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NOTATECNICA

Caracterizacion molecular de aislados cubanos de Mycosphaerella fijiensis
Morelet en base a grupos de apareamiento sexual
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RESUMEN: Los hongos poseen grupos de apareamiento sexual que controlan la especificidad de su reproduccion.
En Mycosphaerella fijiensis Morelet, existen dos grupos MAT 1-1-1 y MAT 1-2-1. El objetivo del presente
trabajo, consistio en caracterizar molecularmente aislados cubanos de M. fijiensis a partir de la informacion
disponible de las secuencias de sus ideomorfos. Se utilizaron nueve aislados de M. fijiensis, obtenidos a partir de
hojas necrosadas de Grande naine, procedentes de plantaciones de cinco localidades de Cuba (Ciego de Awvila,
Santa Clara, Santo Domingo, Remedios y Vueltas). Los oligonucleétidos (MfMAT1-2-1 y MfMAT1-1-1) fueron
disefiados a partir de la informacion disponible de las secuencias de los ideomorfos correspondientes a los genes
MAT1-1-1 y MAT1-2-1 de M. fijiensis.Se lograron amplificar fragmentos de ADN de 307 y 546 pares de bases
mediante la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), correspondientes con los grupos de
apareamiento MAT 1-1 en cinco aislados (CCIBP-Pf34, CCIBP-Pf39, CCIBP-Pf57, CCIBP-Pf66, CCIBP-Pf80)
y cuatro pertenecientes al MAT 1-2 (CCIBP-Pf54, CCIBP-Pf64, CCIBP-Pf110, CCIBP-Pf83).Se demostro
molecularmente la presencia de ambos grupos de apareamiento sexual en aislados cubanos de M. fijiensis y se
ratifico el caracter heterotalico de esta especie. Este resultado facilitara la obtencion in vitro y en casa de cultivo
del estado sexual de M. fijiensis, al disponer de aislados compatibles sexualmente.

Palabras clave: ascomicetes heterocaridticos, compatibilidad genética, grupos de apareamiento sexual,
idiomorfos.

Molecular characterization of sexual mating type in Cubans Mycosphaerella fijiensis
Morelet isolates

ABSTRACT: Fungi have sexual mating types that control the specificity of their reproduction. In Mycosphaerella
fijiensis, the sexual reproduction is determined by two groups of sexual mating (MAT1-1-1 and MAT 1-2-1).
The aim of this study was the molecular characterization of Cuban isolates of M. fijiensis from the available
information of their idiomorph sequences. Nine isolates of M. fijiensis were obtained from necrosed leaves of
Grande naine in five Cuban localities (Ciego de Avila, Santa Clara, Santo Domingo, Remedios and Vueltas).
The oligonucleotides MfMAT1-1-1 and MfMAT1-2-1 were designed from the information available of the sequences
of the gene ideomorphs MAT1-1-1 and MAT1-2-1 of M. fijiensis. DNA fragments of 307 and 546 base pairs
were amplified using the polymerase chain reaction technique (PCR). Five M fijiensis isolates (CCIBP-Pf34,
CCIBP-PF39, Pf57-CCIBP, CCIBP-Pf66, CCIBP-PF80) corresponded with the mating groups MAT1-1-1 and
four isolates (CCIBP-Pf54, CCIBP-Pf64, CCIBP-Pf110, CCIBP-Pf83) matched with MAT1-2-1. Both sexual mating
types were demonstrated to be present in the Cuban isolates of M.fijiensis, and the heterothallic character of
this species was ratified. This result will also facilitate the easily obtaining of the sexual state of M.fijiensis in
vitro and in the greenhouse in making use of sexually comp6atible isolates.
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"Autor para correspondencia. Michel Leiva-Mora. Correo

electrénico: michel@ibp.co.cu



La reproduccién sexual de los hongos comprende
tres eventos fundamentales: la fusion de dos células
haploides (plasmogamia) de modo que sus nucleos
comparten el mismo citoplasma; luego la fusién nu-
clear (cariogamia) para formar una célula diploide; y
finalmente la meiosis mediante la cual se producen
nucleos haploides recombinantes.

Estos eventos pueden ocurrir en una estrecha su-
cesién, pueden estar separados en el tiempo o pre-
sentarse en diferentes estadios del ciclo de vida de-
pendiendo de si el hongo es predominantemente
haploide o diploide (1).

En relacion con lo anterior, el apareamiento y la
seleccion de la pareja, constituyen puntos criticos en
los ciclos de vida de los organismos que se reprodu-
cen sexualmente (2). Segun Billiard (3), en los hongos
existen grupos de apareamiento sexual que respon-
den a un mecanismo de regulacién genética que con-
trola la especificidad de apareamiento (genes de com-
patibilidad sexual).

Desde el punto de vista genético los grupos de apa-
reamiento sexual estan determinados por genotipos
sexualmente compatibles. En términos de
heterotalismo, los grupos de apareamiento se definen
como auto-estériles, en los cuales se requiere el apor-
te de los nucleos de ambos progenitores. En las espe-
cies homotalicas o autofértiles la reproduccion sexual
involucra a nucleos genéticamente idénticos por lo que
no existen grupos de apareamiento sexual. Ademas,
existe el pseudohomotalismo que se refiere a un siste-
ma en el que una misma cepa es autofértil pero los
nucleos que participan en la fusion nuclear son
genéticamente diferentes (4).

Los sistemas heterotalicos pueden tener un solo
locus (compatibilidad bipolar, en cuyo caso los genes
no son pares alélicos sino que usualmente son dife-
rentes uno de otro y son denominados idiomorfos), dos
locus (compatibilidad tetrapolar, que comprende multi-
ples idiomorfos en cada locus) o pueden ser multilocus,
con combinaciones de varios alelos respecto a los gru-
pos de apareamiento sexual. La mayoria de los
ascomicetes heterotalicos conocidos, poseen un solo
locus con un sistema de apareamiento que compren-
de dos alelos (1).

Mourichon et al. (5), lograron reproducir in vitro por
vez primera el estado sexual de M. fijiensis. Asimis-
mo, Etebu et al. (6) demostraron que el proceso de
reproduccion sexual entre aislados compatibles de M.
fijiensis puede estimular la reproduccion sexual en con-
diciones in vitro para producir cuerpos fructiferos y
ascosporas.
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En el caso de M. fijiensis el apareamiento sexual
esta condicionado por dos grupos de apareamiento
(MAT 1-1 y MAT 1-2) (7). Sin embargo, esto solo se
utilizé para la caracterizacion de aislados mexica-
nos. Es por ello, que el objetivo del presente trabajo,
consistio en caracterizar molecularmente aislados
cubanos de M. fijiensis a partir de la informacion dis-
ponible sobre las secuencias de los ideoformos
MfMAT1-1-1 y MfMAT1-2-1.

Para este estudio se utilizaron nueve aislados de
M. fijiensis, pertenecientes a la Coleccion de Cultivos
Microbianos del Instituto de Biotecnologia de las Plan-
tas, perteneciente a la Universidad Central «Marta
Abreuy de Las Villas (Cuba). Los aislados se obtuvie-
ron a partir de hojas enfermas del cultivar Grande naine
que mostraban manchas necréticas con centros gri-
ses y secos (8). Las hojas procedian de plantaciones
de cinco localidades del pais (Ciego de Avila, Santa
Clara, Santo Domingo, Remedios y Vueltas), donde
no se habian realizado aplicaciones de fungicidas con
excepcion de la region de Ciego de Avila.

EIADN gendmico, se extrajo a partir de 50 mg de
micelio liofilizado mediante el protocolo DNeasy®
Plant Mini Kit (QIAGEN, Alemania), acorde con las
especificaciones de los fabricantes. La cantidad del
ADN fue determinada espectrofotométricamente
(Eppendorf Bio-Photometer, Alemania), utilizando la
relacion de Absorbancia 260/280 nm. Para chequear
su integridad, se tomaron 2 ul del ADN y se corrieron
en un gel de agarosa al 0,8% con 1X TBE, y poste-
riormente se realizd la tincién con bromuro de etidio.
Una vez confirmada su integridad se procedi6 a reali-
zar los ensayos de Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR).

Los oligonucledtidos fueron disefiados mediante el
programa Primer 3 (versién 4.0) (9), a partir de la infor-
macion disponible de las secuencias de los ideomorfos
de los genes MAT1-1-1 (Numero de acceso GenBank,
DQ787015.1)y MAT1-2-1 (Numero de acceso GenBank,
DQ787016.1) de M. fijiensis, correspondientes a los
grupos de apareamiento sexual secuenciados por Con-
de-Ferraezetal. (10).

Para la amplificacion por PCR, se utilizaron los si-
guientes oligonucledtidos: Mfmat 1-1 Fwd 5'-
AACGACAAGGACGAGACCAC-3', Mfmat1-1 Rev 5'-
TGAAGCTGATGTCGAACTGG-3' para obtener un frag-
mento de ADN de aproximadamente 307 pb; mientras
que con los oligonucleétidos Mfmat1-2 Fwd
5AGAAGCGCATGACCAAGAAC-3'y Mfmat1-2 Rev
5'-TGAACGCATTGAAATCTGCT-3', se disefiaron para
obtener un fragmento de aproximadamente 500pb.
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Las reacciones de amplificacion fueron realizadas
en un tampon constituido por: 50 mM KCI, 1,5 mM de
MgCl,, 10 mM de Tris HCI pH 8,3 que contenian la
mezcla de reacciéon 200uM de dATP, dCTP, dGTPyd
TTP (Pharmacia, Inglaterra), 200 nM de los primer MAT
1-1 y MAT 1-2, asi como una unidad de Taqg ADN
polimerasa (Boehringer Mannheim) y 0,5 ul de ADN
gendémico (50 ng.ul") utilizado como molde. El volu-
men final de reaccion fue de 50 pl. La amplificacion del
ADN, se efectu6 en un termociclador Mastercycler
personal (Eppendorf, Alemania), programado de la si-
guiente forma: 94°C durante 2 min, luego 34 ciclos de:
94°C, 45 seg; 55°C, 45 seg; 72°C, 1 min; seguido de
un ciclo de 72°C, 7 min.

Los productos amplificados correspondientes a
MfMAT1-1-1 y MfMAT1-2-1, fueron corridos en un gel
de agarosa al 0,8% con 1X TBE y posteriormente se
realizé la tincion con bromuro de etidio. Las fotografias
de los geles se tomaron con un densitdémetro de ima-
genes modelo Gel Doc 2000 (Biorad, Italia).

Con la utilizaciéon de los oligonucleétidos disefia-
dos en este estudio, se lograron amplificar mediante
la técnica de PCR fragmentos de ADN de 307 y 546
pares de bases, correspondientes a los grupos de
apareamiento MAT1-1-1 (CCIBP-Pf34, CCIBP-P{39,
CCIBP-Pf57, CCIBP-Pf66y CCIBP-Pf80)y MAT1-2-1
(CCIBP-Pf54, CCIBP-Pf64, CCIBP-Pf110 y CCIBP-
Pf83) (Figura).

Este resultado confirmé la presencia de ambos gru-
pos de apareamiento sexual en los aislados cubanos
de M. fijiensis obtenidos a partir de hojas infectadas
naturalmente en diferentes localidades del pais y ratifi-
co el caracter heterotalico de este hongo. Disponer de
aislados de M. fijiensis compatibles sexualmente, pue-
de facilitar la realizacion de estudios genéticos en con-
diciones controladas, asi como la evaluacién del perio-
do de generacién sexual para evaluartempranamente
la resiustencia de genotipos de Musa frente al agente
causal de la Sigatoka negra.

Los locus correspondientes a los diferentes grupos
de apareamiento sexual en M. fijiensis fueron
secuenciados parcialmente por Conde-Ferraez (10).
Estos autores depositaron en el banco genético inter-
nacional (Genebank) las secuencias
DQ787015.1correspondientes al MAT 1-1-1 vy
DQ787016.1 para el MAT 1-2-1; sin embargo no dise-
Aaron oligonucleotidos especificos para identificar me-
diante PCR dichos genes, lo que se abordd en el pre-
sente trabajo y permitira incorporar un nuevo caracter
en la diferenciacion de aislados de M. fijiensis.

Se encontré similitud entre las secuencias de los
grupos de apareamiento sexual de diferentes especies
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FIGURA. Productos de amplificacion del ADN de los nueve
aislados de M. fijiensis, acorde con las secuencias de las
ideomorfo de los genes mat 1-1(NUmero de acceso
GenBank, DQ787015.1) y mat 1-2 (NUmero de acceso
GenBank, DQ787016.1) de M. fijiensis. Lineas 1 - 9: CCIBP-
Pf34, CCIBP-Pf39, CCIBP-Pf57, CCIBP-Pf66, CCIBP-Pf80,
CCIBP-Pf54, CCIBP-Pf64, CCIBP-Pf110, CCIBP-Pf83; linea
10 marcador de peso molecular de ADN (Mass ruler M.
fijiensis low range, Fermenta)./ DNA amplification products
of nine M. fijiensis isolates, according with the gene
idiomorph sequences MAT1-1-1 (GenBank access number,
DQ787015.1) and MAT1-2-1 (GenBank access number,
DQ787016.1) of M. fijiensis. Lanes 1 - 9: CCIBP-Pf34,
CCIBP-Pf39, CCIBP-Pf57, CCIBP-Pf66, CCIBP-Pf80,
CCIBP-Pf54, CCIBP-Pf64, CCIBP-Pf110, CCIBP-Pf83;
Lane 10 DNA molecular weight marker (Mass ruler Mass
ruler M. fijiensis low range, Fermenta).

de hongos filamentosos tales como: Aspergillus nidulans
(Eidam) G. Winter, Magnaporthe grisea (T.T. Hebert) M.E.
Barr, Neurospora crassa Shear & B.O. Dodge, Fusarium
proliferatum (Matsush.) Nirenberg y Gibberella zeae
(Schwein.) Petch (11), lo cual puede ayudar a un mejor
entendimiento de su localizacion, funcion, conserva-
cion y evolucion de estos representantes de
ascomicetes. En este sentido, en varios ascomicetes
se han caracterizado en detalle las secuencias de los
grupos de apareamiento sexual y la localizacion de otros
genes en su vecindad (12, 13, 14).

En la mayoria de los hongos que se reproducen
sexualmente, los genes correspondientes a los gru-
pos de apareamiento sexual codifican proteinas y
péptidos que pueden unirse al ADN y controlar la ex-
presién de varios genes. Del mismo modo existen evi-
dencias que indican la produccion de feromonas espe-
cificas en ascomicetes filamentosos que pueden estar
bajo el control de los genes de compatibilidad sexual.
Por ejemplo, en Neurospora crassa las hifas masculi-
nas producen un tipo de feromona que desencadena
una respuesta de cambio de orientacion en el creci-
miento en su correspondiente hifa femenina especiali-
zada (tricogenos) (2).



En varias especies de ascomicetes heterotalicos,
se han caracterizado las secuencias de los grupos de
apareamiento sexual y la localizacién de otros genes
en su vecindad (12, 13, 14), lo cual ha permitido un
mejor entendimiento del ciclo de reproduccién sexual,
asi como la determinacion de las funciones biolégicas
de los productos codificados por dichos genes y los
factores que influyen en su regulacion. Por ejemplo,
Metin et al. (15), determinaron los genes correspon-
dientes a los grupos de apareamiento sexual de
Cryptococcus heveanensis (Groen.) Baptist & Kurtzman
asi como su localizacion fisica a nivel cromosomico
para evaluar la evolucién de los determinantes del sexo
en dicha especie.

En el caso particular de M. fijiensis, Conde-Ferraéz
etal. (10) cuando estudiaron la estructura de los gru-
pos de apareamiento sexual en M. fijiensis, considera-
ron que existia una elevada conservacioén en el locus
correspondiente a dichos genes, lo cual puede estar
justificado por la diferencia en las secuencias de los
idiomorfos de los mismos, que evita el proceso de
recombinacion genética. Asimismo, Conde-Ferraéz et
al. (7) desarrollaron un método molecular para identifi-
car la frecuencia y distribucion en los grupos de apa-
reamiento sexual en aislados mexicanos de M. Ujiensis
obtenidos a partir de conidios y ascosporas.

Por otra parte, Arzanlou et al. (16) lograron clonar y
secuenciar los loci correspondientes a los grupos de
apareamiento sexual de M. musicola R.LeachexJ.L.
Mulder y M. eumusae Crous & Mour. Cuando confron-
taron estas secuencias con las informadas para M.
fijiensis, identificaron dos regiones génicas adiciona-
les con una organizacién gendémica Unica, las cuales
contenian parte de las secuencias de los idiomorfos
MAT1-1-1 y MAT1-2-1, sugiriendo la existencia de un
ancestro comun en el cual ocurrieron eventos de fu-
sion entre las secuencias de los MAT1-1-1 y MAT1-2-
1. Los resultados de estos autores sugieren una dina-
mica evolutiva y gran flexibilidad en los loci correspon-
dientes a los MAT de las principales especies de
Mycosphaerella causantes del manchado de las hojas
de platanos y bananos.

Disponer de aislados cubanos de M. fijiensis ade-
cuadamente caracterizados, en base a los grupos de
apareamiento sexual; permitira evaluar la capacidad
de reproduccion sexual y la recombinacion genética
de este hongo fitopatdégeno en condiciones controla-
das. Adicionalmente, esto propiciara un mejor entendi-
miento del ciclo de reproduccién sexual y los aspec-
tos que inciden en su regulacion, la determinacion de
las posibles funciones bioldgicas de los productos co-
dificados por los genes de los grupos de apareamiento
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sexual; asi como los mecanismos reguladores del di-
morfismo sexual en M. fijiensis.

De igual manera, la creacion de mutantes GFP (del
inglés, Green Fluorescent Protein) mediante la trans-
formacion genética, seria una herramienta auxiliar para
observar histolégicamente la dinamica y evolucién del
proceso de reproduccion sexual in vitro e in vivo me-
diante la inoculacion artificial en un mismo genotipo de
Musa con cepas de M. fijiensis que difieran en sus
grupos de apareamiento sexual.
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