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Aviso

El presente protocolo de diagnostico fitosanitario fue desarrollado en las instalaciones de la
Direccion del Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria (CNRF), de la Direccion General de
Sanidad Vegetal (DGSV) del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASICA), con el objetivo de diagnosticar especificamente la presencia o
ausencia de Septoria lycopersici. La metodologia descrita, tiene un sustento cientifico que
respalda los resultados obtenidos al aplicarlo. La incorrecta implementacion o variaciones en la
metodologia especificada en este documento de referencia pueden derivar en resultados no
esperados, por lo que es responsabilidad del usuario seguir y aplicar el protocolo de forma
correcta.

La presente version podra ser mejorada y/o actualizada quedando el registro en el historial de
cambios.
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1. OBJETIVO Y ALCANCE DEL PROTOCOLO

Describir la metodologia aplicada en el Laboratorio de Micologia del Centro Nacional de
Referencia Fitosanitaria para la deteccion e identificacion de Septoria lycopersici, mediante
caracterizacion morfométrica y técnicas moleculares, a partir de semillas y tejido vegetal de
tomate (Solanum lycopersicum) bajo las condiciones de uso de reactivos que aqui se detallan.

2. INTRODUCCION

2.1 Informacion sobre la plaga

La viruela o septoriosis del tomate es una enfermedad foliar importante causada por el hongo
S. lycopersici (Bassay Blum, 2000) que puede afectar a cultivos de tomate (S. lycopersicum) y
papa (S. tuberosum), asi como algunas otras solanaceas (MacNeill, 1950). Inicialmente, S.
lycopersici se dividia en dos variantes: var. lycopersici y var. malagutii; sin embargo,
diferencias morfoldgicas y moleculares las separan actualmente en dos especies distintas
(Cline & Rossman, 2006). S. lycopersici fue primeramente reportada en Argentina en 1882, y
mas tarde en los Estados Unidos en 1896 (Sutton & Waterston, 1966); actualmente, se
encuentra en muchas regiones productoras del mundo (Cabral, Marouelli, Lage & Café-Filho,
2013). En México no hay registro de su presencia.

En plantas infectadas por S. lycopersici, los primeros sintomas visibles son la presencia de
pequefias lesiones cloroticas que se distinguen mas claramente a contra luz. Estos puntos
cloréticos inicialmente miden de 2 a 4 mm de diametro, pero pronto se ven rodeados por halos
que al avanzar la enfermedad originan manchas mas grandes por la coalescencia de las
lesiones (Anexo 8.1). Transcurridos 10 dias (0 menos) si las condiciones ambientales son
himedas y frescas, se observa, en la parte central de las lesiones, la aparicion de pequefios
puntos negros que corresponden a los picnidios del hongo, los cuales liberan esporas que
daran origen a las infecciones secundarias. La enfermedad es mayormente foliar y solo bajo
raras excepciones puede afectar peciolos, tallos y el céliz de los frutos (MacNeill, 1950).

El desarrollo de esta enfermedad depende de las condiciones ambientales, siendo favorecida
por una humedad relativa cercana al 100% acumulada durante 48 horas y temperaturas entre
15 y 27 °C (Zitter, 1987). Bajo estas condiciones, S. lycopersici puede causar severas
defoliaciones y, consecuentemente, pérdidas econdmicas significativas (Ferrandino & Elmer,
1992). En Estados Unidos se han reportado defoliaciones cercanas al 80%, mientras que en la
India casi el 100 % del cultivo defoliado (Bassay Blum, 2000). En México la enfermedad tiene
el potencial de afectar a mas de 50 000 ha sembradas con jitomate con un valor de produccién
anual de 25 483 434.73 de pesos (SIAP, 2017).
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2.2 Informacioén taxonémica

Nombre Anamorfo: Septoria lycopersici Speg.

Nombres comunes: Septoriosis del tomate (espafiol)
Viruela del tomate (espafiol)
Septoria leaf spot (Ingles)

Posicion taxondmica:
Dominio: Eukaryota
Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Dothideomycetes
Orden: Capnodiales
Familia: Mycosphaerellaceae
Género: Septoria
Especie: Septoria lycopersici

(Crous, Gams, Stalpers, Robert & Stegehuis, 2004)
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3. DETECCION E IDENTIFICACION

Para determinar la presencia de S. lycopersici, es necesario contar con material vegetal que
presente signos y sintomas caracteristicos de la enfermedad (Anexo 8.1). La muestra debe
consistir en hojas y ramas de la planta que presenten manchas necréticas con puntuaciones
oscuras (donde se pueden presentar los picnidios) o micelio alrededor del tejido.

Si la muestra no cumple con las caracteristicas requeridas (como tejido vegetal distinto a hojas y
ramas) o se encuentra en mal estado (fase avanzada de pudricion o descomposicién), se registra
el motivo del rechazo: “Material en mal estado” o “No se procesd”, y en observaciones se
especifica brevemente la razon.

3.1 Identificaciéon morfomeétrica

La identificacion morfométrica se puede realizar por observacion directa de cortes
histoldgicos, a partir de signos en el tejido vegetal o del crecimiento de las estructuras en papel
secante y medio de cultivo.

3.1.1 Cortes histologicos

1) Partir de hojas o ramas con presencia de sintomas, observar en un microscopio
estereoscopico la presencia de signos del hongo (picnidios).

2) De los picnidios, obtener fragmentos menores a 0.5 mm de grosor utilizando navaja de
bisturi 0 navaja de afeitar.

3) Elaborar montajes temporales 0 permanentes (Anexo 8.2) para su observacion con un
microscopio compuesto. Marcar las preparaciones con el nimero de identificacion y los
datos de la muestra.

4) Medir las estructuras del hongo (picnidios, conidios y células conididgenas) y obtener el
ancho y largo de éstos. Comparar las dimensiones obtenidas con la literatura de
referencia, con la finalidad de definir el género y la especie de acuerdo a la descripcion
morfométrica (Seccion 3.2).

3.1.1.1 Interpretacion de resultados

En caso de que los signos en el tejido vegetal correspondan a picnidios y la observacion de
los mismos coincida con la descripcion de S. lycopersici, se debe dar el resultado como
positivo y, de ser necesario, se debe corroborar por secuenciacion (Anexo 8.5).

Si no se detecta presencia de estructuras caracteristicas de S. lycopersici, se debe reportar el
diagnostico para esta técnica como negativo y se debe verificar el resultado por las técnicas
descritas en las secciones de incubacion en papel secante (Seccion 3.1.2) y aislamiento en
medios de cultivo (Seccion 3.1.3).
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3.1.2 Incubacidn en papel secante

1) A partir de tejido vegetal con o sin sintomas del hongo, obtener fragmentos de
aproximadamente 1 cm? y, en condiciones de asepsia, desinfestarlos con una solucion de
hipoclorito de sodio al 1% durante 1 min y enjuagar en 3 ocasiones con agua destilada
estéril. Permitir el secado del material vegetal, para ello colocar los fragmentos sobre
papel absorbente estéril durante un periodo aproximado de 2 a 3 horas.

2) Armar camaras himedas. Colocar en cajas Petri de cristal un circulo de papel filtro
Whatman® del nimero 4 (se puede utilizar otro tipo de papel filtro o papel absorbente) y
esterilizar en autoclave a 121 °C y 15 psi (libras por pulgada cuadrada, por sus siglas en
inglés; = 103421 Pascales) durante 20 min, o a 160 °C durante 2 horas con calor seco.
Una vez estériles y frias, humedecer el papel filtro con agua destilada estéril (evitar tener
exceso de agua).

3) Colocar en la camara humeda de 5 a 6 fragmentos de material vegetal seco. Incubar a
25 °C, bajo condiciones cercanas al 100% de humedad, al menos durante 5 dias.

4) Observar con un microscopio estereoscopico si hay la formacion de picnidios del hongo,
realizar el montaje para visualizar sus caracteristicas.

5) A partir de las estructuras, obtener montajes temporales o permanentes para Su
observacién con un microscopio compuesto. Medir las estructuras del hongo (picnidios,
conidios y células conididgenas) y obtener el intervalo de medidas del ancho y largo.
Comparar las dimensiones con la literatura de referencia para definir el género y especie
del hongo de acuerdo con las caracteristicas morfométricas que presenten (Seccion 3.2).

3.1.2.1 Interpretacion de resultados

En caso de que los signos en el tejido vegetal correspondan a picnidios y la observacion de
los mismos coincida con la descripcion de S. lycopersici, se debe reportar el diagnéstico
para esta técnica como positivo y, de ser necesario (ver Seccion 3.3), se debe corroborar por
secuenciacion (Anexo 8.5).

Si no se detecta presencia de estructuras caracteristicas de S. lycopersici, se debe reportar el
diagndstico para esta técnica como negativo y verificar el resultado por la técnica descrita
en la seccion de aislamiento en medios de cultivo (Seccion 3.1.3).

3.1.3 Aislamiento en medios de cultivo

1) A partir de tejido vegetal con presencia de sintomas, obtener fragmentos de
aproximadamente 1 cm?, los cuales se deben desinfestar y secar de acuerdo a lo indicado
en la Seccion 3.1.2. Si hay presencia de picnidios en el tejido vegetal, se deben
diseccionar y sembrar directamente en el medio de cultivo.

Versién 1.0 [5]
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2) Sembrar de 5 a 6 fragmentos secos en cajas Petri con uno de los siguientes medios de
cultivo: EMA al 2% (Extracto de Malta Agar), PDA (Papa Dextrosa Agar) u OA (Harina
de Avena Agar, por sus siglas en inglés), e incubar a 25 °C + 3 °C durante 5 dias. Para la
preparacion de medios de cultivo, consultar el Anexo 8.4.

3) Si hay crecimiento de colonias tipicas del hongo (Seccion 3.2.1), se deben volver a aislar
en medio de cultivo EMA, PDA u OA para obtener cultivos puros. Para ello, incubar de
15 a 25 °C en 12 horas luz / 12 horas oscuridad durante 8 dias; al término de este tiempo,
observar el tipo de crecimiento, coloracion del micelio y del medio de cultivo, ademas de
la formacion de estructuras del hongo (picnidios).

4) Obtener preparaciones temporales o permanentes de las estructuras (Anexo 8.2) y
observar con un microscopio compuesto.

5) Medir las estructuras del hongo (picnidios, conidios y células conididgenas) y obtener el
intervalo y promedio del ancho y largo de estos. Comparar las dimensiones obtenidas con
la literatura de referencia para definir el género y especie del hongo (Seccion 3.2).

3.1.3.1 Interpretacion de resultados

Para determinar la presencia del patdgeno, se deben obtener colonias con desarrollo de
picnidios con conidios caracteristicos de S. lycopersici. Se debe reportar el resultado como
positivo y, de ser necesario (ver Seccion 3.3), se debe corroborar por secuenciacion (Anexo
8.5).

Si no se detecta la presencia de colonias y estructuras caracteristicas de S. lycopersici, se
debe reportar el diagnostico para esta técnica como negativo.

3.2 Descripcion morfométrica

La septoriosis del tomate presenta Unicamente fase asexual, por lo que el diagnéstico
morfométrico debe estar basado en las caracteristicas de los picnidios, conidios y células
conidiégenas. Tanto S. lycopersici como S. malagutii pueden infectar diversas solanaceas, por
lo que el diagnostico debe considerar la diferenciacion entre ambas especies (Cline &
Rossman, 2006).

3.2.1 Descripcién colonial

Colonias de crecimiento lento, de 31 mm de diametro a los 15 dias en PDA a 23 °C, micelio
aéreo blanco que se torna subsecuentemente grisaceo palido a ligeramente parpura, de
superficie flocosa (aspecto de copo) y ligeramente elevada. El reverso de la caja presenta
coloracion blanca a ligeramente color salmén (Figura 1A). S. lycopersici se diferencia de S.
malagutii en morfologia colonial porque este Gltimo en el reverso es ligeramente anillado y
se pigmenta de color marréon vino a rojo en PDA (Figura 1B) (Cline & Rossman, 2006).
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A anverso reverso B anverso reverso

Figura 1. Morfologia colonial de Septoria. Vista del anverso y reverso, respectivamente, del crecimiento del
hongo en medio PDA a 23 °C durante 15 dias. A. Septoria lycopersici. B. Septoria malagutii (Cline &
Rossman, 2006).

3.2.2 Fase asexual (Anamorfo)

Existen ligeras diferencias en la descripcion morfoldgica de S. lycopersici entre diversos
autores, sobre todo en lo que respecta a las medidas de ancho y largo de conidios. Para fines
de este protocolo, se citan los intervalos mayores. En general, S. lycopersici posee picnidios
inmersos (epifilos o rara vez hipofilos), dispersos o en grupos de 6 a 8 anfigenos globosos a
esféricos, de color amarillo miel a café oscuro, de 75 — 200 um de diametro (Figura 2A), con
pared multicelular compuesta por una capa externa de células pseudoparenquimaticas de
color amarillo miel de gran tamafo, pero de pared delgada y una region interna hialina de
células pequefias, ostiolo unilocular circular o ancho e irregular, hasta 90 um de diametro,
completamente circular cuando es visto desde arriba (Sutton & Waterston, 1966;
Muthumary, 1999).

Células conididgenas ubicadas en la cavidad del picnidio, simples, de dos células
lageniformes o ampuliformes, hialinas, no septadas, cilindricas a clavadas y de 7.5-10 x 4
um (Figura 2B), cada una de las cuales produce un conidio terminal solitario en su punta y, a
menudo, también en proliferaciones simpodiales. Conidios blasticos, hialinos, filiformes y
ligeramente curvos, de 2 a 12 septos, con apice agudo, base truncada a obtusa, y de 52—-105 x
2-3 um (Figura 2C) (Sutton & Waterston, 1966; Muthumary, 1999). Respecto a S. malagutii,
Cline & Rossman (2006) hacen énfasis que las células conididgenas son mas pequefias (7.4 +
0.2 um) comparadas con las de S. lycopersici (9.1 = 0.3 um), mientras que los conidios de S.
malagutii son mas largos (90.6 + 3.4 um) que los de S. lycopersici (73.2 + 2.4 um).
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Figura 2. Estructuras de reproduccién de Septoria lycopersici. A. Corte vertical de un picnidio sobre tejido
vegetal. B. Células conididgenas a 100X. C. Conidio a 63X. (A: Watt, s.f.; By C: Cline & Rossman, 2006).

3.3 Identificacion del patégeno

Para reportar una identificacion positiva de S. lycopersici, es necesario la deteccion en
conjunto de las siguientes pruebas: caracterizacion morfométrica de las estructuras distintivas
del hongo, aislamiento vy tipificacion de la colonia.

De ser necesario, como prueba de corroboracién, se debe secuenciar el gen del factor de
elongacion de la traduccion 1 alfa (TEF-1a) y la region de los espaciadores transcritos internos
(ITS) del DNA ribosémico (rDNA) (Verkley, Quaedvlieg, Shin y Crous, 2013), a partir de la
extraccion del acido desoxirribonucleico (DNA) de cultivos puros. Los casos en los que se
debe de corroborar por secuenciacion son:

e Primeras detecciones en nuevos hospedantes.

e Cuando se necesite un sustento fitosanitario de mayor relevancia para la movilidad de
tejido vegetal.

Los datos de secuenciacion se deben de enviar al Laboratorio de Micologia del CNRF para su
analisis. En el Anexo 8.5 se detalla la metodologia para el andlisis empleada por el
Laboratorio de Micologia del CNRF. En estos casos, se considera aceptada la identificacion
después de realizar el analisis de secuencias.

4. REGISTROS
Almacenar los registros y evidencias del proceso de diagnostico de S. lycopersici.

e Mantener el material vegetal que no fue utilizado en el diagndstico en su empaque original a
4 °C durante, al menos, 1 mes posterior al diagnostico.

En caso de obtener un resultado negativo:
e Inactivar y desechar el material vegetal.
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En caso de obtener un resultado positivo:

e Desde el momento en que se detectan signos en hojas, prensar el tejido hasta que pierda
humedad y resguardar a temperatura ambiente.

e Conservar montajes permanentes donde se encuentren estructuras distintivas del hongo
como evidencia de la identificacion morfométrica.

e Conservar el aislamiento puro mediante técnicas de preservacion que garanticen la
viabilidad del hongo, no realizar transferencias continuas del aislamiento.

e Resguardar los resultados de las pruebas moleculares (fotografia del gel y secuencias).

e Mantener el DNA obtenido en congelacion a -20 °C (de ser posible a -70 °C).

5. CONTACTO PARA INFORMACION ADICIONAL

Correo: lab.micologia@senasica.gob.mx
Teléfono: 011 (52) 55 5905 1000, Ext. 51424, 51409 y 51373

6. RECONOCIMIENTO

Este protocolo fue elaborado por el Laboratorio de Micologia (Adrian Gonzélez Saucedo, Jire
Ajeleth Mufioz Jaimes, Lervin Herndndez Ramos, Magnolia Moreno Velazquez y Nayeli Carrillo
Ortiz); revisado por el Departamento de Fitopatologia (Maria del Rocio Hernandez Hernandez) y
el Grupo DiaFi (Berenice Calderén Pérez); y editado por el Grupo DiaFi (Ariana Guadalupe
Robles Zarate).
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8. ANEXOS

8.1 Signos y sintomas

n Lc___ e &

Figura 3. Signos y sintomas de Septoria lycopersici en tomate. a. Manchas anulares con clorosis marginal en
haz de la ldmina foliar. b. Presencia de picnidios. c. Masa de esporas (cirros) exudados de un picnidio (a: Watt,
2014; b: Kennedy, 2016; c: Bush, 2010).

8.2 Elaboracion de montajes
8.2.1 Preparaciones temporales con cubreobjetos

1) Partir de tejido vegetal con signos del hongo o de cultivos puros. Colocar el tejido vegetal
0 estructuras en un portaobjeto o caja Petri de cristal sobre la platina del microscopio
estereoscopico para observar a detalle el &rea a seccionar o montar en laminillas.

2) Realizar cortes del material vegetal con estructuras del hongo, con navaja de bisturi o con
navaja de afeitar, de un grosor menor a 0.5 mm o lo suficientemente delgado para dejar
pasar la luz a través del tejido; también se puede tomar directamente un fragmento de
micelio o las estructuras del hongo a partir del tejido vegetal o cultivo del hongo.

3) Colocar los cortes o estructuras del hongo sobre un portaobjetos con la ayuda de una
aguja de diseccion o de un alfiler entomolégico. Adicionar una gota de medio de montaje
(Anexo 8.3) e hidratar completamente el tejido evitando la formacion de burbujas de aire.
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4) Cubrir la gota con un cubreobjetos y presionar ligeramente para que se distribuya la gota
Yy, en su caso, sustraer el liquido excedente. Secar con papel absorbente cuidando que no
se pierda el espécimen. Calentar por algunos segundos para eliminar burbujas de aire.
Observar el espécimen en un microscopio compuesto. En caso de que no se aprecien las
estructuras, se debe realizar otra preparacion, cuidando de que los cortes sean mas finos.

8.2.2 Preparaciones temporales con cinta adhesiva
1) Colocar en un portaobjetos una gota de medio de montaje (Anexo 8.3).

2) Con un pedazo de cinta adhesiva transparente, tocar con delicadeza y en forma superficial
el area del tejido vegetal, o del medio de cultivo con crecimiento de hongos para obtener
las estructuras del mismo.

3) Pegar la cinta sobre el portaobjetos cuidando que las estructuras queden dentro de la gota.

4) Observar con un microscopio compuesto, medir las estructuras (picnidios, conidios y
células conididgenas), obtener el intervalo y promedio del ancho y largo de éstos.

8.2.3 Preparaciones permanentes
1) Colocar una gota de medio de montaje (Anexo 8.3) sobre un portaobjetos.

2) Adicionar las estructuras del hongo dentro de la gota con ayuda de una aguja de diseccion
o de un alfiler entomolégico. Eliminar las burbujas que se formen con una aguja o
calentado el portaobjetos.

3) Con ayuda de un sacabocados, formar un anillo de parafina alrededor de la gota. Para esto,
calentar el extremo del sacabocados en un mechero e introducirlo en parafina sélida e
inmediatamente colocarlo alrededor de la gota.

Nota: el diametro del sacabocados debe ser mayor al de la gota.

4) Colocar un cubreobjetos sobre el anillo de parafina y calentar hasta que el anillo se derrita,
cuidando que no queden burbujas de aire en la gota ni en la parafina.

5) Dejar enfriar y observar con un microscopio compuesto.

8.3 Medios de montaje

Lactofenol

Fenol (cristales) 20 g
Acido lactico 20 mL
Glicerina 40 mL
Agua destilada 20 mL
Azul de Nilo 0.1-05¢
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Procedimiento: agregar los cristales de fenol y el agua a un recipiente, calentar ligeramente
para disolver los cristales, y adicionar la glicerina y el acido lactico. Colocar el colorante y
agitar hasta que se diluya (la cantidad de colorante depende de la coloracion deseada).

Nota: este medio de montaje actia como solucion fijadora y restaura la turgencia del
material seco. Es excelente medio para montajes temporales y permanentes.

Agua- glicerina

Glicerina 50 mL
Agua destilada 50 mL

Procedimiento: mezclar 50 partes de agua destilada y 50 partes de glicerina. Se puede
adicionar algun colorante como azul de Nilo.

Nota: se utiliza en montajes temporales y permanentes.

8.4 Medios de cultivo

A continuacion, se sefialan los medios de cultivo que permiten un éptimo desarrollo in vitro de
S. lycopersici.

Extracto de Malta Agar 2% (EMA)

Extracto de Malta Agar 16.8¢9
Agua destilada 500 mL

Procedimiento: mezclar los ingredientes en un matraz Erlenmeyer de 1 L, esterilizar en
autoclave a 121 °C por 15 min. Vaciar en cajas Petri y dejar solidificar.

Harina de Avena Agar (OA)

Hojuelas de avena 209
Bacto Agar (agarosa granulada) 750
Agua destilada 500 mL

Procedimiento: moler las hojuelas de avena en licuadora y mezclar con el resto de los
reactivos en un matraz Erlenmeyer de 1 L. Esterilizar en autoclave a 121 °C por 15 min, vaciar
en cajas Petri y dejar solidificar.

PDA (Papa Dextrosa Agar) con acido lactico

Papa 100 g
Dextrosa 759
Agar nutritivo 9.09¢
Agua destilada 500 mL
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Procedimiento: colocar los trozos de papa en un matraz Erlenmeyer con el agua y esterilizar
en autoclave a 121 °C durante 20 min. Filtrar el agua de coccion y aforar a 500 mL. Agregar la
dextrosa y el agar, disolver con agitador magnético. Esterilizar en autoclave a 121 °C por 20
min. Dejar enfriar. Adicionar 1.5 mL de &cido lactico al 10%, vaciar en cajas Petri y dejar
solidificar.

8.5 Corroboracién mediante secuenciacion

Para determinar la identidad de S. lycopersici mediante secuenciacion y filogenia molecular,
es necesario secuenciar el gen del factor de elongacion de la traduccién 1 alfa (TEF-1a) y una
region de los espaciadores transcritos internos (ITS) del rDNA. De acuerdo a lo reportado por
Verkley, Quaedvlieg, Shin y Crous (2013), el uso de ambos genes es necesario en el
diagndstico de S. lycopersici, dado que el gen TEF-1a permite separar a S. lycopersici y S.
malagutii de entre mas de 90 especies del género Septoria; mientras que la region ITS permite
separar entre ambas especies.

8.5.1 Extraccion de DNA

La extraccion se debe realizar a partir de cultivos puros en medio PDA, OA o EMA,
previamente caracterizados morfolégicamente.

Nota: cualquier kit comercial de extraccion puede resultar 6ptimo para tal fin, para
ello es importante obtener una buena calidad, cantidad e integridad de DNA.

Se sugiere la metodologia propuesta por Cenis (1992) modificada, se describe a
continuacion:

1) En un tubo con perlas de cerdmica (MagNA Lyser Green Beads) transferir 0.01 g de
micelio de una caja Petri de la muestra de interés.

Nota: para facilitar la obtencidn de sobrenadante, previamente sustraer del tubo un
poco menos de la mitad de las perlas de ceramica. Otra opcién, es duplicar el
volumen de los reactivos que se mencionan a continuacion.

2) Agregar 500 pL de buffer TE 1X, incubar a temperatura ambiente durante 5 min.
Posteriormente, centrifugar 5 min a 17 940 g y extraer la mayor cantidad posible de
sobrenadante con una micropipeta.

Nota: no decantar el buffer TE mediante inversion del tubo, ya que las perlas de
ceramica y micelio se perderian.

3) Adicionar 300 pL de buffer de extraccion y macerar el micelio hasta que quede
pulverizado usando un disruptor de tejidos durante 10 min (Minibeadbeater-96 Cat. No.
1001 de Biospect Products o equipos con caracteristicas similares).
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Nota: el buffer de extraccion consiste en 200 mM Tris-HCL pH 8.5, 250 mM NacCl,
25 mM EDTA (Acido Etilendiaminotetraacético) y 0.5% SDS (Dodecil Sulfato de
Sodio).

4) Adicionar 150 pL de acetato de sodio 3 M pH 5.2, invertir suavemente dos a tres veces el
tubo. Posteriormente, incubar a una temperatura de -20 °C durante 10 min.

5) Centrifugar los tubos durante 10 min a 15 290 g, transferir 250 pL del sobrenadante a un
tubo de 1.5 mL nuevo y estéril (evitar la resuspension del sedimento).

6) Agregar 250 uL de isopropanol frio (almacenado a -20 °C), invertir suavemente dos a tres
veces el tubo y dejar reposar a temperatura ambiente durante 10 min. Posteriormente,
centrifugar 10 min a 15 290 g.

Nota: al final del proceso puede ser o no visible la pastilla de DNA.

7) Decantar el isopropanol por inversion cuidando de no perder la pastilla. Agregar 500 pL
de etanol al 70% y centrifugar durante 2 min a 15 290 g. Secar la pastilla por inversion en
papel secante estéril hasta que no se observen gotas en la pared del tubo.

8) Resuspender el DNA en 50 pL de agua grado biologia molecular o buffer TE 1X, y
guardar la muestra a -20 °C hasta su uso. La cantidad de DNA obtenida por este método
debe ser la suficiente para cubrir el intervalo de trabajo del ensayo de PCR.

8.5.2 Verificacion de la calidad del DNA

Al finalizar el proceso es importante verificar la calidad y cantidad del DNA obtenido. Para
ello, se puede utilizar un espectrofotbmetro modelo NanoDrop 2000c de Thermo
Scientific™ (seguir las instrucciones del manual del fabricante para su uso) u otro equipo
con la misma funcionalidad. La calidad 6ptima del DNA estad dada por la absorbancia
Azsorso= 1.8-2.0 y Azeorz0= 2.0-2.2 (Manchester, 1995). En la practica, absorbancias fuera
de los intervalos Optimos son permitidos siempre que amplifiquen exitosamente los
fragmentos de interés del control enddgeno.

8.5.3 Ensayo de PCR punto final

Se debe amplificar el gen TEF-la con los primers disefiados por O’Donnell, Kistler,
Cigelnik y Ploetz (1998), y la region ITS del rDNA con los primers propuestos por White,
Lee y Taylor (1990). Las secuencias de ambos pares de primers se detallan en el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Primers utilizados en el ensayo de PCR punto final para la amplificacion de genes endogenos

Tipo Nombre del primer Secuencia (5"2>3") Tamaiio (pb)
Sentido EF-1 5- ATGGGTAAGGARGACAAGAC -3’
Antisentido EF-2 5-GGARGTACCAGTSATCATGTT -3’ =750
Sentido ITS-1 5- TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3
Antisentido ITS-4 5- TCCTCCGCTTATTGATATGC -3 =050

1) Preparar la mezcla de reaccion de manera separada para cada par de primers de acuerdo a
lo descrito en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Preparacion de la mezcla de reaccién para el ensayo de PCR punto final

Reactivos Concentracion inicial Concentracion final Volumen (uL)
Buffer PCR 10X 1X 2.5
MgCl. 50 mM 1.5mM 0.75
dNTP’s 10 mM 0.2mM 0.5
Primer Sentido 10 uM 0.5 uM 1.25
Primer Antisentido 10 uM 0.5 uM 1.25
Tag DNA Pol 500 U 25U 0.125
DNA 12.5 - 250 ng/uL 1 - 20 ng/pL 2.0
e o vl - -
Volumen final 25

2) A continuacion, programar el termociclador de acuerdo a las condiciones descritas en el
Cuadro 3 para el gen TEF-1a, y en el Cuadro 4 para la region ITS.

Cuadro 3. Programa del termociclador para la amplificacion del gen TEF-1a

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 °C 5 min 1
Desnaturalizacion 95°C 30s
Alineamiento 50 °C 30s 35
Extension 72 °C 60 s
Extension final 72°C 5 min 1
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Cuadro 4. Programa del termociclador para la amplificacion de la region ITS

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 3 min 1
Desnaturalizacion 95°C 455
Alineamiento 58 °C 45s 35
Extension 72°C 455
Extension final 72°C 10 min 1

3) Realizar el analisis electroforético de los productos de PCR durante 1 hora a 100 V en un
gel de agarosa ultra pura al 2% en buffer TAE 1X, tefiido con 0.6X de GelRed™ Biotum,
u otro método adaptable que permita interpretar los resultados.

8.5.4 Controles para las pruebas moleculares

En ambos ensayos de PCR punto final descritos en este protocolo, es necesario incluir los
siguientes controles:

Control positivo: provee un patron de referencia con el cual comparar los resultados
positivos en las muestras. Puede ser DNA gendmico de cualquier hongo, que en un ensayo
previo de gen enddgeno haya tenido una amplificacién correcta.

Control negativo de reactivos: es la mezcla de reaccion sin molde (DNA/RNA/clona). Para
el caso de genes enddgenos descarta contaminacion de la reaccion.

8.5.5 Interpretacion de resultados de los ensayos de PCR punto final
Los resultados son validos solamente bajo los siguientes criterios:

e En ambos ensayos de amplificacién de genes, el control positivo (DNA) y cada una
de las muestras deben generar una banda de tamafio aproximado entre 650 a 800 pb
para el caso de TEF-1a, y entre 500 a 700 pb para la region ITS.

e El control negativo de reactivos no debe de generar bandas en ningln ensayo de PCR.

8.5.6 Secuenciacion y filogenia molecular

1) Los productos de PCR se deben secuenciar siguiendo las especificaciones para el envio de
muestras de la institucion a la que se solicite el servicio.

2) Una vez que se cuente con las secuencias, ingresar a la herramienta de alineamiento
Nucleotide BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del NCBI (National Center for
Biotechnology Information), disponible en https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.
Insertar la secuencia de interés y realizar el alineamiento con los parametros
predeterminados.
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3) Una vez realizado el alineamiento, revisar cuidadosamente las especies que aparecen en la
parte superior de la tabla. Se debe verificar el porcentaje de cobertura e identidad (valores
con tendencia al 100%) y el valor de E, el cual representa el valor estadistico generado
por BLAST a partir del alineamiento al azar de la secuencia de interés en la base de datos,
dicho valor debe presentar una tendencia hacia el cero (Benson et al., 2013).

Dado que en grupos de especies con un alto grado de parentesco molecular la
diferenciacion entre especies, formas especiales o razas, reside en un nimero limitado de
inserciones y deleciones (INDEL) y polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), es
conveniente realizar un analisis filogenético para determinar con exactitud la identidad de
las muestras de interés. La reconstruccion filogenética debe partir de secuencias bien
caracterizadas de especies tipo y procedentes de una fuente fiable, se recomienda utilizar
las secuencias de referencia publicadas por Verkley et al., (2013) para los genes TEF-1a e
ITS, y agregar las secuencias de la muestra de interés para llevar a cabo la filogenia.

Nota: el nUmero de acceso de la base de datos del GenBank de las secuencias de
referencia para S. lycopersici son: KF253410 y KF253411 para el gen TEF-1a, y
KF251462 y KF251463 para la region ITS.

4) El alineamiento multiple de secuencias y la posterior construccion de arboles filogenéticos
se realizan con los softwares BioEdit Sequence Alignment Editor v7.2.5 y MEGAY,
respectivamente (otros softwares pueden ser utilizados para el mismo proposito).

En el alineamiento multiple de secuencias, incluir tanto la secuencia del primer sentido como
del antisentido en su inverso complementario (secuencia consenso). Utilizar el algoritmo
ClustalW para el alineamiento de todas las secuencias. Para la reconstruccion filogenética es
recomendable utilizar un método que esté basado en métodos probabilisticos (Maxima
Verosimilitud o Inferencia Bayesiana). El resultado obtenido en el arbol filogenético puede
ser confirmado mediante el andlisis de los INDEL y SNP observados directamente en el
alineamiento multiple de secuencias.

8.5.7 Interpretacion de resultados

El resultado es positivo cuando la secuencia de la muestra queda agrupada exactamente en el
clado 4A de Verkley et al., (2013), junto con las secuencias de referencia KF253410 y
KF253411 para el gen TEF-lo (Figura 4); ademas, el alineamiento mdltiple con las
secuencias KF251462 y KF251463 para la region ITS debe ser homologo (Figura 5).

El resultado es negativo cuando la secuencia de la muestra queda agrupada en un clado
distinto a las de las secuencias de referencia. En este caso, la identidad del organismo es
establecida con base en el clado con que se agrupe la secuencia de la muestra y debe
registrarse en el resultado final.

Versién 1.0 [19]



| AGRICULTURA | SENASICA

LG RUAAL

Rango de colores | KF253290.1 Seploria apiicola CBS389.59

[ J Clade 4a KF253289.1 Septoria apiicola CBS116465
J Clade 4b I_ KF253291.1 Septoria apiicola CBS395.52

= : KF253292.1 Septoria apiicola CBS400.54
| clade 3 |

KF253346.1 Septona cucurbitacearum CBS178.77
— yItem ficticio CNRF EF-1a
| KF253410.1 Septoria lycopersici CBS128654
KF253411.1 Septoria lycopersici CBS354.49
KF253418.1 Septoria malagutii CBS106.80
_ = | T KF253431.1 Septoria obesa CBS354.58
KF253406.1 Septoria leucanthemi CBS353.58
I_ KF253477.1 Septoria putrida CBS109088
KF253491.1 Septoria scabiosicola CBS317.37
KF253327.1 Septoria chrysanthemella CBS354.73
KF253441.1 Seproria paridis CBS109109
Tree scale: 0.01 ) —— KF253427.1 Septoria napelli CBS109106
KF253388.1 Septoria lactucae CBS352.58
r— KF253432.1 Septoria oenanthis CBS128667
' —— KF253282.1 Septoria aegopodina CBS123741
| L KF253374.1 Seploria gentianae CB8S5128633
| —— KF253422.1 Septoria mazi CBS128755
e KF253308.1 Septoria campanulae CBS128604

KF253498.1 Septoria sii CBS118.96
KF253574.1 Sphaerulina quercicola CBS109009

Figura 4. Filogenia molecular del género Septoria. Inferencia de una porcién del gen TEF-1a mediante el
método de Maxima Verosimilitud (Maximum likelihood) basado en el modelo Tamura Nei con 1000 réplicas
soporte (Bootstrap). Se muestra el arbol con la mayor probabilidad de registro, los valores soporte > 50% estan
simbolizados en los internodos con un circulo azul. Se usaron secuencias de los grupos 3, 4a 'y 4b propuestos
por Verkley et al., (2013). Se incluye ademés la muestra denominado aislamiento CNRF. Se utiliza a
Sphaerulina quercicola como nodo raiz externo al grupo.
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KF251462 Septoria lycopersici CBS128654 GCGGAGGGATCATTACTGA GTGAGGGCCTTCGGGCTCGACCTCCAACCCTTTE
KF251463 Septoria lycopersici CBS354.40 |--ceeiiniinnnnnees ittt iaiaataactanaccaaaans
KF251470 Septoria malagutii CBS106.80 |-cevceeeenannnnn P ot SRR c
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Figura 5. Alineamiento multiple de secuencias. Se utilizan las secuencias de la region ITS del rRNA de
Septoria lycopersici y Septoria malagutii con el algoritmo ClustalW; ademas, se incluye la muestra
denominada item CNRF. Se indican los INDEL y SNP caracteristicos para diferenciar entre ambas especies a
partir del nucleétido 17 de la region ITS del rRNA.
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