ubicadas en el area del Sudeste Asiatico, su amplia
distribucién en los alrededores del Pacifico sugiere que ha estado presente
en la region mucho antes de su descubrimiento; posteriormente, se
dispers6 a todas las areas productoras del mundo (Stover, 1978). El control
de esta enfermedad se basa principalmente en el uso de fungicidas, cuya
aplicacion genera un costo de 30 a 40% de la produccién; sin embargo,
esta medida de control provoca contaminaciéon al ambiente, problemas de
salud humana y genera resistencia del hongo. El objetivo de la presente
revisidbn es dar a conocer los estudios que se han realizado sobre la
biologia y la interaccion de Sigatoka negra con los bananos y platanos, asi
como la aplicacién de algunas técnicas moleculares en el estudio del
patogeno.
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Figura 1.2. Ubicacion de las regiones bananeras en México en las cuales se
encuentra Sigatoka negra (Orozco-Santos et al., 2000)
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Figura 1.4. Ciclo de vida del hongo Mycosphaerella fijiensis, agente causal de la
Sigatoka negra de bananos y platanos (Musa sp.).

1.1.1.4 Estado asexual

La morfologia del estado asexual de M. fijiensis, conocida como
Pseudocercospora fijiensis, es reconocida porque los conidios son hialinos,
obclavados a cilindricos, rectos o ligeramente curvos, 6 a 9 septos,
delgados en el apice (30 a 132 ym de longitud) y mas anchos en la base
(2.5 a 5 ym) con una cicatriz en el hilum basal del conidio (punto de unién
entre el conidio y el conidi6foro) (Meredith y Lawrence, 1969). Los
conidi6éforos pueden emerger directamente por el estoma de manera
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las interacciones planta-patogeno. Esta interaccion inicia cuando las
ascosporas o conidios de M. fijiiensis llegan e inician la penetracién a los
espacios intercelulares del parénquima de la hoja, a través de los estomas
(Beveraggi et al.,, 1995). De acuerdo al resultado de esta interaccién, los
cultivares se han clasificado en tres categorias: los altamente resistentes
que bloquean tempranamente la infeccion (interacciones incompatibles),
los parcialmente resistentes que desarrollan los sintomas lentamente
(interacciones compatibles), y los susceptibles que desarrollan los
sintomas rapidamente (interacciones compatibles) (Ortiz y Vuyisteke, 1994;
Lepoivre et al., 2002).

La resistencia de algunas especies de Musa a M. fijiensis parece ser
relacionada mas a la postinfeccion, es decir la planta activa un mecanismo
de defensa, manifestado por la produccion de proteinas relacionadas a la
patogénesis (Lepoivre et al., 1993) y algunas fitoalexinas (Quinones et al.,
2000), asi como cambios en la estructura de substancias preformadas
(Hoss et al., 2000). El conocimiento de la informacion genética sobre la
herencia natural de la resistencia de musaceas a M. fijiensis es importante
para poder desarrollar estrategias de mejora genética de la planta,
orientadas hacia la resistencia de la enfermedad (Ortiz y Vuylsteke, 1994).

En la década de los noventa se obtuvieron hibridos euploides (tetraploides,
triploides y diploides) que mostraron tres niveles de respuesta a Sigatoka
negra; susceptibles (< 8 hojas sanas), poco susceptibles (8-10 hojas
sanas) y moderadamente resistente (> 10 hojas sanas) (Ortiz y Vuylsteke,
1994). Posteriormente se obtuvieron los hibridos FHIA 1 (AAAA), FHIA 2
(AAAB), los cuales mostraron resistencia a aislados procedentes de
distintas localidades de América Latina a tres temperaturas (22, 26 y 30°C),
mientras que cultivares susceptibles Enano Gigante (AAA) y Falso Cuerno
(ABB) fueron afectados por todos los aislados bajo las tres temperaturas,
presentdndose un mayor dafio a 26°C (Romero y Sutton, 1997a),
temperatura reportada como 6ptima para el desarrollo de la enfermedad en
genotipos susceptibles (Jacome y Schuh, 1992).

Se menciona que la resistencia parcial a la enfermedad depende de por lo
menos tres genes diferentes, un gen recesivo principal bsr1 y dos alelos
aditivos independientes bsr? (Ortiz y Vuylsteke, 1994). Por otra parte, se
ha demostrado que M. fijiensis tiene gran variabilidad patogénica, ya que
algunos aislados obtenidos de diferentes hospederos procedentes de
varios paises, fueron virulentos en ciertos hospederos y en otros no fueron
virulentos como en Calcutta IV y T8, mientras que en algunos hospederos
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1.1.1.6. Estrategias de control

La Sigatoka negra es controlada principaimente con la aplicacion de
fungicidas, ya que es la medida mas viable y efectiva para reducir los
dafios de la enfermedad, aunque esta medida también es apoyada con
algunas practicas de cultivo como el deshoje, deshije, densidad de la
plantacién, drenaje, control de malezas y fertilizacién (Orozco-Santos,
1998). El uso excesivo de fungicidas ocasiona contaminacién ambiental y
problemas de salud humana (Stover, 1980; Henriques et al., 1997);
ademas se ha demostrado la pérdida de sensibilidad del hongo a
fungicidas sistémicos del grupo de benzimidazoles como carbendazim y
benomyl (Fullerton y Tracey, 1984) e incluso se ha comprobado que la
resistencia a benomyl persiste alin después de que cesan las aplicaciones
por periodos de 3 a 5 afios.

También, se ha publicado que el hongo pierde la sensibilidad al fungicida
sistémico propiconazol (triazol) cuando se aplica junto con benomyl
(Romero y Sutton, 1998). Lo anterior indica que la resistencia del hongo a
algunos fungicidas esta ligada a su constitucion genética, ya que se ha
descrito que la resistencia al grupo quimico de las estrobilurinas depende
de la secuencia de nucleétidos del gen del citocromo b, correspondiente al
aminoacido alanina en la posicion 143 (Sierotzki et al, 2000). Se ha
observado que la alta virulencia de los aislados esta correlacionada con la
aplicacion frecuente de fungicidas, de tal manera que aislados resistentes
a benomyl, propiconazol y trifloxistrobin fueron mas agresivos en plantas
de banano inoculadas bajo condiciones de invernadero, que los aislados
sensibles a estos fungicidas (Romero y Sutton 1997b; 1998; Chin et al.,
2001).

En resumen, la resistencia del patdgeno a algunos fungicidas y el
incremento en su virulencia, ha tenido como consecuencia que su control
sea mas complejo y costoso al incrementar el nUmero de aplicaciones
(Romero y Sutton, 1998); por esta razén, recientemente se ha utilizado
como altenativa el sistema de preaviso bioldégico, que consiste en la
deteccion oportuna de los sintomas en tres de las hojas mas jovenes de la
planta, y detener el desarrollo de la enfermedad con el uso de fungicidas
sistémicos y de contacto que tienen efecto curativo sobre los estadios
tempranos del proceso de patogénesis del hongo, de tal manera que el
numero de aplicaciones se reduce al 31% (Pérez-Vicente et al., 2000).

16






M. fijiensis var. difformis J.L. Mulder y Stover y Mycosphaerella musicola
J.L. Mulder y Stover de diferentes regiones geogréficas (Sudeste Asiatico,
incluyendo Filipinas y Papua Nueva Guinea, Islas del Pacifico, Africa y
Ameérica Latina). Los niveles mas altos de diversidad genética se hallaron
en las dos poblaciones del Sudeste Asiatico (Carlier et al., 1994), lo que
concuerda con la hip6tesis de que esta regién es el centro de origen de M.
fijiensis (Stover, 1978; Mourichon y Fullerton, 1990). Otros de los
resultados sobresalientes fueron que M. fijiensis y M. fijiensis var. difformis
no reflejaron una variacién genética, por lo que se descarta que M. fijiensis
var. difformis, sea una variedad como fue propuesto por Mulder y Stover,
(1976).

En otro estudio, se identificé un desequilibrio gamético en las poblaciones
analizadas, indicando que existe una reproduccion sexual al azar, asi
como un alto nivel de diversidad alélica de H: 0.25-0.59; también se
determiné que la migraciéon natural de M. fiiensis entre los continentes
Africano y Americano es muy poco probable (Carlier et al., 1996). De igual
manera, con el uso de marcadores genéticos de microsatélites especificos
para loci de poblaciones de M. fijiensis procedentes de México y Nigeria,
permitieron concluir que la diversidad alélica dentro de cada region fue
comparativamente baja, que todos los loci fueron polimorficos entre las dos
poblaciones, excepto un alelo en un locus que fue comin entre ambas
regiones. Con base en que los aislados de Nigeria y México tienen
diferentes haplotipos polimoérficos se concluyé que no ha habido migracién
del patdgeno entre estos continentes (Neu et al.,, 1999). En otro estudio
realizado por Milller et al. (1997), se determind la diversidad genética a
escalas macro y microgeograficas, entre una lesién, entre lesiones de una
planta, entre plantas, entre diferentes cultivares y entre distintas
localidades geograficas, demostrando que el estado sexual del hongo
heterotalico representa una fuente importante para provocar un alto nivel
de variacién genética (Mourichon y Zapater, 1990).

Los marcadores genéticos también se han utilizado para determinar la
relacion filogenética entre M. fijiensis, M. musicola, M. musae (Speg.) Syd.
y P. Syd., Phaeoseptoria musae Punith. y Mycosphaerella eumusae Crous
y Mourichon presentes en las hojas de bananos y platano, mediante el
analisis de las secuencias de los ITS, de tal manera, que se ha confirmado
que M. eumusae esta mas cercano a M. fijiensis, por lo que, se considera
potencialmente un fitopatégeno de importancia (Carlier et al., 2000). Por
otra parte, con la finalidad de entender la interaccién patégeno-hospedero,
se ha desarrollado un sistema de transformacién genética para M. fijiensis,
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reemplazando cultivares susceptibles a la enfermedad. En la actualidad, se
estan desarrollando herramientas moleculares que permiten entender
varios aspectos biolégicos y genéticos de hongos fitopatégenos para lograr
un mejor control de la enfermedad.
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1.2.1 Introduccioén

El desarrollo de la genética y la biologia en el siglo pasado y en los ultimos
afos ha generado importantes logros, como son: el redescubrimiento de
las leyes de Mendel, la determinacion del ADN como el material genético,
el descubrimiento de la estructura de la doble hélice del ADN y sus
aplicaciones, los analisis de ADN por medio de marcadores, la
manipulacion y clonacion de fragmentos grandes de ADN y por Ultimo la
obtenciébn de la secuencia del ADN que puede ser convertido en
informacién digital y almacenada en una computadora para su posterior
anélisis (Lander y Weinberg, 2000; Zhang y Wing, 1997). Los mapas
genéticos y mapas fisicos forman la base para numerosas investigaciones
basicas y aplicadas, incluyendo estudios de la organizacion y evolucién del
genoma, clonacién de genes blanco, comparaciones evolutivas entre
especies y otras aplicaciones. Los mapas genéticos de genomas de
hongos fitopatbgenos se han construido con la ayuda de marcadores de
ADN y recientemente con la informacion de secuencias genémicas, siendo
su principal aplicacion el mapeo de genes de avirulencia (avr).

Hoy en dia, se han desarrollado mapas genéticos en varios hongos
fitopatégenos (Cuadro 1), dentro de los cuales, los Ascomicetos son los
mas estudiados. Por otra parte, los mapas fisicos se han iniciado a partir
de la determinacién del cariotipo electroforético, la construccion vy
caracterizacién de bibliotecas BAC (cromosoma bacteriano artificial), las
cuales han permitido realizar estudios en genémica comparativa entre
especies relacionadas y determinar la localizacion fisica de algun gene. El
mapeo genético, el mapeo fisico y la secuenciacién de genomas podrian
ayudar a elucidar la funcion de un gene, regulacién del gene y su
expresion bajo condiciones especificas (Peters et al., 2003), siendo estas
herramientas una prioridad en los proyectos de andlisis de genomas. Con
base en lo expuesto anteriormente, se plantea exponer en esta revision los
avances que se han logrado en hongos fitopatégenos sobre la
construccion de mapas genéticos, el mapeo de genes, el mapeo fisico y
otras aplicaciones para estudiar y comprender el genoma de este tipo de
patbgenos.

1.2.1.1 Mapas genéticos
Los mapas genéticos ayudan a entender la estructura, funcién y evolucién

del genoma y pueden ser una herramienta importante para la identificacién
de genes de interés (Jurgenson et al., 2002a). Los mapas genéticos
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1.2.1.2 Mapas fisicos

Un mapa fisico es un conjunto ordenado de fragmentos de ADN, dentro del
cual las distancias son expresadas en unidades de distancias fisicas
(pares de bases). Generalmente comprende un conjunto ordenado de
insertos de clonas grandes ordenados tales como bibliotecas BAC. Los
mapas fisicos pueden proporcionar informacion independientemente de la
informaciéon genética, pero son de mayor utlidad si son ligados a
marcadores genéticamente mapeados y aun mas utiles si son integrados
con los datos de la secuencia del genoma (Meyer et al., 2004).

Un mapa fisico completo podria facilitar la clonacién de genes por varios
métodos y sentar las bases para anclar y ordenar ESTs (secuencia
expresada etiquetada). El desarrollo reciente de la manipulacion de
fragmentos grandes de ADN y su clonacioén en levadura (biblioteca YAC) o
bacteria (biblioteca BAC), son herramientas poderosas para la generacion
de mapas fisicos. Por otra parte, las caracteristicas del genoma en
términos del numero y tamafio de cromosomas obtenidos por separacion
en geles de campo pulsante (PFGE) son conocidas como el cariotipo
electroforético. Con la ayuda de la técnica de PFGE se puede realizar la
separacibn de ADN de tamafio cromosomal (Zolan, 1995; Mils y
McCluskey, 1990). La metodologia de PFGE se ha aplicado para mapear
genes sobre un cromosoma en particular y correlacionarlos con algin
grupo 6 grupos de ligamiento (GL) (Luo et al., 2005).

En casos donde una sonda de un gene esta disponible, el andlisis tipo
Southern Blot puede ser usado para identificar el cromosoma en el cual
reside el gene (Mills y McCluskey, 1990). En varios hongos fitopatégenos
se han determinado sus cariotipos y los tamafios de genomas se han
determinado con precisién (Cuadro 1), generando informacion importante
sobre la variacién en el nimero y tamanos de los cromosomas, dentro y
entre especies, asi como también en las aplicaciones en el mapeo de
genes y su clonacién (Zolan, 1995). Una aplicacién basada en el desarrollo
de un mapa genético, es la correlacién con bandas (cromosomas)
especificas en el cariotipo electroforético mediante la hibridacién usando
sondas especificas de marcadores encontrados en un GL en particular
(Zolan, 1995) y asi poder correlacionar el mapa genético con el mapa fisico
dando la facilidad de identificar marcadores de ADN cercanos a un gene
de interés (<2 cM).
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Cuadro 1.1. Caracteristicas de mapas genéticos y mapas fisicos desarrollados en hongos fitopatégenos.

Nombre cientifico Marcadores Gene o locus No. elei?rg?(:lr%(t)ico Tadmee:ﬁo
(Hospedero) moleculares No. mapeado segregantes GL cM (Mb) genoma Fuentes
Ascomicetos
Ascochyta rabiei (1)* 261. . No . .
(Garbanzo) SSR, DAF 50 No mapeado 77 10 4 No estimado estimado ;g:g;enzvelg et al.,
. Phan et al., 2003;
Ascochyta rabiei (2) AFLP, RAPD, o5 MAT 96 28 1271 10-14 20.5-30.5 Akamatsu y Peever
(Garbanzo) SSR, SCAR 2005
Blumeria graminis (1) Avrlal0, Avric - " No Chirstiansen y
(Trigo) RFLP 3 y Avr Ih 80 7 ~3%6  Noestimado . iimado  Giese, 1990
MAT, Avraz,
Blumeria graminis (2) AVras AVres, g Pedersen et al,
(Trigo) AFLP, RFLP 359 AVIar, AVEars, 81 34 2114 7a8 100-160 2002a; 2002b
AVlaz2y AV
Cochliobulus
heterostrophus RFLP 125 Tox1, MAT 91 16 1500 15a16 35 Tzeng et al., 1992
(Maiz)
Cochliobulus sativus
(Cebada y Trigo) AFLP, RFLP 134 MAT, VHv1 103 27 849 15 33 Zhong et al., 2002
Fusarium oxysporum f. .
sp. lycopersici AFLP 83 Avr-3 32 23 76 102315 50 ;ggg'sse" et al.,
(Tomate)
Gibberella moniliformis Mat A, Stet, Jurgenson et al.,
(Maiz) RFLP 636 FUM1 121 12 145 12 46 2002
Gibberell ae (1) PIG1, PER1, Xu y Leslie, 1996;
vere’a 26 AFLP 1070 DON, NIV, 11 9 1300 9 40 Jurgenson et al,
(Maizy Trigo) TRIS 2002
Gibberella zeae (2) HygR, nitM,
(Maiz y Trigo) AFLP, STS 235 nyt1 111 9 1234 4 36 Gale et al., 2005

Leptosphaeria maculans

1) . No Pongam et al.,
(Colza, Repollo, Coliflor, AFLP 56 Avralm1 100 14 336 No estimado estimado 1998

Rabano)
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Figura 1.6. Esquema gréfico de los principales pasos requeridos para el mapeo genético y mapeo fisico en genomas
de hongos fitopatdgeno.






herramientas invaluables para el aislamiento de genes de avirulencia de B.
graminis y para el estudio de sintenia con otros hongos.

1.2.1.5 Didymella rabiei (Kovachevski) (anamorfo: Ascochyta rabiei
Pass. Labr.)

El agente causal de la rabia del garbanzo, el hongo necrotréfico D. rabie
provoca una de las mas importantes enfermedades del garbanzo a escala
mundial. Escasa informacién esta disponible sobre los factores genéticos
involucrados en la interaccién hospedero-patogeno. Lichtenzveig et al.
(2002) desarrollaron un mapa genético a partir de! analisis genético de la
progenie obtenida de la cruza entre un aislado de A. rabiei originario de
Estados Unidos (ATCC76501) y otro de Siria (AA13), difiiendo en su
agresividad. Cincuenta marcadores fueron mapeados, 36 fueron
marcadores DAF (huellas génicas de ADN amplificado) y 14 marcadores
SSR. El mapa genético estuvo comprendido por diez GL y tuvo una
longitud de 261.4 cM.

Sin embargo, en un estudio posterior Phan et al. (2003) desarrollan otro
mapa genético de este hongo cruzando el aislado ATCC76502 MAT 2 de
Estados Unidos con VIC0013 MAT 1 de Australia. Ellos emplearon 126
marcadores de ADN de los cuales 69 fueron marcadores RAPD, 46 fueron
marcadores AFLP y 10 fueron marcadores SSR y una SCAR. Se
caracterizaron dieciocho GL mayores y 10 GL menores y se logré6 mapear
el locus MAT (de apareamiento). El mapa tuvo una longitud de 1271 cM y
un promedio de distancia entre marcadores de 151 cM.
Desafortunadamente, los dos mapas no pueden ser integrados ya que
solamente dos marcadores SSR fueron comunes para ambos mapas.

Por otra parte, Akamatsu y Peever (2005), reportaron el cariotipo
electroforético de A. rabiei. Usando una colecciéon mundial de A. rabiei y
Ascochyta spp. incluyendo A. fabae, A. lentis, A. pisi y A. viciae-villosae. El
cariotipo electroforético de 45 aislados de A. rabiei originarios de 19 paises
revelaron 10-14 cromosomas y un tamafo estimado del genoma de 20.5 a
30.5 Mb.
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(fum1). Usaron el aislado A00015 (produce fum1, matA+, Skk, arg1, nic1'y
ste1) y lo cruzaron con A04643 (no produce fum1, matA-, Sks) Los analisis
arrojaron 12 GL correspondiendo a los 12 cromosomas que fueron
previamente identificados mediante el cariotipo electroforético (Xu et al.,
1995).

Los GL y los cromosomas fueron correlacionados mediante la técnica de
Southern blot empleando como sondas marcadores RFLP de cada uno de
los GL. Sin embargo, uno de los problemas que present6 este mapa es su
alto contenido de huecos dentro de los GL, haciendo esto dificil para
localizar rutinariamente con precisién algunos genes importantes
bioldgicamente. Por lo tanto, usando la misma poblacién segregante
Jurgenson et al. (2002b), expandieron el mismo mapa descrito por Xu ef al.
(1995), adicionandole 486 marcadores AFLP. El mapa genético resultante
tuvo un promedio de intervalo entre marcadores de 39 cM y
aproximadamente 21 kb / cM. Por lo tanto, se pudo identificar marcadores
AFLP en menos de 1 unidad de mapa del locus MAT y 2.5 cM del locus de
sk; mientras que ocho marcadores AFLP estuvieron dentro de 8.5 cM del
locus fum1. Estos resultados podrian ser Utiles para la localizaciéon y
clonacién de genes de interés en este hongo.

1.2.1.8 Gibberella zeae (Schwein.) Petch (anamorfo: Fusarium
graminearum Schwabe)

E! hongo ascomiceto homotalico F. graminearum, provoca varios tipos de
enfermedades en diferentes cultivos agricolas. Por ejemplo, en el trigo y la
cebada causa la pudricion de la corona y la costra basal, en maiz provoca
la corona del tallo, corona de la espiga y en clavel la putrefaccién de la
corona. Pero uno de los daflos mas importantes es cuando ocasiona la
reduccion de la calidad del grano de cebada, ya que los granos
cosechados frecuentemente estan contaminados con las toxinas nivalenol
(NIV), deoxinivalenol (DON) y zearalenona. Jurgenson et al. (2002a),
construyeron un mapa genético a partir del analisis de una cruza obtenida
de dos mutantes complementarios que no utilizan nitrato (nit) de G. zeae,
el aislado R-5470 originario del Japdn (linea 6 que produce NIV) y Z-3639
de Kansas (linea 7 que produce DON). La progenie fue analizada mediante
marcadores AFLP, dando como resultado un total de 468 marcadores
AFLP, estos fueron mapeados sobre nueve GL., obteniéndose una longitud
total del mapa de 1300 cM con un promedio de intervalo de 2.8 unidades
de mapa entre loci. Uno de los resultados mostré que algunos loci que
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1.2.1.9 Leptosphaeria maculans (Desmaz.) Ces. & De Not. (anamorfo:
Phoma lingam (Tode ex Fr.) Desmaz.)

El hongo ascomiceto L. maculans es el agente causal de la enfermedad
conocida como podredumbre seca o pata negra de la colza (Brassica
napus L.), la cual provoca pérdidas de mas del 90% de la produccion. En
este patdgeno se han realizado diferentes estudios para el mapeo genético
y fisico de su genoma. Tres mapas genéticos han sido reportados por
varios grupos (Attard et al., 2002; Cozijnsen et al., 2000; Pongam et al.,
1998), pero ninguno pudo ser integrado con algun otro. El primer mapa fue
llevado a cabo utilizando dos aislados, PHW1245 avirulento y PHW1223
virulento sobre B. napus cv. Major. Se emplearon marcadores AFLP y se
analizé el locus de avirulencia (a7m1). El mapa genético arrojé nueve GL
mayores y cinco GL pequefios menores conformados con al menos 3
marcadores cada uno.

Dos marcadores AFLP fueron ligados al locus alm1, los cuales estaban a
una longitud de 3.1 y 8.1 cM. Estos datos nos indican que el gene de
avirulencia esta controlado por un solo gene (Pongam et al., 1998). En
cambio, en otro estudio se llevd a cabo el analisis genético de la cruza
entre el aislado C13 avirulento y M1 virulento sobre B. juncea. La poblacion
segregante fue estudiada usando marcadores AFLP, RAPD, el locus MAT
y un locus confiriendo especificidad del hospedero (HS) por la habilidad de
formar lesiones en B. juncea. Los resultados presentaron un mapa
genético de 21 GL, con cinco GL pequeiios y una longitud de 1520 cM.

Los resultados mediante PFGE mostraron que cada aislado parental tuvo
16 cromosomas y un tamafio de genoma de 33.5 Mb (Cozijnsen et al.,
2000). Por lo tanto, el mapa genético y fisico podria ser extremadamente
atil como una base para futuros estudios de genética y genémica funcional
de este hongo. Posteriormente, otro grupo de investigacion realizé una
cruza entre el aislado a.2 (Mat+, AvrLm1) y el aislado H5 (Mat-, avrLm1)
aislados de B. napus. El mapa genético fue obtenido mediante el analisis
de marcadores RAPD, ISSR (secuencias simples repetidas internas), AFLP
y rep-PCR, estos produjeron 301 marcadores ligados, definiendo 18 GL de
mas de cinco marcadores cada uno de ellos.

El locus AvrLm1 fue localizado dentro de un GL de 116.8 cM de longitud,
compuesto de 14 marcadores, de los cuales 7 estan estrechamente
agrupados alrededor del locus AvrLm1. Estos marcadores fueron
transformados dentro de regiones amplificadas de secuencias
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El desarrollo de los mapas genéticos en M. grisea ha facilitado el mapeo
de distintos genes de avirulencia y con la ayuda de la metodologia de
caminata sobre cromosoma varios genes Avr han sido clonados (PWL2,
AVR1-CO39, AVR-Pita y ACE1) (Sweigard et al. 1995; Orbach et al., 2000;
Farman y Leon, 1998; Bohnert et al., 2004). Recientemente Luo et al.
(2005), construyeron un nuevo mapa genético de la cruza entre el aislado
84R-62B (MAT1-1) con Y93-245c-2 (MAT1-2). Se pudo determinar las
localizaciones cromosémicas de tres genes de avirulencia (AvrPik, AvrPiz 'y
AvrPiz-t). Empleando marcadores RAPD y RFLP que hibridan
diferencialmente con los cromosomas de los dos aislados parentales, se
asignaron mediante andlisis de Southern blots a los cromosomas 3 y 7
respectivamente los dos GL que contienen a los genes AvrPiz y AvrPiz-t. El
gene AvrPik esta localizado sobre el cromosoma del tamario de 1.6 Mb en
84R-62B, lo que sugiere que los tres genes de avirulencia residen sobre
diferentes cromosomas.

Por ofra parte, en otro estudio se analizaron algunos clones de una
biblioteca BAC del aislado 70-15 y fueron ensamblados dentro de 188
contigs cubriendo todo el genoma del hongo. Ciento veintitrés de esos
“contigs” fueron anclados al mapa genético reportado por Nitta ef al. (1997),
empleando marcadores RFLP (Zhu et al., 1999).

El cromosoma 7 (con un tamaio de 4.2 Mb) es hoy en dia la porcién del
genoma mas estudiada (Mitchell et al., 2003). La importancia de su estudio
es que este cromosoma contiene el locus MAT (mat a o a) asi como
también 20 marcadores mapeados. Por lo anterior, Zhu et al. (1999),
construyeron un mapa fisico cubriendo >95% del cromosoma 7 de M.
grisea usando una biblioteca BAC, obteniendo una importante correlacion
entre el mapa genético y el mapa fisico de este cromosoma (Mitchell et al.,
2003). En un estudio realizado para determinar el nivel de sintenia
(regiones de un juego de genes ortdlogos) de una biblioteca BAC (aislado
4224.7.8) del cromosoma de M. grisea y la informacion de las secuencias
de los genomas de N. crassa, Candida albicans y Saccharomyces
cerevisiae, se encontré que una regién fue sinténica a una porcion del
genoma de N. crassa, en cambio no hubo sintenia con C. albicans y S.
cerevisiae.

La identificacion de estas regiones conteniendo genes altamente
conservados a travées de dos géneros que han evolucionado
independientemente induce muchas preguntas biolégicas, como la funcién
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Otro de los patdgenos estudiados a nivel de su genoma fue Pyrenophora
teres f. teres, causante de la mancha en red de cebada. Se construyd un
mapa genético y se ha obtenido el cariotipo electroforético. Ciento ocho
marcadores AFLP fueron analizados para construir el mapa genético, el
cual consistio de 15 GL y una longitud de 909 cM. El analisis del cariotipo
electroforético reveld un minimo de 6 cromosomas con un tamario del
genoma de 23 Mb. Cada uno de los individuos de la poblacion fueron
inoculados en cada una de las cuatro lineas de cebada, las cuales
muestran una respuesta diferencial a los aislados usados como padres (Lai
et al., 2005).

Por dltimo, el primer mapa genético reportado de un basidiomiceto fue
hecho por Zambino et al. (2000), analizando una poblacién F, de Puccina
graminis Pers., agente causal de la rodera del vastago de trigo. Se
mapearon 17 marcadores RAPD, 35 marcadores AFLP y 8 genes de
avirulencia y se logré construir un mapa genético compuesto por 7 GL con
una longitud de 525 cM.

Otro basidiomiceto estudiado fue Heterobasidion annosum (Fr.) Bref. sensu
lato (s.l.), agente causal de la putrefaccion de la raiz en coniferas, siendo
el patégeno mas devastador del hemisferio Norte. Un mapa genético fue
construido de la cruza entre dos aislados compatibles de los grupos inter
estériles S y P originarios de Norte América. Una progenie de 102
individuos fue obtenida y analizada con 358 marcadores AFLP. Los
analisis de ligamiento mostraron 19 GL, conteniendo seis o mas
marcadores, los cuales cubrieron una longitud de 1468 cM; sin embargo,
otros 70 marcadores AFLP fueron asignados a pequefios GL. Esos
marcadores formaron otros 20 GL; por lo tanto, la longitud total del mapa
fue de 2252 cM. Los loci para los dos genes inter estériles (S y P) fueron
localizados en el mapa. Mientras que la segregaciéon del locus MAT fue
analizado por retro- cruzas entre la progenie con sus padres (Lind et al.,
2005a). Sin embargo, el locus MAT no pudo ser colocado en el mapa.
Posteriormente, se mapearon QTLs para la patogénicidad sobre Pinus
silvestris. Los andlisis determinaron un QTL sobre el GL 15y un QTL en el
GL 20. Estos QTLs podrian ser identificados y caracterizados en estudios
posteriores (Lind et al., 2005b).
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la informacién que pronto sera generada de la secuencia del genoma para
localizar genes de interés.

Otro de los objetivos del grupo es la clonacién del locus MAT de M. fijiensis.
Por lo tanto, se lievd a cabo la clonacidn del gen ADN liasa, el cual se ha
demostrado que estd cercano al locus MAT en varios hongos. Un
fragmento de este gene fue amplificado con oligonucleétidos degenerados,
clonado y secuenciado. Usando una estrategia de caminata sobre
cromosoma y anclando sobre el gene de la ADN liasa, fue obtenida una
region de 7 kb de largo, que se localiza hacia la caja HMG incluido en el
idiomorfo MAT-2. En otro aislado, se obtuvo una regién de § kb, la cual
incluye al idiomorfo MAT-1. La anotacién de los genes esta en progreso
actualmente (Conde-Ferraez et al., 2005).

La ofra institucién nacional con proyectos de mapeo de genomas de
hongos fitopatégenos es el CINVESTAYV Unidad Irapuato, en donde se ha
llevado a cabo el analisis del mapeo genético de genes de avirulencia del
Deuteromiceto Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magnus), agente
causal de la antracnosis del frijol (Phaseolus vulgaris L.). Dos aislados de
origen mexicano que difieren en al menos dos genes de avirulencia fueron
cruzados para obtener una poblacién F,. Se obtuvo un mapa genético fue
obtenido mediante el analisis de 167 marcadores AFLP; el mapa presenté
una longitud de 1923.3 cM y estuvo conformado por 34 GL, con una
distancia promedio entre marcadores de 11.5 cM y una distancia maxima
de 39 cM. Ademas, se pudo determinar que los genes de avirulencia
(Avrcl-Mex y Avrcl-To) en los aislados usados como padres segregan
dentro de la progenie en forma independiente y en una proporcion de 1:1.
Actualmente este es el primer mapa genético que se reporta para alguna
especie de Colletotrichum (Luna-Martinez et al., 2005).

1.2.2 Conclusiones

En los Ultimos afios la blsqueda de soluciones a los problemas causados
por hongos fitopatégenos en los ultimos afios se ha encaminado hacia el
mapeo fisico y genético de sus genomas. El mapeo de genomas de
hongos fitopatégenos se ha enfocado hacia la blusqueda de genes de
interés, tales como los genes de avirulencia, siendo hasta la fecha, pocos
los que se han clonado. El mapeo fisico nos ha permitido poder entender la
composicién fisica del genoma, como es la determinacion del tamafio y
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Cuadro 2.1. Aislados monoascospéricos de Mycosphaerella fijiensis seleccionados de diferentes paises y

hospederos.
Mating Ao de Nivel de

Cédigo® type® Cultivar (Genoma) _ Colecta Agresividad® Pais Colector
G1 IN Cavendish (AAA) 1999 Bajo Filipinas X. Mourichon, CIRAD
86 + IN 1988 Alto Camerudn X. Mourichon, CIRAD
89 - IN 1988 Alto Camerun X. Mourichon, CIRAD
138 + Figue Suc 1990 Medio Colombia T. Lescot, CIRAD
139A - French Plantain 1990 IN Colombia T. Lescot, CIRAD
282 IN T8 (AA) 1990 IN Tonga R. Fullerton, HFRINZ

1229 IN Enano Gigante (AAA) 2003 IN México A. James, CICY

1230 IN Enano Gigante (AAA) 2003 IN Meéxico A. James, CICY
1231 IN Enano Gigante (AAA) 2003 IN México A. James, CICY

1232 IN Enano Gigante (AAA) 2003 IN México A. James, CICY

1233 IN Enano Gigante (AAA) 2003 IN México A. James, CICY

1235 IN Enano Gigante (AAA) 2003 IN México A. James, CICY

1239 IN Yangambi (AAA) 2003 IN Camerun A. Mouliom-Perfoura, CARBAP
1240 IN Yangambi (AAA) 2003 IN Camerun A. Mouliom-Perfoura, CARBAP
1241 IN Yangambi (AAA) 2003 IN Camer(~ A. Mouliom-Perfoura, CARBAP

“ Codigo del CIRAD, Francia.

® Mating type (grupo de apareamiento) (+) mas, (-) menos segun Mourichon y Zapater (1990).

¢ Nivel de agresividad determinado por El Hadramy, 1999 y Fullerton y Olsen, 1995.

IN: Informacién no reportada.

CIRAD (Centre de Coopération Internationale en Recherche Agronomique pour le Développement), HFRINZ (The Horticulture and

Food Research Institute of New Zealand), CICY (Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan) y CARBAP (Centre Africain de Recherche

sur Bananes et Plantains).
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Por ultimo, se colocé celofan de forma circular y del mismo tamanio de la
caja de Petri estéril, cubriendo el medio plaqueado con el licuado de cada
una de las parejas seleccionadas. Las cajas de Petri fueron selladas con
parafiim y se incubaron en una camara de crecimiento a 20°C con luz
continua durante un periodo de 30 dias. Las cajas de Petri que fueron
previamente incubadas de cada una de las parejas, fueron analizadas
mediante la obtencion de un corte de celofan y su posterior tincién con azul
de algodén, esto con la finalidad de analizar la formacién de peritecios. Los
cortes fueron observados bajo un microscopio estereoscopico.

Las parejeas que fueron compatibles sexualmente y que mostraron una
gran cantidad de peritecios fueron seleccionadas para obtener las
poblaciones F, de M. fiiiensis. Los peritecios fueron colectados con una
aguja de diseccion en medio de agar-agua; enseguida se utilizé la punta
globosa de una pipeta Pasteur con la finalidad de expulsar las ascosporas
que se encontraban en el interior de las ascas. Posteriormente, las
ascosporas fueron colectadas y cultivadas en medio PDA para desarrollar
cultivos monoascosporicos de cada poblacién F,. Finalmente las
poblaciones F; que se obtuvieron se almacenaron en forma de fragmentos
de micelio en glicerol al 15% a -80 °C en el Laboratorio de Biologia y
Genética de las Interacciones Planta-Patégenos del CIRAD.

2.2 Extraccion del ADN

Para la extraccién del ADN gendmico de toda la progenie (126 cuitivos
monoascosporicos) y los padres (CIRAD86 y CIRAD139A) se siguié la
metodologia descrita por Raeder y Brodar (1995) con algunas
modificaciones. El micelio fue cultivado en medio V8 300 durante 15 dias,
luego fue colectado con un bisturi y secado en un horno a 55°C durante 12
horas. El micelio seco fue molido dentro de un mortero en presencia de
arena de textura fina estéril con la ayuda de un pistilo. El polvo fino
obtenido fue colocado en tubos Eppendorf estériles de 2.0 ml.

A los tubos conteniendo los micelios macerados se les agregaron 800 pl de
buffer extraccion (1M Tris-HCI pH 8.0, 0.5 M EDTA, 5 M NaCl, 1% -
mercaptoetanol y 1% CTAB) y se incubaron durante 45 min a 65 °C.
Después se le adicionaron 1 vol de la solucion cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1) y se agitaron suavemente.

60






Enseguida se centrifugaron a 12,000 rpm durante 20 min a temperatura
ambiente. La fase acuosa fue transferida a tubos Eppendorf de 2.0 mi,
se le adicion6 800 pl de la solucién cloroformo:alcohol isoamilico (24:1)
y se centrifugé nuevamente a 12,000 rpm durante 20 min a temperatura
ambiente.

La fase acuosa se transfirié a un tubo nuevo agregandosele 600 pi de
isopropanol frio, se incubé a 4 °C durante 10 min para precipitar el ADN
y se centrifugd durante 10 min. El sobrenadante obtenido se decanté,
quedando la pastilla del ADN en el fundo del tubo. Las pastillas se
lavaron con 2.0 ml de etanol al 70%; posteriormente la pastilla se secé
al vacio durante 15 min. A cada muestra de ADN extraido se le
adicionaron 200 pl de una solucién de RNasa (100 pg/ml) y una
solucién de TE (Tris-EDTA) y por ultimo se incubaron durante 10 min a
65° C.

Posteriormente, se cuantificé el ADN de cada muestra en geles de
agarosa al 0.8%, conteniendo TBE 1X y 5 pg/ml de bromuro de etidio y
empleando un ADN estandar de concentraciéon conocida; la
concentracion también fue calculada por medio de un
espectrofotometro. Las concentraciones de cada muestra de ADN
fueron ajustadas a 100 ng/pl. Todas las muestras se mantuvieron a 4°
C.

2.3 Ildentificacion del locus MAT

La PCR se llevé de acuerdo al protocolo de Conde-Ferraez et al.,
(2007), cada reaccion contenia 10 ng de ADN genémico de los aislados
CIRADS86 y CIRAD139A, o de los individuos obtenidos en la poblacién
F,. Las mezclas de reaccién fueron preparadas como sigue: buffer 1x,
1.5 mM de cloruro de magnesio, 800 uM dNTPs, 0.4 pM de cada uno
de los oligonucleétidos foward y reverse (SIGMA) y 0.35 U de Taq ADN
polimerasa (ROCHE). Todas las reacciones fueron realizadas en un
termociclador Perkin-Elmer 9700. Las condiciones fueron: una
desnaturalizacion de 94° C por 4 min, 94° C 1 min, temperatura de
empalme de 62° C por 40 s, una extensién de 72° C por 40 s, por 35
ciclos y por ultimo una extension final de 72° C, 7 min. Posteriormente,
el ADN templado fue corrido en gel de agarosa al 1% y teiiido con
bromuro de etidio para la visualizacién de las bandas.
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2.4.2 Ligacion de los adaptadores EcoRl y Msel

La ligacién con los adaptadores se realizé adicionando a la muestras
digeridas previamente, 10 pl de la mezcla de ligacion conteniendo 2.5 U
de T4 ADN ligasa y 12.0 ul de adaptadores EcoRI/Msel (0.4 mM ATP,
10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM Mg-acetato y 50 mM K-acetato). Las
reacciones se mezclaron brevemente y se centrifugaron y por ultimo se
incubaron a 20° C por 2 h y posteriormente se almacenaran a -20° C.
Cada una de las reacciones se diluyé 1:10 volimenes, se transfirié 10
ul de la mezcla a un microtubo nuevo de 0.5 ml, se adicionaron 90 pl de
buffer TE y se mezclé suavemente.

2.4.3 Preamplificacion de los marcadores AFLP

La preamplificacion se realiz6 mediante una reaccién de PCR en un
volumen total de 25.5 pl, teniendo 2.5 pl de la mezcla de ligacién (1:10)
previamente diluida, 20.0 pl de mezcla de oligonucleétidos AFLP, 2.5 ul
de buffer 10X PCR de reaccién y 2.5 U de Tag DNA polimerasa
(ROCHE). Las muestras se mezclaron y se centrifugaron brevemente.
Las condiciones de la PCR fueron 20 ciclos con un paso de
desnaturalizaciéon por 30 s a 94° C, un paso de empalme por 1 min a
56° C y un paso de extension de 1 min a 72° C. Los productos de
preamplificacion de la PCR fueron diluidos 1:40 volimenes con agua
destilada estéril.

2.4.4 Amplificacion selectiva de los marcadores AFLP

Para la amplificaciébn selectiva, se emplearon oligonuclebtidos
complementarios a los adaptadores adicionales en el extremo 3°. La
mezcla tenia un volumen final de 11.0 pl, conteniendo 6.0 yl mezcla
Taq DNA polimerasa (158.0 ul de agua deionizada, 40.0 pl de buffer
10X de amplificacién y 2.0 yl Tag DNA polimerasa: 5 U/ul), 2.0 pl de la
dilucion del DNA preamplificado, 2.0 pl del oligonucleétido Msel
conteniendo dNTPs, 0.5 yl del oligonucleétido EcoRI marcado IRDye™
700 (LI-COR, Lincoln, NE) y 0.5 ul del oligonucleétido EcoRIl marcado
IRDye™ 800 (Cuadro 3). Al final se analizd6 un total de 44
combinaciones de oligonucleétidos AFLP (Cuadro 4).

La PCR se llevé a cabo en 13 ciclos, con un paso de desnaturalizacion
por 30 s a 94° C, un paso de empalme por 30 s a 65° C con un
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Cuadro 2.4. Total de combinaciones de oligonucleé6tidos AFLP usadas
para el andlisis de la progenie de Mycosphaerella fijiensis (CIRAD86 X
CIRAD139A).

E+AA E+AC E+AG E+AT
M+AA v v v v
M+AC v v N N
M+AG «l N v v
M+AT v \ v N
M+GA v v v v
M+GC v v v v
M+GG v v v v
M+GT v v v v
M+TA v v v v
M+TC v v v v
M+TG v v v v
M+TT v v oW v

2.5 Electroforesis en geles de poliacrilamida

Para el analisis por electroforesis en geles de poliacrilamida, 3 pl de los
productos de la amplificaciéon selectiva fueron disueltos en 2 ul de la
solucién desnaturalizante (formamida 98%, EDTA 10 mM pH 8.0, con
azul de bromofenol 0.1% y xilencianol 0.1%). Las muestras se
desnaturalizaron incubandolas durante 3 min a 90° C y rapidamente se
enfriaron en hielo. Se cargaron 0.8 yl de cada muestra en un gel
desnaturalizante al 4% de poliacrilamida (acrilamida:bisacrilamida 20:1;
urea 8 M y el buffer del gel fue de TBE 1X pH 8.0) de 0.4 mm.

El gel fué previamente precorrido sin muestras durante 30 mina 70 W,
36 mA y 2000 V, en una camara de electroforesis del analizador LI-
COR IRD? (Lincoln, NE). Las condiciones de electroforesis fueron de 60
W, 36 mA y 2000 V durante 2 h; se uso TBE 1X como buffer de
electroforesis.
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convertir la frecuencia de recombinacién a la distancia del mapa en
valores de centimorgans (cM).

El tipo de poblacién fue codificada como HAP, ejem. una poblacién
haploide derivada de un padre diploide heterocigoto. Los marcadores
con radio de segregacion significativamente diferentes del radio
esperado de 1:1 (y* £ 7.7; P 2 0.01) fueron eliminados ya que un
andlisis de mapeo inicial mostré que ellos podrian causar errores de
agrupamiento de marcadores no ligados. El analisis de ligamiento fue
llevado acabo sobre los marcadores remarcados con un valor de P 2
0.01. La asignacion inicial a los grupos de ligamiento (GL) fue basada
en el logaritmo de radio de probabilidad (LOD) de cada posible par de
marcadores. En este estudio fueron usados valores de LOD de 3.0 a
9.0, pero el ensambilaje final de los GL fue determinado por el uso de
un valor minimo de LOD de 3.0 con un maximo de fraccion de
recombinacion de 0.4 (LOD = 0.8). La funcién de mapeo de Kosambi
fue usada para computar la distancia de la recombinacién en
centimorgans (cM). Se evalud si los marcadores con un radio de
distorsién de la segregacion podrian contribuir para el mapa.

2.8 Estimacion de la longitud del genéma y cobertura

La longitud del genéma y su cobertura fue determinados basandose
principalmente en Luna- Martinez et al. 2007.

La longitud del genéma G fue estimada usando el método de Hulbert et
al. (1988), madificado en el método 3 de Chakravarti et al. (1991), en el
cual G = n (n-1) d/k, donde n es el numero total de marcadores, d es la
distancia del mapa correspondiendo al valor de LOD T para declarar
ligamiento, y k es el numero de marcadores ligados a LOD T o
superiores.

También se utilizd un estimado modificado G (Remington et al. 1999)
que corrige la estimacion del método de Hulbert

G=[n(n—1)d)(l+ |__2Ck ]
2k n(n-1)
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3.1 Introduction

The haploid, hemibiotrophic ascomycete fungus Mycosphaerella fijiensis
Morelet [anamorph Paracercospora fijiensis (Morelet) Deighton] causes
black leaf streak disease (BLSD) (commonly known as black Sigatoka), the
most economically important disease of banana (Musa spp.) in tropical and
subtropical areas (Marin et al. 2003). BLSD causes leaf necrosis and plant
defoliation, resulting in yield losses and poor-quality fruit which is prone to
premature ripening. Fungicide control of the disease can contribute up to
40 % of the direct costs of production; and these costs are beyond the
means of many smallholders (Marin et al. 2003). M fiiensis is a
heterothallic, filamentous fungus which can be easily cultured on both liquid
and solid media; in addition, sexual crosses can be made under laboratory
conditions (Mourichon and Zapater, 1990). Both anamorphs and
teleomorphs are present on infected leaves. Ascospores, produced during
the sexual stage, play an important epidemiological role through wind-
borne dispersal.

The analysis of M fijiensis population structure has been undertaken using
different types of molecular markers (Carlier et al. 1996; Neu et al. 1999;
Rivas et al. 2004). Genetic diversity in populations from other geographical
regions outside south East Asia (South America, Africa and the Pacific
Islands) have been considered to indicate founder events, since alleles in
common with populations from Papua New Guinea and the Philippines,
were identified but lower levels of genetic diversity in general were also
observed (Carlier et al. 1996). Analysis of gene flow and dispersal
processes of M. fijiensis at the continental scale, from population structure
analysis in recently invaded regions, was carried out by Rivas et al. (2004),
who showed that founder effects accompanied the recent invasion of M.
fiiensis in the African and Latin America-Caribbean regions, suggesting
stochastic spread of the disease at the continental level (Rivas et al. 2004).

Recombination caused by sexual reproduction is one of the most important
evolutionary forces shaping the genetic structure of a pathogen population.
The teleomorph of M. fijiensis contributes greatly to the amount of genetic
variation detected in fungal populations where the two mating types exist.
Recently the mating type locus of M. fiiensis was isolated and
characterized (Conde-Ferraez et al. 2007), this information will be beneficial
in population genetic analysis, evolutionary studies, or in studies of traits
affecting population structure. The mapping of MAT locus within the M.
fiiensis genome is therefore important.
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3.2 Materials and methods
3.2.1 Fungal isolates and growth conditions for crosses

Twelve isolates of M. fijiensis from different countries and cultivars of
bananas were used as parentals (Table 1). Crosses were made following
the method previously described by Mourichon and Zapater (1990). Two or
four ascospores were selected per ascus to carry out test crosses between
potential parental lines. Isolates from different continents and with differing
levels of aggressiveness, were used in order to maximize the genetic
variation between parental isolates (Table 1). The F; progeny population
chosen for mapping, was derived from isolates CIRAD86 (from Cameroon,
isolated in 1988; mating type +; this same isolate has been used for
genome sequencing) and CIRAD139A (from Colombia, isolated in 1990,
mating type -). The F, progeny population consists of 126 individuais
derived from a single cross. One hundred and ten isolates were analyzed
using 19 SSR markers; of these, 44 isolates were shown to have the same
genotype as the CIRAD139A parent and 3 had the same genotype of the
CIRADS6 parent; these isolates are probably clones produced by mitosis or
possibly from asexual spores and were removed from the mapping
population. A final population of 61 F, isolates was selected for genetic map
development. The mating type of 61 F, isolates was determined by PCR
(polymerase chain reaction) with mating type-specific primers MAT1-1 and
MAT1-2 (Conde-Ferraez et al. 2007).

3.2.2 DNA extraction

The parental isolates (CIRAD139A and CIRAD 86) and Fi progeny
population were grown in PDA medium for 8-12 days at 25°C; the mycelia
was harvested and dried for 1 day in an oven at 50°C. Total genomic DNA
was extracted following acetyltrimethylammonium bromide (CTAB)-based
procedure (Carlier et al. 1996).

3.2.3 AFLP analysis

Restriction, ligation, and preampilification reactions were performed
essentially as described in the original AFLP protocol of Vos et al. (1995). A
total of 48 primer combinations (Table 2) were analyzed out using the
IRDye™ fluorescent AFLP® Kit from LI-COR for small plant genome
analysis according to the instructions provided by the manufacturer. All
M+2 selective primers were synthesized by SIGMA GENOSYS (The
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Table 3.1. In vitro random crosses between 12 single ascospore isolates of Mycosphaerella fijiensis.

Code number
Mating type
Country of origin
Host

Level of aggressiveness

CIRADS86
mating type+
Cameroon
DN

High

CIRAD89
mating type-
Cameroon
DN

High

CIRAD138
mating type+
Colombia Colombia

Figue Suc French plantain
Medium DN

CIRAD139A
mating type-

CIRAD1229
Mexico
Gigan Naine
DN

CIRAD1231

Mexico
Gigan Naine
DN

CIRAD1233

Mexico
Gigan Naine
DN

CIRAD1235

Mexico
Gigan naine
DN

CIRAD86
mating type+
Cameroon
DN

High

X

X

X

X

X

CIRADS9
mating type-
Cameroon
DN

High

CIRADG1

Philippines
DN
Low

CIRAD282

1 ]
Jo
DN

CIRAD1239

Cameroon
Yangambi km 5
DN

CIRAD1240

Cameroon
Yangambi km 5
DN

CIRAD1241

Cameroon
Yangambi km 5
DN

DN: Date not reported.
* Mating type not known before the experiment.
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CIRAD13%9A x CIRADS86 with the greatest number of segregants was
selected for the construction of the genetic linkage map of M. fijiensis.

3.3.2 AFLP and SSR analysis of the mapping population

Forty eight AFLP primer combinations produced in total 663 AFLP bands
which were polymorphic between the parents; 346 were present in the
parent CIRAD86, and 317 fragments were present in the parent
CIRAD139A (Table 2). The number of polymorphisms distinguishing
between the parents ranged from 5 (for primer pairs E+AC-M+AT) to 27 (for
primer pairs E+AT-M+TC) with an average of 13.8 polymorphic markers per
primer pair (Table 2). There was no evidence of a relationship between the
composition of the selective nucleotides and the number of polymorphic
fragments obtained. Of the 32 SSR markers that were analyzed, all were
polymorphic between the parental isolates CIRAD86 and CIRAD139A, and
were used for genotyping the progeny and linkage analysis.

3.3.3 Linkage analysis and map construction

A total of 696 loci were analyzed (663 AFLP markers, 32 SSR markers and
the MAT locus) using the JoinMap 3.0 software (Van Ooijen and Voorrips,
2001). Forty eight AFLP markers (6.8%) showed significant distortion in
segregation from the expected 1:1 ratio (x* > 7.7; P < 0.01) and they were
excluded from the linkage analysis. Of these markers, 32 were identified in
CIRADB86 and 16 in CIRAD139A, therefore 649 (93%) markers had a P 2
0.01 (616 AFLP, 32 SSR markers and the MAT locus) and were included in
the linkage analysis. Of these 649 markers, 10 markers at P = 0.01, 48
markers were significantly different from a 1:1 ratio at P = 0.05, and 590
markers were not significantly different from a 1:1 segregation ratio.
Nevertheless, 262 (40%) markers with P > 0.01, including the MAT locus
did not show linkage and only 385 markers (18 SSR and 366 AFLP)
showed linkage with another marker (56%). However, 20% (131) of the
AFLP markers (Table 2) and 41% (13) SSR markers (Table 3) remained
unlinked.

Two hundred and ninety eight AFLP markers and 16 SSR markers were
assigned to 23 LGs containing 5 or more markers with minimum LOD
values of 3.0. The map covered a total length of 1879 cM (Fig. 1) with an
average distance between markers of 5.9 cM. The largest LG had 31
markers and was 192 cM in size (LG 1), and the smallest LG contained 7
markers and was 35 cM in size (LG 23). Analysis of the genetic linkage
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Table 3.2. Segregation and mapping data for AFLP markers generated for the construction of the genetic linkage map of
Mycosphaerella fijiensis.

AFLP primers Polymorphic bands obtained Distorted Unlinked Mapped markers
combination CIRAD86 CIRAD139 Total markers® markers® CIRAD86 CIRAD139 Total
1 E+AA-M+AA 7 8 15 0 10 2 3 5
2 E+AA-M+AC 8 7 15 2 9 3 1 4
3 E+AA-M+AG 16 7 23 3 12 6 2 8
4 E+AA-M+AT 4 2 6 1 3 2 0 2
5 E+AA-M+GA 5 3 8 1 3 2 2 4
6 E+AA-M+GC 13 6 19 0 7 8 4 12
7 E+AA-M+GG 10 6 16 1 4 7 4 11
8 E+AA-M+GT 8 6 14 3 5 4 2 6
9 E+AA-M+TA 6 6 12 3 2 4 3 7
10 E+AA-M+TC 8 9 17 1 4 5 7 12
11 E+AA-M+TG 1 15 16 2 6 1 7 8
12 E+AA-M+TT 12 6 18 1 3 9 5 14
13 E+AC-M+AA 3 6 9 0 7 0 2 2
14 E+AC-M+AC 4 6 10 0 4 2 4 6
15 E+AC-M+AG 4 2 6 0 5 1 0 1
16 E+AC-M+AT 2 3 5 0 5 0 0 0
17 E+AC-M+GA 6 3 9 0 3 4 2 6
18 E+AC-M+GC 2 11 13 1 4 0 8 8
19 E+AC-M+GG 12 6 18 1 5 8 4 12
20 E+AC-M+GT 6 9 15 1 8 2 4 6
21 E+AC-M+TA 12 6 18 1 4 9 4 13
22 E+AC-M+TC 10 7 17 0 7 7 3 10
23 E+AC-M+TG 7 7 14 0 3 6 5 11
24 E+AC-M+TT 9 6 15 1 6 5 3 8
25 E+AG-M+AA 5 8 13 2 7 1 3 4






Table 3.3. Characteristics and segregation of the 32 SSR markers used for the
construction of the genetic linkage map of Mycosphaerella fiji=~=is.

Linkage Position in the value of
~-yup __linkage group Locus  A:B? P

1 1 44 MfSSR329 33:28 0.522
2 1 52 MfSSR314  29:32 0.700
3 1 63 MfSSR137 30:31 0.898
4 2 75 MfSSR359 33:28 0.522
5 2 82 MfSSR358 31:29 0.796
6 2 93 MfSSR334 32:27 0515
7 2 111 MfSSR354 34:27 0.370
8 5 26 MfSSR325 30:28 0.792
9 5 49 MfSSR307 31:30 0.898
10 5 54 MfSSR326 30:29 0.896
11 6 18 MfSSR340 27:34 0.370
12 6 67 MfSSR244 22:37 0.050
13 8 36 MfSSR392 32:26  0.430
14 8 50 MfSSR025 31:27 0.599
15 9 23 MfSSR333 19:25 0.365
16 10 58 MfSSR394 26:35 0.249
17 33 0 MFfSSR061  33:28 0.522
18 33 5 MfSSR319 32:29 0.700
19 33 19 MfSSR362 30:31 0.898
20 NG MfSSR396 25:36 0.159
21 NG MfSSR384 24:36 0.121
22 NG MfSSR355 24:37 0.096
23 NG MfSSR353 28:33 0.522
24 NG MFSSR324 34:27 0.370
25 NG MfSSR302 33:27 0.438
26 NG MfSSR194 28:32 0.605
27 NG MfSSR395 31:26 0.507
28 NG MFSSR357 34:26 0.301
29 NG MfSSR400 35:26 0.249
30 NG MfSSR005 28:30 0.792
31 NG MfSSR203 32:29 0.700
32 MG MfSSR058  31:30 0.898

?Ratio o parents CIRAD86 (A) to CixkaD139A (B) alleles.

® Probability of x* values. The null hypothesis of the X test is that the A:B
segregation equals the 1:1 ratio (x> 2 7.7, P 20.01).

NG : not grouped
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markers are located at the ends of LGs. For the 61 F, progeny, at all 649
loci, there were 18,536 alleles from CIRAD86, 19,438 alleles from
CIRAD139A and only 1615 missing data points (4.1) (data not shown).
Nonetheless, some of the LGs show a slight, though insignificant, bias
toward one or the other parent. The LGs 3, 10, 21 and 22 are alightly
toward parent CIRAD139A, while LG 2 is slightly skewed toward parent
CIRADS6 as shown in Fig. 2.

3.3.6 Genome length and coverage

To estimate genome length, a combination of different methods based on
mapping data and chromosome number was used (Hulbert et al. 1988;
Remington et al. 1999; Chakravarti et al. 1991). A total of 4450 linked
marker pairs were detected using a LOD threshold of 2.0, letting n
represent 649 markers with a level of significance less than 0.01 used in
linkage analysis.

The maximum distance associated with a value of LOD of 2.0 was 49.19
cM. The results using our data suggest a genome length (8) of 4648.8
Kosambi cM employing Chakravati’'s method 3, whereas using the modified
estimator reported by Remington et al, (1999), 4443 Kosambi cM and
4303.5 Kosambi cM were estimated, considering 8 and 13 chromosomes,
respectively, based on the data of Rodriguez-Garcia et al (2006). Based on
an estimation of 2581 cM for the genetic linkage map generated in this
study (considering all the LGs), the map spans about 60% of the total
length of the genome of M. fijiensis if this is considered in 4303.5 cM. The
average map distance of one ¢M in kb of DNA is usually estimated by
comparing the size of a physical map (in kb) to the length of its genetic map
(in cM). Because the karyotype analysis estimated for M. fijiensis genome
is approximately 35 Mb in size (Rodriguez-Garcia et al. 2006), but the
sequencing now indicates a genome size of 77 Mb (S.B. Goodwin and
G.H.J. Kema, personal communication) then this estimation of the genetic
map length, considering only the large 23 LGs, gives an average of 40.9
kb/cM.

We evaluated the degree of map coverage using the formula ¢ = e ~2¢
(Lange and Boehnke, 1982) and using the lowest of genome size G =
4303.5 Kosambi cM, an estimated 69.9% of the genome is within 6.7 cM of
one of the 386 linked markers. To obtain an average interval of 10.0 cM for
coverage of 95% of the genome of M. fijiensis, all 645 markers are required
to be on the map.
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Table 3.5. Estimated recombinatio~ ~eh+=en the MAT locus and twelve m~-kare

Marker A:B* Va';.? of Re;:’:f;’;i::” Value LOD
BEACMTG503 23:33 0.181 0.286 2.0
AEAGMAA379 23:34 0.145 0.298 1.7
AEAAMAG559 32:26 0.430 0.328 1.4
BEATMTC109 26:35 0.249 0.361 1.3
BEACMAA549 33:25 0.293 0.379 1.0
BEAGMTT419 29:29 1 0.362 1.0

SSRF84 24:36 0.121 0.617 1.0
AEAAMAC403 38:23 0.054 0.623 1.2
BEAAMGC228 30:30 1 0.650 1.2
BEATMTC103 29:32 0.700 0.656 14
AEAAMGC199 30:30 1 0.683 1.8

"3 <auo of parents CIRAD86 (A) to CikaD139A (B) aneies.
® Probability of x* values. The nuil hypothesis of the x° test is that the A:B
segregation equals the 1:1 ratio (x* = 7.7, P 20.01).
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When all the small LGs are taken into account, the genome size expanded
to a total length of 2581.5 cM which is similar to the genetic linkage map of
Heterobasidion annosum with 2252 cM which contains 39 LGs (Lind et al.
20035) and Blumeria graminis with 2114 cM containing 34 LGs (Pedersen et
al. 2002).

The 4648.8 cM based on the calculations using the algorithms of
Chakravarti et al. (1991) and using the modified estimator Remington’s is of
4443 cM and 4303.5 cM, considering 8 and 13 chromosomes, respectively.
This value is close to that of a recent report for Cryphonectria parasitica
with 3356 cM (Kubisiak and Milgroom 2006) and 3241 cM in Colletotrichum
lindemuthianum (Luna-Martinez et al. 2007) but is larger than 1917 cM in C.
neoformans (Forche et al. 2000) and 1200 cM for P. infestans (Van der Lee
et al. 1997).

Skewed marker segregation was previously noted in fungal maps. In the
case of M. fijiensis 48 AFLP markers showed significant segregation
distortions (P < 0.01) (Table 3) and were omitted in the mapping analysis;
this accounted for 6.8% of the total number of 696 markers. A further 8.9%
of markers showed significant distortion (up to P = 0.01) but were included
in the analysis. In comparison with L. maculans Cozijnsen et al. (2000)
reported that 7% of the markers were distorted. Forche et al. (2000),
reported that 33 markers (18%) showed skewed segregation in C.
neoformans and similarly Zhong et al. (2002) found that 17.4% of skewed
AFLP markers in C. sativus were distorted. From 56 markers used to create
the map of L. maculans, 30% showed significant segregation distortion
(Pongam et al. 1998). Finally, Lind et al. (2005), reported that in H.
annosum, 141 (39%) had a segregation distortion from the assumed 1:1
ratio at the 5% significance level. This is a relatively high proportion
compared with some other fungal genetic linkage maps.

In our study 1 - 5 markers with distorted segregation were observed on 15
different LG; these markers were found on different regions of individual LG,
indicating that no particular LG or large segments of a particular LG showed
distortion (Fig. 1). No clustering of skewed segregating markers could be
found in our analysis. The level of distortion accepted in this study was
determined at P = 0.01, this value compares well with those taken for the
construction of other fungal genetic linkage maps. In other studies some
markers with a significantly distorted segregation were included on the LG
forming the genetic linkage map. In H. annosum this included all 19 large
LG of (Lind et al. 2005), on 7 of the 11 LG in P. ostreatus (Larraya et al.
2000), and in B. lactucae on 7 of the 12 LG (Sicard et al. 2003).
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Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici where 32 parasexual fusion products
were analyzed (Teunissen et al. 2003).

A relatively relaxed minimum LOD value of 3.0 was applied. However many
of the LG determined were based on LOD’s between 3.0 and 9.0. The LOD
values and the maximum recombination frequency of 0.4 used in this study
are similar to values reported in previous studies in fungi (Cozijnsen et al.
2000; Pedersen et al. 2002; Phan et al. 2003; Luo et al. 2005) and
oomycetes (May et al. 2002).

Regarding the AFLP and SSR markers used in this study, AFLP markers
have recently been widely used in the development of linkage genetic maps
for both true fungi (Cozijnsen et al. 2000; Jurgenson et al. 2002, Kema et al.
2002; Phan et al. 2003; Lind et al. 2003) and Oomycetes (Hulbert et al.
1988; May et al. 2002; Van der Lee et al. 1997; Sicard et al. 2003). The
AFLP analysis is a rapid technique which generates a large number of
polymorphic markers to provide the overall framework for the map.

AFLP markers have been found to cluster due to the methods of likelihood
used to detect SNP’s which often occur in repetitive DNA regions (Qi et al.
1998). We could detect only clustering between two AFLP markers on the
LG 2, LG 3 and LG 5. In this study the markers are relatively evenly spread
over the LG, spaced at an average 7.0 cM between markers. The non-
clustering of AFLP markers is similar to that has been found in similar work
(with an average distance between markers of 8.9 to 15.1 cM), for example:
C. neoformans (Forche et al. 2000), H. annosum (Lind et al. 2005), A. rabiei
(Phan et al. 2003) and L. maculans (Cozijnsen et al. 2000). Whereas in M.
graminicola (Kema et al. 2002), G. zeae (Jurgenson et al. 2002) in B.
lactucae (Sicard et al. 2003) such clustering has been seen (the maps
showed an average distance between markers of 2.8 to 5.3 cM). The
clustering phenomenon of AFLP markers seems to be associated with high
density maps; hence addition of more AFLP markers might reveal
clustering in M. fijiensis as well.

In our study 32 new SSR markers were developed and used to analyze the
segregation among the 61 F, progeny; some SSR markers from M.
graminicola and M. grisea were analyzed using the parental isolates
(CIRADS86 and CIRAD139A); these were not informative (data not shown).
The genomic sequencing of M. fijiensis, including 40,000 ESTs is now
complete and machine annotation is in progress (S.B. Goodwin and G.H.J.
Kema personal communication); this will provide a valuable resource of
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CAPITULO 4

Conclusiones Generales

En este estudio se planted la obtencién de poblaciones F; de M.

fiiensis y la seleccién de una de ellas para ser analizada genéticamente
con marcadores moleculares, con la finalidad de desarrollar un mapa
genético de ligamiento con base en la segregacién de los marcadores
AFLP y SSR y el locus MAT.

Con base en los resultados generados de los diferentes estudios
experimentales se puede concluir que:

1.

Fue posible obtener bajo condiciones in vitro tres poblaciones F; a
partir de cruzas entre algunos aislados de M. fijiensis originarios de
diferentes paises y distintos cultivares de banano y platano con
diferente nivel de resistencia a Sigatoka negra. Siendo las primeras
que se reportan para este patogeno.

Para desarrollar el primer mapa genético de ligamiento de M.
fijiensis fue seleccionada la poblacion F; generada por la cruza
entre los aislados CIRAD86 (de Camerun) x CIRAD139A (de
Colombia). Se analiz6 genéticamente mediante la segregacion de
marcadores de ADN (664 AFLP, 32 SSR) y el locus MAT.

Un total de 297 marcadores AFLP y 16 marcadores SSR integraron
el mapa genético de ligamiento de M. fijiensis, siendo el segundo
del género Mycosphaerella. Este mapa es similar con los
reportados en algunos estudios de hongos fitopatdgenos.

El nimero de grupos de ligamiento identificado en este estudio es
similar a los reportados en otros ascomicetos. Sin embargo, no fue
similar al nimero de cromosomas que contiene M. fijiensis, por lo
que surge la necesidad de conocer el cariotipo electroforético de los
aislados CIRAD86 y CIRAD139A.
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CAPITULO 5

Perspectivas

Los aislados de M. fijiensis de diferentes paises y distintos
cultivares que fueron compatibles sexualmente bajo condiciones in vitro,
tuvieron la capacidad de reproducirse sexualmente bajo las condiciones
experimentales del estudio, esto se demostré por su capacidad para
producir peritecios fértles con ascas conteniendo en su interior las
ascosporas. Lo anterior demuestra que es factible la utilizacién de la
metodologia para estudios posteriores donde se requiera realizar cruzas
entre aislados con caracteres deseables.

Las tres poblaciones F, generadas en este estudio son las primeras
que se reportan para este importante hongo patdgeno de bananos y
platanos, por lo que son de gran utilidad para ser utilizadas en estudios
genéticos. Este primer mapa puede ser la base para el desarrollo de otro
mapa genético de ligamiento mas denso que permita realizar estudios de
gendmica comparativa empleando los mismos marcadores moleculares
mapeados en los grupos de ligamiento. Mediante el analisis bioinformatico
de bases de datos de EST y de la secuencia del genoma de M. fijiensis
pueden identificarse y desarrollarse nuevos marcadores tipo microsatélites,
los cuales permitirian incrementar la densidad del mapa.

En este estudio se desarroll6 un mapa genético de ligamiento de M.
fifiensis formado por 23 GL con base en el andlisis de marcadores AFLP y
SSR. Este mapa representa el primer avance del conocimiento del genoma
de M. fijiensis y podria ser utilizado como una base para determinar la
organizacién del genoma y los rearreglos gendémicos. Sin embargo, el
numero de GL fue considerablemente superior al nimero estimado de 8 a
13 cromosomas. Por lo tanto, es de importancia conocer el cariotipo
electroforético de los aislados usados como padres CIRAD86 vy
CIRAD139A, con el fin de asociar al menos un marcador para cada GL
usandolo como sonda para hibridar con el cromosoma. También, otra
actividad sera identificar los extremos de los cromosomas mediante
secuencias teloméricas para determinar el numero aproximado de
cromosomas con que cuenta este patégeno.

La generacién de mas marcadores de ADN ayudaria a desarrollar
un mapa mas denso, lo cual permitira tener una mayor cobertura del
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resistentes, asi como comprender todos los mecanismos involucrados en
el proceso de la patogénesis.
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